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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades de mayor tasa de mortalidad en el mundo y esta
enfermedad aumenta afio con afio y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) es la segunda causa de muerte en el mundo.! Por ello el cancer es un
problema grave que afecta a la salud y debido a que es una enfermedad de variedad
tisular, presenta un gran desafio para un diagndstico especifico y asi encontrar los
tratamientos mas adecuados para mejorar la calidad de vida de los pacientes.?

Como se menciond anteriormente el cAncer puede afectar una gran variedad de tejidos,
por lo tanto, puede presentarse en cualquier parte del cuerpo, en hombres el cancer
con mayor prevalencia es el de préstata seguido por el cancer de pulmén, bronquios,
colon, recto y vejiga urinaria.? En mujeres el cancer con mayor prevalencia es el de
mama seguido por el cancer de pulmén, bronquios, colon, recto, cuerpo uterino y
tiroides. En la poblacion infantil, los porcentajes mas altos de cancer corresponden a
leucemias, aquellos relacionados con el cerebro y de nudos linfaticos.?

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC
por sus siglas en inglés) se reportaron 18 078 957 de casos de cancer en el mundo en
el 2018, donde 9 456 418 de casos corresponden a hombres y 8 622 539 de casos
corresponden a mujeres.?

La Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en ingles), ha
aprobado algunos farmacos de tipo &cido hidroxamico, los cuales van dirigidos a
blancos terapéuticos importantes que son las histonas desacetilasas (HDAC'’s), estas
enzimas se encargan de diversos procesos fisiolégicos, principalmente la
desacetilacion de los residuos de lisina de las histonas, regulando asi la transcripcion
de diferentes factores. La sobreexpresion de estas enzimas esta relacionada con
diferentes tipos de cancer, principalmente cancer de colon, de pulmén y leucemias.
Debido a lo anterior, es sumamente importante diseflar y sintetizar moléculas
innovadoras que puedan actuar sobre esta enfermedad, de manera especifica sobre
dos blancos terapéuticos: el de histona deacetilasas 6 (HDACG6) e histona desacetilasa
8 (HDACS8), como agentes citotoxicos especificos para el tratamiento del cancer.
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2. ANTECEDENTES

2.1. BREVE HISTORIA DEL CANCER.

Las primeras descripciones del cancer se encuentran en papiros egipcios que datan
aproximadamente del afio 1600 a.C. siendo el papiro de Ebers donde se encuentra
la primera descripcion del tratamiento quirtrgico del cancer. El origen de la palabra
“cancer” (karkinos) se le adjudica a Hipocrates (460-370 a.C.) quien utilizo la palabra
“carcinos” del latin cangrejo y usd este término para hacer referencia a su
comportamiento clinico; tumores que se ulceran y tienen proyecciones y/o
extensiones hacia tejidos vecinos.* No fue hasta el afio 1761 cuando la primera
autopsia realizada por el anatomista italiano Giovanni Morgagni que se sentaron las
bases para el estudio cientifico del cancer en la oncologia. Finalmente fue hasta el
siglo XIX, cuando el microscopio moderno fue inventado, que se comenz0 a estudiar

el cancer y naci6 el estudio fisiopatoldgico e histolégico del mismo.>

2.2. DEFINICION DE CANCER Y ESTADISTICAS.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define al cancer como un término
genérico para un largo grupo de enfermedades que se caracterizan por un
crecimiento anormal de células mas alla de su capacidad habitual y que pueden
invadir partes adyacentes al cuerpo y/o propagarse a 6rganos, proceso conocido
como metastasis.?

De acuerdo con los datos que presento la OMS en el 2018 el cancer ocasion6 9.6
millones de muertes alrededor del mundo.}® La Agencia Internacional para la

Investigacion del Cancer (IARC) reporto en el 2018, 18.078 957 de nuevos casos.?
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Como se muestra en la Grafica 1, los porcentajes mas altos son para los tipos de

cancer de pulmén y de mama, seguido del colorrectal, prostata y de estbmago.

Numero de casos de cancer en 2018.

’a Pulmén 2 093 876
. 11.6%

"~ Mama 2 088 849
11.6%

- / Colorrectal 1 849 876
Otros 9 736 907 — 10.2%
53.9% - -
‘ Prostata 1 276 106
/ 7.1%
NG

- Estomago 1 033 701
57%

Total: 18 078 957

Gréfica 1. Incidencia de casos de cancer en 2018, México.3

En la Gréafica 2 se muestra el nUmero total de casos de cancer en el 2018 en
hombres el cual es de 9 456 418, destacando el cancer de pulmén en un 14.5%, el
cancer de préstata en un 13.5% y el cancer colorrectal en un 10.9%.3

Numero de casos de cancer en 2018 en hombres.

Pulmén 1 368 524
14.5%

Otros 3 681 464
38.9% Prostata 1 276 106
13.5%
Colorrectal 1 026 215
10.9%
Esofago 399 699 Estomago 683 754
7.2%
4.2% ,
Vesicula 424 082 Higado 596 574

4.5% 6.3%
Total 9 456 418

Gréfica 2. Porcentaje de tipos de cancer en hombres 2018.3
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En la Grafica 3 se muestra el nUmero total de casos de cancer en el 2018 en

mujeres el cual la cifra fue de 8 622 539, donde destacan el cancer de mama en un

24.2%, cancer colorrectal en 9.5% y el cancer de pulmén en un 8.4%.3

Numero de casos de cancer en 2018 en mujeres.

Mama 2 038 849
24.2%

Otros 3 246 828
37.7%
Colorrectal 823 303
9.5%
Estomago 349 947
4.1% :
Cuerpo uterino 362 069 Pulmén 725 352

4.4% 8.4%

Tiroides 436 344 . Cuerpo uterino 569 847
5.1% 6.6%

Total: 8 622 539 |

Gréfica 3. Porcentaje de tipos de cancer en mujeres 2018.3

El Instituto Nacional del Cancer (NIH por sus siglas en inglés) establecié que para
el afio 2030 se proyecta que los casos mundiales de cancer aumenten casi un 50%,
de 14 millones a 21 millones de casos, mientras que las muertes mundiales
aumenten en un 60%, de 8 millones a 13 millones.”

De acuerdo con las estadisticas de la IARC el numero de incidencia de cancer en

México fue de 190 667 mil casos en el 2018,3 asi como se observa en la Gréfica 4.

Numero de casos de cancer en México, 2018.

/ Mama 27 283
(14.3%)

— Prostata 25 049
(13.1%)

Colorrectal 14 900

(54.3%)

Tiroides 12 122
’ (6.4%)

\

Cuello uterino 7 869
(4.1 %)

Total: 190 667
Gréfica 4. Incidencia de casos de cancer en 2018 en México.3

( 1
1 4 )
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Como se muestra en la Gréfica 4, del total de numero de casos de cancer
reportados, 105 051 casos corresponden para el sector femenino, con mayor
incidencia en el cancer de mama, mientras que para el sector masculino
corresponden 85 616 casos siendo el de mayor incidencia el cancer de préstata.?
De acuerdo con la IARC se tiene estimado que el numero de casos de cancer
aumentara en un 63% alcanzando un total de 29 532 994 casos y el numero de
muertes aumentara en un 75%, alcanzando un total de 16 388 459 muertes para el
afio 2045.3

Es importante mencionar que estas cifras de incidencia del cancer en nuestro pais
se deben al incremento de un estilo de vida poco saludable tanto en nifios, jovenes
y adultos, ya que como se menciona anteriormente, el 30% de los casos se debe a
5 factores conductuales, uno de ellos es la obesidad y sobrepeso que, de acuerdo
con la Federacion Mexicana de Diabetes, México se encuentra entre los primeros

lugares a nivel mundial.®

2.3. FACTORES DE RIESGO DEL CANCER.

Existen diferentes factores que interactdan con los genes de cada individuo y estos
pueden llevar a cabo el desarrollo de cancer en un organismo, los cuales son 3

factores externos: fisicos, quimicos y biol6gicos,'? estos se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de factores de riesgo del cancer.

Radiaciones ionizantes y ultravioleta.

Asbesto, amianto, los componentes

del humo del cigarro, arsénico.

Virus bacterias y parasitos.

Como se observa en la Tabla 1 existen diferentes factores, de los cuales solamente

la radiacion, los virus y bacterias son responsables del 7% de los casos de cancer.
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También existe otro factor de riesgo que no entra en esta clasificacion, pero de igual
manera tiene impacto para desarrollar cancer, el cual es presentar un alto indice de
masa corporal, falta de inactividad fisica, ingesta reducida de alimentos saludables
y una alta ingesta de alimentos o sustancias dafiinas al organismo, por ello una gran
parte de poder prevenir esta enfermedad depende del estilo de vida de cada

individuo y el ambiente donde este se desarrolle cotidianamente.

2.4. FISIOPATOLOGIA DEL CANCER.

El cancer es causado por cambios en genes que controlan mecanismos de
proliferacion y muerte celular. Los genes codifican proteinas, con funciones
especificas y regulatorias en estos procesos celulares. Entre los genes mas
importantes implicados en la regulacién de mecanismos celulares de proliferacion
se encuentran los proto-oncogenes y en mecanismos de muerte celular se
encuentran los genes supresores de tumores (GST).
Los proto-oncogenes (por ejemplo: KIT, MET, PDGFRA RET),® que en condiciones
normales son responsables de la division y crecimiento celular, pero que se
convierten en oncogenes durante la mutacidn genética, los cuales son mas
peligrosos para la existencia celular, ya que estas mutaciones son sucesivas en los
genes, de modo que cambian las funciones celulares, y también afecta el ciclo
celular y conduce a una proliferaciéon anormal.?
A estos genes se les clasifica como:

e Genes que estimulan las transcripciones en el ambito nuclear.

e Genes de factores de crecimiento o sus receptores.

e Genes de proteinas intracitoplasmaticas.
Estos oncogenes se sobreexpresan en varios tipos de neoplasias llevando asi el
mal funcionamiento de la célula, pueden estar relacionados con mayor agresividad
tumoral y menor sobrevida, asi como también pueden participar en la
carcinogeénesis codificando proteinas, que pueden estimular de forma indirecta la
proliferacién celular, al interferir con los mecanismos regulatorios.®
Mientras que los GST codifican proteinas capaces de inhibir la proliferacién celular

al bloguear la actividad de oncogenes.
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El equilibrio en la funcion de estos es muy importante para la homeostasis tisular,
ya que en células normales debe existir un equilibrio entre las tasas de replicacion
y muerte celular, entre la funcién del proto-oncogén y del GST. Este desequilibrio
se da cuando los genes sufren de alteraciones genéticas, entre las principales se
encuentran: cambios es la secuencia de ADN, alteracion en el numero de
cromosomas, translocacion de cromosomas.

Normalmente estos mecanismos regulatorios, son genes de recuperacion que se
traducen en proteinas y enzimas que poseen propiedades reparadoras, una de
estas proteinas extrae el uracilo del ADN y asi evita el dafio del ADN y elimina las
principales lesiones del ADN inducidas por la luz ultravioleta.?

Dichas aberraciones o alteraciones genéticas por una parte alteran la funcion del
proto-oncogén, dando lugar a proteinas oncogénicas que actian de forma
dominante promoviendo la proliferacion celular, por otro lado, dan lugar a la
inactivacion de GST inhibiendo la proliferacion. Todas estas alteraciones provocan

crecimiento, desdiferenciacién y capacidad de invasion de las células.

2.5. CARCINOGENESIS QUIMICA

Como ya se habia mencionado antes, hay diferentes factores por los cuales un
individuo puede desarrollar cancer, entre ellos se encuentran factores quimicos o
agentes carcinogénicos quimicos, el que se definen como aquellas sustancias cuya
administracion induce un incremento en la incidencia de uno o mas tipos de
neoplasias.®

El hecho de que ciertas sustancias inmersas en el medio ambiente provoquen varios
tipos de cancer se conoce desde hace aproximadamente 200 afios, una de las
primeras observaciones registradas fue por Sir Percivall Pott en 1975, en Londres
se percatd que muchos de sus pacientes con cancer de escroto eran limpiadores
de chimeneas domeésticas, entonces relaciono la presencia de la enfermedad con la
exposicion al hollin y al alquitran de hulla presente en esos lugares. El alquitran de
hulla contiene componentes activos llamados hidrocarburos aromaticos policiclicos

(HAP), tales como: dibenzo[a,h]antraceno y el benzo[a]pireno® (Figura 1).
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Dibenzo[a,h]antraceno Benzo[a]pireno

Figura 1. Carcindgenos encontrados en el alquitran de hulla.

Enla Tabla 2, se observan algunos agentes carcinogénicos, el 6rgano afectado, por

quien fue descubierto y el afio.®

Tabla 2. Descubrimientos de agentes carcinogénicos.

Hollin Escroto Pott 1775
Humo de pipas Labios Sommering 1795
Alquitran de hulla Piel Volkman 1875
Colorantes Vejiga Rehn 1895
sintéticos
Rayos X Piel Van Trieben 1902
Extracto de tabaco Cavidad oral Abbe 1915
Luz Solar Piel Molesworth 1937
Humo de tabaco Pulmén Muller 1939
Asbestos Pleura Wagner Kipling 1960
Cadmio Préstata Waterhouse 1967

Algunos contaminantes ambientales presentan, aparte de los efectos carcindgenos,
efectos mutagénicos y teratogénicos en roedores, derivando asi en neoplasias o
tumores, los cuales se clasifican como benignos o malignos dependiendo de las
caracteristicas que presenten, en la Tabla 3 se observan las caracteristicas y

diferencias entre un tumor benigno y uno maligno.®
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Tabla 3. Diferencias y caracteristicas de los tumores.

Encapsulado No encapsulado
No invasivos Invasivo
Poca division celular Divisiones celulares comunes
Altamente diferenciados Poco diferenciados
Crecimiento lento Crecimiento rapido
Escasa anaplasia* Presentan anaplasia
No hay metastasis Hay metastasis
Material genético estable Inestabilidad del material genético
Poca secrecion de proteasas Alta secrecion de proteasas
Requiere de factores de crecimiento No requiere de factores de crecimiento

*Anaplasia: Cambio marcadamente regresivo de un tipo de célula especifica (diferenciada) hacia

células que presentan naturaleza indiferenciada (no especializada).

Las células que conforman un tumor maligno se definen como cancerosas y poseen
caracteristicas adquiridas que las distinguen de una célula sana, tales como:
mantenimiento de sefiales de crecimiento, evasion de los supresores de
crecimiento, invasion activa y metastasis, capacidad de replicacion inmortal,
induccion de angiogénesis y resistencia a la muerte celular sin embargo, en los
tltimos afios se han propuesto nuevas caracteristicas para la mayoria de los
tumores: reprogramacion del metabolismo energético, inestabilidad gendmica,
evasion del sistema inmunoldgico y la promocién de un ambiente inflamatorio que,
en conjunto, permite a la célula cancerosa sobrevivir, proliferar y diseminarse.®

El ingerir un agente carcinogénico no necesariamente se deriva en el desarrollo de
un tumor o neoplasia, para ello se lleva a cabo todo un proceso, de como dicha
sustancia provoca cambios en una célula normal y la transforma en una célula
neoplasica; el proceso no ha sido totalmente comprendido para todos los
compuestos, sin embargo, en algunos de ellos se ha logrado comprender sus
mecanismos carcinogénicos.® Hasta el dia de hoy se sabe que el cancer es un
fendmeno que se lleva a cabo en dos tiempos, conversion y el desarrollo neoplasico,
MisSMOosS que a su vez abarcan tres etapas: iniciacion, promocion y progresion
(Figura 2).
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Algunos de los factores a considerar de las etapas de iniciacién y promocién se

enlistan a continuacion:®

>

El iniciador (sustancia carcinogénica) debe ser administrado primero. Pocos
0 ningun tumor se presenta si el promotor se administra inicialmente.

Si el iniciador es administrado en dosis Unica con un nivel por debajo al que
pueda provocar cancer, no produce la formacion de tumores durante el
periodo de vida. Sin embargo, si se aplican dosis repetidas del iniciador
puede formar tumores aun en la ausencia del promotor.

La accién de iniciador es irreversible, los tumores generados se presentan
aproximadamente en las mismas proporciones, si el intervalo de
administracion entre el iniciador y el promotor es extendido de unas semanas
0 afos.

El iniciador es un electréfilo, el cual se une de forma covalente al ADN para
provocar un cambio mutagénico que no se expresa, pero que es permanente
y hereditario.

La funcion esencial del agente promotor es completar el proceso
carcinogénico suscitado por el iniciador.

Los promotores generalmente no son electréfilos y no se tienen evidencias
de que se unan de forma covalente a macromoléculas.

La accién de los promotores es reversible en una etapa inicial y usualmente

se requieren varias exposiciones a dichos compuestos.

I Conversion neoplasica | I Desarrollo neoplasico |
PROCARCINOGENO-------- > ':f;:g‘,:g: —> Célulainiciada/ pre-neoplasica
activacion -
il PROMOCION
CARCINOGENO ---------- s Tumor benigno

INICIACION PROGRESION

activacién de
alteraciéonen el ADN ------= > mecanismos de Tumor maligno (cancer)
reparacion s
v
Metdstasis

expresion

Figura 2. Etapas principales de la carcinogénesis quimica.®

[10]
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De acuerdo con los factores enlistados y la Figura 2, se requiere de consumir el
agente carcinogénico (iniciador) el cual puede ser un procarcinégenico, que se
puede activar al metabolizarse o inactivar, posteriormente, se lleva a cabo el
proceso de iniciacién cuando el agente carcinogénico altera el ADN, el cual puede
ser reparado por los mecanismos celulares, en caso de no repararse el dafo se
heredan estos cambios a las células hijas, catalogandose como células iniciadas o
preneoplasicas, posteriormente el agente promotor induce la formacion de tumores
ya sea benignos o malignos; en caso de ser malignos ocurre la progresion debido a
sus caracteristicas que presenta que en la mayoria de los tumores malignos hay
metastasis de esta manera diseminandose a diferentes organos y partes del

organismo.®

2.6 LA EPIGENETICA EN EL CANCER

Si bien tradicionalmente las alteraciones genéticas en proto-oncogenes y GST han
sido consideradas las principales causas de neoplasia, este paradigma ha sido
ampliado debido a que se sabe que estos mecanismos mutagénicos no explican la
totalidad de los casos de cancer. Se han visto implicados un segundo grupo de
alteraciones, denominadas epigenéticas, que prevalecen en varios tipos tumorales,
las cuales llevan a la alteracion de la expresion génica y del fenotipo celular.'° El
término “epigenético” se refiere a los fenotipos hereditarios de cambios en los
cromosomas sin alteraciones en la secuencia primaria de ADN,10.11.12
En investigaciones recientes se ha observado que estas alteraciones estan
asociados a cambios en los mecanismos que regulan la estructura de la cromatina
gue conducen a la activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores de
tumores.*!
Hay diferentes tipos de modificaciones epigenéticas las cuales son las siguientes:

e Metilacion de ADN.

e Modificaciones de histonas (metilacion, acetilacion, fosforilaciones,

ubigquinaciones entre otras).
e Posicionamiento del nucleosoma.

e MicroARNSs.13

11
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Se ha observado que los cambios epigenéticos pueden regularse en respuesta a
cualquier cambio en las condiciones fisiologicas, por lo tanto, si no se mantienen
adecuadamente estas condiciones es posible que se produzcan estados de

enfermedad entre ellos el cancer.13

2.7 ORGANIZACION DEL GENOMA.

Para entender los mecanismos de regulacion epigenética es importante entender
que es y como esté organizado el genoma. El genoma humano corresponde a 3.000
millones de pares de bases de la doble hélice del ADN, dos copias de las cuales
forman hasta 2 m de cadenas de ADN que tienen que ser almacenadas dentro del
diminuto nucleo de tamafio micrénico de cada célula.! Los organismos eucariontes
tienen un alto grado de compartimentalizacion, presentan un ndcleo donde se
alberga el ADN altamente condensado, que se conoce como cromatina, donde el
nucleosoma (Figura 3, A) es la unidad basica de la cromatina, esta formado por un
octamero (Figura 3, B) que contiene dos copias de cada una de las proteinas H2A,
H2B, H3 y H4.14 Este octamero forma a las histonas las cuales estan enrolladas en

conjunto con el ADN por alrededor de 200 pares de bases nitrogenadas.'*

Figura 3. A) nucleosoma unidad béasica de cromatina y B) octamero que conforma al nucleosoma

La importancia de la cromatina radica en que mantiene estrictamente regulado el
acceso de proteinas reguladoras con sitios de union al ADN. Las modificaciones de
las histonas alteran la estructura de los nucleosomas y por tanto de la cromatina,
activando asi el proceso de transcripcion, en los que la cromatina esta en estado de
eucromatina (conformacion laxa, en que la informacién del ADN puede ser leida), o
estado “apagado”, en que la cromatina adopta conformacién de heterocromatina

(conformacién compacta, que impide la lectura),'® respectivamente (Figura 4).

[12 ]
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Eucromatina Heterocromatina

Figura 4. Eucromatina (conformacion laxa o relajada), heterocromatina (conformaciéon compactada).

Debido a que el ADN tiene carga negativa proporcionada por sus grupos fosfatos y
la histona al tener carga positiva debido a sus residuos de lisina que estan
protonados, se encuentran enrollados por interacciones iénicas, por lo cual no es
posible acceder al ADN para realizar algun proceso como replicacion, traduccion o
transcripcion.1!

Para regular estos procesos se lleva a cabo una modificacién postraduccional en
los N-terminales (residuos de lisina) de las histonas promoviendo de esta manera la
maquinaria para la transcripcion de genes, esta modificaciéon postraduccional se
lleva a cabo por la acetilacion reversible de los residuos de lisina y esta regulada
por dos enzimas una de ellas es la Histona Acetil Transferasa (HAT) y la Histona
Desacetilasa (HDAC).1%12

2.8 MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE HISTONAS

Las proteinas histénicas pueden estar muy marcadas con modificaciones
postraduccionales (PTM por sus siglas en inglés) como grupos de acetilo, metilo
fosforo en distintos residuos de aminoéacidos.36 Estas modificaciones se localizan
principalmente en las colas N-terminales de las histonas que sobresalen del
nucleosoma, estas PTM contribuyen a la regulacion de los genes de dos maneras
distintas: por mecanismos via cis o acciones por via trans.'® Los mecanismos por
via cis alteran las interacciones intra e inter-nucleosémicas lo que produce cambios

en la estructura y compactacion de la cromatina.

13
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Por el contrario, los mecanismos de regulacion trans sirven como sefiales para el
reclutamiento de factores especificos de lectura/escritura/borrado, que participan en
la remodelacion de la cromatina, la activacion de los genes u otros procesos
biol6gicos.’® De esta manera, los mecanismos de regulacién via cis y via trans
funcionan de manera concertada y contribuyen a la modulacion y regulacion de la
transcripcion, la replicacion del ADN, la condensacion de los cromosomas. Todos
estos procesos tienen consecuencias para el destino celular y el equilibrio entre un
organismo y el medio ambiente.16

Como se mencioné antes hay diferentes modificaciones de histonas las cuales se

abordaran a continuacion:

» Metilacion:
Hay diversos residuos en las histonas que pueden sufrir metilacion, por ejemplo;
los residuos de lisina pueden ser mono-, di- o tri-metilados, mientras que las
argininas pueden ser mono- o di-metiladas, el grado de metilacion a menudo define
diferentes funciones bioldgicas.’® Por ejemplo, la monometilacion suele estar
asociada a la activacion de transcripcibn mientras que la trimetilaciéon de los
residuos de lisina esté relacionada con la represién. Estas metilaciones de arginina
y de lisina participan en la regulaciéon de la transcripcion, la remodelacion de la
cromatina, la reparacion del ADN, el procesamiento de ARN y transduccién de
sefiales.1®

» Acetilacion:
La acetilacion de las histonas esta implicada principalmente en la activacion de los
genes, debido a la propiedad de neutralizar una carga positiva de residuos de lisina,
debilitando asi las interacciones de las histonas con el ADN. Ademas, la acetilacion
estd implicada en la reparacioén, la replicacion y la condensacion del ADN. La
acetilacion de la lisina es catalizada por las histonas acetiltransferasas (HAT) y la
eliminacion esta mediada por las histonas deacetilasas (HDAC).6 Varios inhibidores
de las HDAC inducen la apoptosis y la autofagia, lo que podria ofrecer nuevos

enfoques en el tratamiento del paludismo y el cancer.®

14
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» Fosforilacion:
La fosforilacion reversible de los distintos residuos de aminoacidos en las proteinas
desempeiia un papel importante en la sefializacion celular, incluidas las redes de
sefializacion que alimentan la cromatina. Se informa de que la fosforilacion de las
proteinas histonicas participa en la regulacion de la reparacion del ADN y la
estructura de la cromatina.'®

» Ubiquitinacion:
La ubiquitinacion de los residuos de lisina se encuentra predominantemente en las
histonas H2A y H2B, contribuyendo a la labilidad de los dimeros facilitando los
pasos iniciales de desmontaje de los nucleosomas durante la activacion de la
transcripcion.® Mientras que la monoubiquitinacién se encontré recientemente que
esta involucrada en la regulacion transcripcional y en la respuesta del dafio del
ADN.16

2.9. BLANCOS TERAPEUTICOS EPIGENETICOS NOVEDOSOS
PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER.

Con todas las funciones celulares en las cuales las HDAC intervienen, y dado su
papel en los procesos cancerosos, uno de los campos de investigacion mas
importantes para los tratamientos contra el cancer se basa en el desarrollo de

moléculas que puedan inhibir la actividad de las HDAC.

2.9.1. HISTONAS DEACETILASAS.

Las histonas desacetilasas (HDACSs) son enzimas encargadas de las desacetilacion
de los residuos de lisina en las histonas, asi como también de un gran conjunto de
proteinas no-histonicas involucradas en diferentes funciones como: factores de
transcripcion (p53, RB y mas de 60 proteinas), ademas de las histonas acetil
transferasas (HATS), de las propias HDACs, de enzimas de procesamiento de ARN,
EFla (involucrada en la traduccion), enzimas metabdlicas, proteinas del
citoesqueleto (a-tubulina, actina, cortactina), proteinas implicadas en la sefalizacién
celular, la apoptosis, reparacién del ADN, la recombinacion y la replicacion, las

chaperonas entre otras.!’

15
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Las histonas en sus extremos son ricas en residuos de lisina que se extienden hacia
adelante y hacia fuera de ellas, por lo tanto, el acceso al ADN esta controlado por
modificaciones en estos residuos.?

Como se observa en la Figura 5, los residuos de lisina de las histonas tienen una
interaccion con los grupos fosfatos del ADN, de esta manera se enrollan en conjunto
formando al nucleosoma, cuando se lleva a cabo la acetilacion mediada por la
HATSs, impide la interaccion ionica debilitando la union entre el DNA y la histona
reduciendo la compactacion de la cromatina, asi favoreciendo la transcripcion de
genes, por otro lado, las HDACs promueven la desacetilacion de los residuos de

lisina regresando a su forma compactada y asi silenciando la transcripcién.113

0T o
. HAT 7 NN
Sin Interaccidn
FIDAG
Histona g
" 9 Histona , y _ (”3 ADN
NHgq 0o "0-P-O— ADN Acetilada HN__CHs O—?—O—

Figura 5. Accidn de Histonas Acetil Transferasas (HATS) e Histonas Acetil Desoacetilasas (HDACS). (La acetilacion llevada a

cabo las HATSs en los residuos de lisina no permite la interaccién con el grupo fosfato del ADN).11
En la Figura 6 se observa el proceso de desacetilacion catalizado por Zn?* en el
residuo de lisina mediado por la enzima HDAC, previamente acetilado por la HAT.
Se lleva a cabo una polarizacion del oxigeno del carbonilo del grupo N-acetilo y la
activacion de una molécula de agua por un sistema de carga formado por residuos
de acido aspartico e histidina (Figura 6, A), el ataque nucleofilico del agua al
carbonilo da lugar a la formacion de un intermediario tetraédrico, estabilizado por
dos interacciones zinc-oxigeno y por un puente de hidrogeno con el hidroxilo de
Tyr-303 (Figura 6, B), el paso final del proceso se lleva a cabo por la ruptura del
intermediario tetraédrico del enlace C-N con la protonacion concomitante de
His-140-Asp-174, dejando al residuo de lisina libre y acetato como subproducto
(Figura 6, C).1%
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Figura 6. Proceso de desacetilacion del residuo de lisina mediada por HDAC.!!

2.9.2 CLASIFICACION DE LAS HDACS.

La familia de las HDACs comprende (hasta la fecha) 18 tipos de enzimas humanas
que han sido identificadas'? y se dividen en dos grupos: HDACs dependientes de
zinc y HDACs dependientes de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) también
conocidas como sirtuinas.'® Las HDACs dependientes de zinc se clasifican en

4 clases: Clase |, Clase lIA, Clase lIB y Clase V.18

[17])
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2.9.2.1 ENZIMAS HDAC CLASE I

Las enzimas que pertenecen a esta familia son HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDACS,
donde las primeras tres se localizan en el nacleo mientras que HDACS8 se encuentra
en nucleo y citoplasma. Las enzimas HDAC1, HDAC2 y HDAC3 forman parte de

complejos multiproteicos involucrados en la represion transcripcional.t?17

2.9.2.2 ENZIMAS HDAC CLASE IIA.

Las enzimas que pertenecen a esta clase, son enzimas de tejidos especificos y
participan en la diferenciacion celular, asi como en el desarrollo del esqueleto, del
corazon, musculo liso, sistema inmunolégico, huesos, sistema vascular, y cerebro,
causando una represion transcripcional. La clase lla esta constituida por las
HDAC 4, 5, 7y 9. La clase lla contiene un dominio desacetilasa perpetuado por un
dominio N-terminal que regula la union de DNA a través de un enlace nuclear-
citoplasmatico. La fosforilacion dependiente de la sefal del residuo de lisina del
dominio N-terminal, determina si deben permanecer o abandonar el nicleo, de esta
manera se regula la formacion endocondral y la hipertrofia 6sea, mediante la

HDAC4 y la regulacién de la apoptosis en timocitos por la HDAC7.1217

2.9.2.3 ENZIMAS HDAC CLASE IIB.

La clase llIb esta compuesta solo por dos enzimas HDAC6 y HDAC10, ambas tienen
una estructura similar, con dos dominios cataliticos (CD1, CD2) que interactian y
ambos sitios sefialan hacia afuera de la proteina haciéndolos disponibles para el
sustrato. El dominio catalitico CD2 es indispensable para funciones dependientes
de las enzimas mientras que CD1 es enzimaticamente activo, CD1 desacetila los
residuos de lisina de diferentes proteinas y CD2 desacetila principalmente a la

a-tubulina.12:19

——
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2.9.2.4 ENZIMAS HDAC CLASE IV.

En esta familia solo se encuentra la HDAC11 de la cual no hay demasiada
informacion, se ha descubierto que esta implicada en el linfoma de Hodgkin (HL).
Los altos niveles de HDAC11 se encuentran en las neoplasias mieloproliferativas

crénicas (CMPN) negativas de Filadelfia.1?1’

2.10 HISTONA DEACETILASA 6.

La HDACG6 es un miembro de la clase Ilb de las histonas desacetilasas, localizada
principalmente en el citoplasma.’?° Es una isoforma de las HDAC dependiente de
Zn 2* 172113 cual fue identificada y caracterizada por primera vez como una tubulina
desacetilasa.?? Esta HDAC contiene dos dominios cataliticos, uno situado en el
extremo N-terminal y en la parte central de la proteina, los cuales parece que
trabajan independiente uno del otro.17:?!

La enzima HDACSG realiza su actividad enzimética desacetilasa principalmente en
sustratos no-histonas,?%2324 por ejemplo en a-Tubulina desacetilando para la
motilidad celular dependiente de microtlbulos,'’?® sobre la proteina HSP90,%3:25
esté involucrada en la regulacion epigenética mediado por MTA-1 de la expresion
de ESR1 en el cancer de mama,!’ regula la migracién endotelial celular y la
angiogénesis via desacetilacion de la cortactina.”-23

También juega un papel importante en la regulacién de expresion de genes y la
modificacion estructural del cromosoma,?® ya que como se menciond anteriormente
las histonas se acetilan en residuos de lisinal® para relajar la estructura y permitir
que varios factores de transcripcion se unan a los diferentes sitios del ADN,
resultando en la transcripcién de genes en el ntcleo,?® proceso llevado a cabo por
las Histonas Acetil Transferasas.'® Entonces, la HDAC6 hace que la histona se
desacetile y se combine estrechamente con el ADN cargado negativamente para
hacer que la cromatina sea densa y rigida, inhibiendo asi la transcripcion de
genes.?6

Debido al gran numero de sustratos no-histonicos de la enzima HDACS6, los
inhibidores de esta enzima asumen funciones en multiples vias dentro de la células

lo que le infiere un amplio espectro de funciones terapéuticas, por ejemplo:

(19
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enfermedades neurodegenerativas, enfermedades autoinmunes,??>?® en la
respuesta inflamatoria,?° en la colitis, hipertensién, apoplejias, en el estrés oxidativo,
en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, y en la enfermedad del Alzheimer.?? Y
principalmente en el grupo de enfermedades denominada cancer.??:23

La inhibicion selectiva de HDACG6 es un objetivo viable para el tratamiento de una
gran variedad de neoplasias solidas y hematologicas tales como: linfomas,
leucemias y mielomas, cancer de mama, pulmon, higado, prostata, vejiga, colon y
melanomas.?? El efecto antitumoral a través de la inhibicién de HDACS, es a través
de multiples mecanismos (Figura 7), por ejemplo, la motilidad/migracién celular,
invasion, angiogénesis, induccion de apoptosis e inhibicion de la reparacion del
ADN.?2 Por esta razén se ha vuelto un blanco terapéutico novedoso debido a su

amplio espectro terapéutico.

Previene la migracion y
la invasion:

La acetilacién de la a-
tubulina y cortactina
disminuye la motilidad
celular.

Quimioprevencion:
Los inhibidores de
HDAC en la dieta
interrumpen la
interaccion entre el
HSP90 y el receptor
de andrégenos.

!

Previene la reparacion
de dafios en el ADN:
Sensibiliza a la
células cancerigenas
a agentes conocidos
daninos para el ADN.

Inhibicion de HDACS6 y cancer:
Mecanismo terapéutico y
proteinas asociadas.

Inhibe la progresién
del ciclo celular al
alterar las
interacciones de los
reguladores del ciclo
elular como el CYLD

Previene el transporte
mediado por HDAC6
de proteinas mal
plegadas al agresoma
para su degradacion.

Induce
apoptosis

Figura 7. Mecanismos terapéuticos que relacionan la inhibiciéon de la HDACG6 con el tratamiento del cancer.??
2.11 HISTONA DEACETILASA 8 (HDACS).

La histona desacetilasa 8 es una enzima que pertenece a la clase | de HDACs, "%’
se diferencia de otros miembros de la clase | por ser la Unica enzima que carece de
del dominio de unién a proteinas C-terminal.?’?®¢ Ademas se expresa

abundantemente en el cerebro, en la préstata y en los ojos en nifios.?8:29

'
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Aligual que la HDACSG, la HDACS puede actuar sobre proteinas no-histonicas, como
cohesina, cortactina, el receptor relacionado con estrégenos (ERRa), SMC3, EPRa,
y p53.3%31 Sin embargo, es un hecho que sus dianas principales son las histonas.?®
Al interactuar con estas proteinas no-histénicas, es como controla diversos
procesos, como la separacion de cromatidas hermanas, la homeostasis energética,
la integridad de los microtibulos y la contraccién muscular.3? Por estas razones se
encuentra involucrada en diversas patologias dentro del cuerpo humano.

La sobreexpresion de HDACS se relaciona con varios tipos de enfermedades, como
en el Sindrome de Cornelia de Lange (CdLS),*® en la schistosomiasis,3
principalmente en diferentes tipos de cancer como neuroblastoma en nifios, linfoma
de células T, cancer de colon, leucemia mielégena aguda, cancer de mama, de
pulmdn, de ovario, de pancreas, de prostata, cervical, gastrico, uterino.?7 2% 30,32, 33,

34,35 En la Figura 8 se muestra una imagen de las implicaciones de la HDACS8 en

Cancer
pulmonar
3

diferentes tipos de cancer.

Cancer

Cancer
de
prostata

Cancer
cervical

Infeccion
viral

HDACS

Cancer
Cancer gastrico
de

higado

Leucemia

Progreso
tumoral

Cancer
pancreatico

Figura 8. Implicaciones de HDACS8 sobre varios tipos de cancer.3®

La proliferacion celular se reduce en un 45% 2° al inhibir la enzima HDACS8 por medio
del ARN de interferencia (RNAI) sobre lineas celulares de cuello uterino, colon,
pulmdn.?® 30. 34 Asimismo al inhibir la HDACS8 induce la apoptosis en linfomas

derivados de células Ty en lineas celulares de leucemias.?’

'
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2.12 HDAC’s COMO DIANA TERAPEUTICAS.

El cancer al ser un conjunto de enfermedades, tiene diferentes mecanismos
fisiopatologicos que lo desencadenan y debido a esto es dificil tratar cada uno de
ellos, por lo cual se procede a identificar cuales enzimas, proteinas y/o receptores
se encuentran sobreexpresadas causando alguna alteracion en la funcion celular.
En este proyecto se proponen como dianas terapéuticas dos enzimas: HDACG6 y
HDACS, cuales se encuentran sobreexpresadas en varios tipos de cancer tales

como cancer de colon, de pulmén, leucemia entre otros.? 22 27,29, 34

2.12.1 TRATAMIENTOS DISPONIBLES PARA EL CANCER.

Para el tratamiento de este conjunto de enfermedades se consideran tres pilares
fundamentales la cirugia, la quimioterapia y radioterapia.* La decisién de qué tipo
de tratamiento ir4 conforme a las necesidades del paciente.

La cirugia en caso de ser un tumor, se puede hacer un diagnéstico y dependiendo
del lugar del cuerpo donde se encuentre y que tan diseminado se encuentre el
cancer, se realiza una valoracién y optar por una extirpacion parcial o completa.*
La radioterapia consiste en el uso de rayos X u otras particulas con alta potencia
para destruir células cancerosas y demorar el crecimiento del tumor sin dafar el
tejido sano cercano.*36

La quimioterapia es una técnica terapéutica ampliamente usada que consiste en la
administracion de farmacos, de los cuales hay tres tipos: naturales, sintéticos o
semisintéticos, los cuales a su vez se dividen en citotoxicos y citostaticos,* debido
a que las células cancerosas se dividen y crecen de una manera mas acelerada que
las células normales la quimioterapia tiene mayor efecto sobre estas células, sin
embargo, los farmacos que utilizan no son selectivos y dafian a células sanas.3’
Por lo que en este proyecto se abordan farmacos de tipo sintético tales como los
acidos hidroxamicos, que son capaces de interferir en la accion de las HDACS,
inhibiéndolas, de tal manera que se recupere la expresion normal de genes
implicados la regulacién de proliferacion y muerte celular de implicados en el

desarrollo del cancer.
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2.12.2 ACIDOS HIDROXAMICOS

Son moléculas que pueden ser representadas con la formula general RitCONHOH
donde R1 puede ser un anillo aromatico mono, di o tri sustituido, con una cadena de

carbono saturada o insaturada en Riconectado al anillo aromético (Figura 9).

o)
o
R4 u/

Acido hidroxamico

R4
R4 R4
O .
Rz 1

Figura 9. Estructura base de un acido hidroxamico.

Estos tipos de compuestos son potentes inhibidores de las HDAC y entran en el
contexto de inhibidores de la metaloproteasa de la matriz celular, por ello su relacion
con la inhibicion de las HDAC es debido a que son potentes agentes quelatantes de
Zn?* 11 se puede observar en la Figura 10 la HDACS8 formando un quelato con el
atomo de Zn?* y el ligando co-cristalizado Tricostatina, el cual es un antimicético
asilado de Streptomyces que es un potente inductor de la diferenciacion y de la

detencion del ciclo celular asi como un potente inhibidor de las HDAC 1-9.
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La Tricostatina demostré una actividad antitumoral eficaz, pero con diversos efectos

indeseables y no se pudo continuar con los estudios clinicos.*!

Figura 10. Formacion del quelato entre el acido hidroxamico (Tricostatina en amarillo) y el a&tomo de
Zn 2* (azul) de la HDACS.

Los &cidos hidroxamicos se han convertido en una clase privilegiada de compuestos
debido a que presentan una potente y amplia gama de actividades farmacoldgicas;*®
actian como potentes y selectivos inhibidores de varias enzimas como
metaloproteinas de matriz celular, peroxidasas, hidrolasas, ureasas, lipoxigenasas,
ciclooxigenasas, histonas desacetilasas, péptido deformilasas;3® también tienen
actividades reportadas como agentes hipotensivos, anticancerigenos,
antimalaricos, antituberculosos, antifiungicos, poseen actividad contra el virus del
VIH, contra Alzhéimer y contra desordenes cardiovasculares.3®

Otras actividades importantes que tienen los acidos hidroxamicos es sobre el
sistema nervioso central (SNC), ya que tienen selectividad sobre el receptor GABAcC

el cual facilita el aprendizaje y el desarrollo de la memoria; también tienen
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aplicaciones sobre las enfermedades metabdlicas como diabetes y sobre Alzhéimer
ya que se han identificado compuestos acidos hidroxamicos que muestran actividad
sobre la enzima degradadora de insulina (IDE), que es una zinc-metalopeptidasa,
encargada de degradar a la insulina y a la proteina R-amiloide.3®

La Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés), ha
aprobado 4 moléculas cuyo mecanismo esta basado en la inhibicién de las HDAC's,
la primera de ellas fue el Vorinostat (SAHA) (Figura 11, 1), la cual tiene actividad
contra linfoma cutdneo de células T, el Belinostat (Figura 11, 2) fue la segunda,
para el tratamiento del linfoma periférico de células T recidivante o refractario y por
altimo el Panobinostat (Figura 11, 3) para el tratamiento del mieloma mudltiple.
Cabe mencionar que son inhibidores ampliamente usados en leucemias, pero

tienen poco éxito sobre tumores sélidos.’

0
N OH
H/
o)
o) HN_ /2
s

N _OH
‘7

1. Vorinostat (SAHA) (0]

o)
H\/@/VLN,OH
N H
l
HN

3.Panobinostat

Iz

2. Belinostat

Figura 11. Inhibidores de histonas desacetilasas aprobados por la FDA.
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En la Tabla 4, se presentan algunas propiedades terapéuticas y farmacocinéticas

de los farmacos de tipo acido hidroxamico aprobados por la FDA,*° estos farmacos

presentan grandes diferencias, a pesar de ser acidos hidroxamicos, variando la

dosis en cada uno, su formulacion, su tiempo de vida media (T12) y Su union a

proteinas.

Tabla 4. Propiedades terapéuticas y farmacocinéticas de Vorinostat, Belinostat y Panobinostat.*°

Indicacion Linfoma cutaneo de Linfoma de células T Mieloma multiple
células T recidivante o refractario
Formulacion | Cépsulas (tomar con la Solucién IV Capsulas
comida)
Dosis en 1000 mg/m?diarios en | 20 mg una vez cada 3 dias (en
adultos 400 mg una vez al dia los dias 1-5 de un los dias 1, 3,5, 8, 10y 12) en
régimen de 21 dias ciclos de 21 dias.
Taz (h) 2 1.1 30
Union a
proteinas (%) 71 93-96 90

Metabolismo

Hidrdlisis, p—oxidacion,

glucoronidacion.

Glucoronidacion,
oxidacion catalizada por
CYP 450 (menor

proporcién)

Glucoronidacion, hidrolisis,
reduccion, hidroxilacion,

oy B—oxidacion.

Excrecién Principalmente renal Principalmente renal Principalmente heces
Anemia,
Efectos Diarrea, fatiga, trombocitopenia, Trombocitopenia, linfopenia,
adversos nausea, anorexia. prolongacion QTc, neutropenia, diarrea.
nauseas
[ 26 )
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2.13 PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL ACIDO FERULICO Y DEL
ACIDO P-CUMARICO

> Acido Ferdlico

El &cido (trans)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico o también conocido como
acido ferulico (Figura 12, A), esta presente en varias especies vegetales, frutales y
cereales (pifia, platanos, semillas de café, cacahuates, nueces, arroz y trigo), es
derivado del acido cinamico (Figura 12, B). El acido ferulico, presenta varias
actividades bioldgicas como: antialérgico, antioxidante, hepatoprotector,
antiinflamatorio, antiviral, vasodilatador, antitrombdético, como agente antidiabético,
destacando su actividad como agente anticarcinogénico,*! por la cual se seleccion6
para hacer la sintesis que sera derivada de este compuesto natural. La actividad
anticancerigena del 4cido ferulico esta relacionada con su capacidad de eliminar
especies reactivas de oxigeno (ROS) y estimular enzimas citoprotectoras.*?

> Acido p-cumarico
El &cido 4-hidroxicinamico o &acido p-cumarico (Figura 12, C), esta presente en
hongos, en frutas, vegetales y cereales (manzanas, uvas, peras, naranjas, frijoles,
papas, cebollas, maiz, avena y trigo). Posee diferentes tipos de actividades
bioldgicas tales como: antioxidante, antiinflamatorio, antiulceroso, antiagregante-
plaguetario, como agente antiinfectivo, destacando de igual manera su actividad
como agente anticarcinogénico y antimutagénico.*344 Debido a estas propiedades
bioldgicas, se tomé al acido p-cumarico como estructura base para compuestos
sintéticos derivados de este, con posible actividad citotoxica. La actividad
anticancerigena que ha sido reportada es como un agente que inhibe la proliferacion
celular probablemente afectando diferentes fases del ciclo celular e inducir la

apoptosis a través de la via ROS-mitocondrial.*3

o o Q

NN
NN OH A o OH

HO A B HO C

Figura 12. A) &cido cindmico B) &cido ferulico C) acido p-cumarico.
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3. JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad degenerativa, siendo una de las principales causas
de mortalidad en el mundo, con 9.6 millones de muertes reportadas durante el afio
2018%, presentando mas de 18 millones de casos de cancer en el mundo durante
este mismo afio.®> En México se reportaron mas de 190 mil casos en el 2018.
Diversos estudios han identificado alteraciones epigenéticas en el desarrollo
carcinogénico, como silenciamiento transcripcional de GST. Entre los principales
mecanismos de alteraciones epigenéticas se encuentra los implicados con cambios
en la estructura de la cromatina asociado a las modificaciones postraduccionales de
histonas como la desacetilacion la cual ha sido significativa en el desarrollo del
cancer y esta asociada con la frecuente sobreexpresion de las HDAC, las cuales se
sobreexpresan en varios tipos de cancer.

Entre los agentes con la capacidad de inhibir la actividad de HDAC se encuentra el
vorinostat, un farmaco de tipo &cido hidroxamico, aprobado para su uso en los
sindromes mielodisplasicos y ha mejorado la supervivencia de pacientes, pero
debido a su alta toxicidad limita su uso a una pequefia serie de indicaciones clinicas.
En consecuencia, sigue habiendo una necesidad de inhibidores de las HDACs,
particularmente aquellos con una mayor potencia o citotoxicidad inferior. Debido a
lo anterior, es imprescindible disefiar y generar nuevas alternativas terapéuticas
como moléculas que inhiban las enzimas HDACs. Con estas moléculas inhibidoras
se lograria re-expresar en la medida correcta los genes silenciados y al mismo

tiempo, frenar la proliferacion celular e inducir muerte de las células cancerosas.

4. HIPOTESIS

Los compuestos acidos hidroxamicos derivados de los productos naturales tales
como acido ferulico y acido p-cumarico seran inhibidores virtuales de las enzimas

HDACG6 y HDACS8, provocando un efecto citotoxico selectivo.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar, sintetizar y evaluar in silico 4 compuestos de tipo acido hidroxamico
derivados del acido ferulico y del acido p-cumarico, como potenciales inhibidores de

las enzimas HDACG6 y HDACS, con efecto citotéxico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar 4 compuestos de tipo acido hidroxamico: 2 derivados del acido
ferdlico y 2 del acido p-cumarico (JOD 1-4).

» Caracterizar los compuestos por medio de técnicas espectroscopicas

RMN (*H y 13C) y espectrométricas (masas |IE-EM).

» Evaluar in silico los 4 compuestos JOD 1-4 para predecir las propiedades
ADMET vy citotoxicas.

> Realizar estudios de acoplamiento molecular de los compuestos JOD 1-4
sobre las enzimas HDAC6 y HDACS.

» Evaluar in vitro la actividad citotdxica frente a un panel de 3 lineas celulares
tumorales (MDA-MB-231, MCF-7 y HelLa).

——
| —
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO FARMACEUTICAS PARA EL
DISENO MOLECULAR

Los inhibidores de las histonas desacetilasas (HDACI’s) promueven la acetilacion
de histonas y de proteinas no histbnicas, para ejercer una actividad
antiproliferativa.?® Los HDACI's posiblemente inhiben el mecanismo de
regeneracion del ADN, detienen el proceso del ciclo celular, inducen la apoptosis y
alteran la expresién génica.2%3°

El farmacoforo tipico de un HDACI sigue un disefio tri-partita (lineal o bifurcado),
que estd conformado estructuralmente estd formado por un grupo de unién
(quelante) de zinc (ZBG, por sus siglas en inglés), un espaciador que puede ser
flexible o rigido, aromético o hidrocarburos ciclicos y también puede ser una cadena
alifatica saturada o insaturada, un grupo de reconocimiento de superficie o grupo de

taponamiento (Cap group) (Figura 13).29:3%4°

Grupo de
Taponamiento

Espaciador

Grupo quelante de
g\ zinc L)

Figura 13. Disefio tri-partita de HDACI’s.*5
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Los HDACI’s en su mayoria son acidos hidroxamicos,® los cuales cuentan con las
caracteristicas anteriormente mencionadas. A continuacion, se hace una
descripcion de la molécula LAQ824 (Figura 14) de cada una de las partes que lo
conforma, siendo este el farmacoforo tipico de los acidos hidroxamicos:

» El grupo hidroxamato o &cido hidroxamico (ZBG) es la parte esencial del
farmacoforo debido a que forma un quelato bidentado con Zn?*.

» EIl enlace a,B-insaturado es una caracteristica estructural critica, ya que
confiere reactividad al compuesto mediante la formaciéon de enlaces
covalentes a través de una reaccion de adicién de Michael.

» EIl anillo central p-sustituido es necesario y puede tener pequefias
sustituciones en la posicion 3.

> El espaciador flexible debe contener un nitrdgeno basico para disminuir el
metabolismo con una distancia 6ptima de 2-4 atomos hacia el arilo terminal.

» EIl grupo arilo terminal puede ser un anillo aromatico o biciclos de tipo

carbociclos o heterociclos.46

Nitrégeno basico

Regi:jn aromatica Dlisr:linu}-(le metf,lab?:[:ame'nte Eni . t ] ACidO hidroxamico o ZBG
ciclica o biciclica a N-acliacion/sultonacion niace &—B Insaturado
N LAQ824

Anillo de benceno 14

Distancia optima v/ 1.3 4 sustituido

de 2-4 atomos
HN

Figura 14. Farmacoforo y SAR de los acidos hidroxamicos.*®

De acuerdo con las caracteristicas descritas, se procedio a disefiar las moléculas a
sintetizar en este proyecto, debido a que el grupo acido hidroxamico es necesario
para la quelatacién con el Zn-?*, se deja intacto, de la misma manera el enlace
a,B-insaturado en configuracion trans, debido a que la configuracion en cis y el
enlace saturado carecen de actividad.*® El anillo aromaético de benceno puede estar
disustituido en la posicion 1-4 y también puede tener una pequefia sustitucion en la

posicion 3 de tipo metoxilo.*
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Se realizé un cambio biosiostérico clasico divalente del nitrdgeno que se encuentra
en el espaciador flexible por el oxigeno, con una cadena de 2 &tomos que lo conecta
con un grupo arilo rico en electrones de tipo biciclos arométicos como el anillo de
naftaleno y el anillo de quinolina, dando lugar a los compuestos finales JOD 1-4

(Figura 15).

HN
R \
I N
N H
LAQ824
’ Panobinostat
HN

\

-

Serie del Acido Fertlico Serie del Acido p-Cumarico

© ; JOD 1-2 ©
O'\.

Figura 15. Compuestos finales JOD 1-4.

JOD 3-4

Como se puede observar en la Figura 15 los compuestos conservan el patron
farmacoforico de tipo tripartita (lineal) de la molécula LAQ824 y del farmaco
panobinostat, cabe mencionar que guardan la estructura base de los compuestos
acido ferulico para los compuestos JOD 1-2 y la estructura base del acido
p-cumarico para los compuestos JOD 3-4 esto se observa en la sustitucion de tipo
metoxi en la posicion 3 del anillo aromatico central que presentan los compuestos
JOD 1-2 a comparacion de los compuestos JOD 3-4 que no la presentan al igual

gue el &cido p-cumarico.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El proyecto consta de 3 partes:

» Parte in silico (consenso farmacoldgico para la seleccién de un lider

computacional seguro):

Este proceso de analisis requiere del uso de diversas herramientas quimico-
informaticas para realizar los célculos y predicciones de diversas propiedades de
las moléculas, las cuales son:

» Propiedades farmacodindmicas: acoplamiento molecular (MOE) vy

Passonline.

» Propiedades farmacocinéticas: admetSAR y SwissADME.

» Propiedades fisicoquimicas: Molinspiration y SwissADME.

» Propiedades toxicologicas: ACD toxsuite, ADMETsar y CLC pred.
Estas propiedades calculadas son necesarias para discernir cuales compuestos
cuentan con las mejores propiedades tanto farmacoldgicas, farmacocinéticas y
toxicoldgicas, de esta manera podemos poner un orden de seguridad para cada
compuesto, asi como su prioridad para ser evaluados en ensayos tanto in vitro o in
vivo. Por lo tanto, aquel o aquellas moléculas con las mejores propiedades
farmacoldgicas, tendran mayor probabilidad de ser agonistas, antagonistas,
bloqueadores, activadores, inhibidores o sustratos de las diferentes dianas
terapéuticas a las que van dirigidas, lo cual relaciona mejor en un ensayo bioldgico,
al contrario de solo tener datos de un solo programa o de una sola propiedad.

» Parte quimica:

El disefio, sintesis y obtencién de los compuestos finales JOD 1-4 fue realizado en
el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (FF-UAEM) bajo la direccion del Dr.
Gabriel Navarrete Vazquez. La caracterizacion de los compuestos mediante
técnicas espectroscopicas de RMN 'H y 13C se realizaron en colaboracién con el
Dr. Emmanuel Herndndez Nufiez del CINVESTAV, Mérida, Yucatan y con el Dr.

Jaime Escalante Garcia del Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ) de la UAEM.
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Las técnicas espectrométricas en colaboracion con el Dr. Emmanuel Hernandez

Nufiez del CINVESTAV, Mérida, Yucatan, y con la Dra. Gabriela Avila Villareal de

la Universidad Autdnoma de Nayarit.

» Parte bioldgica (in vitro):
La parte bioldgica (in vitro) se llevo a cabo en colaboracion con el equipo de trabajo
de la Dra. Rosa Moo Puc del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Mérida,
Yucatén. Se realiz6 un ensayo citotoxico midiendo la concentracion citotoxica media
(CCso0), sobre diferentes lineas celulares tumorales y sobre las células epiteliales

renales de mono africano (VERO).
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7.1 METODOLOGIA IN SILICO: OBTENCION DE UN LIDER
COMPUTACIONAL SEGURO (SAFE LEAD) POR MEDIO DE UN
ANALISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO.

7.1.1 MOLINSPIRATION.

Es un servidor en linea gratuito (Figura 16) (https://www.molinspiration.com), este
programa brinda informacion importante sobre las propiedades fisicoquimicas de
las moléculas de interés como: Log P, area polar superficial, nimero de enlaces
rotables y abarca el criterio de Lipinski conocido como la “regla de los 5” donde
aborda el peso molecular, Log P, el nUumero de donadores de hidrégeno, el nimero
de aceptores de hidrégeno y el nUmero de violaciones a esta regla la cual debe ser

menor de 2.47

molinspiraiic

miSMILES: COc1ec(C=CC{=0)NO)ccc10Cc2ccoc3coccc23

Molinspiration property engine v2@18.1@

milogP 3.85
TPSA 67.79

natoms 26
0 M 349.39
H O 0 nON 5
Ho” S o nOHNH 2

| nviclations a
o nrotb ]
volume 317.68

i

Get data as text (for copy / paste).

Get 3D geometry BETA

This was request 1 out of 1000 available this month for your site 148.218.96.24
With technology from Molinspiration you can easily setup similar service also directly on your intranet.
Comments or questions ? See our FAQ and do not hesitate to provide feedback or contact us by email |

New molecule Predict bioactivity About properties  MyMolecules  Molinspiration home

©2019 Molinspiration Cheminformatics Terms of service

Figura 16. Interfaz del servidor en linea Molinspiration.
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7.1.2 PASS ONLINE.

Es un servidor en linea gratuito (Figura 17)
(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) este servidor realiza una relacion
estructura-actividad con mas de 250 000 moléculas activas biolégicamente,
prediciendo las posibles actividades bioldégicas como: efectos farmacolégicos,
mecanismos de accion, efectos toxicos y adversos, interacciones con metabolitos,
enzimas y transportadores, la influencia sobre la expresion de genes etc.*® Cabe
mencionar que arroja tanto valores de posible actividad (probabilidad) en el rango

de 0-1y posibles inactividades con rangos de 0-1.

Way2Drug ===

» Home »  Definition »  Products »  Services » FAQ » Contacts

2 L) e S \\@
i( ﬁfh\@)@\ @ n I n e

Figura 17. Interfaz del servidor en linea PASS online.

7.1.3 ADMETSAR

Este es un servidor en linea gratuito Figura 18
(http://immd.ecust.edu.cn/admetsar2). Este programa brinda informacién sobre las
propiedades de Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad
(ADMET) de las moléculas por medio de una relacién estructura-actividad a través

de mas 96 mil compuestos con las que cuenta en su base de datos.*®

admetSAR owersionis il avaiavie Predict | Optimize | Download | About

ffes) \Welcome to admetSAR
@ | e A comprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properties

Figura 18. Interfaz del servidor en linea admetSAR.
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7.1.4 SWISSADME

Este programa es un servidor en linea gratuito Figura 19 (http://www.swissadme.ch)
el cual proporciona la posibilidad de calcular parametros ADME, propiedades

farmacocinéticas de una o varias moléculas pequefias.*°

SwissADME

44
é SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAG Help Disclaimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as fo predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemisiry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 742717

For details about development and validation of iILOG, please refer to this article: iILOGFP: a simple, robust, and efficient description of -
octanol'water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Moaiel. (2014) 54(12):3284-3301

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
ahsorption and brain penetration of small molecules. ChemidedChem (2018) 11(11):1117-1121

Developed and maintained by the Meolecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bicinformatics.

Enter a list of SMILES here:

4
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Figura 19. Interfaz del servidor en linea swissADME.
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7.1.5 ACD/TOX SUITE: PREDICCION DE EFECTOS TOXICOS.

Este es un programa de paga el cual necesita una licencia para su uso (Figura 20),

pertenece al paquete informético proporcionado por la compafia de ACD/Labs y

Pharma Algoritmo.
Este servidor permite realizar la prediccion de diferentes efectos toxicos que pueden

presentar las moléculas que se dibujen en el programa, las diferentes predicciones
incluyen blogueo de canales hERG, inhibicién de diferentes isoformas del CYP450,
toxicidad y DLso. Las predicciones que realiza se basan en un modelo de relacion
estructura-actividad cuantitativa (Quantitative structure-activity relationships, QSAR
por sus siglas en inglés) con la cual en su base de datos cuenta con mas de 100,000
moléculas arrojando informacién muy valiosa sobre los posibles efectos toxicos y

adversos que tengan las moléculas de interés.

ACD/Tox Suite

Batch Calculations
hERG Inhibitors
Trainable Models
P450 Inhibitors
Trainable CYP1A2 1 IC5q < 50 uM
Trainable CYP2C19 I
Trainable CYP2CS I
Trainable CYP2D6 I
Trainable CYP3A4 T
Acute Toxicity

Predicted values - Cytochrome P450 Inhibif

Inhibitor
probability

ICsp < 10 uM

Inhibitor
probability

|

Cytochrome P450 isoforms
CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A2

IC50 < 50 uM  Probability | g.g1 016 | 037 0.70
Reliability | g.13 0.36 | 047

| \ \

| \ |

ICsp< 10 uM  Probabilty | 025 | 008 | 025 | o043 78|
Reliabiliy | 0.4 | 0.29 | @13 | 0.20 |

@ @ @ ‘{7 IC5q estimated at substrate concentration close to Km

Similar structures: | 3a4 | 208 | 2co 2019 | 1A2 |

. - O
/ Ty

ID 2466 N-trans-feruloyltyram.. |ID 3247327 N-trans-feruloylmeth.. |ID 322778
IC50 < 50 uM: Inhibitor IC50 < 50 uM: Inhibitor IC50 < 50 uM: Inhibitor
IC50 < 10 uM: Non-inhibitor|IC50 < 10 uM: Mon-inhibitor | IC50 < 10 uM: Inhibitor ICS0 < 10 uM: Non-inhibitor

ICS0 < 10 uM: Non-inhibitor

References: References:

References: References: References:
PubChem Bicassay Data B..

PubChem Bioassay Data .. |Tsukamoto S ct al. Bioorg.. |PubChem Bioassay Data .. |Tsukameto S et al. Bioerg..

Figura 20. Interfaz del programa ACD/Tox suite.
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7.1.6 PyMOL

Este es un sistema de visualizacion molecular de libre acceso (también en su
formato comercial) por Schrodinger (Figura 21),°' el cual permite visualizar
estructuras tridimensionales asi como proteinas co-cristalizadas con su respectivo
ligando y de moléculas hechas en constructores moleculares, siendo una
herramienta computacional muy Gtil ya que permite observar las interacciones en
3D que tienen los ligandos tanto co-cristalizados o aquellos que fueron sometidos a
acoplamiento molecular automatizado (Docking).

& rymoL - O X
File Edit Build i i Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help

ken): line 3, column 19

etected mmCIF
u™.

File - For Evaluation Onl. aining}! ’iimrp
a5 AL c)

SEOU 1.1

C[m [ [ T[S F

Figura 21. Interfaz del programa PyMOL.
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7.1.7 MERCURY

Este es un sistema de visualizacion molecular de libre acceso (también en su
formato comercial) por “The Cambrigde Crystallographic Data Centre” (Figura 22),
Mercury es capaz de cargar datos estructurales y proporcionar una amplia gama de
opciones para la investigacion y el analisis de estructuras cristalinas. Genera
diagramas de empaquetamiento, define y visualiza la unidad molecular, su celda

unitaria y las interacciones que contiene el cristal, entre otras funciones mas.>?

@ htrl (P21/n) - Mercury

- X
File Edit Selection Display Calculate CSD-Communi ty CSD-System CSD-Materiols CSD-Discovery CSDPython APl Help

Picking Mode: |Pick Atoms v Clear Measu-ements £ || € | - [ Show Labels for | All atoms with | Atom Label

Stye: [Eligsaid ¥ Colour: by Element | Manasge Stykes... [oRTEP v Atom selectons: -

Defadtviews b v| a b ocoa® b= |l xt vy oyt z oz+ x90 x#90 y90 yi%0 290 2490 & — L T mom zomt SekectbySMARTS(M | :[]| Animete..

Structure Navigator & X

hirt Find
Crystal Structures sp
Datab
v s
v HTRLcif
htrl P2
Refcode Lists
ConQuest Hits
Mercury Files
< >
Display Options B x
<< 2>
Display Options
Tree Vi
Packing [ Short Contact < (sum of vdW radi) ferais )
Asymmetricunit | ] H-Bond Default definition T © show cel axes [ ZCipping [ @ muitiple Structures
[] Auto centre = [] Label atoms. Stereo @ stucures...
= Powder...
Structure Navi Sea

Press the left mouse button and move the mouse to rotate the structure

Figura 22. Interfaz del programa Mercury.
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7.1.8 PREDICTOR DE CITOTOXICIDAD SOBRE LINEAS
CELULARES (CLC-PRED)

Es un servidor gratuito en linea (Figura 23), este programa permite la prediccion
in silico del efecto citotoxico de compuestos en lineas celulares cancerigenas y
sanas. La prediccién de este programa se basa en el mismo criterio de PASS Online
(Prediccion de Espectros de Actividad para Sustancias) en conjunto con la base de
datos de CHEMBLdDb.>® Este servidor calcula informaciéon esencial para este
proyecto ya que nos da como resultados los porcentajes de actividad que tendran
los compuestos sometidos al programa sobre diferentes lineas celulares citotoxicas,
también calcula predicciones de actividad sobre lineas celulares normales y asi

poder observar si los compuestos seran selectivos contra células cancerigenas.

Way2Drug ==
SERVICES CLC-Pred: in silico pradiction of cytotoxicity for tumor and non-tumor cell fines
ng Ical-Blological In I

»  Home »  Training Set »  Products/Services »  Interpretation »  Contacts

screening.
Input * mol file

Prediction is based on PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) technology
(hitp:www way2drug.com/PASSonline) and the training set created on the basis of data on cylotoxicity retrieved
from ChEMBLdAD (version 23) (hitps./iwww.ebi.ac uk/chembldb/)

Draw Structure

CLC-Pred (Cell Line Cytotoxicity Predictor) is a web-service for in silico prediction of cylotoxic effect of chemical
Input SMILES compounds in nen-transformed and cancer cell lines based on structural formula. CLC-Pred provides a prediction
of the cytotoxicity of a chemical compound to assess the relevance of the substance's inclusion in experimental

Use SMILES, MOL file or Marvin Javascript applet for input data on a structure of test compound
SBoCADEA -
Please cite us: Lagunin AA., Dubovskaja V.., Rudik AV., Pogodin P.V., Druzhilovskiy D.S., Gloriozova TA.,
“| Filimonov D.A., Sastry G.N., Poroikov V.V. CLC-Pred: a freely available web-service for in silico prediction of
.| human cell line cytotoxicty for drug-like compounds. PLOS One, 2018, 13 (1), e0191835. DOL
10.1371/journal. pone.0191838

Figura 23. Interfaz del programa CLC-Pred.
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7.1.9 ACOPLAMIENTO MOLECULAR AUTOMATIZADO
(MOLECULAR DOCKING).

El acoplamiento molecular automatizado es un programa/herramienta
computacional util para el disefio de compuestos con actividad biologica, la cual
tiene como objetivo proponer y evaluar la unién de moléculas pequefias llamados
ligandos, con el sitio de accion (ortosterico) o alostérico de una proteina la cual
puede ser una enzima, un canal, un receptor etc. Para la realizacién de este proceso
se necesita conocer la estructura tridimensional (3D) de la proteina de interés
consultado en el Protein Data Bank (PDB), en cual podemos encontrar diversas
proteinas co-cristalizadas con un ligando en su mayoria. El acoplamiento molecular
automatizado a grandes rasgos busca un modo de interaccion del o los ligandos de
interés con el sitio de unién de la proteina, arrojando valores de union llamados
scoring function dados en kcal/mol. En este trabajo de investigacién se ocup6 el

programa de paga Molecular Operating Enviroment.

7.1.9.1 MOLECULAR OPERATING ENVIROMENT (MOE).

Es un programa de paga que necesita de licencia para su uso (Figura 24),
pertenece al Chemical Computing Group (CCG), donde MOE es una plataforma
integrada de disefio molecular asistido por ordenador, en el cual se pueden realizar
diferentes actividades, como: visualizacion molecular en 3D, disefio basado en
estructura, disefio de anticuerpos, exploracion de relacion estructura-actividad,
disefio basado en ligandos, modelado de proteinas, ADN y ARN, simulaciones
moleculares etc. Este programa da informacion valiosa al realizar el acoplamiento
molecular sobre la proteina diana de interés y nuestros ligandos, pudiendo asi

proponer un mecanismo de accion.

Figura 24. Interfaz del programa MOE.
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7.2 METODOLOGIA PARTE QUIMICA.

Para proponer una sintesis de la serie JOD 1-4, es necesario realizar un analisis

retrosintético para asi obtener las materias primas correspondientes (Figura 25).

%\o — %%O/QNLO/ — HO @ + C()j\/m

JOD 1-4 JOD 7-10 JOD 5-6

X=CH, N U
JOD 1: R= OCHjs, X= CH

(0] (o]
JOD 2: R=0OCHgs, X=N J@A)LOH + J@NLOH
JOD3:R=H, X=CH HO HO
o\

JOD 4:R=H X=N Acido Ferulico Acido p-Cumarico

Figura 25. Analisis retrosintético de los compuestos JOD 1-4.

Para el primer paso del analisis retrosintético se realiz6 un intercambio de grupo
funcional en la hidroxilamina por un grupo éster metilico, obteniendo los precursores
JOD 7-10, posteriormente a los precursores esteres se les realiz6 una desconexion
en el espaciador tipo éter, para obtener los precursores JOD 5-6 y los halogenuros
de metilarilo correspondientes. Por ultimo, se realiz6 un intercambio de grupo
funcional del éster metilico por un acido carboxilico obteniendo las materias primas
naturales acido ferulico y acido p-cumaérico.

Una vez realizado el analisis retrosintético se procedié a proponer la ruta de sintesis

a partir de las materias primas obtenidas.
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7.2.1 METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE LOS
PRECURSORES JOD 5-6.

Para la obtencién de los precursores JOD-5 y JOD-6 se realiz6 una esterificacion
de Fisher, la cual consiste en disolver las materias primas (acido ferdlico y acido p-
cumarico) en metanol, para posteriormente agregar H2SO4 como catalizador y se

calento a temperatura de reflujo (65°C) durante 1 hora.

o} o}
N
X~ “oH o~
HO HO JOD 5

acido ferulico
O MeOH O

i H2S04, 65°C 0
/©/\)LOH X o~
HO acido p-cumarico HO JOD 6

Figura 26. Reaccion de esterificacion de Fisher para la obtencién de los precursores JOD 5y JOD 6.

v

7.2.2 METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE LOS
PRECURSORES JOD 7-10.

Para la obtencion de los precursores JOD 7-10 se realiz6 una sustitucion
nucleofilica bimolecular (SN?) entre los precursores JOD-5y JOD-6, la cual consiste
en hacer reaccionar los precursores con K2COs durante media hora a temperatura
ambiente disueltos en acetonitrilo (CH3CN), para posteriormente agregar los
halogenuros de metilarilo (cloruro de 1-metilnaftaleno y cloruro de 2-metilquinolina)
y se elevé la temperatura a reflujo (75°C), para posteriormente agregar una cantidad
catalitica de KI, dejando en agitacion por 4 horas.

o)
0 N
N _ < 0~
o7 4+ m CH,;CN
/©/\)L X\’Cl : (o)
HO
> = R
R X

o K2CO3 JOD-7 R=0OCH; X=CH

JOD-5R = OCH;,4 11: X = CH, Posicién 1 JOD-8 R=O0CH; X=N
JOD-6R=H 12: X=N, Posicién 2 JOD-9 R=H X= CH

JOD-10 R=H X=N

Figura 27. Reaccién SN? para la obtencién de los precursores JOD 7-10
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7.2.3 METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE LOS
COMPUESTOS FINALES JOD 1-4.

Para la obtencibn de los compuestos finales JOD 1-4 se realizd una
hidroxilaminacién, la cual consiste en hacer reaccionar los precursores JOD 7-10
con una mezcla previamente preparada de hidroxido de potasio (KOH) y clorhidrato
de hidroxilamina (HCI*NH20H) en relacion 2:1 en metanol frio, posteriormente esta
mezcla se agrega gota a gota al matraz con los precursores previamente disueltos
en metanol. Una vez afiadida la mezcla se deja en agitacién a temperatura ambiente

con atmosfera de nitrégeno (N2) durante 4 horas.

NS - NS .OH
Q——/\ /@/\)(o HCI*NH,OH % /@/\)(H
s KOH (0]
’;) X"‘

X R MeOH, N, 25°C
JOD-7 R=0CH; X=CH

JOD-8 R=0CH; X=N

JOD-9 R=H X=CH

JOD-10 R=H X=N

JOD-1 R=0CH; X=CH
JOD-2 R=0CH; X=N
JOD-3 R=H X=CH
JOD-4 R=H X=N

Figura 28. Hidroxilamacién para la obtencién de los compuestos finales JOD 1-4.

7.2.4 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS
PRECURSORES Y FINALES.

Para corroborar la obtencion de los compuestos sintetizados, se llevé a cabo la
caracterizacion de los productos obtenidos, por medio de técnicas espectroscépicas
y espectrométricas.

Los compuestos finales JOD 1-4 fueron caracterizados mediante RMN de Hy 13C
y espectrometria de masas, mientras que los compuestos precursores JOD 7-10

fueron caracterizados mediante RMN de 'H y *3C.
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7.3 PARTE BIOLOGICA (IN VITRO):

Esta parte se basa en un ensayo de la actividad citotoxica y antiproliferativa de los
compuestos JOD 1-4 contra diferentes lineas celulares: adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7, ATCC-HTB-22), adenocarcinoma de cuello uterino humano
(HeLa, ATCC-CCL-2), cancer de mama humano independiente de hormonas (MDA,
ATCC-MB-231) y sobre células epiteliales renales de mono africano (VERO) de la
Coleccion de Cultivos de Tipo Americano (ATCC, por sus siglas en ingles).

7.3.1 CULTIVO CELULAR.

Todas las lineas celulares fueron cultivadas en el Medio Modificado de Eagle
Dulbecco (DMEM; Gibco) y suplementados con 10% de suero fetal de bovino
inactivado por calor (SFB; Gibco), 100 U/mL de penicilina (in vitro), 100 ug/mL de
estreptomicina (in vitro), 2.5 yg/mL de anfotericina B (in vitro) en una atmédsfera
humidificada a 5% CO2 a 37 °C. La dilucion de las soluciones stock se realiz6 en un
medio de cultivo que dio lugar a los compuestos finales que van de 0.04 a 5 ug/mL
con una concentracion final de DMSO de 0.01%. La concentracion de DMSO no

tiene ninguan efecto sobre el crecimiento de las células.

7.3.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Las células en crecimiento exponencial se sembraron en una placa de cultivo celular
de 96 pozos; se anadieron 100 uL de suspension celular a una concentracion de
5 x 10 células/mL a cada pozo y la placa se incub6 a 37 °C en una incubadora de
COo.. Veinticuatro horas después, cuando las células alcanzaron una confluencia del
80-90%, el medio fue reemplazado y las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de compuestos puros JOD 1-4 (0.04 - 5ug/mL) en un medio sin
SFB. Al finalizar el tiempo de exposicion de 48 h, se retir0 el medio y las células se
fijaron anadiendo 50 pL de solucion de acido tricloroacético al 10% a cada pozo y
se incubaron a 4 °C durante 30 min. Después de la incubacion, se elimind el acido
tricloroacético y se anadieron 50 uL de sulforodamina B (0.1% de sulforodamina B
en acido acético al 1%) a cada pozo y se dejaron en contacto con las células durante

30 min, después de lo cual se lavaron con 150 uL de acido acético al 1% y se
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enjuagaron tres veces hasta que soélo quedara colorante adherido a las células. Las
placas se secaron y se agregaron 100 uL de base 10 mMTris a cada pozo para
solubilizar el tinte. Las placas fueron agitadas suavemente durante 10 min y la
proliferacion celular se determiné midiendo la densidad Optica a 540 nm utilizando
un lector de bioensayo (BioRad, USA). Como control positivo se utilizd6 Docetaxel
(Taxotere®; Sigma-Aldrich Co.), mientras que como control negativo se utilizaron
células no tratadas. Los experimentos se realizaron por triplicado y la concentracion
de los compuestos JOD 1-4 que mato el 50% de las células (CCso) fue calculada
por el software GraphPad Prism 4.

8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. PARTE QUIMICA.

Se realizo la sintesis de 4 compuestos finales en total, de los cuales 2 son derivados
del acido ferulico y 2 son derivados del &cido p-cumérico y 6 compuestos
precursores. A continuacion, se describe el proceso de sintesis de cada uno de

ellos.

8.1.1 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
(E)-3-(4-HIDROXI-3-METOXIFENIL) ACRILATO DE METILO (JOD-5).

Para la obtencién del compuesto JOD-5, se coloco la materia prima acido feralico
en un matraz y se disolvid en metanol 1:10, posteriormente se agregdé H2SOa4 en
cantidades cataliticas, se llevo a temperatura de reflujo 65°C y se dej6 en agitacion
durante 2 horas (Figura 29). La reaccion fue monitoreada mediante Cromatografia
de Capa Fina (CCF) en una fase movil de hexano:acetato de etilo (70:30) cada 30
minutos observandose la formacion de un solo producto. Al finalizar la reaccién se

procedié a concentrar a sequedad, quedando una resina amarilla.

i 0
NS MeOH 1:10
NS
/©/\)LOH H2S04 o~
HO acido ferdlico 65°C refiui HO JoD 5
O reflujo. o

Figura 29. Ruta de sintesis para la obtencién del precursor JOD-5.
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Se realizd una extraccion por triplicado con 10 mL de acetato de etilo (AcOEt) y 10

mL de agua, al finalizar se concentré a sequedad obteniendo una resina amarilla.

Rendimiento de reaccion de 82.64%.

8.1.2 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
(E)-3-(4-HIDROXIFENIL) ACRILATO DE METILO (JOD-6)

Para la obtencién del compuesto JOD-6, se coloco el &cido p-cumarico en un matraz
y se disolvi6 en metanol 1:10, posteriormente se agregé H2SOs4 en cantidades
cataliticas, se llevo a temperatura de reflujo 65°C y se dejo en agitacion durante
2 horas (Figura 30). La reaccion fue monitoreada mediante Cromatografia de Capa
Fina (CCF) en una fase movil compuesta por hexano:acetato de etilo (70:30) cada
30 minutos observandose la formacion de un solo producto. Al finalizar la reaccion
se procedi6 a concentrar a sequedad, quedando una resina amarilla. Se realizé una
extraccion por triplicado con 10 mL de acetato de etilo (AcOEt) y 10 mL de agua, al
finalizar se concentr6é a sequedad obteniendo una resina amarilla. Rendimiento de

reaccion de 97.0%.

o MeOH 1:10 o
~ H2SO4 X No”
OH T
a HO JOD 6

HO cido p-cumarico 65°C reflujo.

Figura 30. Ruta de sintesis para la obtencion del precursor JOD-6.

8.1.3 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
(E)-3-(3-METOXI-4-(NAFTALEN-1-ILMETOXI)FENIL)ACRILATO DE
METILO (JOD-7)

Para la obtencién del compuesto JOD-7 se realizd una reaccién de sustitucion
nucleofilica bimolecular (SN?), disolviendo el precursor JOD-5 en acetonitrilo
(CH3CN), después se agregod 2.2 eq. de carbonato de potasio (K2COs) dejandose
en agitacion durante 30 minutos, tornandose la disolucion de color amarillento,
posteriormente se afiadié 1.1 eq. de 1-clorometilnaftaleno y 10% mol de yoduro de
potasio (KI), se elevo la temperatura a reflujo de 75°C en agitacion durante 5 horas
(Figura 31). La reaccion fue monitoreada por CCF en una fase movil compuesta por

Hex:AcOEt 70:30 observandose la formacion de un solo producto.
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La reaccion se concentr6 a sequedad, quedando un sélido amarillento/blanquecino,
se le adicion6 1 mL de agua fria y se dejo en agitacidon durante 15 minutos, se
observo un precipitado de color blanco, el cual se recuper6 por filtracion obteniendo
un polvo blanco. El solido obtenido fue recristalizado en metanol, obteniendo un
polvo cristalino blanco, también se purific6 mediante una columna cromatografica
obteniendo cristales difractables. Rendimiento global de la reaccion de 69.0%.
Punto de fusion 114.5-117.8 °C.

(o]
CHsCN

o} NS o~
NS v K2COs O
() + - 0
JOD7
HO JOD 5 Kl O 0L
oL (of

Figura 31. Ruta de sintesis para la obtencién del precursor JOD-7.

8.1.4 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
(E)-3-(3-METOXI-4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI)FENIL)ACRILATO  DE
METILO (JOD-8)

Para la obtencién del compuesto JOD-8 se realizd una reaccion SN2, disolviendo el
precursor JOD-5 en CH3CN, después se agreg6 3.2 eq. de K2COs dejandose en
agitacion por 30 minutos, tornandose la disoluciéon de color amarillento,
posteriormente se agrego 1.1 eq. de clorhidrato de 2-clorometilquinolina y 10% mol
de KI, se elevé la temperatura a reflujo de 75°C en agitaciéon durante 4 horas
(Figura 32). La reaccion fue monitoreada con CCF, observandose la formacion de
un solo producto. La reaccion se concentr6 a sequedad quedando un sélido
amarillento/café, se le adiciono 1 mL de agua fria y se dispuso en agitacion durante
15 minutos, se observé un precipitado de color café, el cual se recuper6 por filtracion
obteniéndose un polvo color café. El solido obtenido fue recristalizado en metanol
obteniendo un polvo cristalino café. Rendimiento de reaccion de 79.1%. Punto de
fusion de 98.0-101.7 °C.

(o)
~JL CH;CN
T Qe e
Z Cl
HO JOD-5 N JOD-8
O HCI

Figura 32. Ruta de sintesis para la obtencién del precursor JOD-8.
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8.1.5 Sintesis del compuesto precursor (E)-3-(4-(naftelen-1-
ilmetoxi)fenil)acrilato de metilo (JOD-9)

Para la obtenciéon del compuesto JOD-9 se realizé una SN?, donde el precursor
JOD-6 se disolvié en CH3CN para después agregar 2.2 eg. de K2COs, dejandose
en agitacion durante 30 minutos, torndndose la disolucién de un color amarillo,
posteriormente se agrego 1.1 eq. de 1-clorometilnaftaleno y 10% mol de KI, se elevd
la temperatura a reflujo de 75°C en agitacion durante 4 horas (Figura 33).
La reaccion se monitoreo con CCF observandose la formacion de un solo producto.
Para el término de la reaccion se concentré a sequedad, se le adiciono 1mL de agua
fria, se observé la precipitacion de un sélido blanco, el cual se recuperd por filtracion
obteniendo un polvo blanco. El solidé obtenido fue recristalizado en metanol
obteniendo un polvo cristalino blanco. Rendimiento e reaccion de 85.41%. Punto de
fusion de 124.0-128.6 °C.

o
(o) OO CH,CN ~
7
K,CO (o)
s anthadin s
0 JOD-9
HO JOD-6 Cl K O

Figura 33. Ruta de sintesis para la obtencion del precursor JOD-9.

8.1.6 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
(E)-3-(4-(QUINOLIN-2-ILMETOXIFENIL)ACRILATO DE METILO
(JOD-10)

Para obtencion del compuesto JOD-10, se realizd6 una reaccion SN? donde el
precursor JOD-6 se disolvio en CH3CN y se adiciono 3.2 eq. de K2COs, dejandose
en agitacion durante 30 minutos, tornandose la reaccion de color amarillo,
posteriormente se agregd 1.1 eq de clorhidrato de 2-clorometilquinolina y 10% mol
de KiI, se elevd la temperatura a reflujo de 75°C en agitacién durante 4 horas
(Figura 34). La reaccion se monitoreo con CCF, observandose la formacion de un
solo producto. Para el término de la reaccion se concentro0 a sequedad, se le
adiciono 1 mL de agua fria y se colocé en agitacion durante 15 minutos,
observandose un precipitado de color verde, el cual se recuperd por filtracion

obteniendo un polvo color verde opaco.
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El solidé obtenido fue recristalizado en metanol, obteniendo un polvo cristalino
verde. El rendimiento de reaccion fue de 74.15%. Punto de fusion 119.8-124.8 °C.

(o}
o
~JL CH;CN /©/VL0/
o N K,CO
+ @()\/m ——> Y °

HO JOD6 N K | _N JOD-10

i HCI

Figura 34. Ruta de sintesis para la obtencion del precursor JOD-10.

8.1.7 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL

(E)-N-HIDROXI-3-(3-METOXI-4-(NAFTALEN-1ILMETOXI)FENIL)
ACRILAMIDA (JOD-1)

Para la obtencion del compuesto final JOD-1, se realizé una reaccion de
hidroxilamacién, disolviendo el compuesto precursor JOD-7 en metanol (MeOH), se
le afadié una mezcla previamente preparada de MeOH frio con clorhidrato de
hidroxilamina (HCI*NH20H) e hidréxido de potasio (KOH), la cual se afiadi6 gota a
gota a la reaccion, se dej6 en agitacibn a temperatura ambiente y se agregé
atmosfera de nitrogeno (N2) durante 4 horas (Figura 35). La reaccion fue
monitoreada con CCF y con una prueba colorimétrica de cloruro férrico (FeCls). Al
finalizar la reaccidén se concentr6 a sequedad, se le agrego 2 mL de agua fria, se
ajusté el pH con HCI al 10% v/v hasta un valor de 5-4, se dejé en agitacion durante
15 minutos, se observd un precipitado de color blanco, el cual se recuperd por
filtracion obteniéndose un polvo blanco. El sélido obtenido fue recristalizado en
acetato de etilo (AcOEt), obteniéndose un polvo brillante blanco. Rendimiento global
de reaccion de 31%. Punto de fusion de 153.8-155.8 °C.

0
NH,OH*HCI ~ _OH
___KOH 0 N
—MeoH
o
JoD-7 N2 O JoD-1
O\

Figura 35. Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto final JOD-1.
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8.1.8 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL
(E)-N-HIDROXI-3-(3-METOXI-4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI)FENIL)
ACRILAMIDA (JOD-2)

Para la obtenciébn de compuesto final JOD-2, se realizé una reaccion de
hidroxilaminacién, disolviendo el compuesto precursor JOD-8 en MeOH, se le
afiadi6 una mezcla previamente preparada de MeOH frio con HCI*NH20H y con
KOH la cual se adiciono gota a gota a la reaccién, se agrego atmosfera de nitrogeno,
se dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas (Figura 36).
La reaccion fue monitoreada con CCF y con una prueba colorimétrica de FeCls.
Para finalizar la reaccion se concentré a sequedad, se le agrego 2 mL de agua fria
y ajusto pH con HCI al 10% v/v hasta un valor de 5-4, se dej6 en agitacion durante
15 minutos, se obtuvo un precipitado de color café. El sélido obtenido fue
recristalizado en una mezcla de AcOEt/MeOH, obteniendo un solid6 de color café.
Rendimiento global de reaccién de 59%. Punto de fusion de 180.8-185.9 °C.

(0]
NS _OH
NH,OH*HCI N
/Q/\)L KOH X o H
é)/\ o e | ~ZN o_ JoD-2
- ~
N2
Figura 36. Ruta de sintesis para la obtencion del compuesto final JOD-2.
8.1.9 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL

(E)-N-HIDROXI-3-(4-(NAFTALEN-1-ILMETOXI) FENIL)ACRILAMIDA
(JOD-3)

Para la obtencién del compuesto final JOD-3 se realizO una reaccion de
hidroxilaminacion, disolviendo el compuesto precursor JOD-9 en MeOH, se le
afiadié una mezcla previamente preparada de MeOH frio con HCI*NH20H y KOH,
se afadi6 gota a gota a la reaccion, se colocé atmosfera de nitrégeno y se dejé en
agitaciéon durante 5 horas a temperatura ambiente (Figura 37), la reacciéon fue

monitoreada con CCF y con una prueba colorimétrica de FeCls.
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Al finalizar la reaccién se concentrd a sequedad, se agreg6 2 mL de agua fria, se
ajusté pH con HCI al 10% v/v a un valor de 5-4, se dej6 en agitacion durante 15
minutos obteniendo un precipitado de color blanco-rosado. El solidé obtenido se
recristalizo con una mezcla de AcOEt/MeOH obteniendo un polvo cristalino rosa
claro. Rendimiento global de reaccion de 60.95%. Punto fusion de 153.0-153.9 °C.

o} 0
~ _ NH,OH*HCI ~ _OH
C - el ¢ ﬂ
—eee R
MeOH
(o) ! 0
O JOD-9 " O JOD.3

Figura 37. Ruta de sintesis para la obtencion del compuesto final JOD-3.

8.1.10 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL
(E)-N-HIDROXI-3-(4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI) FENIL)ACRILAMIDA
(JOD-4)

Para la obtencion del compuesto final JOD-4 se realizO una reaccion de
hidroxilaminacion, disolviendo el compuesto precursor JOD-10 en MeOH, se le
afadié una mezcla previamente preparada de MeOH frio con HCI*NH20H y KOH
se agrego0 gota a gota a la reaccion, se coloc6 atmosfera de nitrdgeno y se dejo en
agitacion durante 4 horas a temperatura ambiente (Figura 38), la reaccion fue
monitoreada por CCF y con una prueba colorimétrica de FeCls. Al finalizar la
reaccion se concentrd a sequedad, se agreg6 2 mL de agua fria, se ajusté pH con
HCI 10% v/v hasta un valor de 5-4, se dej6 en agitacién durante 15 minutos,
obteniendo un precipitado color café. El soliddé obtenido fue recristalizado en una
mezcla de AcOEt/MeOH obteniendo un polvo color café. Rendimiento global de
reaccion de 33%. Punto de fusion de 186.3-189.1 °C.

NS N\ _OH
/©/\)LO/ NH,OH*HCI /@/\)J\H
KOH
N (o) _— N (0]
| N JOD-10 MeOH | N JOD-4
N2

Figura 38. Ruta de sintesis para la obtencion del compuesto final JOD-4.
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Para la sintesis de los compuestos precursores los tiempos fueron variados de
2h- 5h a temperaturas de 65°C a 75°C con rendimientos de moderados a buenos,
obtenidos en diferentes estados como resinas amarillas y polvos cristalinos de
diferente color. Para su purificacion fueron usadas diferentes técnicas como
extracciones en acetato de etilo y agua, recristalizacion, y por columna
cromatografica, dependiendo el comportamiento de cada compuesto.
Los compuestos en estado solido cuentan con puntos de fusion caracteristicos de
pureza en intervalos < 2 °C.

Estos resultados se presentan a mas detalle en la Tabla 5.

Tabla 5. propiedades fisicas y fisicoquimicas de los compuestos precursores.

Compuesto = Tiempo | Temperatura Rendimiento Estado Método de Punto de

de de reaccion = dereaccion fisico purificacion fusion (°C)

reaccion

JOD-5 2.0 65.0 82.64 Resina Extraccion
amarilla -
JOD-6 2.0 65.0 97.0 Resina Extraccion
amarilla -
Polvo Cristalizacion/
JOD-7 5.0 75.0 69.0 cristalino columna 114.5-117.8
blanco cromatografica
Polvo
JOD-8 4.0 75.0 79.1 cristalino Cristalizacion 98.0-101.7
café
Polvo
JOD-9 4.0 75.0 85.41 cristalino Cristalizacion 124.0-128.6
blanco
Polvo
JOD-10 4.0 75.0 74.15 cristalino Cristalizacion 119.8-124.8
blanco
(54 )
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Los compuestos finales JOD 1-4 se obtuvieron con tiempos de reaccion de 4h-5h
todos a temperatura ambiente (T.A), con rendimientos de discretos a moderados,
todos los compuestos fueron purificados por medio de la recristalizacion, obteniendo
polvos cristalinos y solidos coloridos, todos con puntos de fusion caracteristicos de
pureza con intervalos <2 °C. Estos resultados se resumen en la siguiente Tabla 6.

Tabla 6. propiedades fisicas y fisicoquimicas de los compuestos finales.

JOD-1 4.0 T.A 31.0 Polvo Cristalizacién | 153.8-155-8
cristalino
blanco
JOD-2 4.0 T.A 59.0 Solido café | Cristalizacion | 180.8-185.9
JOD-3 5.0 T.A 60.95 Solido blanco | Cristalizacion | 153.0-153.9
JOD-4 4.0 T.A 33.3 Solido café | Cristalizacion | 186.3-189.1

Cabe mencionar que para la obtencion de los compuestos finales acidos
hidroxdmicos se monitoreo con una prueba colorimétrica con una mezcla de
agua/metanol/cloruro férrico (FeCls) como se puede observar la Figura 39. En una
placa de toque se dispone de una cantidad minima de la reaccion de
hidroxilaminacion en proceso en el carril 1 y en el carril 2 se dispone de una pequefia
cantidad de los compuestos precursores de ésteres metilicos (JOD 7-10) y se le
agrega una o dos gotas de la mezcla de agua/metanol/FeCls donde se observa que
los compuestos precursores en el carril 2 mantienen el color amarillo de la mezcla,
en cambio al agregar las gotas al carril 1 se observa un cambio de color a violeta
intenso, esto significa que hay una reaccion entre el acido hidroxamico de los
compuesto y el hierro (Fe) presente en la mezcla formandose un quelato entre ellos.
Por lo cual podemos intuir que los compuestos JOD 1-4 poseeran actividad sobre
las HDAC debido a que contiene un atomo Zn?* en su sitio catalitico de esta manera

inhibiendo las enzimas.
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: || ]
Carril 1 Carril 2

Figura 39. Prueba colorimétrica para la obtencién de &cidos hidroxamicos.

8.2 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE
LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

Una vez sintetizados los compuestos y purificados, es necesario realizar
caracterizacion estructural, para ello se utilizaron diferentes técnicas
espectroscopicas, como resonancia magnética nuclear de protén (RMN 1H) y
carbono 13 (*3C) y técnicas espectrométricas por impacto electronico (EM-IE).

Todos los compuestos soélidos fueron analizados mediante estas técnicas.
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8.2.1 ESPECTROSCOPIA DE RMN 'H Y 13C, DEL COMPUESTO
PRECURSOR JOD-7.

El espectro de RMN 'H del compuesto precursor JOD-7. En la Figura 40 se
presenta la parte alifatica del espectro de RMN 'H que corresponde al compuesto
JOD-7, en el cual se aprecian diferentes sefiales. Se observa un singulete (s) a
3.79 ppm correspondiente a los hidrégenos del metilo de la posicién 11, se observa
otro singulete (s) a 3.88 ppm para los hidrégenos que corresponden al metilo de la
posicion 10 y otro singulete (s) a 5.61 ppm correspondiente a los hidrégenos del

metileno de la posicién 12, la cual corresponde al espaciador flexible de tipo éter.

—5.6137
—3.8938
—3.7953
—1.5376

H.0O —»

|

l L ULA 1 | 1

i A o &
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 1.4

3.6
f1 (ppm)
Figura 40. Espectro de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) (expansion region
alifatica) del compuesto JOD-7.
En la figura 41 se muestra la expansién del espectro de RMN 'H del compuesto
JOD-7 que corresponde a la zona aromatica y al doble enlace destacando sefales

caracteristicas del espectro.
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A un desplazamiento quimico de 6.31 ppm se observa un doblete (d) y en 7.62 ppm
se observa un doblete (d) con constantes de acoplamiento de 15.9 Hz
correspondientes para los hidrégenos de la posicion 8 y 7 respectivamente, se
observa un doblete (d) a 7.08 ppm con una constante de acoplamiento meta (m) de
2.04 Hz correspondiente al hidrogeno de la posiciéon 2 del anillo de benceno, se
observa un doble de dobles (dd) con constantes de acoplamiento meta (m) y orto
(o) de 1.98 Hz y 8.52 Hz, respectivamente correspondiente al hidrogeno de la
posicion 6 del anillo de benceno. También se observa a 7.58 ppm un doble de dobles
(dd) con constantes de acoplamiento orto (0) y para (p) de 6.96 Hz y de 0.9 Hz
respectivamente correspondientes al hidrogeno de la posiciéon 5 del anillo de
benceno, este sistema es conocido como ABX. Las sefales restantes corresponden

al anillo de naftaleno.

O — ORNANONONDOOTIT MOMNOWIN AT TN O ONFT =N = = N NN
n < NI MOANONOMANNOOVWOVWONLILM I NAN—=0ONTT O LN n
O O DO OITANT TR0 OOWNT M W VOO NTITNO N O
SO ®WRREXOOOHNHNHNOWNMATLTITY & OS99 Q0qq] 0 N
0 NINNNNNNNNNNNNNNDNDNDN NNNNNNOVO O O
~\ I g L ———— S

o B R RN & 3 <
S S - aanN N i S
i i i oo nN — i i
T T T T T T T T T T T T T T T T
1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3

7.2
f1 (ppm)

Figura 41. Espectro de RMN *H (CDCls, 600 MHz) (expansion region
aromatica) del compuesto JOD-7.
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11.1623

8.2.2 ESPECTROSCOPIA DE RMN H Y ¥C ESPECTROMETRIA DEL
COMPUESTO FINAL JOD-1.

En la Figura 42 se observa el espectro de RMN H del compuesto final JOD-1 en
el cual se observa la desaparicion de un singulete (s) correspondiente al metilo del
éster del compuesto precursor y la aparicion de dos sefales a 9.47 ppm un singulete
(s) correspondiente al hidrogeno del -OH y a 11.15 ppm un singulete (s)
correspondiente al hidrégeno del -NH, conservandose las demas sefales del

compuesto precursor.

1.01{L4

5 3 2
T & S
7 M T
DMSO
—>
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S S —

i o [s2]

T
11.0

T T T T T
.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

o |

T T
10.5 7.0 6.5
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Figura 42. Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 600 MHz) del compuesto final JOD-1.

En la Figura 42 se observa el espectro de RMN de *C donde se observan 21
sefales correspondientes al nimero de carbonos esperados para el compuesto

JOD-1.
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En este espectro de RMN de 13C del compuesto JOD-1 se observa una sefial a 56.0
ppm asignada al carbono de la posicion 11 correspondiente al metileno del
espaciador flexible. La sefal observada a 69.0 ppm fue asignada al carbono del
grupo metoxilo (posicion 10). Por otro lado, las sefiales a 149.8 y 114.2 ppm
corresponden a los carbonos de las posiciones 7 y 8 (a.,p—insaturado). La sefial a
163.7 ppm es caracteristica del grupo carbonilo presente en el &cido hidroxamico y
las sefiales correspondientes a la region aromatica del anillo fueron comparadas
con la tesis de licenciatura del Lic. en Farmacia Josué Martinez Miranda®* y con la

tesis de doctorado de la Dra. en Farmacia Blanca Iris Colin Lozano.>®

—163.74
—149.86
—114.25
—69.01
—56.07

DMSO
—_—

j Lj" lJlM

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
f1 (ppm)

Figura 43. Espectro de RMN 3C (DMSO-ds, 150 MHz) del compuesto final JOD-1.
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8.2.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS DEL COMPUESTO FINAL
JOD-1.

Una vez obtenidos los compuestos finales JOD 1-4, se sometieron al analisis de
espectrometria de masas por impacto electronico (EM-IE) sin embargo, no en todos
los casos fue posible la identificacion del ion molecular (M*), pero si fue posible
identificar diferentes fragmentos caracteristicos de los compuestos finales.

La técnica de espectrometria de masas por impacto electrénico se basa en generar
iones en una fase gaseosa mediante el impacto de un haz de electrones de alta
energia (70 eV), cargando la molécula de manera positiva para que posteriormente
se fragmente formando iones de diferente peso molecular.

En la Figura 44 se muestra la fragmentacion que se llevé a cabo del compuesto

JOD-1, cabe mencionar que en el espectro de masas del compuesto se observa el

™ _OH
N
([ :
(o]
O m/z = 349
°<

® .
o +

o Mm/iz=134 o m/z = 207
~

ion molecular.

Iz

Figura 44. Fragmentacion observada en el espectro de masas por IE del compuesto JOD-1.

En el espectro de masas del compuesto JOD-1 (Figura 45, A) se observa el pico
base correspondiente al ion cuasimolecular (M-1) con una relacibn masa-carga
(m/z) de 348.14 y una abundancia relativa del 100%, se observa también el ion

molecular con una relacién m/z de 349.19.
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En la Figura 45, (B) se observan dos fragmentos mas, uno de ellos considerado

como otro pico base con una relacion m/z de 134.0 y una abundancia relativa del

100%, el segundo fragmento que se observa tiene una relacion m/z de 207.08
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Figura 45. Espectro de masas por IE del compuesto JOD-1.
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8.2.4 CRISTALOGRAFIA DEL COMPUESTO PRECURSOR JOD-7.

Dentro de los resultados de la parte experimental, el compuesto precursor JOD-7
genero la obtencion de cristales con caracteristicas Optimas de ser difractables,
fueron obtenidos mediante la técnica de purificacion por columna cromatogréfica. El

compuesto JOD-7 se sometid6 a difraccion de rayos X para observar las

caracteristicas de la molécula y del cristal como se observa en la Figura 46.

Figura 46. Estructura molecular del compuesto precursor JOD-7 obtenida por difraccién de rayos X del monocristal.

Los datos mas relevantes del cristal obtenidos de la difraccion de X se encuentran

enla Tabla 7.

Tabla 7. Datos cristalograficos del compuesto JOD-7.

C,, Hyp O, V=1764.31
PM: 348.38 Z=4
Monoclinico T=100 (4)
a=8.6611 (4) Mo Ka radiation
b=9.7034 (4) u= 0.09 mm-*
c=21.0784 (11)

a=90

B=95.155 (5)

y=90

'
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De acuerdo con los datos obtenidos del cristal difractable visualizado en el programa
Mercury, el tipo de cristal que se obtuvo es monoclinico debido a dos caracteristicas
una de ellas es que sus ejes a, b y ¢ son diferentes entre ellos, la otra caracteristica
es que sus angulos a. 3 son iguales y son diferentes de y de esta manera el cristal
se cataloga como monoclinico.%®
La celda unitaria esta conformada por 4 moléculas como se puede observar en la

Figura 47.

Figura 47. Celda unitaria del cristal difractable del compuesto precursor JOD-7.
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8.2.5 TABLAS DE ESPECTROSCOPIA DE RMN H Y 3C.

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto JOD-7.

Posicion & H ppm
(600 MHZ)
-
|
-
| °
3.89
379
561
B
B o
B -
B
B
B -
“ 7.57-7.51
7.57-7.51
B
B
(

Multiplicidad J (HZ)
d 2.04
dd 6.96, 0.9
dd 1.98, 8.52
15.9
15.9
S =
S =
S =
d 8.3
dd 7.02,8.22
d 7.26
d 8.22
m =
m -
d 8.4
]
J
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN H del compuesto JOD-8 de Farmacia

Posicién & H ppm Multiplicidad J (HZ)
(600 MHZ)

7.91 d 1.92
7.59 d 8.4
“ 7.71 dd 8.34,1.92
8.09 d 15.96
“ 7.06 d 15.966
“ 8.17 d 8.46
“ 8.91 d 8.46
— 8.48 d 8.1
“ 8.12 ddd 1.08, 8.04
8.29 ddd 1.44, 8.34
“ 8.53 d 8.46




Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN *H del compuesto JOD-9.

6 7 1
10
W\o/
o4 2
3

6

5

Posicion & H ppm
(600 MHZ)
-
-
- °
4.22
641
B
B G-
L S
B -
BN
B -
“ 8.10-8.05
8.10-8.05
B
52
(

7
" O
4

Lo

de Farmacia

Multiplicidad J (HZ)
d 8.64
d 8.76
d 8.76
d 8.64
d 16.02
d 16.02
S =
S =
s -
dd 7.02,7.02
d 7.62
d 8.28
m =
m -
d 8.1

]

J



Posicion

=

3 H ppm
(600 MHZ)

8.18
7.61
7.61
8.18
8.11
6.98
4.21
5.93

8.16
8.86

8.48
8.11
8.28
8.53

Multiplicidad J (HZ)
d 8.76
d 8.76
d 8.76
d 8.76
d 16.02
d 16.02
S =
s -
d 8.46
d 8.46
d 8.04
m =
m -
d 8.4
]
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN H y 13C del compuesto JOD-1.  de Farmacia

Posicién 3 'H ppm Multiplicidad J (HZ) 3 °C ppm
(600 MHZ) (150 MHZ)

- - - 111.9

8.10-8.05 m - 132.8

- - - 138.9

- - - 128.7
8.17 d 6.9 124.4
7.74 t - 131.6
7.94 d 12.36 149.9
6.89 d 13.38 114.3

- - - 163.7
4.29 S - 56.1
6.07 S - 69.0
11.16 S = =
9.48 S = -

- = - 117.4
7.66 d 7.5 129.2
8.03 t - 125.8
8.48 d 7.68 133.7
- - - 122.9
8.44 d 8.22 128.9
8.10-8.05 m - 126.5
8.10-8.05 m - 129.9
8.61 d 6.9 127.7

- - - 121.7




Tabla 13. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y 13C del compuesto JOD-2.

Posicidon

8 H ppm
(600 MHZ)

Multiplicidad

s
S
d
d

o Qo n un u u

o ~ ~ O

J (HZ)

15.48
15.48

8.46
8.46

7.32
7.02
7.86
8.34

8 13C ppm
(150 MHZ)
111.9
120.0
138.8
128.9
127.9
128.4
157.9
114.2
163.7
56.2
72.0

149.4
127.7
149.8
117.6
130.2
129.0
137.5
147.4
121.5

Farmacia
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Tabla 14. Desplazamientos quimicos de RMN H y 3C del compuesto JOD-3. at Ko
6 7 Q
- \8 5 H,OH
2
3
Posicion & ™H ppm Multiplicidad J (HZ) 8 3C ppm
(600 MHZ) (150 MHZ)

- - - 117.2
8.08 d 9.18 126.9
7.64 d 8.64 115.8

- - - 159.9
7.64 d 8.64 115.8
8.08 d 9.18 126.9
7.94 d 15.24 133.8
6.86 d 15.3 124.3

- - - 163.7
6.09 S - 68.5
11.19 S - -
9.48 S - -

- - - 132.7
8.18 d 5.1 127.2
8.05 m - 125.8
8.48 d 7.74 129.5

- - - 138.5
8.43 d 8.12 131.5
8.05 m 7.02 129.3
8.05 m 7.86 129.9
8.59 d 8.1 126.4

- - - 128.3
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Tabla 15. Desplazamientos quimicos de RMN 1H y 3C del compuesto JOD-4. m
Posicion 8 'H ppm Multiplicidad J (HZ) 8 13C ppm
(600 MHZ) (150 MHZ)

= = - 117.4
8.02 d 8.22 129.0
7.60 d 8.58 115.8

= = = 59.7
7.60 d 8.58 115.8
8.02 d 8.22 129.0
7.92 d 14.94 147.5
6.84 d 14.52 127.1

- - - 163.6
5.91 S - 71.4
11.17 S - -
9.47 S - -

- - - 157.8
8.16 d 8.34 12.0
8.90 d 7.26 137.5

= = = 119.7
8.48 d 7.44 128.4
8.11 t 7.14 127.7
8.28 t 7.62 128.6
8.53 D 8.42 130.4

= - - 138.4




Lo
\\ﬁcu!tad

de Farmacia

8.3. METODOLOGIA IN SILICO: OBTENCION DE UN LIDER
COMPUTACIONAL SEGURO (SAFE LEAD) POR MEDIO DE UN
ANALISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO.

8.3.1 PREDICCION DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS:
MOLINSPIRATION.

El primer analisis in silico se realizd6 con este programa, el cual calcula ciertas
propiedades fisicoquimicas de interés sobre los compuestos JOD1-4. Este servidor
calcula las siguientes propiedades:

% Peso molecular (PM)

% Coeficiente de Particion (Log P)

% NuUmero de donadores de puentes de hidrogeno

% Numero de aceptores de puentes de hidrogeno

% Area polar superficial
Cada uno de estos valores tienen un rango maximo definidos, y también presenta
el nimero de violaciones permitidos en total, como referencia a los valores de los
compuestos de interés se tomo al panobinostat el cual es un farmaco del tipo acido

hidroxdmico aprobado por la FDA.

Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos JOD 1-4 calculadas con Molinspiration.

Log P <5 3.85 2.77 4.26 3.18 3.37
< 500
Peso Molecular g/mol 349.39 | 350.37 | 319.36 | 320.35 349.43
Numero de aceptores de
puentes de hidrégeno <10 5 6 4 5 5

NUmero de donadores de

puentes de hidrégeno <5 2 2 2 2 4
Area polar superficial <140 67.79 | 80.69 | 58.26 | 71.45 80.64
NUumero de violaciones <2 0 0 0 0 0

——
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 16, ninguno de los compuestos
JOD1-4 viola los valores de corte del programa al igual que el farmaco de referencia
panobinostat, por lo cual se espera que los compuestos no presenten problemas de

permeabilidad para una administracion por via oral.

8.3.2. PREDICCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
COMPUESTOS JOD 1-4 POR MEDIO DE LA HERRAMIENTA PASS
ONLINE.

Por medio del servidor gratuito PASS Online, se calcul6 el espectro de actividad
biolégica de los compuestos JOD 1-4. El programa arroja diferentes efectos
farmacoldgicos, por lo cual solo se tomaron aquellos de interés de este proyecto.
El programa arroja valores de probabilidad de 0 a 1, donde 1 puede ser interpretado
como el 100% de probabilidad de que el compuesto muestre esa actividad (Pa) y el
porcentaje de inactividad (Pi). En la Tabla 17 se resumen estos resultados en forma

de porcentaje.

Tabla 17. Prediccion de la actividad biolégica de los compuestos JOD 1-4 por el servidor PASS Online.

Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi

Antineoplasico | 65.0% | 3.5% | 62.6% | 3.9% | 58.0% | 5.0% | 50.7% | 6.9% -- --

Inhibidor de
histona 46.0% | 0.3% | 18.8% | 0.4% | 67.1% | 0.3% | 43.1% | 0.3% | 5.9% | 0.1%
deacetilasa 6

Inhibidor de
histona 18.4% | 0.3% | 11.0% | 0.5% | 26.4% | 0.2% | 16.2% | 0.3% | 12.0% | 0.5%
deacetilasa 8

Inhibidor pan
de histonas 44.6% | 0.3% | 33.3% | 0.3% | 46.3% | 0.3% | 32.9% | 0.3% | 19.8% | 0.4%
deacetilasas

De los célculos realizados en la Tabla 17, se seleccionaron los efectos
farmacoldgicos y/o mecanismos de accidn relacionados con la actividad citotéxica
(antineoplasico) y la posible actividad de ser inhibidores de enzimas HDAC6 y

HDACS8 y la posible inhibicién no selectiva de las histonas desacetilasas.

(7]
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Como se puede observar en la Tabla 17 todos los compuestos tienen
probabilidades medias de tener actividad como agentes antineoplasicos. Ademas,
los compuestos presentan porcentajes medios de ser inhibidores de la enzima
histona desacetilasa 6 a excepcion del compuesto JOD-2 que presenta un
porcentaje discreto. Como inhibidores de la histona desacetilasa 8, todos
presentaron valores discretos y como inhibidores no selectivos presentaron
probabilidades de medias a discretas. El farmaco de referencia panobinostat, no
presentd probabilidad de actuar como agente antineoplésico, su actividad como
inhibidor de HDAC 6 y de HDAC 8 es menor a la de los compuestos JOD 1-4, de
igual manera como inhibidor no selectivo de las HDAC muestra un resultado bajo,
lo cual nos da como referencia que las moléculas propuestas en este proyecto
tienen altas probabilidades de presentar actividades citotOxicas selectivas en

ensayos in vitro e in vivo.
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8.3.3 PREDICCION DE LAS PROPIEDADES FARMACOCINETICAS:
ADMETSAR.

El servidor gratuito admetSAR proporciona la prediccion de datos referentes a la
absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad basados en un estudio
de estructura-actividad (SAR) a través de su base de datos con mas de 96 mil
compuestos. Se realizaron los calculos sobre los compuestos JOD 1-4 que se

presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Prediccion de propiedades farmacodindmicas de los compuestos JOD 1-4 por

admetSAR.
Absorcion Criterio Probabilidad Probabilidad Probabilidad | Probabilidad
Absorcion HIA+ 98.75% 97.96% 98.75% 97.96%
intestinal humana
Barrera BB+ 99.69% 95.74% 97.25% 96.99%
hematoencefélica
Substrato No 65.19% 57.41% 71.51% 75.04%
glicoproteina-P substrato/substrato
Inhibidor No 61.46% 72.41% 90.84% 92.84%
glicoproteina-P inhibidor/inhibidor
Metabolismo Criterio
Substrato No 60.30% 58.32% 55.86% 53.57%
CYP450 3A4 substrato/substrato
Toxicidad Criterio
AMES No toxicidad
AMES/toxicidad 62.00% 53.00% 61.00% 55.00%
AMES
Carcinogenicidad | No carcinogénico/ 68.91% 85.58% 68.91% 85.58%
carcinogeénico
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Los resultados obtenidos por el servidor admetSAR en la parte de la absorcién de
los compuestos se observa que todos presentan altas probabilidades de tener una
adecuada absorcién intestinal en humanos y también presenta buenas
probabilidades de poder atravesar la barrera hematoencefalica, esta propiedad es
adecuada para los tipos de compuestos de este proyecto, debido a que no todos los
compuestos tienen la capacidad de atravesar esta membrana y asi poder actuar
sobre tumores a este nivel del organismo. Uno de los parametros importantes que
arroja el programa es la probabilidad de ser sustrato o inhibidor de la glicoproteina
P, la cual esta relacionada con la resistencia a farmacos al ser una proteina de eflujo
gue al detectar sustancias ajenas al organismo las expulsa de la célula impidiendo
gue lleguen a su sitio de accidon. De acuerdo con los resultados, ninguno de los
compuestos presentara problemas de resistencia; los resultados obtenidos en el
apartado de metabolismo muestran las probabilidades de que los compuestos sean
sustratos de la isoforma mas abundante e importante de la familia del CYP450, la
isoforma CYP 3A4, lo que nos indica que todos los compuestos posiblemente sean
metabolizados por esta isoforma. Los resultados calculados en el apartado de
toxicidad mostraron que ninguno de los compuestos presenta probabilidades de ser
carcinogénico, en cambio en la prueba de AMES los compuestos JOD-1 y JOD-3
presentan probabilidades de ser positivos para esta prueba y actuar como agentes

genotoxicos.

8.3.4 PREDICCIONES DE EFECTOS TOXICOS ACD/TOX SUITE

Este programa, el cual requiere de una licencia para su uso, nos amplia el panorama
con respecto a la toxicidad de los compuestos de interés para este proyecto, al
predecir diferentes efectos toxicos tales como: el bloqueo de canales hERG,
inhibicion de las diferentes isoformas del CYP450, la posible DLso, y su categoria
dentro de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OECD por

sus siglas en inglés).
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% Bloqueo de canales hERG

Los canales hERG pertenecen a una superfamilia de canales de K* dependientes
de voltaje, estos canales se caracterizan funcionalmente por permitir la permeacion
del i6n K* tras la apertura del poro transmembranal en respuesta a la
despolarizacion de la membrana. La funcion en concreto de los canales hERG es
que transporta mas K* durante la repolarizacion de la membrana, estos canales
estan altamente expresados en el tejido cardiaco por lo consiguiente su bloqueo
esta relacionado con cardiotoxicidad, causando taquicardias, arritmias e incluso
hasta la muerte. Cabe mencionar que varios farmacos que han estado a la venta
han sido retirados del mercado por presentar estos efectos téxicos. Por ello es
imprescindible realizar el célculo predictivo sobre las moléculas JOD 1-4, tomando
como referencias al panobinostat el cual es un acido hidroxamico que fue aprobado
por la FDA y la clorfenamina que es un farmaco antihistaminico el cual esta

demostrado su bloqueo de canales hERG.

Tabla 19. Prediccion de posibilidades de bloqueo de canales hERG.

o
2 N'OH
N 44%
O
o\
JOD-1
(o]
2 N'OH
~r o H 34%
JOD-2
o
N N'OH
0 H 64%
JOD-3
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(0}
/@/VLN,OH
H
N (0)
| _N 41%
JOD-4

(o]

HN \ ~ H/OH 81%

Panobinostat

93%

Clorfenamina

De acuerdo con los resultados que se observan en la Tabla 19, los compuestos
JOD-1, JOD-2 y JOD-4 presentaron probabilidades bajas de tener efectos
cardiotoxicos, mientras que el compuesto JOD-3 presentd probabilidad media de
ser blogueador de los canales hERG, estos resultados se comparan con los
farmacos de referencia: panobinostat el cual tiene un resultado del 81% vy la
clorfenamina con 93%, por lo cual los compuestos JOD 1-4 al tener menor
porcentaje indican un buen comportamiento sobre este efecto cardiotéxico.

% Inhibicion de las isoformas del CYP450

El célculo sobre la inhibicion de las diferentes isoformas del citocromo P450 es de
suma importancia, ya que puede traer efectos toxicos sobre el organismo y/o
interacciones farmaco - farmaco o farmaco - alimento. Los calculos que realiza el
programa se hacen sobre las isoformas mas representativas de esta superfamilia

de enzimas metabdlicas.
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Tabla 20. Probabilidad de la inhibicion de las isoformas del CYP450.
CYP3A4 | CYP2D6 | CYP2C9 | CYP2C19 | CYP1A2
o
O O~
H
O ° o 25% 8% 25% 43% 78%
~
JOD-1
o
WN'OH
H
X o
I _N O 52% 4% 17% 42% 72%
JOD-2
o)
/@NLN,OH
o H 28% 16% 32% 59% 86%
JOD-3
o
/©/§)LN,OH
H
oy ° 37% | 6% | 17% | 49% 84%
JOD-4
Panobinostat 11% 24% 15% 14% 19%
Clotrimazol 85% 7% 41% 80% 12%

Como farmacos de referencia para este calculo se tom6é nuevamente al

panobinostat y al clotrimazol como control positivo ya que es un potente inhibidor

de estas isoformas, de acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 20 los

compuestos JOD 1-4 presentaron probabilidades por encima del panobinostat

sobre 4 de las 5 isoformas, pero en comparacion de clotrimazol presentan

porcentajes menores sobre 4 de las 5 isoformas.
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Tomando en cuenta la isoforma més abundante en el organismo y la que se encarga
de metabolizar a la mayoria de los farmacos es la isoforma CYP3A4 los valores
obtenidos por los compuestos JOD 1-4 van de discretos a medios por lo cual se

puede decir que no presentaran interacciones farmaco — farmaco.

% Toxicidad aguda (DLso) y categoria OECD

La dosis letal media (DLso) es la dosis que causa la muerte del 50% de la poblacion
que la recibe. Este parametro es de suma importancia ya que podemos calcular la
dosis letal media de los compuestos JOD 1-4 comparandolos con el farmaco de
referencia panobinostat, el calculo que realiza el programa lo hace sobre raton y
rata por diferentes vias de administraciéon, dando mayor prioridad a la via de
administracion oral dado que es la via de administracion del farmaco de referencia
(panobinostat). En la Tabla 21 se presenta la clasificacion de acuerdo a los criterios
de la OECD.

Tabla 21. Toxicidad aguda en ratén y rata calculado con ACD/Tox suite.

Raton (mg/kg) Rata (mg/kg) | Categoria
CRMPUESIE P | Oral | IV | sC | P | oral | OFCP
JOD-1 880 | 1400 130 300 360 2600 4-5
JOD-2 820 | 1400 160 530 390 2000 4-5
JOD-3 860 | 1700 130 320 320 2500 4-5
JOD-4 790 | 1700 160 560 390 1900 4-5
Panobinostat 240 | 730 78 480 130 400 3-4

IP: intraperitoneal. IV: intravenosa. SC: subcutéaneo.
Categoria 1 OECD | DLsp < 5 mg/Kg Altamente toxico
Categoria 2 OECD | 5 < DLso 2 50mg/Kg Muy téxico
Categoria 3 OECD | 50 < DLso 2 300 mg/Kg Toxico
Categoria 4 OECD | 300 < DLso 2 2000 mg/Kg Toxicidad moderada
Categoria 5 OECD | DLso 2 2000 mg/Kg No téxico
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De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos JOD 1-4 presentaron
DLso mas altas que el farmaco de referencia en todas las vias de administracion, por
lo cual pueden considerarse mas seguros y menos toxicos que el panobinostat,
destacando los valores de DLso por la via de administracion oral en ambas especies.
Los valores de dosis letal media por via oral obtenidos son ideales por lo cual se
clasifican entre la categoria 4 - 5 de la OECD indicAandonos que son toxicos
moderados y no toxicos, lo cual es aceptable debido a que la mayoria de los

farmacos disponibles actualmente en el mercado pertenecen a esta categoria.
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8.3.5 PREDICCJON DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
FARMACOCINETICAS: SWISSADME.

Por medio del servidor gratuito SwissADME se calcularon diferentes propiedades

fisicoquimicas y farmacocinéticas de los compuestos JOD 1-4, en la Tabla 22 se

muestran los resultados obtenidos del calculo realizado.

Tabla 22. Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de los compuestos JOD 1-4 por

SwissADME.
Propiedades fisicoquimicas
Area Polar
Superficial A2 67.79 80.68 58.56 71.15
Log P 341 2.62 3.31 2.68
Solubilidad en agua
png/mL 5.3 9.3 6.0 10.0
Propiedades farmacocinéticas
Absorcion Gl Alta Alta Alta Alta
Sustrato P-GP No No No No
Inhibidor CYP3A4 No No No No
Alertas estructurales
PAINS 0 0 0 0
Acido Acido Acido Acido
Brenk hidroxamico, hidroxamico, hidroxamico, hidroxamico,
aceptor de aceptor de aceptor de aceptor de
Michael. Michael. Michael. Michael.
(o)
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Como se observa en la Tabla 22, todos los compuestos presentan un area polar
superficial menor a 140 A2 de acuerdo con la regla de Veber (buena permeabilidad),
un log P adecuado es no mayor a 5 de acuerdo con la regla de Lipinski, su
solubilidad en agua de todos los compuestos es pobre (menor de 30 ug/mL) por lo
cual su administracion por via oral tendria problemas de absorcion, sus propiedades
farmacocinéticas son aceptables con una prediccion de alta absorcion intestinal
para todos los compuestos. Ninguno de los compuestos son sustratos de la
glicoproteina P la cual estd asociada a resistencia a farmacos, ninguno de los
compuestos presentd probabilidades de ser inhibidor de la isoforma CYP450, lo cual
nos indica que no hay probabilidades de presentar interacciones farmaco — farmaco.
Ademas, no presentan alertas estructurales de tipo PAINS las cuales pueden dar
falsos positivos en ensayos in vitro sobre diferentes dianas terapéuticas, mientras
gue los compuestos muestran alertas estructurales de tipo Brenk, las cuales son de
tipo citotdxico y son convenientes para este proyecto ya que se espera que los
compuestos tengan este tipo de actividad.
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8.3.6 PREDICCION DE LA CITOTOXICIDAD DE LINEAS
CELULARES HUMANAS TUMORALES Y NO TUMORALES: CLC:
PRED.

Debido a que el proyecto va dirigido contra dianas terapéuticas que se encuentran
sobreexpresadas en diferentes tipos de cancer, este servidor gratuito nos
proporciono informacion valiosa sobre la posible actividad citotoxica que presenten
los compuestos JOD 1-4 en los diferentes tipos de lineas celulares cancerigenas

que tiene el servidor en su base de datos.

Tabla 23. Resultados de citotoxicidad sobre lineas celulares tumorales para los compuestos JOD 1-4.

[o)
QNLH,OH
HN _LOH
Q)Z\o R ) N/\©/\)LH
H
JOD-1 R=0CH; X=CH
JOD-2 R=0CH; X=N
JOD-3 R=H X=CH
JOD-4 R=H X=
JOD-1 JOD-2 JOD-3 JOD-4 Panobinostat
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
HCT- Carcinomade 54.8% | 2.2% | 47.6% | 3.2% | 60.3% | 1.6% | 51.3% | 2.6% 74.8% 0.7%
116 colon
PC-3 Carcinomade 51.5% | 2.8% | 48.9% | 3.0% | 50.0% | 2.9% | 47.3% | 3.3% 37.6% 5.9%
préstata
IGROV- | Adenocarcinoma | 40.4% | 3.3% | 56.6% | 1.3% | 43.0% | 2.6% | 59.9% | 1.1% 40.1% 3.4%
1 ovarico
MDA- | Adenocarcinoma | 52.1% | 2.5% | 55.8% | 1.9% | 53.5% | 2.2% | 57.6% | 1.7% 51.8% 2.5%
MB-231 de mama

De acuerdo con los datos obtenidos sobre el posible efecto citotoxico en diferentes
lineas celulares cancerigenas, todos los compuestos presentan probabilidades
medias de presentar este efecto, destacando un compuesto para cada linea celular:
para el carcinoma de colon destaca el compuesto JOD-3 con una probabilidad del
60.3%, para el carcinoma de préstata el compuesto JOD-1 con un porcentaje del
51.5%, para el adenocarcinoma ovarico destaca el compuesto JOD-4 con un
porcentaje del 59.9% y para el adenocarcinoma de mama destaca nuevamente el
compuesto JOD-4 con un porcentaje del 57.6% de probabilidad.
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De esta manera, podemos observar que los valores obtenidos no son tan variables,
por lo que posiblemente todos los compuestos presenten actividad sobre este tipo
de lineas celulares, que de acuerdo con la literatura presentan una sobreexpresion
de las enzimas HDAC6 y HDACS.

Asi mismo, el servidor también calcula el efecto citotoxico sobre lineas celulares no
cancerigenas o sanas, esta informaciébn es muy importante porque podemos

observar si las moléculas son especificas para atacar solo a células cancerigenas.

Tabla 24. Resultados de citotoxicidad sobre lineas celulares no-tumorales

para los compuestos JOD 1-4.

Compuestos
JOD-2 ‘ JOD-3

Linea Nombre de
celular linea celular

Célula
HMEC endotelial 12.1% 2.2% 11.2% 2.0% 14.1% 1.7% 12.6% 2.0%
microvascular
NFF Fibroblasto 6.7% 0.6% 6.0% 0.7% 8.0% 0.5% 7.0% 0.5%

De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos presentaron
probabilidades bajas de ser citotoxicos sobre células normales, demostrando ser

selectivos in silico.
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8.4 ACOPLAMIENTO MOLECULAR REFINADO SOBRE LAS
ENZIMAS HDACG6 Y HDACS

Las dianas terapéuticas de este proyecto son dos enzimas: la enzima histona
desacetilasa 6 (HDACS6) y la enzima histona desacetilasa 8 (HDACS), las cuales
estan sobreexpresadas en varios tipos de cancer, como en cancer de colon, de
pulmény leucemia. Para poder proponer un mecanismo de accion y el posible modo
de union de los compuestos JOD 1-4 se realiz6 un acoplamiento molecular
automatizado sobre estas dianas terapéuticas.
Para poder realizar este analisis computacional se requiere de coordenadas 3D de
las proteinas a estudiar, las cuales podemos encontrar en el Protein Data Bank
(https://lwww.rcsb.org), estos archivos deben tener ciertas caracteristicas: una
resolucion minima de 2.5 A, con valores de R menores a 0.25, el organismo de
donde fue cristalizada, de preferencia deben contar con su ligando co-cristalizado
para comparar el modo de unién con los compuestos JOD 1-4.
Se utilizaron los siguientes PDB-ID:

« HDAC®6: 5EDU con el ligando co-cristalizado Tricostatina.

% HDACS: 1T67 con el ligando co-cristalizado MS-344.

8.4.1 VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR SOBRE
HDACG6 Y HDACS.

La validacion del acoplamiento molecular es un proceso necesario de realizar para
comprobar que el sistema donde vamos a simular la interaccién proteina - ligando
es representativa y viable para los compuestos JOD 1-4, para esto se toma un
criterio muy importante en la validacion que es el factor RMSD, el cual no debe ser
mayor a 2A. Esto nos indica que la conformaciéon que toma el ligando durante el
proceso de célculo es muy similar a la del ligando co-cristalizado y que el

acoplamiento molecular es reproducible y confiable.
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En la Figura 48, se observa la validacion de la enzima HDACG6 con su ligando co-
cristalizado Tricotastina en color amarillo, y la validacion se encuentra en azul, la
cual adoptd una conformacion muy similar al ligando co-cristalizado con un RMSD
de 1.92 A, el cual es un valor aceptable, esta fue la posicién mas similar y debido a

esta razon el sistema para realizar acoplamientos posteriores es confiable.

Figura 48. Validacion del acoplamiento molecular sobre HDAC6, RMSD= 1.92 A.

Después de realizar la validacion se observaron las interacciones presentadas con
la proteina en 2D, las mas destacadas fueron con el Zn 901, Tyr 782, His 610,

His 611 como se observa en la Figura 49.

() polar » sidechain acceptor
(O acidic =+ sidechain donor
O basic «—# phackbone acceptor

Ogreas:.r = packbone donor

proximity ligand
contour exposure
O solventresidue * nonconsened
O metal complex * nonpresent
Asp solvent contad 2} inconsistent
649 -~ metalfion contad  ©XE arene-arene
receptor ©H areneH
Oexpnsure @+ arene-cation

Figura 49. Interacciones ligando-proteina de la validacion de HDACS.
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En la Figura 50, se presenta la validacion del acoplamiento molecular sobre la
enzima HDACS, cuyo ligando co-cristalizado es el MS-344 (en color amarillo) y la
validacion se encuentra en color azul, donde se observa que la conformacion que
toma es muy similar presentando un valor de RMSD de 0.95 A, el cual es un valor
aceptable y nos indica que el sistema para realizar acoplamientos moleculares es

confiable.

Figura 50. Validacién del acoplamiento molecular sobre HDAC8, RMSD=0.95 A

De igual manera se presentan las interacciones proteina - ligando en la Figura 51
donde se encontraron las siguientes interacciones mas destacadas: con Zn?* 378,
Tyr 306, His 142, His 143, Phe 208 y con una molécula de agua (H20).

() polar * sidechain acceptor

() acidic <+ sidechain donor

0 basic =-*packbone acceptor

O greasy - backbone donor
proximiy ® ligand
contour exposune

QO solventresidue * nonconsened

O metal complex * nonpresent

solventcontad O inconsistent
~~ metalfion contad €57 arene-arene

receptor ©H areneH
Oexpnsure ©+ arene-cation

Figura 51. Interacciones ligando-proteina de la validacion de HDACS.
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8.4.2 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JOD 1-4 SOBRE LA ENZIMA HDACG.

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de
acoplamiento molecular es el adecuado, se procedid a realizar el acoplamiento
molecular de los ligandos sintetizados JOD 1-4, sobre la enzima histona
desacetilasa 6. En la Tabla 25 se presentan los resultados obtenidos de las

energias de uniodn y sus constantes de afinidad (Ki).

Tabla 25. Energias de unién y Ki del acoplamiento molecular con HDAC6

JOD-1 -10.54 17.5
JOD-2 -10.66 14.33
JOD-3 -11.06 7.28
JOD-4 -10.33 25.13

De acuerdo con los resultados que se observan en la Tabla 25, los compuestos
JOD-3 y JOD-2 son los que presentaron las Ki mas altas con valores de 7.28 nM y
14.33 nM, respectivamente.

En la Figura 52, se muestra el diagrama en 2D del compuesto JOD-3 con la enzima
HDACS6, donde se observan interacciones conservadas de la validacion con el
ligando Tricotastina: Zn 901 una interaccion doble de tipo complejo metalico en la
region del hidroxamato, presenta interacciones con Tyr 782, con Gly 619 y con His
610 e His 611 interacciones ionicas con el hidroxamato.
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) polar * sidechain acceptor ) solvent residue '* nonconsened
(O acidic ~ + - sidechain donor O metal complex * nonpresent
) basic  --»backbone acceptor -~ solvent contac O inconsistert
O greasy " backbone donor - metalfioncontad  ©E arene-arene
_proximity ligand OFEEEDIDF ©H areneH
contour eXposurne eXposure @+ arene-cation

Figura 52. Diagrama 2D de las interacciones sobre HDAC6 de JOD-3.

De igual manera se presenta el diagrama en 3D en la Figura 53, donde se observa
la conformacién espacial del compuesto JOD-3 (amarillo) sobre el sitio catalitico de
HDACSG6, en donde se aprecia la interaccion de complejo metalico con Zn 901 con la

region del 4&cido hidroxamico.
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Figura 53. Diagrama 3D del compuesto JOD-3 (amarillo) sobre el sitio de

reconocimiento de HDACSG.
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En la Figura 54, se observa el diagrama de interacciones en 2D del compuesto
JOD-2 con la enzima HDACS.

() polar »sidechain acceptor O solventresidue * nonconsended
O acidic ~ +- sidechain donor O metal complex » nonpresent
O basic  --»backbone acceptor - solventcontad &) inconsistert
O greasy = backbone donor - metalfion contad [é‘@ arene-arene
proximity 4 ligand OFEEEDW ©H areneH
contour exposurne exposune ©)+ arene-cation

Figura 54. Diagrama 2D de las interacciones sobre HDAC6 de JOD-2.

Como se puede observar en la Figura 54, se conservan las interacciones con
respecto al ligando co-cristalizado: con Zn 901 formando una interaccion doble de
tipo complejo metélico con la regién del hidroxamato, con Tyr 782 y con His 610 e

His 611 interacciones i6nicas con el hidroxamato.
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En la Figura 55, se muestra el diagrama en 3D del compuesto JOD-2.

Figura 55. Diagrama 3D del compuesto JOD-2 (amarillo) sobre el sitio catalitico de HDACSG.

Como se puede observar en la Figura 55, el compuesto JOD-2 toma una
conformacioén espacial la cual encaja de una manera que se ancla a la cavidad (sitio
catalitico) de la HDACG6 y se observa el complejo metalico formado por el acido
hidroxamico y con el Zn 901.
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8.4.3 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JOD 1-4 SOBRE LA ENZIMA HDACS.

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de
acoplamiento molecular es el adecuado, se procedid a realizar el acoplamiento
molecular de los ligandos sintetizados JOD 1-4 sobre la enzima HDACS.

En la Tabla 26 se muestran los resultados obtenidos de este analisis.

Tabla 26. Energias de unién y Ki del acoplamiento molecular con HDACS8

JOD-1 -11.13 6.42
JOD-2 -10.91 9.31
JOD-3 -8.18 958
JOD-4 -7.68 2200

Como se observa en la Tabla 26 los compuestos con mayor energia de unién son
el compuesto JOD 1 y JOD-2, con energias de union de -11.1357 kcal/mol y
-10.9168 kcal/mol respectivamente, en cuanto a su constante de afinidad el
compuesto JOD-1 presentd una Ki de 6.42 nM y el compuesto JOD-2 una Ki de
9.31 nM.

En la Figura 56, se muestra el diagrama en 2D las interacciones del compuesto
JOD-1 con la enzima HDACS.

i) polar * sidechain acceptor

O acidic  + - sidechain donor

() basic  +-»backbone acceptor
greasy - backbone donor

| proximity ® ligand
contour exposUne
() solventresidue * nonconsened
O metal complex * nonpresent

@ - salventcontac ) inconsistent

= metalfioncontad €& arene-arene
Oreceph:nr ©H areneH
eXposLre E+ arene-cation

{
Figura 56. Diagrama 2D de las interacciones sobre HDAC8 de JOD-1.
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En la Figura 56 se observan las siguientes interacciones: con Zn?* 378 una
interaccion doble tipo complejo metalico con la region del hidroxamato, con Tyr 306
una interaccion con el carbonilo y con His 142 e His 143 interacciones ionicas con
el hidroxamato, estas interacciones se conservan con las del ligando co-cristalizado
MS-344. En la Figura 57 se observa el diagrama en 3D del compuesto JOD-1 sobre
el sitio catalitico de HDACS.

Figura 57. Diagrama 3D del compuesto JOD-1 (amarillo), sobre el sitio de reconocimiento de HDACS.

Como se observa en la Figura 57, el compuesto JOD-1 toma una conformacién
espacial de maneta que se ancla a la cavidad de la HDAC8 y se forma el complejo

metalico con Zn?* 378 con el hidroxamato.
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El compuesto JOD-2 present6 buenos valores de energia de union y de Ki sobre
HDACS. En la Figura 58 se observa el diagrama en 2D de las interacciones del

compuesto JOD-2 sobre la enzima HDACS.

i) polar *sidechain acceptor O solventresidue * nonconsended
O acidic ~ +- sidechain donor O metal complex » nonpresent
) basic «-*packbone acceptor -~ solventcontac ) inconsistert
O greasy = backbone donor = metalfion contad @ arene-arene
_proximity o ligand Oreceph:nr ©H areneH
contour exposune exposune @+ arene-cation

Figura 58. Diagrama 2D de las interacciones sobre HDAC8 de JOD-2.

De acuerdo con la Figura 58, se observan las siguientes interacciones:
con Zn?* 378 una interaccién doble de tipo complejo metalico con la regién del
hidroxamato, una con el carbonilo con Tyr 306 y con His 142 e His 143 interacciones
i6nicas cuales estan conservadas con las del ligando co-cristalizado MS-344 y se
presenta una nueva interaccion de tipo 1-proton con Gly 151.

En la Figura 59, se presenta el diagrama en 3D del compuesto JOD-2 sobre el sitio
de catalitico de HDACS.
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Figura 59. Diagrama 3D del compuesto JOD-2 (amarillo) sobre el sitio de catalitico de HDACS.

Como se observa en la Figura 59, el compuesto JOD-2 adopta una conformacién
espacial lineal dentro de la cavidad de HDACS8 y de igual manera se observa la
formacién del complejo con el &tomo de Zn ?* 378 con el hidroxamato.
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8.5 ANAITISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO PARA LA
SELECCION DE UN LIDER COMPUTACIONAL SEGURO

Este consenso farmacologico se realiz6 con la finalidad de encontrar al (los)
compuesto(s) de la serie con las mejores propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas, fisicoquimicas, toxicoldgicas y citotoxicas con base en los valores
de los calculos realizados mediante los programas quimicoinformaticos y con los
valores de energia de unién y de afinidad obtenidos a través del acoplamiento
molecular con el programa MOE.

De esta manera, el (los) compuestos que presenten las mejores puntuaciones de
esta coleccidon de datos sera mas probable que sean mejores inhibidores de las
enzimas propuestas en este proyecto y/o que presenten un efecto citotoxico en un
ensayo in vitro, en comparacion de compuestos que solo tienen puntuaciones altas
de una sola prediccion.

Enla Tabla 27 se presenta la compilacion de las propiedades farmacoldgicas de los
compuestos JOD 1-4, donde se utilizé un semaforo de colores para identificar
alertas farmacologicas o estructurales en alguno de los compuestos, el cédigo de
colores es el siguiente: el color verde es para aquellos compuestos que tienen
valores ideales, el para aquellos compuestos aceptables, mientras que el
color rojo para aquellos compuestos que presentan una alerta estructural de
importancia, de esta manera podemos discernir entre los compuestos y elegir al o

los mejores candidatos.
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Tabla 27. Consenso farmacoldgico de los compuestos JOD 1-4 e
Propiedades JOD-1 ‘ JOD-2 ‘ JOD-3 JOD-4
Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas
PM 349.39 350.37 319.36 320.35
cLog P 3.41 2.62 3.31 2.68
Sol. Agua 5.3 pg/mL 9.3 ng/mL 6.0 ng/mL 10.0 pg/mL

Permeabilidad

Lipinski

Clasificacion

biofarmacéutica Clase 2 Clase 2 Clase 2 Clase 2
Propiedades farmacodinamicas
PASS HDACG6 46.0% 18.8% 67.1% 43.1%
PASS HDACS8 18.4% 11.0% 26.4% 16.2%
Ki MOE HAC6 17.5nM 14.33 nM 7.28 nM 25.13 nM
Ki MOE 6.42 nM 9.31 nM 958 nM 2200 nM
HDACS
Propiedades farmacocinéticas
Abs. Intes.
BHE (+)
Sus.Gp P
Inh. Gp P

Citotoxicidad

Lineas cel. tum.

()

Lineas cel. No-
tum. (-)

Toxicidad

AMES

hERG

CYP

. IDEAL

ACEPTABLE

——

ALERTA

ESTRUCTURAL

'
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Con base en lo descrito en la Tabla 27 de consenso farmacoldgico, el compuesto
JOD-2 mostré las mejores propiedades farmacocinéticas, citotoxicas, no presento
alertas de alto riesgo en la parte de toxicidad y obtuvo una buena Ki en el
acoplamiento molecular sobre ambas enzimas, tiene un cLog P adecuado por lo
cual este compuesto se priorizé para ensayos bioldgicos. El segundo compuesto
con propiedades farmacoldgicas balanceadas es el JOD-1, el cual mostré un
excelente comportamiento farmacodinamico siendo el que obtuvo una Ki mejor
contra HDACS8 y un valor interesante de Ki contra HDACG. La alerta toxicologica de
la prueba de AMES resulté positiva debido al anillo de naftaleno, el cual es
catalogado por el programa como genotoxico, sin embargo, existen diversos
medicamentos en que contienen el anillo de naftaleno como son: naproxeno,
propanolol, duloxetina, terbinafina, bedaquilina. Muchos farmacos han sido
aprobados por la FDA y se estdn comercializando como agentes terapéuticos,
debido a que el nacleo de naftaleno ha sido ampliamente relacionado con diferentes
actividades biolégicas tales como: anticancerigenas, antimicrobianas,
aintiinflamatorias, antituberculosas, antivirales, para trastornos neuroldgicos y

cardiovasculares.>’
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8.6 EVALUACION BIOLOGICA: ENSAYOS IN VITRO

Con el fin de corroborar y validar experimentalmente los calculos de prediccion de
citotoxicidad in silico, se realizd un ensayo in vitro sobre las lineas celulares
cancerigenas MDA-MB-231, MCF-7, HeLa y células VERO. Estas pruebas se
realizaron en colaboracién con la Dra. Rosa Moo Puc de Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) en Mérida, Yucatan.

8.6.1 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Una vez concluida la sintesis de los compuestos finales, su purificacion y
caracterizacion, se procedi6 a realizar la evaluacion por medio de un ensayo in vitro
de citotoxicidad en diferentes lineas celulares cancerigenas: adenocarcinoma de
mama humano (MCF-7, ATCC-HTB-22), adenocarcinoma de cuello uterino humano
(HeLa, ATCC-CCL-2), cancer de mama humano independiente de hormonas (MDA,
ATCC-MB-231) y sobre células epiteliales renales de mono africano (VERO), donde
se tomaron como controles positivos para el ensayo citotoxico dos farmacos: el
docetaxel que es utilizado en la quimioterapia antimitética, que se utiliza
principalmente para el tratamiento del cancer de mama, ovario y cancer de pulmén
de células no pequefias,® y el 5-fluorouracilo (5-FU) que es un analogo de la
pirimidina utilizado como un antimetabolito antineoplasico.>® Como datos extras se
consultaron las concentraciones citotéxicas medias (CCso) del farmaco Vorinostat
(un &cido hidroxamico) que es un inhibidor de las enzimas HDAC1, HDAC2, HDAC3
y HDACSG, indicado para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T, estos datos
fueron consultados de la pagina: “La Genomica de la Sensibilidad a los
Medicamentos en el Cancer” (GDSC, por sus siglas en inglés) del Hospital General
de Massachusetts.5°

Los compuestos se clasifican de acuerdo con los resultados de Concentracion
Citotoxica media (CCso) como se puede observar en la Tabla 28, una molécula
bioactiva, en este caso un compuesto citotdxico, se considerara ordinario cuando

su CCsp este entre 10-50 uM; un compuesto hit serd aquel cuya CCso sea mayor que
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1 uMy menor de 10 uM y por ultimo, un compuesto lider es aquel que presente una

CCsomenor de 1 uM (menor de 1000 nM).

Tabla 28. Clasificacién de compuestos citotdxicos.

Hit 1 pM < CCs0 <10 pM

Lider CCs0 <1 uM (<1000 nM)

Como se puede observar en la Tabla 28, entre menor sea la CCso mas potente es
el compuesto, siendo los compuestos hit y los compuestos lideres los mas

destacables en una exploracion quimicofarmacéutica.

8.6.1.1 ENSAYO CITOTOXICO SOBRE LA LINEA CELULAR
MDA-MB-231.

Las células MDA-MB-231 son una linea celular de cancer de mama independiente
de hormonas o también conocida como cancer de mama triple negativo, llamado de
esta manera debido a que no posee receptores de estrégeno (ER), de progesterona
(PR) tampoco producen un exceso del Receptor 2 del Factor de Crecimiento
Epidérmico Humano (HER2) el cual es un receptor de las células mamarias que
ayudan a crecer y dividirse a las células de manera normal. En cambio, cuando hay
un exceso de estos receptores las células mamarias empiezan a crecer sin control,
entonces al no expresarse estos receptores el tratamiento hormonal no es eficaz.®!
El cancer de mama triple negativo es el que posee mayor incidencia en mujeres
menores de 40 afios el cual crece y se propaga mas rapido que otros tipos de cancer
de mama.®?

En la Tabla 29 se observa la CCso de los compuestos JOD 1-4, asi como del
Docetaxel, 5-FU y Vorinostat sobre la linea MDA-MB-231.
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JOD-1 0.817
JOD-2 1.592
JOD-3 1.411
JOD-4 1.558
Docetaxel 0.01
5-FU 122
Vorinostat 2.43

Con base en los resultados que se observan en la Tabla 29, los compuestos
JOD 1-4 presentaron actividad citotoxica sobre la linea celular MDA-MB-231,
destacando al compuesto JOD-1 con una CCso de 0.817uM clasificandose de esta
manera como un compuesto lider experimental y en cuanto a los compuestos
JOD 2-4 presentan CCso menores a 10 uM clasificandose como compuestos hits
experimentales.

Se puede observar que el farmaco Docetaxel presenta una CCso en el rango
nanomolar a comparacion de los compuestos JOD 1-4 los cuales son menos
potentes que los farmacos de referencia, sin embargo, también se observa que lo
compuestos JOD 1-4 son mas potentes que el Vorinostat que tiene una CCso de
2.4 uM. Para observar mejor esta relacion se procedio a calcular la pCCso el cual es

el -log del valor de CCsoy se calcula de la siguiente manera:

PCCso= -logCCso[M]

Una vez calculado los valores de pCCso de los compuestos JOD 1-4 se graficaron
comparando el valor de pCCso del Vorinostat, como se muestra en la Grafica 5.
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Grafica 5. Valores de pCCso de los compuestos JOD 1-4 contra el Vorinostat (MDA-MB.231).

MDA-MB-231

6.2

6.1

6

5.9

35.8
O

57

5.6

55

5.4

53

JOD-1 JOD-2 JOD-3 JOD-4 Vorinostat
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Como se puede observar en la Grafica 5 los compuestos JOD 1-4 tienen una pCCso
mayor que el Vorinostat, lo cual significa que son mas potentes, destacando al
compuesto JOD-1 que tiene una pCCso de 6.1, mientras que el Vorinostat tiene una
pCCsode 5.6 siendo de esta manera el compuesto mas potente de la serie sobre la
linea celular MDA-MB-231. Estos resultados experimentales correlacionan con los
obtenidos en las predicciones realizadas con el programa CLC:pred (pagina 82).
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8.6.1.2 ENSAYO CITOTOXICO SOBRE LINEA CELULAR MCF-7.

La linea celular cancerigena MCF-7 es una linea celular de adenocarcinoma de
mama, que se origina en las células de los conductos o los lobulillos (glandulas

productoras de leche).®® Existen diferentes tipos de cancer de mama: cancer de
mama invasivo, no invasivo, recurrente y metastatico.%
En la Tabla 30 se observa la CCso de los compuestos JOD 1-4, asi como del

Docetaxel, del 5-FU y del Vorinostat sobre esta linea celular cancerigena.

Tabla 30. Valores de CCsp de los compuestos JOD 1-4 (MCF-7).

Compuesto CCso MCF-7
(M)
JOD-1 3.949
JOD-2 5.889
JOD-3 2.919
JOD-4 4,478
Docetaxel 0.01
5-FU 419
Vorinostat 3.74

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 29, los compuestos JOD 1-4
tienen CCso menores a 10 uM, clasificandose de esta manera como
compuestos hits experimentales, destacando al compuesto JOD-3 con una CCsode
2.919 uM comparado contra el Vorinostat que obtuvo una CCso de 3.74 uM.
Se calculé el pCCso de los compuestos JOD 1-4 para observar mejor la relacién de

los resultados, graficandose y comparandose los valores contra el Vorinostat.
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Gréfica 6. Valores de pCCso de los compuestos JOD 1-4 contra el Vorinostat (MCF-7).

MCF-7
5.6
5.55
55
5.45
54
535
Q 53
5.25
5.2
5.15
5.1
5.05
JOD-1 JOD-2 JOD-3 JOD-4 Vorinostat
Compuestos

De acuerdo con los resultados de la Gréfica 6, el compuesto JOD-3 tiene un valor de pCCso
de 5.5, siendo mas potente que el Vorinostat con un pCCso de 5.4, mientras que el
compuesto JOD-1 tiene un pCCso de 5.4 siendo equipotente con el Vorinostat,
mientras que los compuestos JOD-2 y JOD-4 son menos potentes, sin embargo, no
se menosprecia su actividad citotoxica que se encuentra en el bajo orden

micromolar.

107

——
| —



Lo
Q;,ﬁiMMd

de Farmacia

8.6.1.3 ENSAYO CITOTOXICO SOBRE LA LINEA CELULAR Hela.

La linea celular cancerigena HeLa de adenocarcinoma de cuello uterino, es un tipo

de céancer que tiene origen en las células glandulares que producen un

recubrimiento de mucosa en el interior del cuello uterino y del (tero.®® El

adenocarcinoma de cuello uterino ocupa el segundo lugar de incidencia con

respecto a cancer de cérvix con una incidencia del 10-15% frente al 85-90% del

carcinoma escamoso o epidermoide .56

En la Tabla 31 se observa la CCso de los compuestos JOD 1-4, asi como del

Docetaxel, 5-FU y Vorinostat sobre esta linea celular cancerigena.

Tabla 31. Valores de CCsp de los compuestos JOD 1-4 (HelLa).

Compuesto CCso HelLa

(uM)

JOD-1 3.309
JOD-2 NA

JOD-3 =100

JOD-4 2100
Docetaxel 0.25
5-FU 2.9
Vorinostat 5.51

Como se puede observar en la Tabla 31, solamente el compuesto JOD-1 mostrd

actividad citotoxica con una CCso de 3.309 uM, clasificAndose como compuesto

hit experimental, siendo mas potente que el Vorinostat que posee una CCso de

5.51 uM.
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Se calculo el pCCso de los compuestos y se grafic6 comparando el pCCso del
Vorinostat.

Gréfica 7. Valores de pCCso de los compuestos JOD 1-4 contra el Vorinostat (HelLa).

Hela

JOD-1 JOD-2 JOD-3 JOD-4 Vorinostat
Compuestos

Como se puede observar en la Gréafica 7, los compuestos JOD 2- 4 no presentaron
actividad citotoxica frente a esta linea celular, mientras que el compuesto JOD-1
tiene un pCCso ligeramente mayor que el del Vorinostat siendo mas potente sobre
la linea celular cancerigena Hela.

Cabe destacar el compuesto JOD-1 presento actividad citotoxica sobre las 3 lineas
celulares cancerigenas y que se clasifica como lider experimental sobre la linea
celular MDA-MB-231 y como hit experimental sobre las lineas celulares MCF-7 y
HelLa, siendo el compuesto con mayor actividad citotoxica de la serie de
compuestos. Sin embargo, los compuestos JOD-2, JOD-3 y JOD-4 se clasifican
como hits experimentales sobre las lineas celulares MDA-MB-231 y  MCF-7,
también cabe mencionar que los compuestos JOD 1-4 mostraron mayor afinidad

sobre lineas celulares cancerigenas de mama.
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8.6.1.4 ENSAYO CITOTOXICO SOBRE CELULAS VERO.

La linea celular VERO son células epiteliales renales de mono africano, el ensayo
de citotoxicidad se realizé con la finalidad de observar la selectividad de los
compuestos JOD 1-4 sobre lineas celulares cancerigenas y una linea celular sana
metabdlicamente activa y determinar asi la citotoxicidad sobre células normales.

En la Tabla 32, se observa la CCso de los compuestos JOD 1-4, Docetaxel y 5-FU.

Tabla 32. Valores de CCsg de los compuestos JOD 1-4 (VERO).

JOD-1 8.009
JOD-2 10.513
JOD-3 11.04
JOD-4 15.565
Docetaxel 1.36
5-FU =100

Como se puede observar en la Tabla 32, los compuestos JOD-2, JOD-3 y JOD-4
presentaron CCso mayores a 10 uM, mientras que el compuesto JOD-1 presentd
una CCso de 8.0 uM, aunado a esto todos los compuestos presentaron una CCso
menor en comparacion del Docetaxel que tiene una CCsode 1.36 uM, por lo cual se
puede determinar que son menos toxicos. Para observar mejor la relacién de
selectividad se calcul6 el indice de selectividad (IS) de los compuestos.

El indice de Selectividad (IS), nos indica que un compuesto activo se considera
citotdxico cuando el indice de selectividad es menor de 10 (1S<10),5” también indica

la selectividad que tienen los compuestos citotoxicos sobre células sanas (VERO).

——
| —

110



&%cﬂtad

de Farmacia

En la Tabla 33 se muestran los indices de selectividad de cada compuesto sobre
cada linea celular con respecto a las células VERO, el indice de selectividad se

calcula de la siguiente manera.
CCso Células VERO

IS=
CCso Linea Celular Cancerigena

Tabla 33. indice de Selectividad de los compuestos v CCso en células VERO

Cancer de Adenocarcinoma Adenocarcinoma
mama de cuello uterino de mama
Compuesto independiente (HELA) (MCF7)
de hormonas
(MDA)
JOD-1

JOD-2

JOD-3

JOD-4

Docetaxel

De acuerdo con los resultados de la Tabla 33, el IS sobre la linea celular
MDA-MB-231 los compuestos JOD-1 y JOD-4 tienen un IS de 9.8 y 9.9
respectivamente, por lo cual se consideran selectivos sobre esta linea celular
cancerigena y de la misma manera citotoxicos, mientras que los compuestos
JOD-2 y JOD-3 presentan IS de 6.6 y 7.82 respectivamente, lo cual nos indica una
menor selectividad sobre estas lineas celulares cancerigenas y sanas, aunado a
esto presentan un buen efecto citotdéxico por lo cual no se descartan sobre la linea
celular MDA-MB-231. En la linea celular cancerigena HeLa como se observa en la
Tabla 33 el compuesto JOD-1 present6 un IS de 2.42 por lo cual se considera
altamente citotdxico y no selectivo, de igual manera entran en esta clasificacion los
compuestos JOD 1-4 sobre la linea celular cancerigena MCF7 debido a que

presentan un IS menor de 10.
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9. CONCLUSIONES

» Se sintetizaron y caracterizaron los compuestos JOD 1-2 derivados del acido
ferdlico y los compuestos JOD 3-4 derivados del acido p-cumarico.

» Se evaluaron computacionalmente las propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas, toxicologicas y citotoxicas de los compuestos JOD 1-4, los
cuales mostraron afinidad in silico sobre las enzimas HDAC8 y HDACG6 con

valores de Ki en el orden nanomolar.

» Mediante el andlisis de consenso farmacolégico se seleccionaron los
compuestos JOD-1 y JOD-2 al poseer las mejores predicciones
farmacoldgicas por lo que se catalogaron como lideres computacionales

seguros.

» En el ensayo de citotoxicidad in vitro el compuesto JOD-1 fue el Unico que
mostré actividad sobre las 3 lineas celulares, destacando la actividad sobre
la linea celular MDA-MB-231 (cancer de mama humano independiente de
hormonas) con una CCso en el bajo orden uM, correlacionando con los
resultados obtenidos en el programa en linea CLC-pred y con el andlisis de
consenso farmacoldgico pasando de ser un lider computacional seguro a un

compuesto lider experimental seguro con un IS de 9.8.
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10. PERSPECTIVAS

» Realizar ensayos in vivo sobre modelos animales
» Incrementar la serie de compuestos acidos hidroxamicos

» Aumentar el rendimiento de la reacciéon de hidroxilaminacion.

» Realizar ensayos In vitro sobre las enzimas HDAC6 y HDACS8 y observar si

inhiben su expresion.

» Evaluar si se reactivan GST reportados como silenciados por mecanismos

epigenéticos.
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11. PARTE EXPERIMENTAL

Para la sintesis de los compuestos finales JOD 1-4 y los compuestos precursores

se utilizaron los siguientes reactivos con sus respectivas marcas:

> Acido trans-4-hidroxi-3-metoxicinamico (acido ferulico) (Sigma-Aldrich®,
ahora Merck®) ($ 5780.00 MXN, 100 g)

> Acido trans-4-hidroxicinamico (acido p-cumarico) (Sigma-Aldrich®, ahora
Merck®) ($ 2,367.00 MXN, 25 g)

» 1-(Clorometil)naftaleno (Sigma-Aldrich®, ahora Merck®) ($ 957.00 MXN,
100 g)

» Clorhidrato de 2-(clorometil)quinolina (Sigma-Aldrich®, ahora Merck®)
(2586.00 MXN, 25 g)

» Clorhidrato de hidroxilamina (J.T. Baker®) ($4777.00 MXN, 500 g)

11.1 INSTRUMENTACION

Se utilizé una parrilla de calentamiento con agitacion magnética marca VELP
SCIENTIFICA® y matraces bola de 5,10 y 25 mL adicionados con barras
magnéticas de agitacion y refrigerante en posicion de reflujo.

Para evaporar los disolventes utilizados en la reaccion se utilizé un rotavapor marca
BUCHI R-200® acoplado al vacio con una bomba marca Vacuubrand® ME 2C.
Los puntos de fusién de cada compuesto se obtuvieron con el aparato Stanford
Research System, modelo EZ-Melt®.
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El seguimiento de las reacciones se llevo a cabo mediante cromatografia en capa

fina (CCF) utilizando placas de aluminio de 3.0 x 4.5 cm cubiertas con silice Alugam

y reveladas mediante una lampara de luz ultravioleta UV-254/366 nm. Para la

elucion de las placas cromatograficas se emplearon los sistemas de elucion

descritos en la Tabla 34.

Tabla 34. Fases moviles empleadas en el monitoreo de los compuestos

I 95:5 Diclorometano/Metanol
[l 90:10 Hexano/Acetato de etilo
1l 70:30 Hexano/Acetato de etilo
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11.3 SINTESIS DE COMPUESTOS FINALES

11.3.1 SINTESIS DE (E)-N-HIDROXI-3-(3-METOXI-4-(NAFTALEN-1-
ILMETOXI)FENIL)-ACRILAMIDA (JOD-1)

o) o)
X ~ A _OH
o NH,OH*HCI1 H
KOH
o > o .
(o] o)
e e

N

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.55 g (1.57x103mol, 1 eq.) de JOD-7 en 2 mL
de MeOH, posteriormente se agreg0 gota a gota al matraz una mezcla previamente
preparada en 3 mL de MeOH frio con 0.55 g (7.84x10°3 mol, 5 eq.) de clorhidrato de
hidroxilamina (NH20H*HCI) y 0.88 g (1.5x10? mol, 10 eq.) de hidréxido de potasio
(KOH). La reaccion se dejé a temperatura ambiente con atmosfera de nitrégeno N2
y se monitoreo por CCF cada hora utilizando el sistema | y sistema lll y con una
prueba colorimétrica de cloruro férrico (FeCls), hasta observar la completa
conversion de las materias primas al producto principal (4h). Al término de la
reaccion se concentré a 1/3 del disolvente con el rotavapor. Posteriormente se
agrego 2 mL de agua fria y se llevo a pH de 4-5 con agitacion durante 15 minutos y
se obtuvo un precipitado blanco, el cual se recupero6 por filtracion. El solidé obtenido
fue recristalizado en acetato de etilo y se obtuvo un polvo cristalino blanco, con un
punto de fusion de 153.8-155.8 °C. Rendimiento de reaccion de 31%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) &: 4.28 (s, 3H, 10-H), 6.07 (s, 2H, 11-H), 6.88 (d, Jt
= 12.36 Hz, 1H, 8-H), 7.66 (d, Jo = 7.5 Hz, 1H, 2’-H), 7.74 (t, 1H, 6-H), 7.94 (d, Jt =
13.4 Hz, 1H, 7-H), 8.03 (t, 1H, 3'-H), 8.05-8,1 (m, 2-H, 6'-H, 7’-H), 8.17 (d, Jo = 6.9
Hz, 1H, 5-H), 8.44 (d, Jo = 8.2 Hz, 1H, 5'-H), 8.48 (d, Jo = 7.68 Hz, 1H, 4-H), 8.61
(d, Jo = 6.9 Hz, 1H, 8'-H), 9.47 (s, 1H, -OH), 11.16 (s, 1H, -NH).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-de) &: 56.07 (10-C), 69.01 (11-C), 111.09 (1-C), 114.25
(8-C), 117.48 (1-C), 121.65 (8'a-C), 122.94 (4'a-C), 124.41 (5-C), 125.85 (3"-C),
126.46 (6'-C), 126.91 (7'-C), 127.25 (8'-C), 128.70 (4-C), 128.93 5'-C), 129.22 2'-C),
131.68 (6-C), 132.86 (2-C), 133.77 (4'-C), 138.91 (3-C), 149.86 (7-C), 163.73 (9-C).

MS/El: miz (%intrel.) 349 (M+) 20%, 348 (M-1) 100%, 207 (M-142) 30%,
134 (M-215) 100%.
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11.3.2 SINTESIS DE (E)-N-HIDROXI-3-(3-METOXI-4-(QUINOLIN-2-
ILMETOXI)FENIL)-ACRILAMIDA (JOD-2)

o o)
OH
™ P X N
(0] NH,OH*HCI H
KOH \
AN 0 - o JOD-2
JoD-8 MeOH . S
= N /O Z 7~

N,

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.5 g (1.56x10-3mol, 1 eq.) de JOD-8 en 2 mL
de MeOH, posteriormente se agrego gota a gota al matraz una mezcla previamente
preparada en 3 mL de MeOH frio con 0.54 g (7.82x103, 5 eq.) de NH20H*HCI y
0.87 g (1.56x10 mol, 10 eq.) de KOH, la reaccién se dej6é a temperatura ambiente
con atmosfera de nitrdgeno Nz. La reaccion se monitoreo por CCF cada hora
utilizando el sistema | y sistema Ill y con una prueba colorimétrica de FeCls, se
realiz6 hasta observar la completa conversion de las materias primas al producto
principal (4h). Al término la reaccion se concentr6 a 1/3 del disolvente con el
rotavapor. Posteriormente se agregé 2 mL de agua fria y se llevo a pH de 4-5 con
agitacion durante 15 minutos, se obtuvo un precipitado café, el cual se recupero por
filtracion. El solidé obtenido fue recristalizado en una mezcla de AcOEt/MeOH y se
obtuvo un polvo café. Con un punto de fusion de 180.8-185.9 °C. Rendimiento de
reaccion de 59%.

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &: 4.36 (s, 3H, 10-H), 5.89 (s, 2H, 11-H), 6.88 (d, Jt
= 15.48 Hz, 1H, 8-H), 7.59 (s, 2H, 6-H, 5-H), 7.72 (s, 1H, 2-H), 7.91 (d, Jt = 15.48
Hz, 1H, 7-H), 8.11 (t, Jo = 7.02 Hz, 1H, 6'-H), 8.17 (d, Jo = 8.46 Hz, 1H, 3'-H), 8.28
(t, Jo = 7.86 Hz, 1H, 7°-H), 8.48 (d, Jo = 7.3 Hz, 1H, 5-H), 8.52 (d, Jo = 8.46 Hz, 1H,
4-H), 8.91 (d, Jo = 1H, 8'-H), 9.47 (s, 1H, -OH), 11.15 (s, 1H, .NH).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) &: 56.16 (10-C), 72.01 (11-C), 111.19 (1-C), 114.19
(8-C), 117.63 (4'a-C), 120.05 (2-C), 121.55 (8'a-C), 127.09 (5-C), 127.70 (3-C),
128.42 (6-C), 128.90 (4-C), 129.04 (6'-C), 130.36 (5'-C), 137.53 (7°-C), 138.80 (3-
C), 147.44 (8'-C), 149.37 (2'-C), 149.80 (4-C), 157.91 (7-C), 163.67 (9-C).

MS/El: m/z (%int.rel.) 350 (M + K) 1%, 164 (M-186) 100%, 149 (M-201) 68%,
91 (M-259) 42%, 77 (M-273) 48%.
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11.3.3 SINTESIS DE (E)-N-HIDROXI-3-(4-(NAFTALEN-1-ILMETOXI)
FENIL)-ACRILAMIDA (JOD-3)

I 0
™ o NH.0H*HCI A _OH
KOH O N
» Jop-3
O 0 Jop-9 MeOH O o

N,

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.5 g (1.57x10*mol, 1 eq.) de JOD-9 en 2 mL
de MeOH, posteriormente se agreg6 gota a gota al matraz una mezcla previamente
preparada en 3 mL de MeOH frio con 0.55 g (7.9x10° mol, 5 eq.) de NH20H*HCI y
0.44 g (1.58x102 mol, 10 eq.) de KOH. La reaccién se dej6 a temperatura ambiente
con atmosfera de nitrégeno N2 y se monitoreo por CCF cada hora utilizando el
sistema |l y sistema lll y con una prueba colorimétrica de FeCls, hasta observar la
completa conversion de las materias primas al producto principal (5h). Al término de
la reaccion se concentré a 1/3 del disolvente con el rotavapor. Posteriormente se le
agrego 2 mL de agua fria y se llevé a pH de 4-5 con agitacion durante 15 minutos,
se obtuvo un precipitado blanco, el cual se recupero por filtracién. El solid6 obtenido
fue recristalizado en una mezcla de AcOEt/MeOH y se obtuvo un polvo blanco, con
un punto de fusion de 153.0-153.9 °C. Rendimiento de reaccion de 61%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) &: 6.09 (s, 2H, 10-H), 6.87 (d, Jt = 15.3 Hz, 1H, 8-H),
7.64 (d, Jo = 8.6 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.94 (d, J = 15.24 Hz, 1H, 7-H), 8.10 — 8.05 (m,
2-H, 6-H, 3-H, 6"-H, 7°-H), 8.18 (d, Jo = 5.1 Hz, 1H, 2’-H), 8.44 (d, Jo = 8.2 Hz, 1H,
5'-H), 8.48 (d, Jo = 7.74 Hz, 1H, 4-H), 8.60 (d, Jo = 6.9 Hz, 1H, 8'-H), 9.47 (s, 1H, -
OH), 11.19 (s, 1H, -NH).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) &: 68.45 (10-C), 115.80 (3,5-C), 117.24 (1-C), 124.31
(8-C), 125.83 (3'-C), 126.46 (8'-C), 126.95 (2,6-C), 127.19 (2’-C), 128.26 (8'a-C),
128.98 (7°-C), 129.23 (6’-C), 129.55 (7'-C), 131.59 (5'-C), 132.73 (1’-C), 133.79 (7-
C), 138.51 (4'a-C), 159.98 (4-C), 163.69 (9-C).

MS/El: miz (%intrel.) 248 (M-72) 5%, 141 (M-179) 100%, 115 (M-205) 38%,
77 (M-396) 10%.
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11.3.4 SINTESIS DE (E)-N-HIDROXI-3-(4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI)
FENIL)-ACRILAMIDA (JOD-4)

X o R _OH
NH,OH*HCI N
KOH
X (o) X (o]

JOD-10 MeOH
N N, N

Y
S
B

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.5 g (1.56x10*mol, 1 eq.) de JOD-10 en 2 mL
de MeOH, posteriormente se agrego gota a gota al matraz una mezcla previamente
preparada en 3 mL de MeOH frio con 0.54 g (7.82x103mol, 5 eq.) de NH20H*HCI
y 0.88 g (1.56x102 mol, 10 eq.) de KOH. La reaccion se dejé a temperatura
ambiente con atmosfera de nitrégeno Nz. La reaccion se monitoreo por CCF cada
hora utilizando el sistema | y sistema lll y con una prueba colorimétrica de FeCls,
hasta observar la completa conversion de las materias primas al producto principal
(4h). Al término de la reaccién se concentro a 1/3 del disolvente con el rotavapor.
Posteriormente se agreg6 2 mL de agua fria y se llevé a pH de 4-5 con agitacion
durante 15 minutos, se obtuvo un precipitado café, el cual se recupero por filtracion.
El solidé obtenido fue recristalizado en una mezcla de AcCOEt/MeOH y se obtuvo un
polvo café, con un punto de fusién de 186.3-189.1 °C. Rendimiento de reaccion
de 33%.

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &: 5.91 (s, 2H, 10-H), 6.84 (d, Jt = 14.5 Hz, 1H, 8-H),
7.60 (d, Jo = 8.58 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.92 (d, Jt = 14.9 Hz, 1H, 7-H), 8.02 (d, Jo =
8.2 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 8.11 (t, Jo = 7.44 Hz, 1H, 6"-H), 8.16 (d, Jo = 8.34 Hz, 1H, 3"-
H), 8.28 (t, Jo = 7.4 Hz, 1H, 7"-H), 8.49 (d, Jo = 7.44 Hz, 1H, 5'-H), 8.53 (d, Jo = 8.42
Hz, 1H, 8'-H), 8.90 (d, Jo = 7.26 Hz, 1H, 4'-H), 9.6 (s, 1H, -OH), 11.17 (s, 1H, -NH)..

RMN 13C (150 MHz, DMSO-de) &: 71.43 (10-C), 115.78 (3,5-C), 117.3 (1-C), 119.71
(4'a-C), 120.03 (3-C), 127.11 (8-C), 127.69 (6'-C), 128.43 (5-C), 129.04 (2,6-C),
129.58 (7'-C), 130.37 (8'-C), 137.55 (4-C), 138.41 (8'a-C), 147.47 (7-C), 157.78 (2*-
C), 159.68 (4-C), 163.64 (9-C).

MS/El: m/z (%int.rel.) 249 (M-71) 27%, 158 (M-162) 3%, 142 (M-178) 100%,
115 (M-205) 55%.
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11.4 PARTE QUIMICA: SINTESIS DE COMPUESTOS
PRECURSORES

11.4.1 SINTESIS DE (E)-3-(4-HIDROXI-3-METOXIFENIL)ACRILATO
DE METILO (JOD-5)

(o] (o]
X X e

OH H,S0, (10%) (o]

MEOH
HO 1 A HO JOD-5

~ ‘<

(o)
En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.5 gramos (2.57x103 mol, 1 eq.) de &cido
ferdlico (11) en 5 mL de Metanol (MeOH), posteriormente se agrego 3 gotas de
H2S0O4 con una pipeta Pasteur, la reaccion se llevo a temperatura de reflujo (65 °C).
El monitoreo se realizé por CCF cada hora utilizando el sistema lll, hasta el término
de la reaccion (2h). Al término, se concentr0 a sequedad con el rotavapor.
Posteriormente se realiz6 una extraccion con 10 mL de acetato de etilo y 10 mL de
agua por triplicado, se juntaron las fases organicas y se concentrd a sequedad con
el rotavapor y se obtuvo una resina amarilla, se utilizd6 el compuesto sin previa
purificacion para la siguiente reaccidén. Se obtuvo un rendimiento de reaccion del
82.64%. Los datos espectroscopicos y espectrométricos fueron obtenidos de la
literatura.58

1H-NMR (Acetona-d): 8.27 (1H, s, OH), 7.69 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-7), 7.42 (1H, d,
J= 1.8 Hz, H-2), 7.24 (1H, dd, J = 1.8 and 8.2 Hz, H-6), 6.97 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-
5), 6.49 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-8)), 4.01(3H, s, COOCH3), 3.82 (3H, s, OCH3).

13C-NMR (Acetona-d): 167.13 (C-9), 149.25 (C-3), 147.92 (C-4), 144.94 (C-7),
126.60 (C-1), 123.07 (C-6), 115.26 (C-8), 114.71 (C-5), 110.51 (C2), 55.48 (OCH3),
50.70 (COOCHS3);

EI-MS: m/z: 208[M] +
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11.4.2 SINTESIS DE (E)-3-(4-HIDROXIFENIL)ACRILATO DE METILO
(JOD-6)

™ AN S

OH H,S0,4 (10%) (0)
y

MeOH
HO 12 A HO JOD6

En
un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante en
posicion de reflujo, se disolvieron 0.5 gramos (3.04x10 mol, 1 eq.) de acido
p-cumarico (12) en 5 mL de Metanol (MeOH), posteriormente se agregd 3 gotas de
H2SOa4 con pipeta Pasteur, la reaccion se llevo a temperatura de reflujo (65°C).
El monitoreo se realiz6 por CCF cada hora utilizando el sistema Il y el sistema lll,
hasta el término de la reaccion (2h). Al término de la reaccién, se concentré a
sequedad con el rotavapor. Posteriormente se realizé una extraccion con 10 mL de
acetato de etilo y 10 mL de agua por triplicado, se juntaron las fases organicas y se
concentro a sequedad con el rotavapor y se obtuvo una resina amarilla, se utilizo el
compuesto sin previa purificacion para la siguiente reaccién. Se obtuvo un
rendimiento de reaccion del 97.0%. Los datos espectroscopicos y espectrométricos
fueron obtenidos de la literatura.®8

1H-RMN (Acetona-d): 9.01 (1H, s, OH), 7.71 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-7), 7.65 (2H, d,
J = 8.4 Hz, H-2 and H-6), 6.99 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3 and H-5), 6.45 (1H, d, J= 16.2
Hz, H-8), 3.81(3H, s, COOCH3);

13C-RMN (Acetona-d): 167.08 (C-9), 159.76 (C-4), 144.58 (C-7), 130.13 (C-2 and
C-6), 126.16 (C-1), 115.85 (C-3 and C-5), 114.47 (C-8), 50.67 (COOCH3);

EI-MS, m/z: 178[M]
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11.4.3 SINTESIS DE (E)-3-(3-METOXI-4-(NAFTALEN-1-ILMETOXI)
FENIL)ACRILATO DE METILO (JOD-7)

o)
o AN o
A >
+ K,CO; o
= Jop-7
HO JOD-6 13 KI A N
o cl
N

CH;CN

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.52 g (2.5x102 mol, 1 eq.) de JOD-5 y
0.727 g (5.25x102 mol, 2.1 eq.) carbonato de potasio (K2COs) en 3 mL de CH3CN,
dejando en agitacion durante media hora a temperatura ambiente, posteriormente
se agregaron 0.48 g de 1-(clorometil)naftaleno (13) (2.75x10° mol, 1.1 eq.) disuelto
en 2 mL de CHsCN, se agreg6 gota a gota al matraz y la reaccion se llevé a
temperatura de reflujo (75°C). La reaccion se monitoreo por CCF cada hora
utilizando el sistema Il y sistema lll, hasta observar la completa conversion de las
materias primas al producto principal (5h). Al término de la reaccion se concentré a
sequedad con el rotavapor. Posteriormente se le agrego 2 mL de agua friay se
dejé en agitacion durante 15 minutos, se obtuvo un precipitado blanco, el cual se
recupero por filtracion. El sélido obtenido fue recristalizado en MeOH y se obtuvo un
polvo cristalino blanco, con un punto de fusion de 114.5-117.8 °C. Rendimiento de
la reaccion de 69%.

RMN 'H (600 MHz, Cloroformo-d) &: 3.80 (s, 3H, 11-CHs), 3.89 (s, 3H, 10-CHz),
5.61 (s, 2H, 12-CH>), 6.31 (d, Jt = 15.9 Hz, 1H, 8-H), 6.97 (d, Jo = 8.3 Hz, 1H, 2'-H),
7.05 (dd, Jo = 8.5, Jm = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 7.08 (d, Jo = 2.0 Hz, 1H, 2-H), 7.45 (dd,
Jo=8.2,J0=7.0 Hz, 1H, 3'-H), 7.54 (m, 6'-H, 7°-H), 7.58 (dd, Jp = 0.9 Hz, Jo = 6,46
Hz, 1H, 5-H), 7.63 (d, Jt = 15.9 Hz, 1H, 7-H), 7.84 (d, Jo = 8.2 Hz, 1H, 5'-H), 7.89 (d,
Jo=7.2 Hz,1H, 4’-H), 8.07 (d, Jo = 8.4 Hz, 1H, 8-H).
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11.4.4 SINTESIS DE (E)-3-(3-METOXI-4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI)
FENIL)ACRILATO DE METILO (JOD-8)

0
z
AN o n |N *HCICI K,CO,
HO JOD-5 " CH3CN (5:(\ Job-8
_o

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.52 g (2.5x103mol, 1 eq.) de JOD-5y 1.07 ¢
(7.77x102 mol, 3.1 eq.) carbonato de potasio (K2COz) en 3 mL de CHsCN, dejando
en agitacion durante media hora a temperatura ambiente, posteriormente se
agregaron 0.6 g de clorhidrato de 2-(clorometil)quinolina (14) (2.75x10° mol,
1.1 eq.) disuelto en 2 mL de CH3CN, se agreg6 gota a gota al matraz y la reaccién
se llevé a temperatura de reflujo (75°C). La reaccién se monitoreo por CCF cada
hora utilizando el sistemal lll, hasta observar la completa conversion de las materias
primas al producto principal (4h). Al término de la reaccidn se concentrd a sequedad
con el rotavapor. Posteriormente se agrego 2 mL de agua fria y se dej6 en agitacion
durante 15 minutos, se obtuvo un precipitado café, el cual se recuperd por filtracion.
El solido obtenido fue recristalizado en MeOH y se obtuvo un polvo cristalino café,
con un punto de fusién de 98.0-101.7 °C. Rendimiento de la reaccién de 79%.

RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &: 4.21 (s, 3H, 11-H), 4.37 (s, 3H, 10-H), 5.90 (s, 2H,
12-H), 7.06 (d, Jt = 15.96 Hz, 1H, 8-H), 7.59 (d, Jo = 8.4 Hz, 1H, 5-H), 7.70 (dd, Jo
= 8.34, Jm = 1.92 Hz, 1H, 6-H), 7.91 (d, Jm = 1.92 Hz, 1H, 2-H), 8.09 (d, Jt = 15.96,
1H, 7-H) 8.12 — 8.10 (ddd, Jm = 1.08, Jo = 8.04, 1H, 6'-H), 8.16 (d, Jo = 8.46 Hz,
1H, 3'-H), 8.29 — 8.27 (ddd, Jm = 1.44, Jo = 8.34, 1H, 7’-H), 8.48 (d, Jo = 8.1 Hz,
1H, 5'-H), 8.52 (d, JO = 8.42 Hz, 1H, 8'-H), 8.91 (d, Jo = 8.46 Hz, 1H, 4"-H).
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11.4.5 SINTESIS (E)-3-(4-(NAFTALEN-1-ILMETOXI)

FENIL)ACRILATO DE METILO (JOD-9)

o
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A _
Jo, OO e o
+ > o
KI JoD-9
HO JOD-6 13 g, CH;CN A O

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.53 g (2.9x103mol, 1 eq.) de JOD-6y 0.86 ¢
(6.25x102 mol, 2.1 eq.) de K2COz en 3 mL de CH3CN, dejando en agitacion durante
media hora a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 0.57 g de
1-(clorometil)naftaleno (13) (3.3x10° mol, 1.1 eq.) disuelto en 2 mL de CH3CN, se
agrego gota a gota al matraz y la reaccion se llevé a temperatura de reflujo (75°C).
La reaccion se monitoreo por CCF cada hora utilizando el sistema Il y sistema lll,
hasta observar la completa conversion de las materias primas al producto principal
(4h). Al término de la reaccion se concentré6 a sequedad con el rotavapor.
Posteriormente se agregé 2 mL de agua fria y se dejé en agitacion durante
15 minutos, se obtuvo un precipitado blanco, el cual se recuperé por filtracion. El
solidé obtenido fue recristalizado en MeOH y se obtuvo un polvo blanco, con un
punto de fusion de 124.0-128.6 °C. Rendimiento de reaccion de 85%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) &: 4.22 (s, 3H, 10-H), 6.11 (s, 2H, 11-H), 7.00 (d, Jt
= 16.02 Hz, 1H, 8-H), 7.65 (d, Jo = 8.76 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 8.02 (dd, Jo = 7.02 Hz,
1H, 3'-H), 8.10 — 8.05 (m, 2H, 6'-H, 7"-H), 8.14 (d, Jt = 16.02 Hz, 1H, 7-H), 8.20 —
8.18 (m, 3H, 2-H, 6-H, 2’-H), 8.44 (d, Jo = 8.28 Hz, 1H, 5'-H), 8.48 (d, J = 7.62, 1H,
4-H), 8.58 (d, Jo = 8.1 Hz, 1H, 8'-H).
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11.4.6 SINTESIS DE (E)-3-(4-(QUINOLIN-2-ILMETOXI)
FENIL)ACRILATO DE METILO (JOD-10)

o) A o
z cl
w o I K;CO4
+ N *HCI AN 0
HO

\

14 KI
JOoD-6 CH;CN

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo, se disolvieron 0.52 g (2.8x103mol, 1 eq.) de JOD-6y 1.24 g
(8.9x103 mol, 3.1 eq.) de K2COs en 3 mL de CH3CN, dejando en agitaciéon durante
media hora a temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 0.68 g de
clorhidrato de 2-(clorometil)quinolina (14) (3.2x10°3 mol, 1.1 eq.) disuelto en 2 mL de
CHsCN, se agreg6 gota a gota al matraz y la reaccién se llevd a temperatura de
reflujo (75°C). La reacciébn se monitoreo por CCF cada hora utilizando el
sistema Ill, hasta observar la completa conversion de las materias primas al
producto principal (4h). Al término de la reaccion se concentré a sequedad con el
rotavapor. Posteriormente se agregd 2 mL de agua fria y se dejé en agitacion
durante 15 minutos, se obtuvo un precipitado verde, se recuperd por filtracion.
El solid6 obtenido fue recristalizado en MeOH y se obtuvo un polvo verde brillante,
con un punto de fusién de 119.8-124.8 °C. Rendimiento de reaccion de 74%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-ds) &: 4.20 (s, 3H, 10-CHa), 5.93 (s, 2H, 11-CH>), 6.98
(d, Jt = 16.02 Hz, 1H, 8-H), 7.61 (d, Jo = 8.76 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 8.11 (d, Jt = 16.02
Hz, 1H, 7-H), 8.11 (m, 1H, 6'-H), 8.16 (d, Jo = 8.46, 1H, 3'-H), 8.18 (d, J = 8.76, 2H,
2-H, 6-H) 8.28 (m, 1H, 7°-H), 8.48 (d, Jo = 8.04 Hz, 1H, 5'-H), 8.53 (d, Jo = 8.4 Hz,
1H, 8'-H), 8.86 (d, Jo = 8.46 Hz, 1H, 4"-H).
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12. ESPECTROS
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