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AD4 Autodock 4
CCF Cromatografia en capa fina
CHC Carcinoma hepatocelular
CCso Concentracion citotbxica media
DLso Dosis letal media
FDA Food and drug administration
GSDC General hospital cancer center
HFF Linea celular de fibroblastos
HacaT Linea celularinmortalizada de querantinocitos
IGFII Receptor similar a insulina ll
IS indice de selectividad
INSP Instituto Nacional de Salud Publica
MDR Multiple resistencia a farmacos
MOC Mecanismo de quimiorresistencia
OMS Organizacion Mundial de la Salud
PC Proteinas quinasas
QSAR Relacién estructura actividad cuantitativa
RTK Receptor de tirosin quinasas
RMSD Desviacion cuadratica media
SAR Relacién estructura actividad
SF Sorafenib
VIH Virus de inmunodeficiencia adquirida
VEGRF Receptor del factor de crecimiento vascular endotelial
( )|




RS
\\fgculmd

de Farmacia
RESUMEN
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la segunda
causa de muerte nivel mundial; tan solo en el afio del 2020 se reportaron mas de 19
millones de casos nuevos, alcanzando mas de 10 millones de muertes. Entre los tipos de
cancer mas comunes se encuentran el carcinoma hepatocelular, siendo la sexta
neoplasiamasfrecuente a nivel mundial y en nuestro paisse encuentraen segundolugar,
tanto de incidencia como de mortalidad, al igual que el cancer de préstata. El desarrollo
de estas enfermedades es causado en mayor proporcion por la inflamacién cronica en el
higado y préstata respectivamente. Esta inflamacién estd dada por varios factores que
pueden estar asociados a infecciones virales, por el alto consumo de alcohol y de tabaco,
asi como un alto indice de obesidad y de diabetes en la poblacion de obesidad y de
diabetes, dondela mayoria de estos factores, hacen de nuestro pais un importante target
para estas patologias. En la terapéutica existen numerosas estrategias para el
tratamiento del cancer como lo es la cirugia, la quimioterapia y la radioterapia. Sin
embargo, la cirugia y la radioterapia son invasivas, mientras que la farmacologia para la
guimioterapia no es selectiva y dafia tanto células cancerigenas como células sanas,
trayendo consigo varios efectos adversos. En la quimioterapia actual del cancer se
destaca al sorafenib, un farmaco oral multitarget capaz de inhibir a varias proteinas
guinasas implicadas en estos tipos de patologias, sin embargo, presenta problemas de

resistencia después de administrarse por cierto periodo, asi como un alto costo.

Debido a lo anterior, el objetivo de este proyecto fue disefiar y generar una serie de
compuestos analogos al sorafenib (JLO 1-7) donde a través de un Analisis in silico de
Consenso Farmacoldgico se seleccionaron para su sintesis y bioevaluacién 2 Hits
computacionales seguros, siendo los compuestos JLO-1 y JLO-5 los que presentaron
los mejores perfiles nombrados Quinotinib y Nitrotinib, respectivamente. Una vez
sintetizados, se evalu6 su citotoxicidad in vitro en lineas celulares cancerigenasde origen
hepatico y prostatico, en donde el compuesto JLO-5 mostré la mejor actividad citotoxica
selectiva en comparacién del sorafenib sobre lalinea celular cancerigena de préstata, en

el bajo orden micromolar. Aunado a esto, la obtencion del compuesto JLO-5 es mucho
mas sencillay barata que la del sorafenib, convirtiéndolo en un hitexperimental seguro.

—
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ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading cause
of death worldwide; onlyin 2020 more than 19 million new cases were reported with more
than 10 million deaths in the same year. Among the most common types of cancer are
hepatocellular carcinoma, being the sixth most frequentneoplasm worldwide and in our
country, it is in second place both in incidence and mortality, like prostate cancer. The
development of these diseases is caused in greater proportion by chronic inflammation in
the liver and prostate respectively, this inflammation is given by several factors that may
be associated with viral infections, by the high consumption of alcohol and high
consumption of snuff, as well as a high rate in the population of obesity and diabetes,

where most of these factors, make our country an important target for these pathologies.

In therapeutics there are numerous drugs for the treatment of cancer such as surgery,
chemotherapy and radiotherapy. However, surgery and radiotherapy are invasive, while
chemotherapy is not selective and damages both cancer cells and healthy cells, bringing
with it various adverse effects. In current cancer chemotherapy, sorafenib stands out,
which is a multitarget oral drug, capable of inhibiting several protein kinases involved in
these types of pathologies, however, it presents resistance problems after being
administered for a certain period, as well as a high cost.

Due to the above, the objective of this project was to design and generate a series of
compoundsanaloguesto sorafenib (JLO 1-7) where,through an in silico Pharmacological
Consensus Analysis, 2 safe computational Hits were selected for their synthesis and
bioevaluation, having the best profiles the compounds JLO-1 and JLO-5, named
Quinotinib and Nitrotinib, respectively. Once synthesized, theirin vitro cytotoxicity was
evaluated in cancer cell lines of liver and prostate origin, where the compound JLO-5
showed the best selective cytotoxic activity compared to sorafenib on the prostate cancer
cell line. In addition to this, synthesis of compound JLO-5 is much simpler and cheaper

than that of sorafenib, making it as a safe experimental hit.

l XViiiJ
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1. INTRODUCCION

El cancerse definecomo un grupo de enfermedades que puede presentarse en casi
cualquier 6rgano o tejido del cuerpo, se caracteriza por el crecimiento anormal
acelerado de células que pueden propagarse a sitios adyacentes de su lugar de
origen.! Es la segunda causa de muerte a nivel mundial,}?y de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2020 se presentaron mas de 10

millones de muertes.t

Entre los tipos mas comunes de cancery de los cuales México se encuentraen 2°
lugar de incidencia en paises de América Latina, de acuerdo con la Agencia
Internacional parala Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés)
se encuentran el cancer de higado y préstata,® siendo el subtipo mas comin el
carcinoma hepatocelular.?

Uno de los farmacos disponible en la terapéutica dirigido contra estos tipos de
cancer es el sorafenib®, un inhibidor multi-quinasas®, su mecanismo de accién va
principalmente dirigido a las enzimas serina/treonina RAF, el receptor del factor del
crecimiento vascular endotelial (VEGFR), al receptor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR), provocando efectos citotéxicos y angiogénicosprincipalmente.®
Sin embargo, debido al tardio diagnostico tanto del hepatocarcinomay del cancer
renal primario, el sorafenib prolonga la vida media de supervivencia entre 2-3
meses, ademas de tener un alto costo.®

Debido a lo anterior, al ser el sorafenib unode los pocos farmacos en la terapéutica
disponible contra estos tipos de cancer, este trabajo propone el disefio, sintesisy
evaluacién insilico e in vitro de compuestos analogos de sorafenib mas asequibles
y menos toxicos, que actien como agentes citotoxicos selectivos frente a los
blancos terapéuticos de interés como: P38a, P38aMAPK, BRAFK y VEGFR2, los
cuales se encuentran sobreexpresados en estas enfermedades.
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2. ANTECEDENTES

2.1 DEFINICION DEL CANCER Y ESTADISTICAS

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define el caAncer como un grupo de
enfermedades que puede presentarse en casi cualquier drgano o tejido del cuerpo,
se caracteriza por el crecimiento anormal acelerado de células que pueden
propagarse a sitios adyacentes de su origen, proceso conocido como metastasis.!

En el afio 2020, la OMS presento las estadisticas donde se indica que el cancer es
la segundacausade muerte a nivel mundial,>?2con mas de 10 millonesde muertes.!
En el afio 2020, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer

(IARC) reporté 19.292 789 de nuevos casos en ambos sexos.3

En la Gréafica 1, se muestran los porcentajes mas altos de los tipos de cancer,
cuales corresponden para el cancer de mama, de pulmén y colorrectal.?

NUmero de casos de cancer en 2020.

Mama
B, 2261419 (11.7%)

Pulmén
2206771 (11.4%)

Otros tipos % Colorrectal

8 879 843 (46%) 1 931 590 (10%)
Prostata
1414 259 (7.3%)
Estomago
1089 103 (5.6%)
Cuello uterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

GRAFICA 1. INCIDENCIA DE CASOS DE CANCER A NIVEL MUNDIAL, 2020.3

Este proyecto se enfoca en las patologias de cancer de prostata y de higado de
acuerdo con la Grafica 1, donde el cancer de pristata se encuentraen 4to lugar a
nivel mundial con 1,414 259 casos en 2020y el cancer de higado se encuentraen
6to lugarcon 905 677 casos en 2020.2 Sin embargo, estos tipos de cancer en paises

de América Latina son muy frecuentes, de acuerdo con las estadisticas de la IARC
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el nimero de incidenciay mortalidad del cancer de prostata sitia a México en

segundo lugar asi como se observa en la Grafica 2.

Incidenciay Mortalidad de Cancer de prostata en
paises de AméricalLatina
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GRAFICA 2. INCIDENCIAYY MORTALIDAD DEL CANCER DE PROSTATAEN AMERICA LATINA3
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De acuerdo con la Gréfica 2, la incidenciaes 6.7 veces mayor a la mortalidad del

cancer de prostata en México, de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica

(INSP) es el tipo de cancer mas mortifero entre los hombres (13 muertes por cada

100 mil hombres).”

En la Gréafica 3 se observa la incidenciay mortalidad del cancerde higado, que de
acuerdo con laIARC situa a México en segundo lugar de incidenciay mortalidad en

paises de América Latina.® En México ocupa el noveno lugar de incidencia de

neoplasias malignas.’

——
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GRAFICA 3. INCIDENCIAY MORTALIDAD DE CANCER DE HIGADO EN AMERICA LATINA3

De acuerdo con la Grafica 3 la incidencia es practicamente la misma que la

mortalidad del cancer de higado en México. La mortalidad del cancer de higado en
México ocupa el 3er lugar, siendo el 3ro en lamujer y el 4to en los hombres. 8

Es importante mencionar que la incidencia del cancer de préstata en México
aumentara en un 53% y su mortalidad en un 48%, mientras que la incidencia del
cancer de higado aumentaraden un 53%y la mortalidad en un 52%. Segin lalARC?,
el incremento de incidencia en nuestro pais de estos tipos de cancer se debe al
incrementoen un estilo de vida poco saludable tanto en jévenes y adultos, asi como
el aumento de consumo de tabaco, consumo de grasas de origen animal y
saturadas que provocan obesidad visceral y diabetes mellitus 2 que, de acuerdo con
la Federacion Mexicana de Diabetes, México se encuentra entre los primeros
lugares a nivel mundial.8°
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER.

Los estudios epidemioldgicos indican que el cancer humano surge en multiples
etapas. La incidencia de los canceres epiteliales, que constituyen la mayoria de
todos los canceres humanos, aumenta gradualmente con la edad. La mayoria de
las leucemias, linfomas y sarcomas 6seos y musculares tienden a desarrollarse en

etapas tempranas de la vida, con un pico en la infancia o en la edad adulta
temprana.1o

La mayoria de los canceres se desarrollan debido a la acumulacién de multiples
defectos.!! Existen diferentes factores que interactian con los genes de cada
individuo los cuales pueden llevar a cabo el desarrollo de canceren un organismo,

estos factores pueden ser externos: fisicos, quimicos y biolégicos,! estos se
resumen en la Tabla 1.

TABLA 1. CLASIFICACION DE FACTORES DE RIESGO DEL CANCER

Factor de Riesgo Descripcion

Fisicos Radiacionesionizantesy ultravioleta

Quimicos Asbesto, componentes del humo del cigarro, arsénico

Bioldgicos Virus, bacterias y parasitos.

Otro de losfactores de riego que nose encuentran en latablaanterior, pero presenta
un alto impacto en el proceso de desarrollar cancer, es presentar un alto indice de
masa corporal, falta de actividad fisica, ingesta reducida de alimentos saludables e
ingerir un alta cantad de alimentos o sustancias dafinas al organismo, por ello cada

individuo puede presentar o no este tipo de enfermedades de acuerdo con su estilo
de vida y el ambiente donde se desarrolle cotidianamente.1?

2.3 FISIOPATOLOGIA DEL CANCER

El cancercomo ya se ha mencionado anteriormente es una enfermedad en cual se
pierde el control de crecimiento de unao mas células llevando a la formacién de
una masa solida de células, conocida como tumor. EIl tumor inicial, es conocido

como tumor primario el cual a menudo se convierte en unaamenaza para la vida
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debido a que puede obstruir vasos sanguineos o mal funcionamiento de los

6rganos.'®La principal causa de muerte es causada por la diseminacién del tumor

primario hacia una o mas partes del cuerpo a este proceso se conoce como

metastasis por cual hace que la intervencion quirdrgica sea practicamente

imposible.

Los tumores se componen de poblaciones celulares heterogéneas, esta

observacion bioldgica se puede explicar mediante dos teorias:

Modelo estocastico: las células que conforman al tumor son equivalentes, por

lo que cualquiera de ellas seria capaz de iniciar un nuevo tumor, el

comportamiento diferencial implica la participacion de sefiales intrinsecasy

extrinsecas.

Modelo jerarquico: existen poblaciones celulares bioldgicamente diferentesy

sélo aquellas con caracteristicas de células troncales (son aquellas que

funcionalmente se caracterizan por su capacidad de autorenovacion y

multipotencialidad), son capaces de generar un nuevo tumor.14 Los tumores

se clasifican como benignos o malignos, dependiendo de las caracteristicas

gue presentan, como se observa la Tabla 2.

TABLA 2. DIFERENCIAS Y CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES

Tumor benigno Tumor Maligno

Encapsulado

No encapsulado

No invasivo

Invasivo

Pocadivision celular

Divisiones celulares comunes

Altamente diferenciados

Poco diferenciados

Crecimiento lento

Crecimiento rapido

Escasa anaplasia*

Presenta anaplasia

No hay metastasis

Hay metéastasis

Material genético estable

Inestabilidad del material genético

Poca secrecién de proteasas

Alta secrecién de proteasas

Requiere de factores de crecimiento

No requiere factores de crecimiento

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

células que presentan naturaleza indiferenciada (no especializada).

——
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El cdncervisto a nivel genético implica modificaciones constantes en el genoma de
las células,que puede ser provocado por factores tanto internos como externos (por
ejemplo, factores externos, el medio ambiente y factores internos, mutaciones
puntuales). A nivel celular y de comportamiento se han postulado un namero
definido de caracteristicas celulares o bioquimicas, también Ilamados rasgos
adquiridos o distintivos, que son comunes en la mayoria de los tipos de cancer
humano.13 Estas caracteristicas que distinguenaunacélulacancerosade unacélula
sanaes un procesoen que unasecuenciade modificaciones genéticas, proporciona
una ventaja genética que conduce al cambio progresivo de las células sanas a
células tumorales, esto es resultado de seis modificaciones esenciales, tales como:
mantenimiento de sefiales de crecimiento, evasion de los supresores de
crecimiento, invasion activa y metastasis, capacidad de replicacion inmortal,
induccion de angiogénesisyresistencia a la muerte celular.314Sin embargo, en los
altimos afios se han propuesto nuevas caracteristicas para la mayoria de los
tumores: reprogramacion del metabolismo energético, inestabilidad gendmica,
evasion del sistema inmunoldgico y la promocion de un ambiente inflamatorio que,

en conjunto, permite a la célula cancerosa sobrevivir, proliferar y diseminarse .4

2.4 CARCINOGENESIS QUIMICA

Como ya se hamencionado anteriormente el cancer puede derivarse por diferentes
factores, por lo tanto, tener contacto con un agente carcinogénico o presentar una
mutacion puntual en el organismo, no necesariamente va a derivar en la formacion
de un tumor, para ello se lleva a cabo un extenso proceso el cual no ha sido
comprendido totalmente, sin embargo, se halogrado comprender algunos de estos
mecanismos carcinogénicos. Hasta el dia de hoy se sabe que el cancer es un
fendmenoquesellevaa cabo en dos tiempos, conversidny el desarrollo neoplasico,
mismos que a su vez abarcan tres etapas: iniciacion, promocién y progresion
(Figura 1).%
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PROCARCINGGENO -~~~ -+ gy e — Célulainiciada/ pre-neopldsica
activacion .
metabdlica PROMOCION
; inactivacié !
nactivacion A
CARCINOGENO ---------- s Tumor benigno
INICIACION PROGRESION
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v
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FIGURA 1. ETAPAS PRINCIPALES DE LA CARCINOGENESIS DEL QUIMICA

El proceso de manera general nosindica que se requiere de entrar en contacto con
el agente carcinogénico o alguna modificacion a nivel genético (llamado iniciador),
este iniciador se puede activar al metabolizarse o inactivar, posteriormente, se lleva
a cabo el proceso de iniciacion cuando el iniciador 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, catalogadndose como células iniciadas o
preneoplasicas, posteriormente el agente promotor induce la formacion de tumores
benignos o malignos!? este proceso es conocido como tumorigénesis, que se lleva
a cabo en varios pasos, cada uno de los cuales refleja cambios genéticos que
promueven la transformacion progresiva de las células sanas en células tumorales,
estas modificaciones se llevan a cabo en diferentes sitios, desde alteraciones tan
sutiles como las mutaciones puntuales, hasta problemas méas evidentes como las
translocaciones cromosémical?, en caso de haber formacién de tumores malignos
ocurre la progresion debido a sus caracteristicas que presenta que en la mayoria
de los tumores malignos hay metastasis de esta maneradiseminandose adiferentes

6rganosy partes del organismo.14

——
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2.5 CARCINOMA HEPATOCELULAR

El carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés), es la sexta neoplasia
mas frecuente en todo el mundoy la tercera causa de muerte a nivel mundial1516,
el HCC constituye un 85-90% de los canceres en higado.'®> Se caracterizara por ser
untumor hipervascularizado de crecimiento rapido y un pobre diagnéstico.1’ Debido
a este diagnostico pobre o tardio, las terapias potencialmente efectivas, como la
quimioterapia, quimioembolizacion, la ablacion y la terapia de protones, no tienen

los efectos deseados o en menor proporcion. 18

Hay muchos factores de riesgo que pueden derivaren el HCC y suelen presentarse
en pacientes con inflamacién crénica hepatica asociada principalmente a
infecciones viricas como hepatitis B o C, la diabetes, la esteatohepatitis alcohélica
o no alcohdlicay las enfermedades metabdlicas genéticas.®

De acuerdo con el INSP lacirrosis es el principal factor de riesgo para desarrollar el
CHC ya que cerca 1/3 de los pacientes con cirrosis tiende a desarrollar CHC, se
pensaria que esta cirrosis es producida en su mayor parte por consumo de alcohol,
sin embargo, noes asi como ya se mencioné esto se debe mas por la etiologia viral,
posteriormente por consumo de alcohol, en el caso de la diabetes, debido a que la
resistencia a la insulinay la consecuente produccion de especies reactivas de
oxigeno puede producir inflamaciéon hepética lo cual puede tener un papel

importante en la hepatocarcinogénesis.®

La mayoria de los pacientes son diagnosticados en una etapa avanzada de la
hepatocarcinogénesisdebido a la falta de deteccion en etapas tempranas, tiene una

progresion silenciosay a menudo produce metastasis.1® La esperanza de vida para
los pacientes con CHC avanzado es menor a un afio.16

Unade las terapias de eleccion es la cirugia del tumor, sin embargo, no siempre es
posible debido a que la mayoria de las veces presenta metastasis. También la
eficacia de la quimioterapia adyuvante es muy baja debido a la marcada
refractariedad de este tumor a los farmacos. La principal causa de esta

refractariedad se debe al desarrollo del fenotipo de resistencia a multiples farmacos
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(MDR) en el tumor lo que les confiere resistencia a muchos farmacos
citostaticos.1?20 Esta caracteristica depende en parte de la expresiéon aberrante de
genes implicados en la defensa contra el estrés quimico expresados en tejidos

sanos.1®

Estos genes se han clasificado en una variedad de mecanismos quimiorresistencia
(MOC):

% MOC-1a: si implican unareduccion de la absorcion del farmaco

% MOC-1b: una mayor excrecioén del farmaco

% MOC-2: una reduccién de la activacion metabdlica del profarmaco o un
aumento de la inactivacion del farmaco

«» MOC-3: se dirigen a otras dianas moleculares

s MOC-4: mayor reparacion del ADN

s MOC-5: una modificaciéon del equilibrio proapoptético frente a la

prosupervivencia.l®

Uno de los mecanismos que pueden contribuir a este proceso es la acumulacion de
mutaciones y deleciones en las mitocondrias, dando lugar a alteraciones de la

cadena respiratoria mitocondrial.®

2.6 CANCER DE PROSTATA

La glandula prostéatica es la glandula sexual masculina que esta presente delante
del recto y entre la vejiga y el pene Figura 2. El cancer de prostata es la segunda
neoplasia maligna mas frecuente en hombres después del cancer de piel.?!

La incidenciaes de 2 a 3 veces mayor en las personas cuyo hermano o padre
padece cancer de prostata que en las que no tienen antecedentesfamiliares de esta

enfermedad.??

10
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FIGURA 2. UBICACION DE LA GLANDULA DE PROSTATA

De acuerdo con el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) la probabilidad de
desarrollar cancer de la prostata se debe a factores modificables y no modificables:

No modificables:

+ Laedad: despuésdelos 50 afios aumenta la posibilidad de presentar cancer
de préstata.
% Laraza: los hombres afroamericanostienen el maximo riesgo de presentar

este cancer, seguidos de los hombres caucésicos, de hispanosy asiéaticos.
+« Historial familiar: si hay antecedentes familiares el riesgo aumenta un 30%.

Modificables:

% Alimentacién: consumir alimentos altos en grasas, la poca ingesta frutas y
verduras, la ingesta de alcohol y cigarro aumentan el riesgo.

% Estilo de vida: sedentarismo y la obesidad.” 22

Los pacientes pueden ser asintomaticos, pero se pueden presentar algunos
sintomas como: dificultad para miccionar, el esfuerzo para empezar, lafrecuenciay
la nicturia. Todo ello puede deberse tanto a una hipertrofia prostatica benigna como
a unaneoplasia, pero si las influencias genéticas y ambientes son favorecedores

para unaneoplasia, se provoca el inicio.??

11
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2.7 BLANCOS TERAPEUTICOS: PROTEINAS QUINASAS

Unade las caracteristicas del cancer se da por un aumentode multiplesy complejas
vias de sefializacion para acelerar el crecimiento, proliferacion y la movilidad
celular.2®Una de estas vias de sefializacion es llevada a cabo por las proteinas
guinasas (PC)al tenerunaestimulacién incontrolada en respuesta a las mutaciones
0 a la sobreexpresion es uno de los principales mecanismos de crecimiento y
propagacioén del cancer.23

Las proteinas quinasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo
fosfato del ATP a proteinas especificas, pequefias biomoléculas como lipidos o
carbohidratos, a este proceso se le conoce como fosforilacion (Figura 3), el cual se
encarga de controlar diversos procesos celulares como: la proliferacion,
diferenciacion, la motilidad y la apoptosis. 23

ATP ADP
o
Proteina Qui 0"
Ser OH roteina Quinasa Ser/
i
Proteina Thr——oOH Proteina Thr——o0—P—0O

Tyr.
Tyr O OH Proteina Fosfatasa i \©\
o

Pi
FIGURA 3. FOSFORILACION DE LAS PROTEINAS MEDIADA PROTEINAS QUINASA

Debido a esto su papel se integra en la regulacion de la homeostasis intracelulary

la transduccion de sefiales extracelulares, la desregulacion de la actividad de las

PC esta directamente implicada en numerosos trastornos progresivos como:

enfermedades autoinmunes, cardiovasculares, nerviosas, inflamatoriase incluido el

cancer.23.24

Para el tratamiento de estas enfermedades la FDA ha aprobado 62 agentes
terapéuticos que se dirigen a mas de 20 proteinas quinasas diferentes. Sin

embargo, cabe mencionar que estas proteinas representan solo una pequefia

12
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porcion de los 518 miembros de la familia de enzimas PC, estas enzimas catalizan

la siguiente reaccién de forma genérica.?3

MgATP? + proteina-O-H » proteina-O-PO%3 + MgADP +
H+

Basandose en la naturaleza de los grupos R-OH fosforilados, estos catalizadores
dividen a las enzimas en diferentes grupos:

« Proteinas tirosin quinasas.
X/

s Enzimas similares a proteina tirosin quinasa.
% Proteinas serina/treonina quinasa.

De igual manera los inhibidores de las proteinas quinasas se clasifican en 2 tipos:
reversibles e irreversibles, que a la vez se dividen en 7 grupos, los reversibles que
incluyen: Grupos, I, I¥2, 11, lll, IV y V, mientras que los irreversibles son del grupo
V|24

Las proteinas que se abordan en este proyecto son de tipo tirosin quinasay del tipo

serinaltreonina quinasa.

2.7.1 p38a

La proteina p38a es uno de los 4 isotipos de p38 que pertenecen a la familia de
proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK), que junto con otras quinasas
como, la quinasaregulada por sefiales extracelulares (ERK) y la c-Jun terminal
quinasa (JNK) integran y procesan diferentes sefiales extracelulares.2® Es el isotipo
mas estudiado de esta familia de quinasas, se conoce que en su activacion, se
fosforiladoblemente en los residuos Thr180y Tyr182 en el loop de activacién ,?° tras
su activacion puede regular varias funciones celulares tales como: fosforilar
multiples proteinas, también puede controlar la produccion de diferentes moléculas
de sefalizacion extracelular, como factores de crecimiento, citoquinas y
guimiocinas, puede regular diferentes funciones celulares durante la formacion de
tumores en diferentes etapas de desarrollo y para diferentes tipos de cancer.?¢ Se

ha encontrado que P38a actua como supresor de tumores en las etapas iniciales

13
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de la tumorogénesis, pero promueve la actividad tumoral en las etapas
posteriores.?> En las etapas iniciales, p38a puede regular la homeostasis celular
equilibrando la apoptosis, la proliferacién y la diferenciacion de las células, y en las
etapas posteriores, puede facilitar la supervivenciay la diseminacién de las células

tumorales.2526

2.7.2 p38aMAPK

La via de la proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK) p38 es unavia de
transduccién de sefiales que desempefia un papel clave en la adaptacion celulara
los estimulos externos. Existen cuatro tipos de isoformas de P38 MAPK en las
células de mamiferos: p38a, p38B, p38y y p38d,2” esta familia de proteinas
quinasas pueden regular diferentes funciones celulares, como la proliferacion, la
diferenciacion, la apoptosis, la adhesion célula-célula, la inflamacion, la migracion y
la invasion, en respuesta a diversas sefiales ambientales,?627 dentro de estas
sefales ambientales se ha demostrado que la activacion de la via p38MAPK media
en las respuestas celulares a la irradiacion UV, el choque osmotico, la isquemia, el
dafio del ADN y los factores de crecimiento.?6 Cuando se activa la via p38 MAPK
ejerce sus funciones a través de un considerable nimero de sustratos, como:
factores de transcripcion, incluyendo ATF-1, -2 y -6, p53 y C/EBPa, proteinas
quinasas (MK2/3,MSK1/2, PRAK)y fosfatasas (PP2A), asi como, reguladores del
ciclo celular (ciclina D1, inhibidores de CDK) y de la apoptosis (proteinas de la
familia Bcl-2), receptores de factores de crecimiento (FGFR1) y proteinas del
citoesqueleto (Queratina 8). Estos sustratos y sus objetivos posteriores median las
funciones de la sefializacion p38 en diversos procesos celulares, como la
inflamacion, la regulacién del ciclo celular, la proliferacion, la supervivenciay la

muerte.?2’

2.7.3 BRAFK

BRAFes unoncogén localizado en el cromosoma 7 y se haidentificado en multiples
tumores sélidos, como el cancer de colon, de pulmén, melanomasy en el HCC.?8
Pertenece a la familia de quinasas RAF (fibrosarcoma de aceleracion rapida) una

serina/treoninaquinasa, se conocen tres isoformas de RAF (ARAF, BRAFy CRAF),

[ 4]
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donde BRAF es la mas susceptible de activacion,y por lo que es laméas susceptible
de activacién mutacional en las células tumorales.?® La mutacién mas comuin que
presenta es la sustitucion de aminoécidos en laposicién 600 de BRAF,de unavalina
(V) a un acido glutamico (E) (V600E), la cual provoca un aumento de la actividad de
las quinasas.?® Ademas, desempefia un papel importante en la via de las MAPK,
controlando la amplitud y duracion de la sefializacién, de esta manera pudiendo

alterar la regulacion de la proliferacién y supervivencia celular. 2930

2.7.4VEGFR2

El receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR-2) es un
Receptor de Tirosin Quinasas (RTK) que se encuentraen la superficie de los vasos
sanguineosy es el principal receptor que regula la formaciéon de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis). Promueve la via de transduccioén de sefales regulada
por las células endoteliales vasculares, y luego estimula la proliferacion de las
células endoteliales vasculares, lo que conduce al crecimiento vascular.?® Esta
estimulacion desempefia un papel fundamental en la fisiopatologia de los tumores,
ya que activa unavia de sefializacion descendente que da lugar a la angiogénesis
tumoral y, por lo tanto, mejora la nutricion y el suministro de oxigeno del tumor y

favorece la proliferacion y la metastasis del mismo.22:31

2.8 TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER

El tratamiento para el conjunto de estas enfermedades dependera tanto de las
necesidades del paciente y del tipo de cancer que esté presente, se consideran 3
alternativas fundamentales para el tratamiento; la cirugia, la quimioterapia y la
radioterapia.3?

La cirugia en caso de ser un tumor, se realiza un diagnostico y dependiendo del
lugar del cuerpo donde se encuentre y que tan diseminado se encuentre el cancer,

se realiza unavaloracién y optar por una extirpacion parcial o completa.3?

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.32:33

15
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La quimioterapia es unatécnicaterapéutica 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 citotéxicos y citostaticos,®? debido
a quelas célulascancerosasse divideny crecen de unamanera 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 con
unatasa similar de division y crecimiento que las cancerigenas, de esta manera

causando efectos adversos/secundarios como la pérdida del cabello, problemas
gastrointestinales, nauseas, vomitos, cansancio, cambios en el peso, etc.3*

En este proyecto se abordan farmacos de tipo sintético, tales como las diarilureas,
que son capaces de inhibir a las proteinas quinasas, de esta manera regulando
diversos procesos celulares, como la inflamacion, el ciclo celular, la proliferacién, la

supervivenciay la muerte celular.t®

2.8.1 DIARILUREAS

Las ureas, diarilureas y sus derivados (Figura 4) se utilizan con frecuencia en el
desarrollo de farmacos debido a su capacidad de formar multiples enlaces de
hidrégeno estables con proteinas y receptores, ya que pueden actuar como
donantes de enlaces a través de unidades dobles de -NH y como aceptores

mediante el grupo carbonilo (C=0) de la urea Figura 5.3°

(o]
i )I\
Ry R3
)I\ Sy N
H,N NH, | |

R, R,

Urea Derivados de urea
FIGURA 4.UREAY DERIVADOS DE LA UREA
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FIGURA 5. INTERACCIONES DE LA UREA DEL SORAFENIB CON LA PROTEINA P38ALFAMAPK

Entre los farmacos aprobados por la FDA gue contienen este grupo de tipo urea o
diarilurea se encuentran el sorafenib, regorafenib, ritonavir, glibenclamida, etc
Figura 6.3°
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FIGURA 6. FARMACOS APROBADOS POR LA FDA CON EL GRUPO FUNCIONAL UREA

Cadauno de estos farmacos tiene una diferente indicacion terapéutica, por ejemplo
el regorafenibes uninhibidormultiquinasacon actividad contra el FGFR1/2 que esta
aprobado para el tratamiento del cancer colorrectal y el gastrointestinal, el ritonavir
fue aprobado como inhibidor de la proteasa del VIH, la glibenclamida es un potente

farmaco antidiabético que prolonga el efecto hipoglucemiante y el sorafenib es un

——
| —
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inhibidor multiquinasas indicado para el tratamiento de carcinoma hepatocelulary

cancerrenal primario.3®

Por esta razén es que el grupo funcional urea es considerada como un farmacéro

privilegiado, ya que puede formar parte de compuestos con diferentes actividades
biolégicas dependiendo de sus sustituyentes y demas patrones auxoforos.

2.8.2 PROPIEDADES DEL SORAFENIB

El Sorafenib (Figura 7) es un farmaco oral inhibidor multi-quinasas (multi-target)
que inhibe los receptores de tirosina quinasa de la superficie celular (VEGFR-1,
VEGFR-2,VEGFR-3; PDGFR-b, c-KIT, FLT-3 y RET) y las serina/treoninaquinasas
intracelulares descendentes de lavia RAF/MEK/ERK (Raf-1, B-Raf)lo que da lugar
a un mecanismo de accion doble al atacar la proliferacion de las células tumorales
ylaangiogénesistumoral.3® Ademas, también es un activadorde laproteina quinasa
activada por mitdgenos (MAPK), que puede suprimir la proliferacién de células

tumorales y la angiogénesis.??

>;@LJL/©/O)L

Sorafenib
FIGURA 7. ESTRUCTURA QUIMICA DEL SORAFENIB

El sorafenib se clasifica como un inhibidor de la tirosina quinasa de tipo |l de la

proteina BRAFy de igual manera es un antagonista tipo Il del VEGFR.24

Aunadoaquefueaprobado para el tratamiento de carcinoma hepatocelulary cancer
renal primario, varios estudios preclinicos y clinicos han observado la eficacia del
sorafenib contra otros tumores, como el melanoma maligno, tumores de tiroides
RET-positivos, cancer de préstata refractario a esteroides, entre otros.36

18
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FIGURA 8. MECANISMO DE ACCION DEL SORAFENIB SOBRE CELULAS CANCERIGENAS Y ENDOTELIALES.

En la Figura 8 se puede observar como actta el sorafenib (Sf) sobre una célula
cancerigena (lado derecho), bloqueando lavia de sefializacion Raf-1-MEK-ERK la
cual deriva en la supervivenciay proliferacion de la célula cancerigena, e induce la
apoptosis celular, sobre la célula endotelial (lado izquierdo) se observa que el Sf
bloqguea a los receptores de crecimiento plaquetario asi como vasculares
endotelialesy a su vez bloque de igual manera la via de sefializacion Raf-1-MEK-

ERK la cual deriva en la angiogénesis, la diferenciacion, proliferacion y migracién

celular.

2.8.2.1 PROBLEMATICA DEL SORAFENIB

A pesar de las ventajas del sorafenib como tratamiento eficaz para el CHC, su uso
se asocia a varios efectos adversos, como sintomas constitucionales,
gastrointestinales y dermatolégicos, como pérdida de peso y reaccion cutanea
mano-pie. También, puede producirse hipertension como resultado del tratamiento
con sorafenib, haciendo requerimiento de un tratamiento con antihipertensivos. En
algunoscasos, debe considerarseinclusolainterrupcion temporal o permanente del

sorafenib.3’

——
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De manera clinica, el sorafenib se utiliza como monoterapia; es administrado por
via oral 2 veces al dia a una dosis de 400 mg, con una biodisponibilidad media de
38-49%, lavida media del sorafenib es de 25-48 h, se metaboliza principalmente en
el higado via CYP450 3A4, asi como, por medio de la glucoronizacion via UGT1A9,
el 77% se elimina via heces y 19% por medio de la orina.3"16 Sin embargo, los
efectos adversos pueden limitar el uso de dosis mas altas. Se han descrito varios
intentos de reducir las dosis de sorafenib utilizdndolo en combinacion con otros
farmacos (como capecitabina, doxorrubicina, fluorouracilo) que permiten disminuir
su concentracion inicial. A pesar del buen perfil del sorafenib en el tratamiento de
pacientes con estas patologias, muchos pacientes pueden desarrollar resistencia al
sorafenib.3’

Esta refractariedad del sorafenib como ya se habia mencionado anteriormente, se
deben principalmente al desarrollo del fenotipo de resistencia a multiples farmacos

(MDR) en el tumor.16

En la Figura 9 observan algunos de los mecanismos de resistencia del sorafenib
sobre las células cancerigenas.
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FIGURA 9. MECANISMOS DE RESISTENCIA SOBRE EL SORAFENIB
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Se observan 5 diferentes mecanismos de resistencia al sorafenib:

% ARN no codificantes: modulan unaregulacion al alza de genes involucrados
en la resistencia al sorafenib.

% Vias de sefializacion proangiogénicas: la expresion anormal de proteinas
implicadas en las vias VEGF/NVEGFR y FGF/FGFR esta asociada con la
resistencia al sorafenib.

% Vias RAF/MEK/ERK 'y PI3BK/AKT/mTOR. Algunosinhibidores dirigidos a las
vias RAF/MEK/ERK o PISK/AKT/mMTOR aumentan sinérgicamente el efecto
citotoxico de sorafenib.

% Farmacocinética intracelular: incluyendo la depuracion metabdlica del
sorafenib,bombas de eflujocomo la glicoproteina P conducen alaresistencia
del sorafenib.

% Microambiente hip6xico en el tumor: contribuye a la generacion de

generacion madre células madre, que son altamente resistentes a sorafenib.

Ademas, de unaregulacionalalzade DCLK1isoforma 2 impulsalaexpresion

de estas células madre.3’
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3. JUSTIFICACION
El cancer es la segunda causa de muerte mundial, y en México y en paises de

América latina, el carcinoma hepatocelulary el cancer de prostata se encuentran
dentro de los tipos mas frecuentes tanto de incidencia como de mortalidad.

Estos tipos de cancer se caracterizan por un aumento de muchas y complejas vias

de sefializacién para acelerar el crecimiento, la proliferacion y la movilidad.

La estimulacion incontrolada de las proteinas quinasas (PQ) en respuesta a las
mutaciones o a la sobreexpresion es uno de los principales mecanismos de
crecimiento y propagacion del cancer, por ello, las PC se consideran blancos
terapéuticos cruciales para el desarrollo de quimioterapia dirigida contra el cancer,
con minima toxicidad para las células normales.

Entre los agentes con la capacidad de inhibir la actividad de PQ se encuentra el
sorafenib, un farmaco de tipo diarilurea que se administra por via oral, es un
inhibidor multiuinasas, aprobado para su uso en el tratamiento de cancer
hepatocelulary cancer de prostata, y hamejorado la supervivenciade los pacientes,
pero debido a al tardio diagnéstico de estas patologias la supervivencia de los
pacientes se ve reducidaen un estado avanzado. Por otro lado, el sorafenib también

llega a presentar mecanismos de resistencia después de cierto periodo de
tratamiento, aunado a su alto costo.

En consecuencia, hay una necesidad de inhibidores de PQ, particularmente
aguellos con una mayor potencia o citotoxicidad selectiva y una mejor solubilidad.
Debido a lo anterior, es imprescindible disefiar y generar nuevas alternativas

terapéuticas que inhiban alas PQ.

En este trabajo se propone el disefio, sintesis y evaluacion in silico e in vitro de
compuestos andélogos de sorafenib mas baratos y menos tdxicos, que actien como
agentes citotoxicos selectivos frente a los blancos terapéuticos de interés como:

P38a, P38aMAPK, BRAFKY VEGFR2, los cuales se encuentran sobreexpresados
en varios tipos de cancer.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos ureicos analogos de sorafenib (JLO 1-7) presentaran afinidad in
silico sobre las proteinas quinasas p38a, p38aMAPK, MAPK, BRAFK Yy VEGFR2,

por lo cual mostraran efecto citotoxico selectivo in vitro en lineas celulares

cancerigenas.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar una serie de siete compuestos ureicos analogos de sorafenib (JLO 1-7),

evaluar in silico sus propiedades toxicologicas, farmacocinéticas, citotoxicas, asi

como farmacodinamicas, jerarquizando para su sintesis y caracterizacién a los hits

computacionales seguros, ademas de realizar la evaluaciéon de la actividad

citotdxica in vitro de los compuestos con mejor perfil de la serie.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefiar una serie de compuestos analogos del sorafenib (JLO 1-7)

Evaluar in silico las propiedades farmacodindmicas, toxicologicas, y
citotoxicas de los compuestos.

Realizar el estudio de acoplamiento molecular refinado sobre p38q,
p38aMAPK, MAPK, BRAFKy VEGFR2.

Mediante un analisis de consenso farmacologico determinar que compuestos
de la serie presentan mejores propiedades biofarmacéuticas y
farmacoldgicasy jerarquizarlos para su sintesis y evaluacion in vitro.
Sintetizary caracterizar los hits computacionales seguros mediante técnicas
espectroscépicas (RMN 1H y 13C) y espectrométricas (EM).

Realizar estudios in vitro de los compuestos hits de la serie para determinar
su actividad citotdxica selectiva en células de origen tumoral hepatico y

prostético.

——
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO- FARMACEUTICAS PARA
EL DISENO DE LAS MOLECULAS

El sorafenib es eficaz para el tratamiento de carcinoma hepatocelular (HCC)
y el cancer de prostata, pero aun presenta algunas desventajas en su aplicacion
clinica.38 En primer lugar, los tejidos normales tienen unaabsorcién inespecifica de
sorafenib, lo que da lugar a una seriede efectos adversos, como erupciones
cutédneas, diarrea, elevacién de la presion arterial y enrojecimiento de la palma de
la mano o del pie.® En segundo lugar, la escasa solubilidad en agua, la rapida
eliminacién y el metabolismo del sorafenib pueden reducir la eficiencia de su
absorcion por los tejidos tumorales, lo que da lugara unabaja biodisponibilidad oral,

y a unaestrecha ventanaterapéutica. En tercer lugar, debido a la heterogeneidad

genética, bastantes pacientes son inicialmente resistentes al sorafenib.38 Por altimo,
su elevado costo que ronda los $75,000 M.N. Como se ha mencionado
anteriormente el sorafenibes un farmaco de tipo diarilureay estos derivados son de
gran interés debido a su amplio espectro de efectos bioquimicos y funciones
farmaceéuticas. Enlos ultimos afios se han realizado intensos esfuerzos de

investigacion en el disefio y desarrollo de derivados de diarilurea como clase de

. 39
agentes antitumorales.

El sorafenib esta conformado por las regiones que se observan en la Figura 10, de
acuerdo con la literatura tienen diferentes caracteristicas, la picolinamida es

denominada como la regién bisagra, a la diarilurea es denominada como gate area

L -~ .40
(zonade compuerta) y se conserva la region hidrofébica posterior.
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FIGURA 10. CONFORMACION ESTRUCTURAL DEL SORAFENIB
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Se ha encontrado que diversas modificaciones en las diferentes regiones del

. ‘g . 41 .
sorafenib modifican sus propiedades como se puede observar en Figura 11.

El grupo de atraccion de
electrones mejora la
actividad anticancerigena.

cl
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Es posible mejorar la
biodisponibilidad con
diferentes sustituciones
(ej. Fluor)

La modificacion en este
anillo proporciona diferentes
configuraciones que
contribuyen a la afinidad.

La modificacion en el
grupo urea contribuye a
la actividad antitumoral.

Sorafenib

o

z /
4 ~
™
N
-y

FIGURA 11. ESTUDIO RELACION ESTRUCTURAACTIVIDAD (SAR) DEL SORAFENIB

Basandose en las caracteristicas anteriormente mencionadas, se decidié conservar

laregion hidrofobicaposterior, la ureaya que presentainteracciones con los blancos

terapéuticos de interés al formar puentesde hidrogenodentrodel pockety el ntcleo

aromatico central disustituido. La modificacion se llevdé a cabo en la region de

bisagra ya que, de acuerdo a lo mencionado, modificacionesen esta zona

contribuyen ala afinidad de las proteinas quinasas de interés e intentando mejorar

la solubilidad con la adicién de heterociclos como quinolina, piridina, su bioiséstero

no clasico que es el nitrobenceno,y las anilinas o acetanilidas, capaces de formar

interacciones como aceptores/donadores de puentes de hidrogeno (Figura 12).
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El proyecto consta de 3 partes:

» Parte in silico (consenso farmacologico para la seleccion de un lider
computacional seguro):

Este proceso de anélisis requiere del uso de diversas herramientas quimico-

informaticas para realizar los célculos y predicciones de diversas propiedades de
las moléculas, las cuales son:

¢

Propiedades farmacodinamicas: acoplamiento molecular (MOE y Autodock

4), PASSonline, Swisstarget prediction, CLC-pred.

X4

Propiedades farmacocinéticas: admetSAR, SwissADME y Biotransformer.

*,

% Propiedades biofarmacéuticasy fisicoquimicas: SwissADME, admetSAR.

X/
A X4

Propiedades toxicologicas: ACD toxsuite, admetSAR.

Estas propiedades calculadas son necesarias para discernir cuales compuestos
cuentan con las mejores propiedades tanto farmacodinamicas, como
farmacocinéticas y de toxicidad, de esta manera se puede poner un orden de
seguridad o jerarquia para cada compuesto, asi como su prioridad para ser
sintetizados y evaluados en ensayos in vitro. 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 alas que van dirigidas, lo cual relaciona mejor
un ensayo biolégico al contrario de solo tener datos de un solo programa o de una

sola propiedad.
» Parte quimica:

El disefio, sintesis y obtencion de los compuestos finales JLO 1-7 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 y espectrométricas de RMN 1H, 13C y masas por impacto

27
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electrénico (IE-EM) se realizaron en colaboracion con el Dr. Emanuel Hernandez
Nufiez del CINVESTAV, Mérida, Yucatan.

La técnica de espectroscopia infrarroja (IR) se realizé en colaboracion del cDr.
Josué Martinez Miranda del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica
de la UNAM.

» Parte bioldgica (in vitro):

La parte bioldgica (citotoxicidad in vitro) se llevd a cabo en colaboracion con el
equipo de trabajo de la Dra. Jessica Nayeli SAnchez Carranza del Laboratorio 7 de
Diagndstico Molecular (FF-UAEM). Se realiz6 un ensayo citotéxico midiendo la
concentracion citotbxica media (CCso), sobre lineas celulares tumorales y sobre
células de queratinocitos inmortales aneuploides transformados espontaneamente
de la piel humana adulta (HaCaT) y sobre la linea celular de fibroblastos (HFF-1).

——
| —
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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 PASS ONLINE

Es un servidor en linea gratuito (Figura 13)
(http://Iwww.pharmaexpert.ru/passonline/). Este servidor realiza una relacion
estructura-actividad con mas de 250000 moléculas activas biologicamente,
prediciendo las posibles bioactividades como: efectos farmacol6gicos, mecanismos
de accion, efectos toxicos y adversos, interacciones con metabolitos, enzimas y
transportadores, la influencia sobre la expresién de genes etc.*2 Cabe mencionar
que arroja tanto valores de posible actividad (probabilidad) en el rango de 0-1 y

posiblesinactividades con rangos de 0-1.
Way2Drug ===~

DA CC ~
T MROD online

FIGURA 13. INTERFAZ DEL SERVIDOR EN LINEA PASS ONLINE

7.1.2 ADMETSAR

Este es un servidor en linea gratuito Figura 14
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2). Calcula la probabilidad de Absorcion,
Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad (ADMET) de las moléculas por

medio de unarelacidn estructura-actividad a través de mas 96 mil compuestos con

las que cuenta en su base de datos.*3

ad metSAR Old version is stil avaitable Predict | Optimize | Download | About

%  Welcome to admetSAR
@ | Q A comprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properties

FIGURA 14. INTERFAZ DEL SERVIDOR EN LINEA ADMETSAR
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7.1.3 SWISSADME

Este programa es un servidoren lineagratuito Figura 15 (http://www.swissadme.ch)

el cual proporciona la posibilidad de calcular parametros ADME y propiedades

farmacocinéticas de una o varias moléculas pequefias.*

P
d SwissADME
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAG Help Disclaimer

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

The main articie @ escrmmg the web service and its underl\lng methodologies is SWisSADME: a free web foal t o evaluate
) 742717

For details abuul develcpﬂen and validation of iLOG, p\ease refer to thls articl 'mle. robust and efficient description of -
octanoliwater partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chent. | del. (2014) 54(12):3284-3301
For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article” A BOILED-Egg 1o predict gastrointestinal

absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2018) 11 1117-1121

Developed and maintained by the Molecular Medeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.

DEE 5 PRGOS :;_,“ =& e Enter a list of SMILES here:

e

pl
& H
e c

J -
o N

=~
N WH o
9 C®

. _ OH s

A

m

FIGURA 15. INTERFAZ DEL SERVIDOR EN LINEA SWISSADME
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7.1.4 BIOTRANSFORMER 3.0: PREDICCION DEL
METABOLISMO.

Es unaherramienta quimico-informatica Figura 16 que predice el metabolismo de
moléculas pequefias, también llamadas xenobioticos en mamiferos, permitiendo la
identificacion de los metabolitos, ya que es importante conocerlos debido a que el
metabolismo puede modificar las moléculas para eliminacion y/o activarlas para
originarunarespuestabioldgica,inactivarlas oinclusotransformarlas en metabolitos
toxicos, el programa utiliza un enfoque basado en el conocimiento adquirido por
aprendizaje automatico, consta de 5 modulos para realizar calculos de metabolismo:
EC-based, CYP450, FASE Il, Human GutMicrobial y Enviromental Microbial.”

BioTransformer 3.0 Metabolism Prediction
g TMIC

FIGURA 16. INTERFAZ DE BIOTRANSFORMER 3.0
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7.1.4 ACD/TOX SUITE: PREDICCION DE EFECTOS TOXICOS

Este es un programa de paga el cual necesitauna licencia parasu uso (Figura 17),
pertenece al paquete informatico proporcionado por la compafiia de ACD/Labs y
Pharma Algoritmo.Este servidor permite realizar la prediccion de diferentes efectos
toxicos que pueden presentar las moléculas que se construyan en el programa, las
diferentes predicciones incluyen bloqueo 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 susssiglas en inglés)con la cual en su base de datos

cuenta con mas de 100,000 moléculas arrojando informacion muy valiosa sobre los

posibles efectos téxicos y adversos que tengan las moléculas de interés.*

ACDY/ Tox Stite

Predicted values - Cytochrome P450 Inhibitors.

ceeee
Similar structuress | sas | 2o

FIGURA 17. INTERFAZ DEL SERVIDOR DE ACD/TOX SUITE

32

——
| —



Y
\\faculm

de Farmacia

7.1.5 PyMOL

Este es un sistema de visualizacion molecular de libre acceso (también en su

formato comercial) por Schrodinger (Figura 18),% 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 util ya que permite observar las interacciones en

3D quetienen los ligandos tanto co-cristalizados o aquellos que fueron sometidos a
acoplamiento molecular automatizado (Docking).

K pymioL — 0O X
File Edit Build Mo

token): line 3, column 19

human histone deacetylase 6 catalytic domain 2 in comple

d mmCIF

File - For Evaluation Only ¢ emaining? all mrF
SEDU 1.1 (Al s[AlL]c

T o e e

FIGURA 18. INTERFAZ DEL SERVIDOR PYMOL

'
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7.1.6 PREDICCION DE CITOTOXICIDAD SOBRE LINEAS
CELULARES (CLC-PRED)

Es un servidor gratuito en linea (Figura 19), este programa permite la prediccion
in silico del efecto citotbxico de compuestos en lineas celulares cancerigenas y
sanas. La prediccion 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 CHEMBLdb.*® Este servidor calcula informacién esencial para este
proyecto ya que nos da como resultados las probabilidades de actividad que tendran
los compuestos sometidos al programa sobre diferenteslineas celulares citotdxicas,
también calcula predicciones de actividad sobre lineas celulares normales y asi
poder observar si los compuestos seran selectivos contra células cancerigenas.

CLC-Pred: in silico prediction of cytotoxicity for tumor and non-tumor cell lines

Way2Drug o
SERVICES
i ['] Il i i i

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

CLG-Pred (Cell Line Cylotoxicity Predictor) is a web-service for in silico prediction of cytotoxic effect of chemical
compounds in non-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
screening

Input SMILES

Input * mol file

Prediction is based on PASS (Prediction of Activiy Spectra for Substances) technology
(http:fwww. way2drug.com/PASSonl d the training set created on the basis of data on cylotoxicity retrieved
from ChEMBLdD (version 23) (https: vw.ebi.ac.uk/chembldb/)

Draw Structure
Use SMILES, MOL file or Marvin Javascript applet for input data on a structure of test compound.

-
=
=3

Flease cite us: Lagunin A.A, Dubovskaja V.., Rudik A.V., Pogodin PV, Druzhilovskly D.S., Gloriozova TA.,
| Filimonov DA, Sastry G.N., Poroikov VV. CLC-Pred: a freely available web-service for in silico prediction of
.| human cell line cytotoxicity for drug-ike compounds. PLOS One, 2018, 13 (1), €0191838. DOI
=) 10.1371/journal. pone.0191838

FIGURA 19. INTERFAZ DEL SERVIDOR EN LINEA CLC-PRED

7.1.7 ACOPLAMIENTO MOLECULAR AUTOMATIZADO
(MOLECULAR DOCKING)

El acoplamiento molecular automatizado es una herramienta computacional atl
para el disefio de compuestos con actividad biolégica, la cual tiene como objetivo
proponery evaluarla union de moléculas pequefias llamados ligandos, con el sitio
de accion (ortosterico) o alostérico de una proteina la cual puede ser unaenzima,
un canal, un receptor etc. Para la realizacion 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

'
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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
union de la proteina, arrojando valores de union llamados scoring function dados en

kcal/mol. En este trabajo de investigacion se ocupd el programa de licencia
Molecular Operating Enviroment.

7.1.7.1 MOLECULAR OPERATING ENVIROMENT (MOE)

Es un programa de paga que necesita de licencia para su uso (Figura 20),
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 informacién valiosa al realizar el acoplamiento

molecular sobre la proteina diana de interés y nuestros ligandos, pudiendo asi
proponer un mecanismo de accion.

FIGURA 20. INTERFAZ DEL SERVIDOR MOE
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7.1.7.2 AUTODOCK 4 (AD4)

AutoDock es un conjunto de herramientas automatizadas de acoplamiento
molecular automatizado (Figura 21). Esta disefiado para predecir como pequefias
moléculas, como sustratos o farmacos candidatos, se unen a una proteina o acido
nucleico de estructura tridimensional conocida. Consta de dos programas
principales: autodock realiza el acoplamiento del ligando a un conjunto de rejillas

que describen la proteina diana; autogrid calcula previamente estas rejillas. Esto

puede ayudar, por ejemplo, a guiar a los quimicos de sintesis organica en el disefio

de mejores ligantes.

[faEde £S5 [E"n =ik .

|

FIGURA 21. INTERFAZ DEL SERVIDOR AUTODOCK 4 (AD4)
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Para proponer unasintesis de la serie JLO 1-7, es necesario realizar un analisis

retrosintético para asi obtener las materias primas con las que se comenzara el

proceso de obtencién (Figura 22).

J@h E"j“;r:;.

JLOA

HH'LL'H" HH -I'L.-F"
hydes A oa
= L

Beanse

JLO 17

/@:j.pm“yv +

4, 7-diclorogquinolina

NH,

['jQQ.

aminopi n|:||n a am |nu|:||r|d|na am |n-:r|:||r|m|l:||na

18-20

MH, Cl

cloroacetilo

™

Cloruro de

i~ AT

1-f|uum d4-
nifrobenceno

11-'14

4-aminofenaol

/©/ Fa
,;-.ﬂ:.'-'-

Isocianato de 4-cloro-
3{triflucrometiljfenilo

FIGURA 22. ANALISIS RETROSINTETICODELOS COMPUESTOSJLO 1-7

De acuerdo con el diagrama de la Figura 22, partiendo de la estructura base de los

compuestos JLO 1-7 debidamente sustituido en lacadena R para cada compuesto,

se realizauna desconexion en el espaciador flexible de tipo éter, obteniendo como

primera materia prima a la 4,7-dicloquinolina y varios fragmentos como los

fragmentos 18-20 de tipo cloroacetamida debidamente sustituido, al cual se le

realiza una desconexion en el enlace de tipo amida, obteniendo las siguientes

materias primas: 4-aminopiridina, 2-aminopiridina, 2 aminopirimidinay el cloruro de

cloroacetilo, los fragmentos 12-14 debidamente sustituidos con un grupo nitro, un

grupo amina y un grupo acetamida, provienen de la materia prima 1-fluro4-
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nitrobencenoy por ultimo el fragmento 11 se le realiza unadesconexién en el enlace
de tipo urea, obteniendo las materias primas 4-aminofenol y el isocianato de 4-cloro-
3(trifluorometil)fenilo. Unavez obtenidas las materias primas se procede a proponer

la sintesis quimica de cada compuesto.

Para la sintesis de los compuestos se utilizaron diferentes metodologias: por
calentamiento convencional; por medio del monowave 50 de Anton Paarque esun

reactor de sintesis de calentamiento convencional a temperatura y presion
contralada; y mediante sintesis por microondas en el reactor CEM.

En la sintesis llevada a cabo por microondas, las reacciones se calientan
volumétrica, directa e instantaneamente, de manera mas rapida y eficiente que

cualquier otra forma de calentamiento, obteniendo un mejor rendimientoy pureza
del producto y un mayor control sobre las condiciones de reaccién.4?

En la Figura 23 se observa la diferencia entre una reaccién en calentamiento

convencional y unareaccion mediada por microondas.

" 4% 4N
‘ y

Calefaccion conductiva Calefaccion por microondas

FIGURA 23. DIFERENCIAS DE LA CALEFACCION CONDUCTIVAY POR MICROONDAS

La sintesis por calentamiento convencional se puede llevar a cabo con placas de
agitacion calientes, bafios de aceite y mantas calefactoras, la energia se transfiere
indirectamente a los reactivos aplicando calor a la superficie exterior del recipiente
y al disolvente siendo esta forma de calentamiento mas lenta, mientras que la
reaccion mediada por microondas en donde la pared del recipiente transparente a

las microondas, lo que permite que la energia sea absorbida directamente por los
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reactivos. Esta activaciébn molecular directa limita las reacciones secundarias y
proporciona una forma de calentamiento rapida y eficaz, de esta manera las
reacciones que antes tardaban horas, o incluso dias, en completarse se pueden

realizar en minutos.4°

7.3 PARTE BIOLOGICA (IN VITRO)

Esta parte se basa en un ensayo de la actividad citotoxica y antiproliferativa de los
compuestos hits computacionales seguros (obtenidos mediante el andlisis de
consenso farmacoldgico), contra diferentes lineas celulares cancerigenas: Huh-7,
HepG2 (hepatocelular), HeLa (cérvico uterino) y PC-3 (prostata). Las lineas
celulares, fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection USA).
También sobre lineas celulares inmortalizadas: células de queratinocitos inmortales
aneuploides transformados espontaneamente de la piel humana adulta (HaCaT) y
una linea celular no cancerigena de fibroblastos (HFF-1). Esto se realiz6 en
colaboracién con la Dra. Jessica Nayeli Sanchez Carranza de laboratorio 7 de
diagnostico molecular de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos.

7.3.1 CULTIVO CELULAR

Se cultivaron las células PC3 en medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich), mientras que
Huh7,HepG2,HelLa y Hacat en medio DMEM (Invitrogen) suplementado con suero
fetal bovino al 10% (SFB, Invitrogen)y glutamina 2 mM. Los cultivos se incubaron a
37°C en atmosfera de CO2 al 5%. Se cultivaron 5000 células por pozo en placas de

96 pozos para iniciar la evaluacién citotéxica.

7.3.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

El compuesto fue solubilizado en DMSO, las concentraciones utilizadas para la
evaluacion del compuesto en las lineas celulares Huh7,HepG2, HelLa fueron 100,
10, 1, 0.1 0.01 pg/mL, posterior al tratamiento las células se incubarona 37 °C en
atmosfera de CO2 al 5% durante 48 h. El numero de células viables en la
proliferacion se determiné utilizando el kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
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viabilidad celular se determind por absorbancia a 450 nm utilizando un lector de
ELISA automatizado. Los experimentos se realizaron por triplicado en experimentos
independientes. Los datos se analizaron en el programa estadistico Prisma 8.0 y se
determino la concentracién inhibitoria media (Clso) por analisis de regresion

40
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

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

8.1.1. PREDICCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
COMPUESTOS JLO 1-7 POR MEDIO DE LA HERRAMIENTA
PASS ONLINE.

Por medio del servidor PASS Online, se calculé el espectro de actividad biologica
de los compuestos JLO 1-7. ElI programa muestra diferentes efectos
farmacolégicos, 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/o
el porcentaje de inactividad (Pi). En la Tabla 3 se resumen estos resultados en
forma de porcentaje.

41
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TABLA 3. PREDICCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS JLO 1-7 POR EL
SERVIDOR PASS ONLINE

Actividad/ Antineopléasico | Antagonista Inhibidor Inhibidor  Inhibidor Inhibidor
Compuesto VEGFR expresion RAFK MAPK p38MAPK
VEGFR2
Pa 34.4% 66.7% 2.7% 58.5% 14.4% 11.6%
JLO-1 Pi 6.1% 0.5% 0.2% 0.4% 0.3% 3.2%
Pa N/A 28.1% N/A N/A 10.7% 8.5%
JLO-2 Pi N/A 1.6% N/A N/A 4.4% 5.3%
Pa N/A N/A 2.5% N/A 10.7% 8.5%
JLO-3 Pi N/A N/A 0.2% N/A 4.4% 5.3%
Pa 24.1% N/A 2.0% N/A 15.0% 10.3%
JLO-4 Pi 15.0% N/A 0.2% N/A 2.8% 4.0%
Pa N/A N/A 3.2% N/A 7.3% N/A
JLO-5 Pi N/A N/A 0.1% N/A 7.0% N/A
Pa 24.2% 45.2% 3.7% N/A N/A 9.2%
JLO-6 Pi 14.8% 0.8% 0.1% N/A N/A 4.8%
Pa 22.0% N/A 3.2% N/A 11.0% 8.0%
JLO-7 Pi 18.3% N/A 0.1% N/A 4.3% 5.7%
Pa 23.1% 53.2% 2.7% 87.1% 18.8% 25.3%
Sorafenib =] 16.4% 0.5% 0.2% 0.2% 0.2% 1.1%

De acuerdo con la Tabla 3 los resultados obtenidos por el servidor en linea PASS
online se us6 como referencia al sorafenib y los criterios que se tomaron en cuenta
fueron los siguientes: antineoplasicos donde los compuestos JLO-1, JLO-4, JLO-6
y JLO-7 son los que presentaron probabilidades similares a las que presento el
sorafenib. En la prediccion como antagonistas del Receptor del Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial (VEGFR), los compuestos JLO-1, JLO-2 y JLO-6
presentaron probabilidades intermedias similares al del sorafenib de ser
antagonistas de este receptor. Para el caso de las predicciones como inhibidores
de la expresion del VEGFR2, solamente el compuesto JLO-2 no mostro
probabilidades de actividad, mientras que los demas compuestos presentaron

probabilidades discretas de igual manera similares al del sorafenib. Como
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inhibidores de la proteina RAFK, Unicamente el compuesto JLO-1 presentd
probabilidades intermedias de actividad. En el caso de las predicciones como
inhibidores de la proteina MAPK, el compuesto JLO-6 no presento probabilidades
de actividad mientras que los demas compuestos presentan probabilidades de
actividad similares al del sorafeniby el ultimo de los criterios fue inhibidor de la
proteina p38aMAPK, donde solo el compuesto JLO-5 no presenté probabilidades
de actividad mientras que los demas compuestos presentaron probabilidades
discretas. Cabe destacar que de los 7 compuestos que fueron evaluados el
compuesto JLO-1 presentd el mejor perfil de probabilidad de actividad ya que
mostré porcentajes discretos a buenos en cada uno de los criterios evaluados. Es
importante mencionarque los compuestos que presentaron probabilidades nulasde
actividad en algunos criterios no indican que seran inactivos, la cuestion es que la
base de datos del programa no cuenta con los datos suficientes de estructuras

reportadas para asignarles un valor de probabilidad.

8.1.2. PREDICCION DE INTERACCION CON DIANAS
TERAPEUTICAS POR MEDIO DEL SERVIDOR SWISSTARGET
PREDICTION.

Por medio del servidor gratuito SWISSTARGET PREDICTION, se calculo el

porcentaje de interaccion de los compuestos JLO 1-7 a las dianas de interés. El
programa arroja los porcentajes de probabilidad de interaccién de los compuestos
de interés con diferentes dianas que se encuentran en su base de datos, por lo cual
se buscan las dianas de interés para el proyecto. En la Tabla 4 se resumen estos

resultados.
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TABLA 4. PREDICCION DE LA POSIBLE INTERACCION DE LOS COMPUESTOS JLO 1-7 SOBRE LAS
DIANAS TERAPEUTICAS POR MEDIO DEL SERVIDOR SWISSTARGET PREDICTION
Compuesto/
Target JLO-1 Sorafenib
‘ p38aMAPK

BRAFK

‘ VEGFR2

Como se puede observar en la Tabla 4 los compuestos JLO 1-7 presentaron
probabilidades discretas de interaccion con las proteinas p38aMAPK, BRAFK'y
VEGFRZ2, cabe destacar que el compuesto JLO-1 presentd unaprobabilidad alta de
interaccidon sobre el VEGFR2 siendo el compuesto con un mejor perfil en este
calculo, muy cercano al control positivo sorafenib.

8.1.3. PREDICCION DE LAS PROPIEDADES
FARMACOCINETICAS: ADMETSAR

El servidor gratuito admetSAR proporciona la prediccion de datos referentes a la
absorcion, 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 célculos sobre los compuestos JLO 1-7 que se
presentan en la Tablab.
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TABLA 5. PREDICCION DE PROPIEDADES FARMACODINAMICAS DE LOS COMPUESTOS JLO 1-7
POR ADMETSAR
| MODELO/COMPUESTO |  JLO-1 JLO-2 | JLO-3 | JLO-4 | JLO-5 JLO-6 | JLO-7 | Sorafenib
| Absorcién Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad | Probabilidad
Absorcién intestinal (+) 98.2% (+) 96.1% (+) 95.6% (+) 95.6% (+) 94.8% (+) 96.2% (+) 94.6% (+) 98.16
humana

Barrera (+) 97.7% (+) 97.5% (+) 97.4% (+) 97.4% (+) 97.2% (+) 97.9% (+) 97.8% (+) 75.00
hematoencefalica

Substrato (-) 68.9% (-) 86.5% (-)80.4 (-) 84.6% (-) 93.6% (-) 97.8% (-) 90.9% (-)76.47
glicoproteinaP

Metabolismo

Substrato (M681% | (H695% | (N63.7% | (9625% | (N683% | (H52.7% | (H)6L.7% (+)65.76
CYP450 3A4

AMES (1) 59.0% () 84.0% () 76.0% ()8L.0% | (959.0% | (-)50.0% (+) 63.0% (1) 56.00

| Toxicidad

Carcinogenicidad (M 536% | (-)59.5% (1) 60.3% ()56.9% | ()54.0% () 45.4% () 47.6% ) 7367

Enla Tabla5 se reportan los calculos de absorcion, metabolismo y toxicidad sobre
los compuestos JLO 1-7. En el apartado de absorcion intestinal humana todos
presentaron probabilidades altas, de igual manera de atravesar la barrera
hematoencefalica;los compuestos JLO 1-7 presentaron altas probabilidades de no
se sustratos de la glicoproteina P, ya que esta proteina esta relacionada con la
resistencia a farmacos debido a que es una bomba de eflujo la cual reconoce
sustancias extrafias que ingresan a la célulay las expulsa. Por lo cual, se espera
no presenten problemas de resistencia. Por otra parte, se observa que los
compuestos seran metabolizados por el CYP450 porla isoforma 3A4 que es lamas
abundante en el organismo, y en el ultimo apartado de toxicidad, se observa que los
compuestos JLO-5 y JLO-7 presentaron alertas como posibles mutagenos al dar
positiva la prueba de AMES, esto se debe a grupos funcionales presentes en su
estructura como podria ser un grupo nitro o un grupo acetanilida, y ninguno de los
compuestos presento probabilidad de ser carcinogénico.

'
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8.1.4. PREDICCION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Y FARMACOCINETICAS: SWISSADME

Por medio del servidor SwissADME se calcularon diferentes propiedades
fisicoquimicasy farmacocinéticas con el fin de completar el perfil de los compuestos

JLO 1-7, en la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos del calculo realizado,
como referencia se tomd al sorafenib.

TABLA 6. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS JLO 1-7 POR SWISSADME

Compuesto/

Propiedad

JLO-1 JLO-2 JLO-3 JLO-4 JLO-5 | JLO-6 JLO-7 | Sorafenib

Log P consenso

3.82

[ 382

3.39

3.78

PM (g/mol) 492.28 464.83 464.83 465.82 451.79 | 421.81 | 463.84 464.83
Solubilidad

en agua Baja | Moderada | Moderada | Moderada | Baja Baja Baja | Moderada
Violaciones 1 0 0 0 0 0 0 0

Lipinski

Veber 0 0 0 0 0 0 0 0

Como se puede observar el Tabla 6 se evaluaron los compuestos JLO 1-7 donde
el compuesto JLO-1 presentd un alto valor de Log P, violando de esta manera uno

de los postulados de Lipinski, sin embargo, el compuesto tiene otras propiedades
aceptables para no presentar problemas de permeabilidad.

8.1.5. PREDICCION DE METABOLISMO E IDENTIFICACION DE
METABOLITOS BIOTRANSFORMER 3.0.

Por medio del servidor en linea BioTransformer 3.0 se analizaron los compuestos
JLO 1-7 con la finalidad de predecir los procesos de biotransformacion

(metabolismo) con sus posibles metabolitos obtenidos a través de los procesos
metabdlicos de fase | y fase Il

De acuerdo con la literatura los metabolitos mas abundantes del sorafenib, es
sometido a metabolismo oxidativo por CYP3A4 en el higado dando lugar a la forma

N-6xido de la piridina'y en menor cantidad la glucoronidacion por UGT1A9 en el
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higado y rifiones’, con el programa Biotransformer 3.0 se obtuvieron los mismos

metabolitos Tabla 7, mencionados en la literatura, de esta manera el programa es
validado para calcularlos metabolitos de los compuestos JLO 1-7.
o

SoUVegens

H SORAFENIB

TABLA 7. PRINCIPALES METABOLITOS DEL SORAFENIB.

Metabolito Tipo de reaccion ‘ Reaccién mediada por:

AT

jij)k O-Glucoronidacion de UDP-
>E©/T\©\ D;’( N-oxido glucoronosiltransferasa
cl ° 0 / n\

N-Oxidacion de piridina CYP1A2

En la Tabla 8 se observan los metabolitos de los compuestos JLO 1-7 de la fase |
mediado por el citocromo P450 y sus diferentes isoformas, es con la finalidad de

hacer mas solubles a las moléculasy poder ser excretadas.

TABLA 8. METABOLITOS DEFASEIDE COMPUESTOSJLO 1-7

Metabolito Tipo de reaccion Reaccion mediada por:

< . ° Hidroxilacién del anillo de CYP1A2
Q@L 1T WE?/

quinolina orto al halégeno

JLO-1metabolito

© ° °\)DI\N£;T
ﬁ:Q\LD/ N-oxidacion de piridina CYP1A2

JLO-2metabolito
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0.
o \Na/ |
O\)I\
N ~
H

p P Q/ N-oxidacién de piridina CYP1A2
JLO-3metabolito
0 °\jkujr\:~j
>;©NJ\NQ ' N-oxidacién de pirimidina CYP2C9
JLO-4metabolito
0 O\iui/"j/
>P©\u)ku/3 Hidroxilacion p-pirimidina CYP2C9
JLO-4 metabolito
: Hku/©;< O-desalquilacion CYP1A2
Metabolitode JLO-2,JLO-3y JLO-4
hT I Hidroxilacion de anillo
. aromatico en p-CF3
\Q\ /O/ At CF CYP2A6
JLO-5metabolito
g T©f< N-hidroxilacion de laamina
\O\Q ° aromatica CYP1A2
JLO-6 metabolito
_ O/\Q\i /@:ﬁ N-oxidacion de la hidroxiamina
T o aromatica CYP1A2
JLO-6 metabolito
; ’ : Alfa-hidroxilacién al grupo
o A grup
carbonilo CYP1A2

JLO-7metabolito

De acuerdo con los metabolitos que se observan en la Tabla 8 la mayoria de las

biotransformaciones se llevan a cabo por la isoforma CYP1A2y son reaccion de

oxidacion e hidroxilacion con el fin de hacerlos mas solubles para su excrecion.

En la Tabla 9 se muestran los metabolitos de la fase Il, a partir de los metabolitos

de lafase | de los compuestos JLO 1-7.
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TABLA 9. METABOLITOSDEFASE || DE COMPUESTOSJLO 1-7

Metabolito

Tipo de reaccion

Reaccion mediada por:

Metabolito JLO-1

OH-glucoronidacion

aromatica

UDP-

glucoronosiltransferasa

o
o _o.
o /@r’ OH
o\)k
p\ o N - OH
H
)I\ OH
N N
W N

Metabolito JLO-2

O-Glucoronidacion de N-
oxido

UDP-

glucoronosiltransferasa

p@ﬁ

O-Glucoronidaciéon de N-

oxido

UDP-

glucoronosiltransferasa

Metabolito JLO-3

'y QWU o

Metabolito JLO-4

O-Glucoronidaciéon de N-

oxido

UDP-

glucoronosiltransferasa

T
o Nl/j/ © © oH
o O\)J\u)\n/ HO OH
BN o
NN
HoOR

Metabolito JLO-4

OH-glucoronidacion

aromatica

UDP-

glucoronosiltransferasa

|0 [} O’

Aol

Metabolito JLO-5

OH-glucoronidacion

aromatica

UDP-

glucoronosiltransferasa

OH
0. HO. OH
o
J on
N N N 0
H H I
OH o

Metabolito JLO-6

N-glucoronidacion de

hidroxilamina

UDP-

glucoronosiltransferasa

OO

Metabolito JLO-6

O-acetilacion de N-

hidroxilarilamina

Arilamina N-

acetiltransferasa
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oA N fx( Alquil-OH-glucoronidacion UDP-
sesneloanan

glucoronosiltransferasa
Metabolito JLO-7

DOUNOASU PV,

g ow Sulfonacion de alcohol Alcohol sulfotransferasa

Metabolito JLO-7 primario

En la Tabla 9 se observan los metabolitos de fase Il de los compuestos JLO 1-7,
donde se observa que la mayoria de los metabolitos son mediados por la UDP-
glucoronosiltransferasarealizandola conjugacion con el &cido glucurénico, teniendo
como fin aumentar la polaridad de los compuestos para favorecer su excrecion del

organismo mediante la orina.
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8.1.6. PREDICCIONES DE EFECTOS CITOTOXICOS TOXICOS
ACD/TOX SUITE.

Este programa, el cualrequiere de unalicenciaparasu uso,nos ampliael 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 DLsoy su categoria
dentro de la Organizacion parala Cooperacion y Desarrollo Econémico (OECD por

sussiglas eningles).
% Bloqueo de canales hERG.

Los canales hERG pertenecen a una superfamilia de canales de K* dependientes
de voltaje, estos canales de voltaje se caracterizan funcionalmente por permitir la
permeacion del ion 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 tdxicos. Por ello es
imprescindible realizar el célculo predictivo sobre las moléculas JLO 1-7, tomando
como referencias al Sorafenib, una diarilurea que fue aprobado por la FDA y la

clorfenaminaque es un farmaco antihistaminico el cual esta demostrado su bloqueo
de canales hERG Yy aun sigue en la terapéutica.
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Compuesto Probabilidad de bloqueo de
los canales hERG (ki < 10 uM)

g /@’ T i 99%
X (o) ° Cl
o JLO-1
o T
/@/ \”/\o cl
e ° JLO-2
I F 95%
N O Cl
Crr
JLO-3
A T F 93%
AN O Cl
oy
JLO-4
o F
g i B F
o oo
0 ° o JLO-5
H H f F
H,N N_ _N
1ssaave
o o JLO-6
TO Y F 089
0 o JLO-7
_
sUegase
/H\H)Q\O/Q/ © cl 92%
o Sorafenib
93%

Clorfenamina
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De acuerdo con los resultados que se observan en la Tabla 10 los compuestos
JLO 1-7 presentaron probabilidades altas de bloquearlos canales, al igual que los
farmacos de referencia sorafenib y clorfenamina, que a pesar de ser bloqueadores
potentes de los canales hERG estan a la venta en el mercado, debido a un balance

riesgo/beneficio.
+ Inhibicién de las isoformas del CYP450

El calculo 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 célculos que realiza el
programa se hacen sobre las isoformas mas representativas de esta superfamilia

de enzima metabdlicas.

'
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TABLA 11. PROBABILIDAD DE LA INHIBICION DE LAS ISOFORMAS DEL CYP450

Inhibicion de isoformas del CYP450

Compuestos [10 uM]
CYP3A4 | cYypP2pe | cyp2co | cyp2ci9 | cypia2
)é/jL° T Cﬁ 14% 4% 27% 27% 33%
Cl
JLO-1
A Q/ T @% 25% 3% 4% 16% 35%
o
JLO-2
A O/ T \d< 14% 4% 3% 11% 28%
CN( \ﬂ/\o cl
JLO-3
L et
C\r N . 22% 4% 1% 12% 20%
JLO-4
? H H H F
0T @% 6% 3% 11% 19% 35%
JLO-5
F
n\[rn i
\Q\O S . 3% 3% 3% 14% 19%
JLO-6
\Irn T\©f<
° @/@ ° o 2% 1% 2% 4% 10%
JLO-7
Sorafenib 9% 1% 8% 3% 5%
Clotrimazol 85% 7% 41% 80% 12%

Como farmacos de referencia para este calculo se tomé nuevamente al sorafeniby
al clotrimazol como controles positivos ya que es un potente inhibidor de estas
isoformas, de acuerdo con los resultados obtenidos de la Tabla 11, los compuestos
JLO 1-7 presentaron probabilidades bajas de ser inhibidores de las isoformas de

CYP450 destacando sobre la isoforma 3A4 que es la mas abundante en el
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organismo, de esta manera puede decir que no presentaran problemas de

interaccion 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 calcularla
dosis letal media de los compuestos JLO 1-7 comparandolos con el farmaco de
referencia Sorafenib, el calculo que realiza el programa lo hace sobre raton y rata
por diferentes vias de administracién, dando mayor prioridad a la via de
administracion oral dado que es la via de administracion del farmaco de referencia.

EnlaTabla 12 se presentala clasificacién de acuerdo con los criterios de la OECD.

TABLA 12. TOXICIDAD AGUDA EN RATON Y RATA CALCULADO CON ACD/TOX SUITE

Compuesto Ratén (mg/kg) Rata (mg/kg)
IP VO IP VO OECD
JLO-1 690 790 370 1500 3-4
JLO-2 1000 1300 690 3800 4-5
JLO-3 890 1300 710 3900 4-5
JLO-4 640 1500 720 4000 4-5
JLO-5 470 1000 360 1200 4-5
JLO-6 540 800 210 1400 4-5
JLO-7 900 1400 400 2300 4-5
Sorafenib 820 1000 440 1400 3-4

IP: intraperitoneal. VO: via oral
Categoria 1 OECD DLs, < 5 mg/kg Altamente toxico
Categoria 2 OECD 5 < DL, 2 50 mg/kg Muy téxico
Categoria 3 OECD 50 < DLs,2 300 mg/kg Toxico
Categoria 4 OECD 300 = DL5,2 2000 mg/kg Toxicidad moderada
Categoria 5 OECD DLso 2 2000 mg/kg No toxico

——
| —

55



&zcultad

de Farmacia

Los resultados que muestran en la Tabla 12 nosindica que los compuestos JLO 1-
7 DLso mas altas en comparacién del sorafenib, destacando la via oral en ambas
especies (que es la via de administracion del sorafenib), por lo cual pueden
considerarse mas seguros y menos toxicos que este. De acuerdo con los valores
de dosis letal media por via oral, estos son ideales por lo cual se clasifican entre la
categoria 3-5 de la OECD indicandonos que son téxicos, toxicos moderados y no
toxicos, lo cual es aceptable debido a que la mayoria de los farmacos disponibles
actualmente en el mercado se encuentran en estas tres categorias.

8.1.7. PREDICCION DE LA CITOTOXICIDAD DE LINEAS
CELULARES HUMANAS TUMORALES Y NO TUMORALES:
CLC: PRED.

Debido a que el proyecto va dirigido contra las dianas terapéuticas que se
encuentran sobreexpresadas en tipos de cancer como carcinoma hepatocelulary
carcinoma de préstata, este servidor gratuito nos proporcion6 informacion valiosa
sobre la posible actividad citotoxica que presenten los compuestos JLO 1-7 en las
lineas celulares cancerigenas mencionadas anteriormente.

TABLA 13. RESULTADO DE CITOTOXICIDAD SOBRE LINEAS CELULARES
TUMORALES PARALOS COMPUESTOS JLO 1-7

Compuestos
Linea Nombrede

O-1 R=7-cloro-4-metoxiquinolina
1 H H JLO-2 R= 2-metoxi-N-(piridin-4-il)acetamida
celular [ lineacelular N. N

CF. = 2-metoxi-N-(piridin-2-il)acetamida NZ A L :
jonaodE———— fSsVsanse
o JLO-5 R= 1-metoxi-4-nitrobenceno
2 cl JLO-6 R= 4-metoxianilina °
JLO-1 | JLO-2 | JLO-3 | JLO4 | JLO-5 | JLO-6 | JLO-7 Sorafenib
Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa
Carcinoma | 33.7% | 54.6% | 32.6% | 37.3% | 27.2% | 29.4% | 31.3% 54.9%
hepatocelular
PC-3 Carcinoma | 21.8% | 31.9% | 31.9% | N/A 19.6% | 23.0% | 28.6% 16.8%
de prostata

De acuerdo con los datos obtenidos sobre el posible efecto citotoxico en diferentes
lineas celulares cancerigenas, sobre la linea celular HUH-7 de carcinoma
hepatocelularlos compuestos presentaron porcentajes de probabilidad discreta en

comparacion de sorafeniby sobre la linea celular cancerigena PC-3 de cancer de
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prostata UGnicamente el compuesto JLO-4 no presentd probabilidades de
citotoxicidad, mientras que los demdas compuestos presentan probabilidades
mayores que la del sorafenib.

TABLA 14. RESULTADOS DE CITOTOXICIDAD SOBRE LINEAS CELULARES NO-
TUMORALESPARALOS COMPUESTOSJLO 1-7

Compuestos

H H JLO-1 R= 7-cloro-4-metoxiquinolina JLO-2 R=2-metoxi-N-(piridin-4-il)acetam|da .
Linea Nombrede N N CF; JLO-3 R= 2-metoxi-N-(piridin-2-il)acetamida  JLO-4 R= 2-metoxi-N-(pirimidin-2-il)acetamida 7 g .
\n/ JLO-5 R= 1-metoxi-4-nitrobenceno JLO-6 R= 4metoxianilina RYO\/@/ T \©i<
celular linea fo) JLO-7 R= N-(4-metoxifenil)acetamida - 1
R Cl °
lul -
S8 JLO-1 | JLO-2 | JLO3 | JLO-4 | JLO-5 | JLO-6 | ILO7 Sorafenib
Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa Pa
Fibroblasto | 33,9% 25.2% 20.5% 19.1% 25.1% 4.1% 4.2% 47.4%

En la Tabla 14 se observan los resultados de los compuestos JLO 1-7 y su
porcentaje de probabilidad de no poseer efectos citotoxicos sobre células sanas de
fibroblastos, como referencia te tomé al sorafenib, donde se observa que el
porcentaje de probabilidad de citotoxicidad es menor a comparacion de sorafenib,
lo cual nos indica que hay mas probabilidades de que los compuestos sean
selectivos sobre células cancerigenas y menos toxicos que el propio sorafenib.
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8.2. ACOPLAMIENTO MOLECULAR REFINADO SOBRE LAS
PROTEINAS P38a, P38aMAPK, BRAFK Y VEGFR2.

Las dianas terapéuticas de este proyecto son proteinas quinasas: P38q,
P38aMAPK, BRAFK y VEGFR2, estas proteinas se encuentran sobreexpresadas
en carcinoma hepatocelular,carcinomarenal primario y carcinoma de prostata. Para
poder proponer un mecanismo de accién y el posible modo de uniéon de los
compuestos JLO 1-7 se realiz6 un acoplamiento molecular automatizado sobre

estas dianas terapéuticas.

Para realizar este analisis computacional se requiere de coordenadas 3D de las
proteinas a estudiar, las cuales se encuentran en el Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/), estos archivos deben contar con caracteristicas adecuadas

como: una resolucion minima de 2.5 A, con valores de R menores a 0.25, el
organismo donde fue cristalizada, de preferencia contar con un ligando co-

cristalizado para comparar el modo de union con los compuestos JLO 1-7.
Se utilizaron los siguientes PDB-ID:

« P38a: 3HEG con el ligando co-cristalizado Sorafenib.
« P38aMAPK: 3GCS con el ligando co-cristalizado Sorafenib.

RS

» BRAFK:5HI2 con el ligando co-cristalizado Sorafenib.
« VEGRF2: 4ASD con el ligando co-cristalizado Sorafenib.

8.2.1 VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR
SOBRE LAS PROTEINAS P38a, P38aMAPK, BRAFK Y
VEGFR2.

La validacion del acoplamiento molecular es un proceso requerido para comprobar
que el sistema donde se va a simular la interaccién proteina-ligando co-cristalizado
es representativa y viable para los calculos con los compuestos JLO 1-7, para ello
se toma un criterio en la validacion que es el factor RMSD (desviacion cuadratica
media), el cual no debe ser mayor a 2 A. De esta manera nos indica que la
conformacion que toma el ligando durante el proceso de célculo es similar a la del

ligando co-cristalizado y que el acoplamiento molecular es reproducible y confiable.
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Enla Tabla 15 se muestran los resultados de la validacion sobre las proteinas con

ligando co-cristalizado sorafenib en el programa MOE.

TABLA 15. VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR CON MOE SOBRE LAS PROTEINAS

QUINASAS
3HEG 3GCS 5HI2 4ASD
Compuesto (p38a) (p38aMAPK) (BRAFK) (VEGFR2)
AG° (kcal/mol)  AG° (kcal/mol) AG° (kcal/mol) | AG® (kcal/mol)
Sorafenib -10.07 -10.47 -9.56 -10.24
RMSD A 0.1269 0.1260 0.1276 0.1528

De acuerdo con la validacion realizada en el programa MOE sobre cada unade las
proteinas, se observa que tuvieron valores de RMSD por debajo de los 2 A, lo cual
valida el sistema de cada una de las proteinas para llevar a cabo acoplamientos
confiables con los compuestos JLO 1-7.

TABLA 16. VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR CON AD4 SOBRE LAS PROTEINAS

QUINASAS.
3HEG 3GCS 5HI2 4ASD
Compuesto (p38a) (p38aMAPK) (BRAFK) (VEGFR2)
AG® (kcal/mol) | AG®° (kcal/mol) AG° (kcal/mol) | AG® (kcal/mol)
Sorafenib -8.9 -12.58 -8.94 -8.17
RMSD A 0.42 0.54 0.031 0.031

La validacion realizada con el programa autodock 4, arrojé en cada una de las

proteinas valores de RMSD menoresa 2 A, indicando que el sistema queda validado
para proseguir con los acoplamientos moleculares de los compuestos JLO 1-7.

En los acoplamientos de validacion se observaron las interacciones reportadas en
la literatura para cada una de las proteinas. A continuacion, se enlistan las
residuos de

interacciones del ligando co-cristalizado (sorafenib) con los

aminoacidos:
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» p38ainteracciones reportadas con aminoacidos: Met109, Phel69, Aspl68y
Glu71.50
» p38aMAPK interacciones reportadas con aminoacidos: Metl09, Phel69,
Aspl168y Glu71.2”
» BRAFK interacciones reportadas con aminoacidos: Cys532, Asp594, Glu501
y Phe595.2°
» VEGRF2 interacciones reportadas con aminoacidos: Cys919, GIlu885,
Asp1046.%0

Enla Figura 24 se presenta el mapa en 3D de la validacion realizadaen MOE sobre
la proteina VEGRF2 con el ligando co-cristalizado Sorafenib (en color cian) y la
validacion se encuentra en color amarillo, la cual adopta la misma conformacion
espacial al ligando co-cristalizado con un RMSD de 0.1528 A, el cual es un valor

dentro del rango mencionado anteriormente, de esta manera queda validado el

sistema para realizar los acoplamientos posteriores.

FIGURA 24. VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR EN MOE SOBRE VEGFR2, RMSD =0.1528 A

Posterior a observar la conformacion espacial en el mapa 3D, se procedio a verificar
gue se conserven las interacciones reportadas en el mapa 2D (Figura 25), donde
se observan interacciones de tipo donador de puente de hidrégeno reforzado con la
urea y el aminoacido Glu885, de igual manera con el carbonilo de la urea una
interaccién de tipo aceptor con el Asp1046, otra interaccion polar entre la piridinay

la Cys919 y unainteraccién mas con la Phel047 con el anillo aroméatico central de
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tipo sp3-areno. Con estas interacciones anteriormente mencionadas se comprueba

que el redocking conserva el modo de union con el reportado en la literatura.
®
&

. .J|., . () polar » zidechain acceptor

O acidic +-- sidechain donor

O basic =--* backbone acceptor
O greasy = backbone donor
proximity ligand
contour . EXposUre
) solvent residus * nonconserved
{:_) metal complex *. nonpresent
Cl zohvent contact Q inconsistent
. . - metaliion contact ’lr’; arene-arene
receptor [©IH arene-H
WF Oexpusure [E+ arene-cation

FIGURA 25. INTERACCIONES LIGANDO PROTEINA DE LA VALIDACION DE VEGFR2

En la Figura 26 se presenta el mapa en 3D de la validacion realizada en autodock
4 sobre la proteina p38aMAPK con el ligando co-cristalizado Sorafenib (color cian)
y el redocking (color amarillo), la cual adopta una conformacién espacial similar al
ligando co-cristalizado con un RMSD de 0.54 A, el cual es un valor dentro del rango
de validacion aceptable (<2 A). De esta manera queda validado el sistema para

realizar los acoplamientos posteriores con los compuestos disefiados.

FIGURA 26. VALIDACION DEL ACOPLAMIENTO MOLECULAR EN AD4 SOBRE p38MAPK, RMSD =0.54 A.

——
| —

61



Y
\\faculm

de Farmacia

Posterior de observar la conformacion espacial en el mapa en 3D, se procedi6 a
verificar que se conservaran los contactos reportados en el mapa en 2D (Figura
27), donde se muestran interacciones de tipo donador de enlace de hidrogeno con
la ureay el aminoacido Glu71, de igual manera con el carbonilo de la urea una
interaccion de tipo aceptor con el Asp168, otra interaccion entre el carbonilo de la
picolinamida y la Metl09 de tipo aceptor de puente de hidrogeno. Con estas
interacciones se comprueba que conserva el modo de unién predicho con el

reportado en la literatura. _ _
O polar * zidechain acceptor

O acidic 4+ sidechain donor

Dbﬂsic =-—#* hackbone acceptor

C}greas',r = backbone donor

[ _proximity ® liggand
{ - . contour exposure
{_) solvent residus * nonconserved
'D metal complex > nonpresent
_H - solvent contact Q inconsistent
I - metalion contact  (EX5 arene-arene
Y receptor @4 arene-H
Oexpusure @+ arene-cation

FIGURA 27. INTERACCIONES LIGANDO PROTEINA DE LA VALIDACION DE p38MAPK

8.2.2 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JLO 1-7 SOBRE LA PROTEINA P38a.

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de
acoplamiento molecular es el adecuado, se procedi6 a realizar el acoplamiento
molecularde los ligandos JLO 1-7 por triplicado, sobre la proteina P38a. Enla Tabla
14 se presentan los resultados obtenidos de las energias de unién, su puntuacion

(scoring) y el ranking de jerarquia.

62

——
| —



Y
\\faculm

de Farmacia

TABLA 17. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR ENMOE SOBRE

P38ALFA
Docking 1 | Docking 2 Docking 3 Scoring Ranking
Compuesto (kcal/mol) | (kcal/mol)  (kcal/mol)

[ -89 | | 935 [-933+043| 1
JLO-2 -8.9 -9.45 -9.34 -9.23 +£0.29 2
JLO-3 -8.8 -8.34 -9.02 -8.72 £0.34 7
JLO-4 -9.4 -8.29 -9.02 -8.9 + 0.56 5
JLO-5 -8.9 -9.48 -9.16 -9.18 £ 0.29 4
JLO-6 -84 -9.10 -9.08 -8.86 +0.39 6
JLO-7 -9.2 -9.49 -9.16 -9.28 £+ 0.18 3

Enla Tabla 17 se observan los resultados del acoplamiento molecular realizado en

el programa MOE donde se jerarquizan en un ranking de acuerdo con su valor de

puntuacién (scoring). Se puede observar que el compuesto JLO-1 tiene las mejores

perspectivas farmacodinamicas con un scoring de -9.33 + 0.43, seguido del

compuesto JLO-2 y del JLO-7.

En la Figura 28, se observa el mapa en 3D del acoplamiento de P38a con JLO-1

(color amarillo) donde se observa la conformacion espacial que tomé el ligando co-

cristalizado sorafenib (color verde), y se observa cdmo se mantiene la interaccion

de Glu71 con la ureade ambos ligandos, la cual esta reportada en la literatura para

el sorafenib.

FIGURA 28. DIAGRAMAEN 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBRE EL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE

——

P38ALFA

'
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Enla Figura 29 se muestra el mapa en 2D del acoplamiento molecular de P38a con

JLO-1, donde se pueden observar las interacciones de la urea con los residuos de
aminoacidos Glu71 y Aspl68, y la del residuo de aminoacido Metl09 con el

nitrégeno dela qu |n0I|na

Asp CP polar ¥ zidechain acceptor
15& O acidic 4 gidechain donor

; basic + backbone acceptor
7"'.,, O greasy = backbone donor
_proximity ligand
contour ® ExXposure
O solvent residue H* nonconserved
© e ' ®
2 ©@

FIGURA 29. DIAGRAMAEN 2D DE LAS INTERACCIONES SOBREP38ALFADE JLO-1

O metal complex <. nonpresent
- solvent contact Q inconsistent
- metalfion contact  (©X5) arene-arene
O receptor [@H arene-H

exposure [E)+ arens-cation

En la Tabla 18 se muestran los resultados del acoplamiento molecular realizado en
el programa autodock 4, el cual se realizé por triplicado (al igual que en el programa

MOE) y se reporta el puntaje (scoring) y fueron jerarquizados en un ranking de
acuerdo con los resultados obtenidos.

TABLA 18. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR EN AD4 SOBRE
P38ALFA

Docking 1 Docking 2 Docking 3 Scoring Ranking

Compuesto (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

JLO-1 -8.3 -8.9 -7.9 -8.36 £ 0.50 2
JLO-2 -5.8 -6.5 -7.3 -6.5+0.75 4
JLO-3 -6.2 -5.5 -6.8 -6.16 £ 0.65 5
JLO-4 -2.7 -3.5 -4.4 -3.5+0.85 7
JLO-5 -9.4 -8.8 -8.5 -8.9+0.45 1
JLO-6 -7.4 -6.9 -8.6 -7.6 +0.87 3
JLO-7 -5.3 -4.7 -6.1 -5.3+0.70 6
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De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 18 el compuesto mas
destacado es el compuesto JLO-5, con un score de 8.9 + 0.45, seguido del

compuesto JLO-1 y el compuesto JLO-6.

En la Figura 30 se observa el mapa en 3D del acoplamiento molecular del
compuesto mas destacado JLO-5, donde se observa que la conformacion espacial
es muy similar con respecto al ligando co-cristalizado sorafenib, y se muestra la

interaccion de interés entre laurea y el aminoacido Glu71.

llep4
Phe169

& Aspiod

FIGURA 30. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBREEL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE
P38ALFA

Las interacciones en el mapa en 2D con los residuos de aminoacidos se muestran
en la Figura 31. Se observa la interaccion de la urea con los residuos Glu71y la
Aspl68; Sin embargo, la interaccion con la Metl09 se interrumpe, esto se puede
deber a que la region del nitrobenceno se aleja y no es posible formar un contacto

cercano.
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i) polar * zidechain acceptor
O acidic +-- sidechain donor
O basic =--* backbone acceptor
O greasy = backbone donor
_proximity ligand
contour exposure

H* nonconserved
<*. nonpresent
2} inconsistent
[CKSy arene-arene
[EIH arene-H
@+ arens-cation

{:J solvent residue
) metal complex
- solvent contact
- metalfion contact

O receptor
EXpOsUre

FIGURA 31. DIAGRAMAEN 2D DELAS INTERACCIONES SOBRE P38ALFADE JLO-5

8.2.3 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JLO 1-7 SOBRE LA PROTEINA P38aMAPK.

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de

acoplamiento molecular es el adecuado, se procedio a realizar el acoplamiento

molecularde los ligandos JLO 1-7 por triplicado, sobre la proteina P38aMAPK. En

la Tabla 19 se presentan los resultados obtenidos de las energias de unién, su

puntuacion (scoring) el ranking de jerarquia.

TABLA 19. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR EN MOE SOBRE

P38MAPK
Docking 1 | Docking 2 | Docking 3 Scoring Ranking
Compuesto  (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)
JLO-1 -9.2 -9.50 -9.38 -9.36 £0.15 1
JLO-2 -8.9 -9.32 -9.42 -9.21 £0.27 4
JLO-3 -9.7 -9.1 -8.86 -9.25 £ 0.39 3
JLO-4 -9.0 -9.14 -8.81 -8.98 £ 0.16 6
JLO-5 -8.6 -8.93 -9.19 -8.9+0.29 5
JLO-6 -8.9 -8.55 -8.87 -8.77 £0.19 7
JLO-7 -9.6 -9.09 -9.32 -9.33£0.25 2

En la Tabla 19 se observan los resultados del acoplamiento molecular realizado en

el programa MOE donde se jerarquizan en un ranking de acuerdo con su valor de

——
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puntuacién (scoring). Se puede observar que el compuesto JLO-1 tiene las mejores
perspectivas farmacodinamicas con un scoring de -9.36 + 0.15, seguido del
compuesto JLO-7 y del JLO-3.

En la Figura 32, se observa el mapa en 3D del acoplamiento de P38aMAPK con
JLO-1 (color amarillo) donde se observa la conformacion espacial que tomé el
ligando co-cristalizado sorafenib (color verde), y se observa como se mantiene la

interaccién de Glu71 con la urea de ambos ligandos, la cual esta reportada en la
literatura para el sorafenib.

PHa169

FIGURA 32. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBRE EL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE
P38MAPK

En la Figura 33 se muestra el mapa 2D con las interacciones de los residuos de

Glu71y Aspl168 con laUreay unainteraccion con la Val38 de tipo areno-hidrégeno
con el anillo de quinolina.
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Cl' polar * zidechain acceptor
_ (O acidic  + sidechain denor
H 0 basic =-* backbone acceptor
N O greasy = backbone donor
_proximity ligand
contour exposure
O sohvent residue ' nonconserved
D metal complex % nonpresent

- sohlent contact Q inconsistent

R S o - metalion contact  (©XE) arene-arene

e Oreceptur [EH arene-H
EXposUre [E+ arene-cation
®
©® ©®G

FIGURA 33.DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE P38MAPK DE JLO-1

En la Tabla 20 se muestran los resultados del acoplamiento molecular realizado en
el programa Autodock4, el cual se realizo por triplicado (al igualque en el programa
MOE) y se reporta el puntaje (scoring) y fueron jerarquizados en un ranking de
acuerdo con los resultados obtenidos.

TABLA 20. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR EN AD4SOBRE
P38MAPK

Docking 1 Docking 2 | Docking 3 Scoring Ranking

Compuesto | (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

JLO-1 -10.2 -9.8 -9.6 -9.86 £ 0.30 1
JLO-2 -7.6 -8.8 -7.5 -7.96 £0.72 4
JLO-3 -7.8 -7.3 -6.9 -7.33 £0.45 5
JLO-4 -3.7 -2.5 -3.5 -3.23+£0.64 7
JLO-5 -8.8 -8.4 -7.8 -8.33 £0.50 3
JLO-6 -8.0 -8.6 -8.8 -8.46 £ 0.41 2
JLO-7 -6.2 -6.0 -7.3 -6.5+0.7 6

De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 20, el compuesto mas
destacado es el compuesto JLO-1 con un score de -9.86 + 0.30, seguido del
compuesto JLO-6 y el compuesto JLO-5.
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En la Figura 34 se observa el mapa en 3D del acoplamiento molecular del
compuesto mas destacado JLO-1 con P38aMAPK, donde se observa una
conformacién espacial muy similar con respecto al ligando co-cristalizado sorafenib,
y se mantiene lainteraccién de interés entre laureay el aminoacido Glu71.

His148
1A

Arg149

FIGURA 34. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBREEL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE
P38MAPK

Las interacciones en el mapa en 2D con los residuos de aminoacidos se muestran
en la Figura 35. Se observa la interaccion de la urea con los residuos Glu71y la
Aspl68; Sin embargo, la interaccion con la Met109 se interrumpe, esto se puede
deber a que la region de la quinolina se aleja y no es posible formar un contacto

cercano. Por otra parte, se observa unanuevainteraccion de tipo n-sp con Val38.

O polar * sidechain acceptor
O acidic +- zidechain donor
O bazic «-# backbone acceptor
C} greasy - backbone donor
_proximity o ligand
contour EXposUre
() solvent residue ¥ nonconserved
O metal complex >, nonpresent
- solvent contact Q inconsistent
- metalfion contact  (EX5) arene-arene
receptor EH arens-H
Oexpusure @+ arene-cation

FIGURA 35. DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE P38MAPK DE JLO-1

'




&zcultad

de Farmacia

8.2.4 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JLO 1-7 SOBRE LA PROTEINA BRAFK.

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de
acoplamiento molecular es el adecuado, se procedi6 a realizar el calculo por
triplicado con los ligandos JLO 1-7 sobre la proteina BRAFK. En la Tabla 21 se
presentan los resultados obtenidos de las energias de unién, su puntuacion
(scoring) el ranking de jerarquia.

TABLA 21. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR ENMOE SOBRE
BRAFK

Docking 1 | Docking 2 | Docking 3 Scoring Ranking

Compuesto | (kcal/mol) | (kcal/maol) | (kcal/mol)

JLO-1 -8.7 -9.26 -9.46 -9.14 £ 0.39 1
JLO-2 -8.1 -9.34 -8.77 -8.73 £ 0.62 3
JLO-3 -8.2 -8.61 -8.17 -8.32+£0.24 6
JLO-4 -8.6 -8.28 -8.32 -8.4+0.17 5
JLO-5 -8.6 -8.73 -9.10 -8.81 £0.25 2
JLO-6 -7.3 -8.21 -8.56 -8.02 £ 0.65 7
JLO-7 -8.4 -8.76 -8.80 -8.65 £ 0.22 4

Enla Tabla21 se observan los resultados del acoplamiento molecular realizado en
el programa MOE donde se jerarquizan en un ranking de acuerdo con su valor de
puntuacién (scoring). Se puede observar que nuevamente el compuesto JLO-1
tiene las mejores perspectivas farmacodinamicas con un scoring de -9.14 + 0.39,
seguido del compuesto JLO-5 y del JLO-2.

EnlaFigura 36, se observa el mapa en 3D del acoplamiento de segundo compuesto
mas destacado: JLO-5 (amarillo) donde se observa la conformacion espacial que
tomo el ligando co-cristalizado sorafenib (verde), y se observa cémo se mantiene la

interaccion de Glu71 con la urea de ambos ligandos, la cual esta reportada en la
literatura para el sorafenib.
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FIGURA 36. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-5 (AMARILLO) SOBREEL SITIO DE RECONOCIMIENTO DE
BRAFK

Las interacciones en el mapa en 2D con los residuos de aminoacidos se muestran
en la Figura 37. Se observa la interaccion de la urea con los residuos Glu501 y el
Asp594; una interaccion del grupo nitro con la Cys532 y por altimo una nueva
interaccion de tipo n-sp® con Phe595.

e o T,

L
e

8 polar * zidechain acceptor
O acidic 4+ gidechain donor
O basic ¥ backbone acceptor
C} greasy = backbone donor
_proximity ® ligand
contour EXposure

() metal complex * nonpresent
. " - =olvent contact Q inconsistent
: - metalion contact  [EXE) arene-arene

ol . ; ' o=
Asp : / : receptor [©H arene-H
, F o p €
) . PR i ’ 'Dr, e Oexpusure E)+ arene-cation

Leu o

FIGURA 37. DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE BRAFK DE JLO-5

Enla Tabla22 se muestran los resultados del acoplamiento molecular realizado en

el programa autodock 4, cuyo calculo se realizo por triplicado y se presentan los

71
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resultados obtenidos de las energias de unidn, su puntuacién (scoring) el ranking

de jerarquia.

TABLA 22. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR EN AD4 SOBRE

BRAFK
Docking 1 Docking 2 | Docking 3 Scoring | Ranking
Compuesto (kcal/mol) (kcal/mol) | (kcal/mol)
JLO-1 -10.4 -10.6 -9.8 -10.2 £ 041 1
JLO-2 -7.1 -7.6 -8.1 -7.6+0.5 4
JLO-3 -7.6 -7.2 -1.7 -7.5+0.26 5
JLO-4 -3.2 -2.5 -54 -3.7+15 7
JLO-5 -8.7 -8.1 -8.3 -8.3+0.30 3
JLO-6 -9.4 -9.55 9.1 -9.35 £0.22 2
JLO-7 -5.1 -6.3 -5.7 -5.7+0.6 6

De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 22, el compuesto mas

destacado es el compuesto JLO-1 con un score de -10.2 + 0.30, seguido del

compuesto JLO-6 y del compuesto JLO-5.

En la Figura 38 se observa el mapa en 3D del acoplamiento molecular del

compuesto mas destacado JLO-1 donde se observa la conformacion espacial toma

con respecto al ligando co-cristalizado sorafenib, la cual toma una conformacion

similar, y se observa la interaccion de interés entre la urea y el aminoacido Glu501.

FIGURA 38. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBRE EL SITIO DE UNION

DEBRAFK
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Se observan las interacciones con los residuos de aminoacidos en la Figura 39 en
el mapa en 2D, los residuos de Glu501 y la urea de tipo aceptor y con Asp594 y el
carbonilo de la urea de tipo donador, se observa la interaccién con Cys 532 de tipo

donadorcon el grupo nitroy la interaccion con la Phe595 de tipo H-areno.

) polar ¥ zidechain acceptor
(O acidic + - =idechain donor
R ) basic =-# hackbone acceptor
£ - " O‘ greasy =+ backbone donor

_proximity ligand

. H H : e contour EXposure
N Sy () =olvent residue % nonconzerved
0 : (:} metal complex *. nonpresent
: - sohvent contact Q inconsistent
g T . : - metalfion contact [CXE) arene-arens
] N
! S
ASDY e
ho4 '-:

coot

FIGURA 39. DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE BRAFK DE JLO-1.
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8.2.5 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS
JLO 1-7 SOBRE LA PROTEINA VEGRF2,

Después de haber realizado la validacion y confirmar que el método de
acoplamiento molecular es el adecuado, se procedié a realizar el calculo por
triplicado con los ligandos JLO 1-7 sobre la proteina VEGRF2. En la Tabla 23 se
presentan los resultados obtenidos de las energias de unién, su puntuacion

(scoring) el ranking de jerarquia.

TABLA 23. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR ENMOE SOBRE

VEGFR2
ockingl Docking 2 Docking 3 Scoring Ranking
Compuesto | (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
JLO-1 -9.6 -9.78 1
JLO-2 -9.3 -9.09 -9.15 -9.11 £ 0.03 4
JLO-3 -9.3 -9.17 -9.22 -9.23 £ 0.06 2
JLO-4 -9.3 -9.17 -9.15 -9.10 £ 0.08 5
JLO-5 -8.9 -9.27 -9.19 -9.12 £ 0.19 3
JLO-6 -8.8 -8.75 -8.98 -8.84 £0.12 7
JLO-7 -9.3 -8.85 -9.04 -9.06 £ 0.22 6

En la Tabla 23 se observan los resultados del acoplamiento molecular realizado en
el programa MOE donde se ponen en un ranking de acuerdo con su scoring se
puede observar que el compuesto JLO-1 seguido del compuesto JLO-3 y del
JLO-5, el compuesto JLO-1 presentd un scoring de -9.88 + 0.34. En la Figura 40,
se observa el mapa en 3D del acoplamiento de JLO-1 color amarillo donde se
observa la conformacion espacial que tomé el ligando co-cristalizado sorafenib en

colorverde, se observa lainteraccion con Glu885 cual esta reportada en la literatura
con la urea de ambos ligandos.
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FIGURA 40. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBRE EL SITIO DE
RECONOCIMIENTO DEVEGFR2

Se observan las interacciones con los residuos de aminoacidos en la Figura 41 en
el mapa en 2D, los residuos de Glu885y la urea de tipo aceptor y con Asp1046 con
el carbonilo de la urea de tipo donador, se observa la interaccion con Cys919 con el
nitrégeno de la quinolina de tipo donador, una interaccion de tipo areno-H con la
Phel047y el anillo aromético central, se observa otra interaccién con la Leu840 de
tipo areno-H con el anillo de quinolina y observa que una interacciéon se ve
interrumpida con Glu917.

e Glu polar ¥ zidechain acceptor
885 (O acidic + - =idechain donor
i () basic  =*backbone acceptor
P (") greasy = backbone donor
' H N _proximity . ligand
Y contour EXposure
Q R () =olvent residue * nonconserved
Cl S : ; : O metal complex *. nonpresent
Fid N @ - solvent contact &) inconsistent
b Aop : LN - metalfion contact [CKE) arene-arene
1048 { receptor [2)H arene-H
Leu O &) .
840 EXpOSUTE [+ arene-cation

FIGURA 41. DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE VEGFR2 DE JLO-1
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En la Tabla 24 se muestran los resultados del acoplamiento molecular realizado en
el programa autodock 4, cuyo calculo se realiz6 por triplicado y se presentan los
resultados obtenidos de las energias de union, su puntuacién (scoring)y el ranking
de jerarquia.

TABLA 24. SCORING Y RANKING DELACOPLAMIENTO MOLECULAR EN AD4 SOBRE
VEGFR2

Docking 1 | Docking 2 | Docking 3 Scoring Ranking

Compuesto | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol)

JLO-1 -10.2 -9.50 -9.38 -9.69 £0.44 1
JLO-2 -6.7 -6.2 -7.2 -6.7+0.5 4
JLO-3 -6.6 -6.1 -5.8 -6.16 + 0.40 6
JLO-4 -4.6 -5.3 -4.2 -4.7 +0.55 7
JLO-5 -8.2 -8.9 -8.4 -8.5+0.36 2
JLO-6 -8.4 -8.1 -7.8 -8.1+0.3 3
JLO-7 -6.2 -6.6 -6.3 -6.33 £0.20 5

De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 24 el compuesto mas
destacado es el compuesto JLO-1 con un score de -10.2 + 0.30, seguido del

compuesto JLO-5 y del compuesto JLO-6.

En la Figura 42 se observa el mapa en 3D del acoplamiento molecular del
compuesto mas destacado JLO-1 donde se observa la conformacion espacial que
toma con respecto al ligando co-cristalizado sorafenib, la cual toma una
conformacioén similar, y se observa la interaccion de interés entre la urea y el

aminoacido Glu885.

FIGURA 42. DIAGRAMA 3D DEL COMPUESTO JLO-1 (AMARILLO) SOBRE EL SITIO DE UNION
DE VEGFR2
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Se observan las interacciones con los residuos de aminoacidos en la Figura 43 en
el mapa en 2D, los residuos de Glu885y la urea de tipo aceptor y con Asp1046 con
el carbonilo de la urea de tipo donador, se observa la interaccion con Cys919 con el
grupo nitro de tipo donador, unainteraccion de tipo donador con el grupo nitro con
la Gly922, se observa que las interacciones con la Phel047 y con Glu917 se
observan interrumpidas esto se puede deber a la conformacién que toma el

compuesto JLO-1 que no permite la interaccion.
] polar * zidechain acceptor

Lys
®n®® _ ®
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®"e- &
() acidic  + =idechain donor
. O basic «-—# packbone acceptor
. C}gr&as',r = backbone donor
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contour ExXposUre
G' solvent residue H* nonconserved
{:} metal complex > nonpresent
- sohvent contact Q inconsistent
- metalfion contact I:DT._,. arene-arene
@ ; receptor [@H arene-H
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FIGURA 43. DIAGRAMA 2D DE LAS INTERACCIONES SOBRE VEGFR2 DE JLO-1
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8.3 ANALISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO PARA
SELECCION DE UN LIDER COMPUTACIONAL SEGURO

El analisis de consenso farmacoldgico consiste en analizar todas las propiedades
predictivas: ®1 farmacocinéticas, farmacodinamicas, fisicoquimicas, citotéxicas y
toxicoldgicas. Se realiza con la finalidad de encontrar al (los) compuesto(s) con
mejores puntuacionesen esta coleccion de propiedades con la ayuda de programas
guimicoinformaticosy apoyado vagamente con los valores de energia de union a

través del acoplamiento molecular con los programas MOE y AUTODOCK 4.

De esta manera, los compuestos que presentan las mejores puntuaciones de esta
coleccion de datos sera mas probable que sean potentes inhibidoresde las enzimas
propuestas en este proyecto y/o presenten un efecto citotoxico en un ensayo in vitro,
en comparaciéon de compuestos que sélo tienen puntuaciones altas en una sola

prediccion (por ejemplo, solo docking).

En la Tabla 22 se presenta la compilacion de datos de las propiedades
farmacoldgicas de los compuestos JLO 1-7 y el costo de produccién de 200 mg,
donde se utilizé un semaforo de colores para identificar alertas farmacolégicas o
estructurales en alguno de los compuestos, el cédigo de colores es el siguiente: el
color verde al cual se le asigné un valor de 3, indica que tiene propiedades muy
satisfactorias, el color al cual se le asign6 un valor de 1, indica que tiene
propiedades satisfactorias/aceptables, mientras que el color rojo se le asigné un
valor de 0, para aquellos compuestos que presentan una alerta estructural de
importancia, de esta manera aquel que presente un mejor puntaje sumando cada
unade estas propiedades sera mas sencillo discernir entre los compuestos y elegir

a los mejores candidatos hits computacionales seguros.
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TABLA 25. ANALISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO DELOS COMPUESTO
JLO 1-7
Propiedades biofarmacéuticas y fisicoquimicas
PM (g/mol)
Log P
Lipinski
Veber
Propiedades farmacodinamicas
Cit. Cel.
Tumoral
Cit. Cel N/T
SwissTarget
Dock MOE
(score)
Dock AD4 -7.96 -7.5 -6.5
(score) p38aMAPK | BRAFK p38aMAPK
Propiedades farmacocinéticas
Abs.
Intestinal
Sus. Pgp
Toxicidad
AMES
hERG
CYP
Costos
200 mg -
$MXN
Puntaje 39 39 38 35 38 39 39 37
Ranking Referencia 1° 4° 5° 7° 2° 3° 6°
NOTA: PM=  Peso Molecular, Cit. Cel.= Citotoxicidad Células, Abs. = Absorcion,

Sus. Pgp = Sustrato glicoproteina P, hERG = human ether-a-go-go related gene, CYP= citocromo P450.

Como se puede ver en la Tabla 25, se observan los puntajes obtenidos de los
compuestos JLO 1-7 asi como el farmaco de referencia sorafenib, donde el puntaje
gue obtiene este ultimo es de 39, debido a que presenta alertas como bloqueador
de los canales hERG y de un alto costo de produccion de 200 mg de compuesto.
Para los compuestos JLO 1-7 los que presentan mayor puntaje de 39 igualando al
sorafenib, son el JLO-1, JLO-2, JLO-5 y JLO-6. Con el fin de discerniry otorgar
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una prioridad para la sintesis y evaluacion in vitro de compuestos seleccionados
como hits computacionales seguros, se tomaron en cuenta las diferentes alertas
que presenta cada unoy de esta manera se observa que los 4 compuestos con
mejores puntajes presentan alertas como posibles bloqueadores de los canales
hERG.

Por otra parte, el compuesto JLO-1 presento los mejores scores en el acoplamiento
molecularcon ambos programas, tiene unabuenapermeabilidad calculada, buenas
predicciones tanto farmacocinéticas, farmacodinamicas y de toxicidad, ademas
muestra un bajo costo de produccion de 200 mg de compuesto, por lo cual se le
otorgd la prioridad numero 1 y fue seleccionado como el primer hit computacional
seguro. El segundo hitseleccionado fue el compuesto JLO-5, que de igual manera
presentd buenos scores en los acoplamientos moleculares en relacion con los
compuestos JLO-2 y JLO-6, buenos perfiles farmacocinéticos y un costo de
produccion bajo en comparacion con los demas compuestos, por lo cual se le otorgd
el puesto numero 2 de prioridad. Los compuestos JLO-2 y JLO-6, fueron
descartados por mostrar bajas prediccionesfarmacodinamicasy/o un elevado costo

de produccion y dificil acceso a materias primas.
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8.4. PARTE QUIMICA.

Se realiz6 la sintesis de los 2 compuestos seleccionados mediante el anélisis de
consenso farmacolégicos, identificados como hits computacionales seguros:
JLO-1 y JLO-5, los cuales son anéalogos del Sorafenib de tipo diarilurea, y a su vez
2 compuestos precursores: JLO-8 y JLO-12. A continuacion, se describe el proceso
de sintesis de cada uno de ellos.

8.4.1 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
4-((7-CLOROQUINOLIN-4-IL)OXI)ANILINA (JLO-8)

Para la obtencién del compuesto precursor JLO-8 se realizO una sustitucion
nucleofilica aromatica, colocando la materia prima 4-aminofenol en un matraz y se
disolvié en dimetilformamida (DMF) 1:10, agregando carbonato de potasio K2COs
acondicionandolo con atmosfera de nitrégeno (N2), dejandolo en agitacién a
temperatura ambiente por 50 min. Posteriormente se agrego la 4,7-dicloquinolinay
se llevd la temperatura a 75°C y se dejé en agitacion por 12 h (Figura 44). La
reaccion fue monitoreada mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) en unafase
movil de diclorometano:metanol (95:5) por cada hora observandose la formacion del
producto de interés (ataque del oxigeno) y con una prueba colorimétrica de cloruro
férrico (FeClzs) para ver la posibilidad de un posible ataque nucleofilico del nitrégeno
(prueba de fenoles negativa). Al finalizar la reaccion se procedio a concentrar a
sequedad, obteniendo un sdlido café oscuro, el cual fue purificado por medio una

columnacromatogréafica, obteniendo un sdlido color beige. Rendimiento de reaccion

de 72.48%.
NH2

K,CO
\ 2 3
—|_ DMF 1:10
75°C
4,7-dicloroquinolina 4-aminofenol JLO- 8

FIGURA 44. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL PRECURSOR JLO-8
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8.4.2 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
4-(4-NITROFENOXI)ANILINA (JLO-12)

Para la obtencién del compuesto precursor JLO-12 se realizO una sustitucion
nucleofilica aroméatica, colocando la materia prima 4-aminofenol en un matraz de y
se disolvio en dimetilformamida (DMF) 1:10, agregando carbonato de potasio K2CO3
acondicionando con atmosfera de nitrdgeno (N2), se dejé en agitacién a temperatura
ambiente por 50 min. Posteriormente se agrego el 1-fluoro-4-nitrobencenoyse llevo
la temperatura a 75°C y se dejé en agitacion por 4 h (Figura 45). La reaccion fue
monitoreada mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una fase movil de
diclorometano:metanol (95:5) cada hora, observandose la formacién del producto
de interésy con unaprueba colorimétrica de cloruro férrico (FeCls). Al finalizarla
reaccion se procedid a concentrar a sequedad, obteniendo un sdlido café oscuro, el

cual fue purificado por medio una columna cromatografica, obteniendo un sélido
color amarillo. El rendimiento de reaccion fue de 81.15%.

F OH

O,N NH,
DMF anh.

+

2.1 eq K2C03

NO, NH, JLO-12

1-fluoro-4-nitrobenceno 4-aminofenol

FIGURA 45. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL PRECURSOR JLO-12

8.4.3 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL 1-(4-CLORO-3-
(TRIFLUOROMETIL)FENIL)-3-(4-((7-CLOROQUINOLIN-4-
IL)OXI)FENIL)UREA (JLO-1)

Para la obtencion del compuesto final JLO-1 se realiz6 la formacién de la urea,
disolviendo el compuesto precursor JLO-8 en 1:20 en acetonitrilo, se dej6 en
agitacion a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, se agreg6 el
isocianato de 4-cloro-3-(trifluorometil)fenilo y se dejé en agitacién por 24 h a

temperatura ambiente (Figura 46). La reaccion fue monitoreada mediante
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Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una fase movil de diclorometano:metanol
(98:2) por cada hora, observandose la formacion del producto de interés. Al finalizar
la reaccién se procedié a concentrar a sequedad, obteniendo un sdélido café claro,
el cual fue purificado por medio una recristalizacion en metanol:agua MeOH:H20,

obteniendo un sdlido cristalino color blanquecino. El rendimiento de reaccion fue de

67.94%.
N
-z
/
Cl N
JLO-8 Isocianato de 4-cloro-3-(trifluorometil)fenilo JLO-1
FIGURA 46. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO FINAL JLO-1

8.4.4 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL

1-(4-CLORO-3-(TRIFLUOROMETIL)FENIL)-3-(4-(4-
NITROFENOXI)FENIL)UREA (JLO-5)

Para la obtencion del compuesto final JLO-5 se realiz6 la formacién de la urea,
disolviendo el compuesto precursor JLO-12 en 1:10 de acetonitrilo, se dejo en
agitacion a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente se agregé el
isocianato de 4-cloro-3-(trifluorometil)fenilo y se dej6 en agitacién por 20 h a
temperatura ambiente (Figura 47). La reaccion fue monitoreada mediante
Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una fase movil de diclorometano:metanol
(98:2) cada hora, observandose la formacion del producto de interés. Al finalizar la
reaccion se procedié a concentrar a sequedad, obteniendo un sélido amarillo claro,
el cual fue purificado por medio una recristalizaciéon en metanol:agua MeOH:H 20,

obteniendo un sdélido cristalino color amarillo. Rendimiento de reaccién fue de
81.46%.
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FIGURA 47. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO FINAL JLO-5

Para la sintesis de los compuestos precursores los tiempos fueron variados de 24
min a 24 h, y cabe mencionar que la sintesis del compuesto precursor JLO-8 se
realizé por diferentes tipos de metodologias, por medio del reactor de temperatura
y presiones controladas Anton-Paar, por medio del reactor de microondas CEM y
por medio de metodologia convencional calentamiento en parrilla, a diferentes
temperaturas y obteniendo diferentes rendimientos de reaccion, consiguiendo los
compuestos en estados fisicos de diferente color. Para la purificacion de los
compuestos fueron usadas diferentes técnicas como cromatografia en columnay
recristalizaciones dependiendo del estado de impureza de cada compuesto.

Los compuestos en estado sélido cuentan con puntos de fusién caracteristicos de

purezaen intervalos < 2°C.

Estos resultados se observan en la Tabla 26.

TABLA 26. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y DE SINTESIS DE LOS COMPUESTOS PRECURSORES

Tiempo Temperatura Rendimiento Estado Método de Punto Metodologia
Compuestos de de reaccion de reaccion fisico purificacion de de sintesis
reaccion fusién
JLO-8 12 h 75 °C 72.48 % Solido Columna 98.5 — Convencional
Blanco cromatografica 99.8 °C
JLO-8 40 min 195 °C N.D. N.D. N.D. N.D. Anton Paar
Sélido
JLO-8 24 min 135 °C 79.16 % cristalino | Recristalizacion 99.5- CEM
café 102.0°C
claro
JLO-12 4 h 75 °C 80.15 % Solido Columna 132.5 - | Convencional
amarillo cromatografica 134.5°C

'
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Cabe mencionar que para la obtencion de los compuestos precursores de tipo
anilina se monitore6 con una prueba colorimétrica con una mezcla de
agua/metanol/cloruro férrico (FeCls) para observar que se haya llevado a cabo la
formacién correcta del enlace tipo éter, debido a que los fenoles reaccionan con
esta mezcla tornandose de un color verde o violeta, como se puede observar en la
Figura 48. En una placa de toque se dispone de una cantidad minima de
4-aminofenol en el pocillo A y en el pocillo B se dispone una pequefia cantidad del
compuesto ya purificado disuelto en acetona, a cada carril se le agrega una o dos
gotas de la mezcla agua/metanol/FeCls donde se observa que los compuestos
precursores pocilloB nose tornan de ningun colorconservando el color de la mezcla
de un color amarillo, en cambio en el pocillo A al agregar las gotas de la mezcla se
tornan de un color violeta intenso/café debido a la presencia del fenol libre. Con
esta prueba se pudo hipotetizar que se llevo a cabo la formacion del enlace tipo

' —

7

i

A B

éter.

FIGURA 48. PRUEBA COLORIMETRICAPARA LA OBTENCION DELOS COMPUESTOS PRECURSORES JLO-8 Y
JLO-12

Los compuestos finales JLO-1 y JLO-5 se obtuvieron con tiempos de reaccion de
20 — 24 horas por el método convencional, ambos a temperatura ambiente, con
rendimientos de moderados a buenos, obtenidos en estados sélidos de polvos
blanco cristalino y amarillo. Para la purificacion se realizdé una recristalizacion en
metanol:agua. Los compuestos cuentan con un punto de fusion caracteristico de
pureza en intervalos < 2°C. El compuesto JLO-8 se sintetizd por diferentes
metodologias y se puede observar que la sintesis realizada por medio del reactor
de temperatura y presiones controladas monowave 50 de Anton Paar (Figura 49 A)
fue 18 veces mas rapido que el método por calentamiento convencional, en el
reactor de microondas CEM (Figura 49 B) la sintesis fue 1.6 veces mas rapido que

en el reactor de Anton Paray 30 veces mas rapida que el método de calentamiento
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convencional, cuanto al rendimiento se aumenta un poco por el método de

microondas debido al tipo de calentamiento que se lleva a cabo.

A)

FIGURA 49. A) REACTOR ANTON PAAR, B) REACTOR DE MICROONDAS CEM

TABLA 27. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS COMO HITS
COMPUTACIONALES SEGUROS

Compuestos Tiempode | Temp.de Rendimiento Estado Método de Punto de
reaccion reaccion dereaccién fisico ‘ purificacion fusion
Temp. Sélido 146.3-
JLO-1 24 h ambiente 67.94 % cristalino | Recristalizaciéon | 148.5°C
blanco
JLO-5 20h Temp. 81.46 % Solido Recristalizacion | 178.5-
ambiente amarillo 180.5°C

Como se observa en las Tablas 26 y 27 los compuestos Hits computacionales
seguros que fueron seleccionados se lograron sintetizar. Sin embargo, se tratdé de
obtener otros compuestos precursores de tipo acetamida y un analogo del
compuesto JLO-1 de tipo urea. A continuacion, se describe la metodologia general
para cada reaccion y unatabla con las diferentes condiciones de reaccion.
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8.4.5 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
2-CLORO-N-(PIRIDIN-2-IL)ACETAMIDA (JLO-18)

Para la obtencion del compuesto precursor JLO-18 se realizé una reaccion de
Schotten-Baumann o sintesis de amidas, colocando la materia prima 2-
aminopiridinaen un matraz de 10 mL y se disolvié en diclorometano (CH2ClI2) 1:10,
agregando trietilamina (TEA) y se dejo en agitacion en bafio de hielo por 20 min.
Posteriormente, se agregod el cloruro de cloroacetilo gota a gota por medio del
embudo de adicion de presiones igualadas, unavez terminada la adicion se retird
el bafio de hieloy se dejé en agitacion a temperatura ambiente por 4 h (Figura 50).
La reaccién fue monitoreada mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una
fase movil de diclorometano:metanol (95:5) cada hora, observandose la formacion
del producto de interés. Al finalizarlareaccion se procedi6 a concentrara sequedad,
obteniendo un sdlido café oscuro, el cual no fue purificado debido a su inestabilidad
y fue utilizado en crudo para la siguiente reaccién, se obtuvo un sélido color café-
grisdceo. Rendimiento de reaccion de 58%.

X
| N 9 CH,(Cl, seco | 9
y + )]\/m > ~ J\/m
N NH, cl TEA 1.5 eq. N u
2-aminopiridina Cloruro de JLO-18
cloroacetilo

FIGURA 50. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-18

8.4.6 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
2-CLORO-N-(PIRIDIN-4-1L)ACETAMIDA (JLO-19)

Para la obtencion del compuesto precursor JLO-19 se realizé una reaccion de
Schotten-Baumann o sintesis de amidas, colocando la materia prima 4-
aminopiridinaen un matraz de 10 mL y se disolvié en diclorometano (CH2ClI2) 1:10,
agregando trietilamina (TEA) y se dej6o en agitacién en bafio de hielo por 20 min.
Posteriormente, se agregoé el cloruro de cloroacetilo gota a gota por medio del
embudo de adicion de presiones iguales, unavez terminada la adicion se retir el
bafio de hieloy se dej6 en agitacion a temperatura ambiente por 4 h (Figura 51). La

reaccion fue monitoreada mediante Cromatografia en CapaFina (CCF) en unafase
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movil de diclorometano:metanol (95:5) cada hora, observandose la formacién del
producto de interés. Al finalizarla reaccion se procedio a concentrar a sequedad,
obteniendo un sdélido café oscuro, el cual no fue purificado debido a su inestabilidad

y fue utilizado en crudo para la siguiente reaccion, se obtuvo un solido color
blanquecino. Rendimiento de reaccion de 30%.

H
CH,Cl, N
M -y Y

N 2 o

4-aminopiridina Cloruro de cloroacetilo JLO-19

FIGURA 51. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-19

8.4.7 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
2-(4-AMINOFENOXI)-N-(PIRIDIN-2-1L)ACETAMIDA (JLO-9)

Para la sintesis del compuesto precursor JLO-9 se realizé una sustitucion
nucleofilica bimolecular, colocando la materia 4-aminofenol en un matraz de 10 mL
y se disolvio en acetonitrilo CH3CN 1:10, agregando carbonato de potasio (K2COg),
acondicionado con atmosfera de nitrégeno (N2) y dejandose en agitacién a
temperatura ambiente por 50 min. Posteriormente, se agregd el compuesto
precursor JLO-18 por 4 h (Figura 52). La reaccion fue monitoreada mediante
Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una fase movil de diclorometano:metanol
(90:10) cada hora, observandose la formacion del producto de interés y formacion
de subproductos. Al finalizar la reaccidon se concentré a sequedad y se le agregd
agua fria, al no observar precipitado se procedio a realizar extraccion por triplicado
con acetato de etilo y agua, se concentré a sequedad obteniendo una resina. Se
realizo6 la purificacion por medio de una columna cromatografica, no se llevo a cabo

de manera satisfactoria debido a que el RF del compuesto de interés y los

., OH
subproductos era reducido. A o
o i CH,CN | Z )]\/0
ca T N~ N
7 H
N l':ll K,CO; 2.1 eq
NH
18 NH; ? 2

FIGURA 52. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-9
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8.4.8 SINTESIS DEL COMPUESTO PRECURSOR
2-(4-AMINOFENOXI)-N-(PIRIDIN-4-IL)ACETAMIDA (JLO-10)

Para la sintesis del compuesto precursor JLO-10 se realizO una sustitucion
nucleofilica bimolecular, colocando la materia 4-aminofenol en un matraz de 10 mL
y se disolvio en acetonitrilo CH3CN 1:10, agregando carbonato de potasio (K2COg),
acondicionado con atmosfera de nitrdgeno (N2) y dejandose en agitacién a
temperatura ambiente por 50 min. Posteriormente se agregd el compuesto
precursor JLO-19 por 4 h (Figura 53). La reacciéon fue monitoreada mediante
Cromatografia en Capa Fina (CCF) en una fase movil de diclorometano:metanol
(90:10) cada hora, observandose la formacion del producto de interés y formacion
de subproductos. Al finalizar la reaccion se concentré a sequedad y se le agrego
aguafria, al no observar precipitado se procedi6 a realizar extraccién por triplicado
con acetato de etilo y agua, se concentré a sequedad obteniendo una resina. Se
realizo la purificacion por medio de una columna cromatografica, no se llevé a cabo

de manera satisfactoria debido a que el RF del compuesto de interés y los

. OH
subproductos era reducido. NH,
H
N
| N \n/\cI 4+ CH5CN “ " o/@/
I I —>ch03 | \”/\
N = o
NH,
JLO-19 4-aminofenol JLO-10

FIGURA 53. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-18.

8.4.9 SINTESIS DEL COMPUESTO FINAL 1-(4-CLORO-3-
(TRIFLUOROMETIL)FENIL)-3-(4-((7-CLOROQUINOLIN-4-
IL)OXI)FENIL)TIOUREA (JLO-1a)

Para la obtencion del compuesto final analogo JLO-1a se realizé la formacion de la
tiourea, disolviendo el compuesto final JLO-1 en 1:10 de tetrahidrofurano THF se
dej6é en agitacion a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, se agrego el
Reactivo de Lawesson y se dejo en agitacion por mas de 72 h a temperatura
ambiente (Figura 54). La reaccion fue monitoreada mediante Cromatografia en
CapaFina (CCF) en unafase movil hexano:acetato de etilo 60:40 hasta observar la

formacién del producto de interés. Al finalizar la reaccion se procedi6 a concentrar
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a sequedad, se le agreg6 agua fria y se dejo en agitacién, obteniendo unaresinala
cual no fue posible purificar por medio de columna cromatograficaya que el R.F de
los subproductos no estaban separados.

S,
S\P/ \pés

\S/
N _N cF N _N cF
3 3
N 7 Reactivorde Lawesson | N
(o] Cl (o] Cl
THF
JLO-1 JLO-1a
Cl

FIGURA 54. RUTA DE SINTESIS PARA LA OBTENCION DEL COMPUESTO FINAL JLO-1A

Cl

Debido a que la obtencién de los compuestos precursores JLO-19, JLO-18, JLO-
10, JLO-9 y el anélogo del compuesto JLO-1 no se obtuvieron de manera
satisfactoria, se realizé la sintesis por medio de diferentes condiciones como se

puede observar en la siguiente Tabla 28.
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TABLA 28. CONDICIONES DE REACCION PARA LA OBTENCION DE LOS COMPUESTOS
PRECURSORES JLO-18Y JLO-19

observaciones

Reaccion Reactivos Base Disolvente Temp.°C

Schotten- 2-aminopiridina +
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA CH2Cl2 Ambiente | 18 con bajo rendimiento.
Schotten- 2-aminopiridina + Se observa la formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA CH2Cl2 45°C de subproductos 18.
Schotten- 2-aminopiridina + Sin Rendimiento bajo de 18,
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base CH2Cl2 Ambiente | soluble en agua.
Schotten- 2-aminopiridina + Sin Formacion de
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base CH2Cl2 45°C subproductos de 18.
Schotten- 2-aminopiridina + No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA THF Ambiente | de 18
Schotten- 2-aminopiridina + No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA THF 45 °C de 18
Schotten- 2-aminopiridina + Sin No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base THF Ambiente | de 18
Schotten- 2-aminopiridina + Sin No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base THF 45 °C de 18
Schotten- 2-aminopiridina + Obtencién de 18a, en 2h,
Baumann bromuro de TEA CH2Cl2 Ambiente | bajo rendimiento vy
bromoacetilo subproductos.
Schotten- 2-aminopiridina + No se puede separar
Baumann bromuro de TEA CH2Cl2 45°C 18a de los subproductos
bromoacetilo
Schotten- 2-aminopiridina + Sin No se puede separar
Baumann bromuro de base CH2Cl2 Ambiente | 18a de los subproductos
bromoacetilo
Schotten- 4-aminopiridina + Obtencién del
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA CH2Cl2 Ambiente | compuesto 19 con bajo
rendimiento
Schotten- 4-aminopiridina + Sin Soluble en agua y bajo
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base CH2Cl2 Ambiente | rendimiento de 19
Schotten- 4-aminopiridina + No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | TEA THF Ambiente | de 19
Schotten- 4-aminopiridina + Sin No se observa formacion
Baumann | cloruro de cloroacetilo | base THF Ambiente | de 19
[o1]
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Como se observa en la Tabla 28 para la sintesis de compuestos precursores

JLO-18 y JLO-19 realizé en diferentes condiciones como la temperatura, el

disolvente con o sin base, aunadoaesto nose pudoobtener de manera satisfactoria

los compuestos de interés, en la Tabla 29 se observa las diferentes condiciones

para obtener los compuestos precursores JLO-8 y JLO-9 y el compuesto final

JLO-1a.

TABLA 29. CONDICIONES DE REACCION PARA LA OBTENCION DE LOS COMPUESTOS
PRECURSORES JLO-10,JLO-9Y JLO-1A

Reacciébn  Reactivos Base Disolvente | Temp.°C observaciones
SN2 JLO-18 + Se observé la formacion del producto
4-aminofenol K2CO3 CHsCN 75 °C de interés 9, presencia de productosy
materia prima.
SN2 JLO-18 + 150 watts Duracién de reaccion de 10 min.
4-aminofenol K2CO3 CH3CN 9 °C Presencia de subproductos y materia
prima.
SN> JLO-18 + Formacion de subproductos.
4-aminofenol K2CO3 CHsCN 150 °C
SN2 JLO-18 + Formacion del precursor 9, formacion
4-aminofenol K2CO3 Glima 75°C de subproductos con RF reducido.
SN2 JLO-18 + Formacion de precursor 9,
4-aminofenol K2CO3 THF 75°C subproductos y presencia de materia
prima.
SN2 JLO-18 + Reaccién mas rapida, formacién de
4-aminofenol K2COs CHsCN 75°C precursor 9, subproductos y materia
prima.
SN JLO-18 + Formacion de subproductos, dificultad
4-aminofenol K2CO3 Glima 75°C de purificar el precursor 9.
SN2 JLO-18 + Menor formacion de subproductos,
4-aminofenol K2COs Dioxano 75°C presencia de materia prima.
SN2 JLO-18 + Ambiente- | Mantener temperatura debajo de 40°C,
4-aminofenol K2COs Dioxano 40°C no hay presencia de subproductosy si
de materia prima.
SN2 JLO-18 + Presencia de subproductos y materia
4-aminofenol K2COs3 CHsCN 75°C prima, no se observa formacién de
precursor 10.
[ o)
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SN JLO-18 + 150 watts | Duracién de reaccién de 10 min,
4-aminofenol K2COs CHsCN 90 °C presencia de materia prima vy
subproductos
SN2 JLO-18 + Formacion de precursor 10, formacion
4-aminofenol K2COs Glima 75°C de subproductosy presencia de materia
prima.
SNz JLO-1 + Formacion de un subproducto con un
Reactivo de K2CO3 THF 50°C RF muy reducido del compuesto de
Lawesson interés, no permite purificar por
columna cromatogréfica.
SN2 JLO-18 + No hubo formacién de producto.
Reactivo de K2CO3 Tolueno 50°C
Lawesson

Como se puede observar en la Tabla 29, las reacciones para la obtencién de los

compuestos se realizaron en diferentes condiciones, las reacciones presentaron

formacién de subproductos con un RF muy reducido, lo cual imposibilita la

purificacion por medio de columna cromatogréfica. Estas

consideraron fallidas.

——
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8.5. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION ESTRUCTURAL
DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS.

Una vez sintetizados los compuestos y purificados, es necesario realizar su
caracterizacion estructural, para ello se utlizaron diferentes técnicas
espectroscopicas, como resonancia magnética nuclear de proton (RMN 1H) y
carbono 13 (3C) e infrarrojo (IR) y técnicas espectrométricas por impacto
electrénico (EM-IE). Todos los compuestos sdélidos fueron analizados mediante

estas técnicas.

8.5.1 ESPECTROSCOPIA DE RMN 'H E INFRARROJO, DEL
COMPUESTO PRECURSOR JLO-8.

En la Figura 55 se presenta el espectro de RMN H del compuesto precursor JLO-
8. Se observa un singulete (s) a 5.19 ppm que integra para dos protones
correspondiendo a los hidrogenos de la amina aroméatica, a 6.54 ppm se observa
unasefial doble (d) que integra para un proton con una constante de acoplamiento
orto tipica del nacleodequinolina (JoQ) de 4.98 Hz, correspondiente al proton 3’ del
heterociclo,a 6.90 y 6.95 ppm se observa un sistema AA'BB” de dos sefialesdobles
(d) que integran para dos protones cada una, con contantes de acoplamiento orto
(0) Jo: 8.46 Hz y Jo: 8.62 Hz correspondiente paralos protones 2,6y 3, 5 del anillo
aromatico p-sustituido (debido a que son quimicamente y magnéticamente
equivalentes).A7.63 ppm se observa unasefial doble (d) queintegrapara un proton
con unaconstate de acoplamiento metade quinolinaJmQ:8.82 Hz que corresponde
al protén 8’, a 8.03 ppm se observa una sefal simple (s) que integra para un proton
correspondiente al proton 5, otra sefal que se observa a 8.3 ppm un doble de
dobles (dd) con una constante de acoplamiento meta JmQ: 4.32 Hz y una constate
de acoplamiento orto JoQ: 8.82 Hz correspondiente para el protén 6’. La Ultima sefial
gue se observa es un doblete (d) a 8.6 ppm con unaconstante de acoplamiento orto
de quinolina JoQ: 4.8 Hz, correspondiente al protén 2’ de la quinolina.

——
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FIGURA 55. ESPECTRO DE RMN 1H (DMSO-D6, 600 MHZ) DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-8

En el espectro de infrarrojo (Figura 56) se observan las ondas de banda de los
grupos funcionales que contiene los compuestos; para el caso de JLO-8 se realizé
con la finalidad de confirmar que se llevo a cabo de manera correcta la formacion
del enlace éter después de la reaccidon de sustitucion nucleofilica aroméatica. En el
espectro se muestran varias bandas, destacando las bandas a 3365 y 3443 cm!
que corresponden a los estiramientos N-Hz2 de la amina primaria aromatica, en dado
caso que no se hubiese llevado a cabo la formacion del éter, la banda del fenol se

observaria en,3500 cm-1 y seria unabandaancha prominente.
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FIGURA 56. ESPECTRO DE INFRARROJO (Ii?) DEL COMPUESTO PRECURSOR JLO-8
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8.5.2 ESPECTROSCOPIA DE RMN H y 3C DEL COMPUESTO
FINAL JLO-1.

En la Figura 57 se observa el espectro de RMN de 'H del compuesto final JLO-1
en el cual se observa que se conservan las sefiales del anillo aromatico central p-
sustituido y de la quinolina, cabe destacar que se observa la desaparicion de la
sefal simple (s) a 5.19 ppm correspondientes para la aminaaromatica, y se observa
la aparicion de dos nuevas sefiales simples (s) a mas de 9 ppm correspondientes

para los protones de la urea.
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FIGURA57. ESPECTRO DE RMN 1H (DMSO-D6, 600 MHZ) DEL COMPUESTO FINAL JLO-1

En la region aromatica se observan nuevas sefiales correspondientes al anillo que
tiene el trifluorometilo: se observa un sistema ABX como se muestra en la Figura
58, donde a 7.67 ppm se muestra un multiplete (m) que corresponde para el protén
6" del anillo trisustituido, a 8.12 ppm se observa una sefial doble (d) que integra
para un proton con unaconstante meta Jm: 2.1 Hz correspondiente para el protdn
2” y una sefial doble (d) que integra para un proton con una constante de

acoplamiento orto Jo: 8.88 Hz correspondiente para el protén 5”.

'
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FIGURA 58. EXPANSION DE LA ZONA AROMATICA DEL ESPECTRO DE RMN 1H (DMSO-D6, 600 MHZ) DEL
COMPUESTO FINAL JLO-1

.45 8.40 8.

En la Figura 59 se observa el espectro de RMN de 13C donde se observan 24
sefales de las 21 sefiales que se esperaban para el compuesto JLO-1, cabe
mencionar que se observan sefiales de mas debido a las sefiales que se presentan
por los acoplamientos C-F. Se observa a 120.4y 121.5 ppm dos sefiales grandes
correspondientes para los carbonos 2,6 y 3,5 del anillo aromatico central debido a
gue son quimicay magnéticamente equivalentesy a 161.4 ppm se observa la sefial

del carbonilo de la urea, ademas de las sefales caracteristicas del anillo de

—161.45
—48.55

CF3
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FIGURA 59. ESPECTRO DERMN 13C (DMSO-D6, 150 MHZ) DEL COMPUESTO FINAL JLO-1
En la Figura 60 se presenta la expansién del espectro de 3C donde se pueden

observar las sefiales del acoplamiento C-F del -CF3, a 122.8 ppm se observa un
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cuarteto (q) correspondiente al acoplamiento C-F a un enlace de distancia con una
constante de acoplamientode 273 Hz, a 126.5 ppm se observa otro cuarteto (g) con
una constate de acoplamiento de 30 Hz correspondiente a un acoplamiento C-F a
dos enlaces de distancia y por ultimo otro cuarteto (q) a 116.75 ppm con una

constante de acoplamiento C-F de 4.9 Hz la cual corresponde a tres enlaces de

distancia.
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FIGURA 60. EXPANSION DE LA REGION AROMATICA PARA OBSERVA LOS ACOPLAMIENTO C-F DEL ESPECTRO
DE RMN 13C (DMSO-D6, 150 MHZ) DEL COMPUESTO FINAL JLO-1

Enlas Tablas 30 a 34 se concentran los datos obtenidos de resonancia magnética
nuclearde 'H y 13C para los compuestos sintetizados.

8.5.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS DEL COMPUESTO FINAL
JLO-1

Otra de las técnicas para caracterizar los compuestos sintetizados es la
espectrometria de masas por impacto electrénico (EM-IE), esta técnica se basa en

generariones en una fase gaseosa mediante el impacto de un haz de electrones de
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alta energia (70 eV), cargando la molécula de manera positiva para que

posteriormente se fragmente formando iones de diferente peso molecular.

En la Figura 61 se observa la fragmentacion que se llevd a cabo del compuesto

final JLO-1, cabe mencionar que en el espectro de masas del compuesto no se

H H
N N CF,
N \"/
A )
o) cl

observa el ion molecular.

Cl

m/z= 491
NH.
NF
N N cFs
A . \n/
. (0]
‘0 Cl
c 270 m/z 230 m/z

FIGURA 61. FRAGMENTACION OBSERVADA EN EL ESPECTRO DE MASAS POR IE DEL
COMPUESTO JLO-1

En la Figura 62 se observa el espectro de masas del compuesto final JLO-1 se
observa el pico base el cual corresponde al (M-221) con unarelacién masal/carga
(m/z) de 270 y una abundancia relativa del 100%; lamentablemente no se logra
observar el ion molecular, otro de los picos abundantes se observa como un
fragmento con una abundancia relativa del 70% con unarelacién m/z de 108. Se
observan dos fragmentos mas con una abundancia relativa minina que apenas

detecto el espectro con unarelacion m/z de 313y 330.
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TABLA 30. DESPLAZAMIENTOS QUiIMICOS DE RMN *H DEL coMPUESTO JLO-8

NH,

Posicion & *Hppm Multiplicidad J (Hz)
(600 MHZ)
6.69 d 8.46
6.95 d 8.62
6.95 d 8.62
6.69 d 8.46
5.19 S -
8.66 d 4.8
6.54 d 4,98
8.03 S -
8.30 dd 8.82, 4.32
7.63 d 8.82
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TABLA 31. DESPLAZAMIENTOS QUiMICOS DE RMN 'H DEL COMPUESTO JLO-12

1

OzN__ 10 NH,

Posicion d 'Hppm Multiplicidad J (Hz)
(600 MHZ)

6.65 d 8.14
6.85 d 8.46
6.85 d 8.46
6.65 d 8.14
5.14 S -
7.00 d 8.14
8.18 d 9.24
8.18 d 9.24
7.00 d 8.14

——
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TABLA 32. DESPLAZAMIENTOS QU[MICOS DERMNHY 3C DEL COMPUESTOJLO-1

6 H H 2
- N\ﬁ/N . CF,
1 3"
C .
2 o 6" N
(o) cl
3 5"

8 *Hppm Multiplicidad

Posicion J (HZ) 8 BCppm
(600 MHZ) (150 MHZ)

- - - 116.7
7.60 d 8.82 119.2
7.26 d 8.82 120.4

- - - 121.5
7.26 d 8.82 120.4
7.60 d 8.82 119.2
9.19 S - -

- - - 161.4
9.0 S = =
6.62 d 5.22 152.9
8.72 d 54 131.9

- - - 149.6

- - - 152.4
7.60 d 54 123.7
7.67 m - 126.8

- - - 148.0
8.08 d 1.8 127.4

- - - 139.2

- - - 116.8
8.11 d 2.1 134.8

- - - 104.3

- - - 137.1
8.35 d 8.88 121.8
7.67 m - 123.6

- q 273 121.88

- g 30 126.68

- a 4.9 116.85
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TABLA 33. DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN *H Y **C DEL cOMPUESTO JLO-5
ON_ 10 -~
12
0 7
8
Posicion 8 'Hppm Multiplicidad J (HZ) S BC ppm
‘ (600 MHZ) ‘ (150 MHZ)
- - - 137.2
7.09 d 9.12 120.9
7.57 d 8.88 121.5
- - - 139.7
7.09 d 9.12 121.5
7.57 d 8.88 120.9
8.95 S - -
- - - 152.9
9.17 S - -
- - - 1424
7.13 d 8.87 117.2
8.23 d 8.87 126.6
- - - 149.20
8.23 d 8.87 126.6
7.13 d 8.87 117.2
- - - 1235
8.10 d,q 2.04,7.4 125.3
- q 30 127.1
5 q 7.4 125.3
7.60 d 8.82 132.4
7.65 dd 8.76, 1.98 122.8
- q 2715 123.2
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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 realiz6 el ensayo in vitro sobre las lineas celulares
cancerigenas HUH-7, PC-3 y células inmortalizadas HacaT y células sanas HFF-1
con los hits computacionales seguros: JLO-1 y JLO-5. Este ensayo se realiz en
colaboracién con la Dra. Jessica Nayeli Sanchez Carranza del laboratorio 7 de

diagnoéstico molecular de la Facultad de Farmacia de la UAEM

8.6.1 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Una vez concluida la sintesis de los compuestos hits computacionales seguros
JLO-1 y JLO-5 priorizados en el analisis de consenso farmacologico y de haber
realizado su caracterizacion espectroscopica y espectrométrica, se procedié a
realizar la evaluacion por medio de un ensayo in vitro de citotoxicidad en diferentes
lineas celulares cancerigenas: HUH-7 carcinoma hepatocelular, HepG2 carcinoma
hepatocelular, PC-3 carcinoma de préstata, HeLa adenocarcinoma de cuello
uterino, en linea celulares inmortalizadas de queratinocitos HacaT y linea celular
sana de fibroblastos HFF-1. Como datos extras se consultaron las concentraciones
citotoxicas medias (CCso) del farmaco sorafenib que es un farmaco multi-target de
proteinas quinasasy esta indicado para el tratamiento de carcinoma hepatocelular
y cancer renal primario, estos datos se consultaron en la pagina: “La genémica de
la Sensibilidad alos Medicamentos en el Cancer” (GDSC, por sus siglas en inglés)
del Hospital General de Massachusetts.>?

Los compuestos se clasifican de acuerdo con los resultados de Concentracion
Citotoxica media (CCso) como se puede observar en la Tabla 34, una molécula
bioactiva, en este caso un compuesto citotoxico, se considerara ordinario cuando
su CCsoeste entre 10-50 uM; un compuesto hit serd aquel cuya CCsosea mayor que
1 uM y menor de 10 uM y por ultimo, un compuesto lider es aquel que presente

CCsomenorde un 1 uM (menor de 1000 nM).
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TABLA 34. CLASIFICACION DE COMPUESTOS DE ACUERDO CON SU CCso

Clasificacion de compuestos de acuerdo con su CCsp

Ordinario CCs010-100 uM
Hit 1 uM < CCso0<10puM
Lider CCs0< 1 uM (<1000 nM)

Como se puede observar en la Tabla 34, entre menor sea la CCsomas potente es

el compuesto, siendo los compuestos hit y los compuestos lideres los mas
destacables de una exploracién quimico-farmacéutica.

8.6.1.1 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DEL COMPUESTO JLO-1
(QUINOTINIB)

El ensayo de citotoxicidad que se realizé del compuesto JLO-1 el cual se denomin6
Quinotinib debido a que contiene una quinolina en su estructura, para realizar este

ensayo se utilizaron diferentes lineas celulares cancerigenas y no cancerigenas
como:

Las células HepG2 es una linea celular de cancer hepatocelular, son no
tumorigénicas y presentan altas tasas de proliferaciébn. También son capaces de
secretar muchas proteinas plasmaticas, como transferrina, fibrindgeno,
plasmindgenoy albumina. Siendo el marcador de expresion el factor de crecimiento

similar a la insulina Il (IGF 11).53

Las células HUH7 es una linea celular hepatica humana inmortal altamente
heterogénea. Son células tumorigénicas, adherentes, que normalmente generan

monocapas celulares bidimensionales. >

La linea celular cancerigena HeLa de adenocarcinomade cuello uterino, es un tipo
de cancer que tiene origen en las células glandulares que producen un
recubrimiento de mucosa en el interior del cuello uterino y del uatero. El

adenocarcinoma de cuello uterino ocupa el segundo lugar de incidencia con
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respecto al cancer de cérvix con unaincidencia del 10-15% frente al 85-90% del

carcinoma escamoso o epidermoide.>®

La lineacelularPC-3 es unalineacelularde cancerde prostata, es el tipo de cancer
mas frecuente en varonesy constituye la segunda causa de mortalidad en varones

por debajo del cancerde pulmén y del cancer colorrectal.27:56

EnlaTabla 35 se observa la CCso del compuesto JLO-1 sobre las diferentes lineas
celulares cancerigenas.

TABLA 35. VALORES DE CCs0o DEJLO-1 SOBRELAS LINEAS CELULARES
CANCERIGENAS

‘ Lineacelular | JLO-1(Quinotinib) CCso uM

HUH-7 39.57+8.13

60.94+6.9

69.06 + 10.16
30.67+ 6.5

Con base en los resultados que se observan en la Tabla 35, el compuesto JLO-1
presentd actividad citotoxica sobre todas las lineas celulares clasificandose como
compuesto ordinario experimental, destacando la CCsosobre la linea celular HUH-
7 de carcinoma hepatocelulary sobre la linea celular PC-3 que es de carcinoma de
prostata con 39.57 £ 8.13 y 30.67 + 6.5 uM respectivamente.

Para poder observar mejor la relacién de potencia sobre cada unade las lineas

celulares cancerigenas, se calculd la pCCso el cual es el -log del valor de la CCsoy
se calculade la siguiente manera.

pCCso = -logCCso[M]

Una vez calculado los valores de pCCsodel compuesto JLO-1 se graficaron como
se muestra en la Gréfica 4.
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pCCs50JLO-1 (Quinotinib)
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Gréafica 4. VALORES DE PCCso DE JLO-1 SOBRE LAS LINEAS CELULARES CANCERIGENAS

Como se puede observar en la Gréfica 4 el compuesto JLO-1 denominado
Quinotinib presentdéunapCCsomayor de 4.4y 4.51 sobre las lineascelularesHUH-
7y PC-3 respectivamente, lo cual nos indica una mayor potencia de citotoxicidad.

Estos resultados se compararon con la CCsodel Sorafenib de las lineas celulares
HUH-7 linea de cancerigena hepatocelular, la linea celular PC-3 de cancer de
prostata y sobre la linea celular HeLa obtenidos de la pagina: “La genémica de la
Sensibilidad alos Medicamentos en el Cancer’ (GDSC, por sussiglas en inglés)del
Hospital General de Massachusetts.

En la Tabla 36 se observa la comparacion de CCsodel Sorafeniby del Quinotinib.

TABLA 36. VALORES DE CCso DEJLO-1 CONTRA SORAFENIB SOBRE LAS LINEAS
CELULARES CANCERIGENAS

JLO-1 (Quinotinib) | Sorafenib
39.57+8.13 2.25
30.67+ 6.5 29.36

69.06 + 10.16 8.83
([ 108 |
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De acuerdo con la Tabla 36, se observa que el sorafenib presenta CCso mas
potentes que el Quinotinib sobre lalineacelularHUH-7y HelLa, sin embargo, sobre
la linea celular PC-3 se observa que la CCsoes equipotente, para poder observar

esta relacion se grafico la pCCso del Quinotinib vs el Sorafenib.

pPCCsy JLO-1 (Quinotinib) vs Sorafenib
6

5.37
5.05
5 4.4 451 453
4.16
4
?
O
O 3
o
2
1
0

HUH-7 PC-3 HelLa
Linea Celular Cancerigena

mJLO-1 mSorafenib

GRAFICA 5. VALORES DE PCCso DE JLO-1 CONTRA SORAFENIB SOBRE LAS LINEAS
CELULARES CANCERIGENAS

De acuerdo con la Grafica 5, el sorafenib es mas potente que el Quinotinib sobre
las lineas celulares HUH-7 y Hela, mientras que sobre la linea celular PC-3 el
Quinotinib es equipotente al Sorafenib con pCCso de 4.5, de esta manera el
compuesto JLO-1 (Quinotinib) se cataloga como compuesto ordinario
experimental sobre las lineas celulares cancerigenas HUH-7y PC-3.
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8.6.1.2 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DEL COMPUESTO JLO-5
(NITROTINIB)

El ensayo de citotoxicidad que se realizé del compuesto JLO-5 el cual se denomino
Nitrotinib debido a que contiene un nitrobenceno en su estructura, para realizar

este ensayo se utilizaron laslineas celulares cancerigenasy nocancerigenas antes
descritas.

EnlaTabla 37 se observa la CCso del compuesto JLO-5 sobre las diferentes lineas

celulares cancerigenas.

TABLA 37. VALORES DE CCs0o DEJLO-5 SOBRE LAS LINEAS CELULARES
CANCERIGENAS

Lineacelular  JLO-5 (Nitrotinib) CCso uM

HUH-7 9.84+ 3.44

HepG2 7.3+0.22

HelLa 13.72 £ 2.66

PC-3 6.2+ 1.55

Como se puede observar en la Tabla 37, la CCso que presenta el compuesto
Nitrotinib sobre las lineas celulares HUH-7, HepG2 y PC-3 lo catalogan como
compuesto hit experimental sobre estas lineas celulares y como compuesto
ordinario experimental sobre lalinea celularHelLa, cabe mencionarque se destacan
las CCso sobre las lineas celulares cancerigenas HepG2 y PC-3 con CCsode 7.3
0.2y 6.2 £1.5 uM respectivamente.

Para observar mejor la relacion de los resultados se graficé la pCCsodel Nitrotinib
(JLO-5).
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pCCs, JLO-5 (Nitrotinib)
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GRAFICA 6. VALORES DE PCCso DE JLO-5 SOBRE LAS LINEAS CELULARES CANCERIGENAS

De acuerdo con los resultados de la Gréfica 6 el Nitrotinib es mas potente sobre
la linea celular cancerigena de prostata PC-3 y sobre la linea celularde carcinoma

hepatocelular HepG2 con una pCCsode 5.2 y 5.13 respectivamente.

Estos resultados se compararon con la CCso del Sorafenib de las lineas celulares
HUH-7 linea de cancerigena hepatocelular, la linea celular PC-3 de céancer de
prostata y sobre la linea celular HeLa obtenidos de la pagina: “La gendmica de la
Sensibilidad alos Medicamentos en el Cancer” (GDSC, por sussiglas en inglés)del

Hospital General de Massachusetts.

En la Tabla 38 se observa la comparacion de CCsodel Sorafeniby del Nitrotinib
(JLO-5).
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TABLA 38. VALORES DE CCso DEJLO-5 CONTRA SORAFENIB SOBRE LAS LINEAS
CELULARES CANCERIGENAS

Linea CCso uM
Celular

JLO-5 (Nitrotinib) | Sorafenib

9.84+3.44 2.25
6.2+ 1.55 29.36
13.72 £ 2.66 8.83

Como se puede observar en la Tabla 38 la comparativa de la CCsodel Nitrotinib
(JLO-5) y del Sorafenib, el Sorafenib presenta una CCso mas potente sobre las
lineas celulares HUH-7 y Hela, mientras que sobre la linea celular PC-3 el
Nitrotinib presenta una CCsomas potente que el Sorafenib, para observar mejor
esta relacién se grafico la pCCsodel Nitrotinib (JLO-5) vs Sorafenib.

pCCs, JLO-5 (Nitrotinib) VS Sorafenib

5.6
5.37
5.4
5.2
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HUH7 Hela PC-3

Linea celular Cancerigena
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GRAFICA 7. VALORES DE PCCso DE JLO-5 CONTRA SORAFENIB SOBRE LAS LINEAS
CELULARES CANCERIGENAS
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Como se puede observar en la Grafica 7 el sorafenib presentauna pCCsomas alta
sobre las lineas celulares HUH-7 y Hela, mientras que sobre la linea celular
cancerigenade prostata PC-3 el compuesto Nitrotinib (JLO-5), presenté unapCCso
de 5.2 mientras que la del Sorafenib esde 4.53, lo que nosindica que el Nitrotinib
(JLO-5) es més potente que el Sorafenib, de esta manera se clasifica como

compuesto hit experimental sobre la linea celular PC-3.
Para poder comparar las CCso del compuesto JLO-1, JLO-5 y del Sorafenib se

graficaron las pCCsode los compuestos como se puede observar en la Gréafica 8.

pCC,, de JLO-1 vs JLO-5 vs Sorafenib

6

5.37

5.2

. 5 186 %

4.4 4.51 4,53
4.16

4

3

2

1

0
PC-3

HUH-7 Hela
Linea celulares cancerigenas

pCCso

W JLO-1 (Quinotinib) M JLO-5 (Nitrotinib) m Sorafenib

GRAFICA 8. COMPARACION DEVALORES DEPCCso DE JLO-1 CONTRA JLO-5

De acuerdo con los valores de pCCsode los compuestos, se puede observar que
sobre lalineacelularcancerigenahepatocelularHUH-7, el sorafenib esmas potente
qgue el Quinotinib (JLO-1) y que el Nitrotinib (JLO-5) y este a su vez es mas
potente que el Quinotinib.
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Sobre la linea celular HelLa, se presenta el mismo patrén: el sorafenib muestra una

mejor pCCsoque ambos compuestos, mientras que el Nitrotinib es mas potente que
el Quinotinib sobre esta linea celular.

Por otra parte, sobre la linea celular PC-3 se puede observar que el Quinotinib
(JLO-1) es equipotente al Sorafeniby el Nitrotinib (JLO-5) es el mas potente de
los tres sobre esta lineacelular.Hay que destacar que el Nitrotinib (JLO-5) fue mas
potente que el Quinotinib (JLO-1) sobre las tres lineas celulares, esto se puede
deber al efecto del grupo nitro presente en su estructura, el cual actia como
bioisostero de la piridina (en el sorafenib)y ademas genera la liberacién de especies
reactivas de oxigeno, lo cual dafia a las células cancerigenas que son poco
aerotolerantes, produciendo su muerte celular. De esto se desprende que el

Nitrotinib (JLO-5) sea considerado como un hit experimental seguro con efecto
citotoxico selectivo.

El ensayo citotoxico que se realizo sobre la linea celular HacaT, se realizo con la
finalidad de observar la selectividad del Quinotinib (JLO-1) y del Nitrotinib
(JLO-5) sobre lineas celulares cancerigenas y no cancerigenas para asi poder
determinar el indice de Selectividad (IS), el cualnos indicaque un compuesto activo
se considera citotoxico cuando el IS es menor de 10 (IS<10), también indica la
selectividad que tienen los compuestos sobre lineas celulares sanas. El IS se

calcula de la siguiente manera:

1S = CCoo cilies zenes

CC50 Linea celular cancerigena

En la Tabla 39 se observa la CCsode los compuestos sobre la linea celular HacaT.

TABLA 39. VALORES DE CCso SOBRE LINEA CELULARHACAT

JLO-1 JLO-5
(Quinotinib) (nitrotinib)
101.56 + 11.78 | 38.29 +2.88

Se observa que los valores de CCso son mas elevados que los obtenidos sobre las

lineas celulares cancerigenas, pero no se logra determinar la selectividad de esta
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manera, entonces se calculé es IS como se observa en la Tabla 40 y se graficaron

lo valores como se observa en la Grafica 9.

TABLA 40. INDICE DE SELECTIVIDAD DE NITROTINIB (JLO-5) Y QUINOTINIB (JLO-1).

JLO-5
(Nitrotinib)

(Quinotinib)

JLO-1

3.89

2.56

5.24

1.66

6.17

3.31

2.79

1.47

En la Tabla 40 se observan los valores de IS de los compuestos y se observa que

los valores del compuesto Nitrotinib (JLO-5) son mas altos que el del Quinotinib

(JLO-1). Pero para observar mejor la relacién se graficaron estos valores.

Indice de selectividad de JLO-5 vs JLO-1

indicede selectividad

O P N W B~ U1 O N

HUH-7 HepG2

6.17
5.24
3.89
3.31
256 2.79
I I Il Ia

PC-3 Hela

Lineas celular cancerigena

W JLO-5 (Hacat)

B JLO-1 (Hacat)

GRAFICA 9. INDICE DE SELECTIVIDAD DE JLO-5 Y JLO-1.

De acuerdo con los valores de la Grafica 9 se observa que el Nitrotinib (JLO-5) es

mas selectivo sobre las lineas celulares HUH-7, HepG2, PC-3 y sobre Hela a

comparacién del Quinotinib (JLO-1), cabe destacar que se observa una mayor

selectividad sobre la linea celular cancerigena de préostata PC-3 de 6.17 y de 3.31
para el Nitrotinib (JLO-5) y Quinotinib (JLO-1) respectivamente.
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9. CONCLUSIONES

s Se diseflaron 'y evaluaron computacionalmente las propiedades
farmacodinamicas, farmacocinéticas, toxicoldgicas, biofarmacéuticas vy
citotoxicas de la serie de compuestos JLO 1-7. Al realizar un analisis de consenso
farmacolégico in silico, se seleccioné como hits computacionales seguros a los
compuestos JLO-1 y JLO-5.

% Se sintetizaron y caracterizaron espectroscopica y espectrométricamente ambos
compuestos: JLO-1 el cual fue denominado Quinotinib, y el compuesto JLO-5,
el cual fue denominado como Nitrotinib.

% Se evaluo la actividad citotoxica en un ensayo in vitro donde el compuesto JLO-
1 (Quinotinib) se clasific6 como compuesto ordinario experimental seguro con
una CCsode 39.57 + 8.13 uM y 30.67 = 6.5 uM sobre la linea celular HUH7
(carcinoma hepatocelular) y la linea celular cancerigena PC-3 (cancer de
prostata) respectivamente. JLO-1 es equipotente al Sorafenib sobre la linea
celular PC-3y de igual manera mostré6 una mayor selectividad sobre esta misma
linea celular cancerigena que sobre las otras lineas celulares.

« El compuesto JLO-5 (Nitrotinib) se clasific6 como compuesto Hit experimental
seguro con CCsode 9.84 +3.44 uyM, 7.3 £0.22 yMy 6.2 = 0.22 uM para HUH?7,
HepG2y PC-3respectivamente. JLO-5 fue 5 veces mas potente que el Sorafenib
sobre la linea celular PC-3 y de igual manera presentd una mayor selectividad
sobre esta misma linea celular cancerigenacon un IS de 6.17.

% Ambos compuestos presentan unaventaja sobre el sorafenib: la facilidad de su
sintesis. El sorafenib se obtiene en 5 pasos con bajos rendimientos y un alto
costo, mientras que los compuestos seleccionados solo en 2 pasos. Esto tendria
repercusiones en la produccién, disminuyendo el costo del nuevo agente
citotéxico experimental, ya que el precio del farmaco Sorafenib es de $73,287
MXN por una caja de 112 comprimidos de 200 mg, mientras que el costo de
produccion de 112 comprimidos de 200 mg del Quinotinib (JLO-1) seria de
$6,753 MXN y del Nitrotinib (JLO-5) de $9,812 MXN, reduciendo asi el costo

original alrededorde 7 a 10 veces.
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% La tasa de éxito de este proyecto fue de 28.5%, ya que, de 7 compuestos
disefiados, se obtuvieron dos compuestos bioactivos experimentales con
probada actividad citotoxica.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar ensayos in vitro sobre otras lineas celulares cancerigenas

> Realizar ensayos de inhibicion in vitro sobre las proteinas quinasas usadas
en esta tesis

> Realizarensayos in vivo del compuesto JLO-5

118
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11. PARTE EXPERIMENTAL

Para la sintesis de los compuestos finales JLO-1, JLO-5 y los compuestos

precursores se utilizaron los siguientes reactivos con sus respectivas marcas:

4,7-dicloquinolina (Sigma-Aldrich® ahora Merck®) ($ 1694.00 MXN, 25 G)
4-aminofenol (Sigma-Aldrich® ahora Merck®) ($ 976.00 MXN, 100 G)
1-fluoro-4-nitrobenceno (Sigma-Aldrich® ahora Merck®) ($ 935.00 MXN, 5G)

Isocianato de 4-cloro-3-trifluorometilfenil (Sigma-Aldrich® ahora Merck®) ($
2526.00 MXN, 5 G)

YV V V VY

11.1 INSTRUMENTACION

Se utiliz6 una parrilla de calentamiento con agitacion magnética marca VELP
SCIENTIFICA® y matraces bola de 10 y 25 mL acondicionadas con barras
magnéticas de agitacion y refrigerante en posicion de reflujo. Se utilizé el reactor de
temperatura y presiones controladas monowave 50 de Anton Paar®. Se utilizd

también el reactor de microondas CEM®.

Para evaporar los disolventes utilizados en la reaccion se utilizo un rotavapor marca

BUCHI R-300® acoplado al vacio con una bomba marca Vacuum Pump V-300®.

Los puntos de fusidon 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 de 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 enla Tabla41.

TABLA 41. FASES MOVILES EMPLEADAS EN ELMONITOREO DELOS COMPUESTOS

Sistema Proporcién Composiciéon
I 95:5 Diclorometano:Metanol
Il 90:10 Diclorometano:Metanol
Il 60:40 Hexano/Acetato de etilo

——
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11.3 SINTESIS DE COMPUESTOS FINALES

11.3.1 SINTESIS DE 1-(4-CLORO-3-(TRIFLUOROMETIL)FENIL)-
3-(4-((7-CLOROQUINOLIN-4-IL)OXI)FENIL)UREA (JLO-1).

NZ NH, o:c:N—Q—m : : CF,
aon TR n ot
° N"No ° cl
cl

JLO-8 CH;CN JLO-1

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, y unacolumna
vigreaux, se disolvieron 0.200 g (7.414x10-*mol, 1eq.) de JLO-8 en 2mL de CH3CN
y se dej6 en agitacién por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agreg6 0.180 g (8.156x10% mol, 1.1 eq) del isocianato de 4-cloro-3-
(trifluorometil)fenilo (14) previamente disuelto en 2 mL de CH3CNy se observé un
cambio fisico en la reaccion después de agregar 14, ya que se torn0 espesa la
mezcla por lo cual se agregaron 2 mL mas de CH3CN. La reaccion se dejé a
temperatura ambiente y se monitore6 por CCF cada hora utilizando el sistema |,
hasta observar la completa conversién de las materias primas al producto principal
(24 h). Al término de la reaccién, se concentro a 1/3 del disolvente con el rotavapor.
Posteriormente, se le agregd 2 mL de agua fria y se dejo en agitacion por 15
minutos, observando la formacion de un precipitado café, el cual se recuperé por
filtracion. El solid6é obtenido fue recristalizado en una mezcla de MeOH:H20 y se
obtuvo un polvo cristalino color beige, con un punto de fusion 146.3-148.5 °C.
Rendimiento de reaccion de 67.94 %.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d¢) d: 6.62 (d, JoQ: 5.22 Hz, 1H, 2"-H), 7.26 (d, Jo: 8.82 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.60
(d, Jo: 8.82 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 7.60 (d, JoQ: 5.4, 1H, 5'-H) 7.67 (m, 2H, 6'-H, 6”-H) 8.08 (d, JmQ: 1.8 Hz,

1H, 8-H) 8.11 (d, Jm: 2.1, 1H, 2"-H) 8.35 (d, JoQ: 8.88 Hz, 1H, 5”-H) 8.72 (d, JoQ: 5.4, 1H, 3'-H) 9.0 (s,
1-H, -NH) 9.19 (s, 1H, -NH)

RMN C (150 MHz, DMSO-ds) d: 104.3 (3"-C), 116.7 (1-C), 116.8 (1°-C), 116.85 (q, J%-r: 4.9 Hz, 2C,
2°-C, 4#-C), 119.2 (2C, 2-C, 6-C), 120.4 (2-C, 3-C, 5-C), 121.5 (4-C), 121.8 (5’-C), 121.88 (q, J'c-r.273 Hz,
C-F), 123.6 (6’-C), 123.7 (5'-C), 126.68 (g, J%-+:30 Hz, 3’-C), 127.4(8'-C), 131.9 (3--C), 134.8(2’-C), 137.1
(47-C), 139.2 (8'a-C), 148.0 (7'-C), 149.6 (4’-C), 152.4 (4'a-C), 152.9 (2'-C), 161.4 (C=0).

MS/El: m/z (%int.rel.) 270.1 (M-222.18) 100%, 313 (M-179.28) 1%, 330 (M-162.28) 1%.
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11.3.2 SINTESIS DE 1-(4-CLORO-3-(TRIFLUOROMETIL)FENIL)-
3-(4-(4-NITROFENOXI)FENIL)UREA (JLO-5).

CF3

o:C=N—®—CI H H
02N NH, O,N N N CF,
14 \n/
A - QO J T X
0 CH,;CN o cl

JLO-12 JLO-5

En un matraz bola de 25 mL acondicionado con agitacion magnética,y unacolumna
vigreaux, se disolvieron 0.300 g (1.30x10-3mol, 1eq.) de JLO-12 en 2mL de CH3sCN
y se dejé en agitacion por 20 min a temperatura ambiente, posteriormente se agrego
0.317g (1.43x10-3 mol, 1.1 eq) del isocianato de 4-cloro-3-(trifluorometil)fenilo (14)
previamente disuelto en 2 mL de CH3CN. La reaccion se dej6 a temperatura
ambientey se monitore6 por CCF cada hora utilizando el sistemallll, hastaobservar
la completa conversion de las materias primas al producto principal (20 h). Al
término de la reaccion se concentr6 a 1/3 del disolvente con el rotavapor.
Posteriormente se le agregd 2 mL de aguafria y se dejé en agitacion por 15 minutos,
observando la formacién de un precipitado amarillo, el cual se recuperd por
filtracion. El solidé obtenido fue recristalizado en una mezcla de MeOH:H20 y se
obtuvo un polvo cristalino color amarillo, con un punto de fusion 178.5-180.5 °C.
Rendimiento de reaccion de 81.46%.

RMN H (600 MHz, DMSO-de) §: 7.09 (d, Jo: 9.12 Hz, 2H, 2-H, 5-H), 7.13 (d, Jo:
8.87 Hz, 2H, 8-H, 12-H), 7.57 (d, Jo: 8.88 Hz, 2H, 3-H, 6-H), 7.60 (d, Jo: 8.82, 1H,
5'-H) 7.65 (dd, J0:8.76, Jm: 1.98, 1H, 6'-H) 8.10(d, Jm: 2.04 Hz, 1H, 2’-H) 8.23 (d,
Jo: 8.87 Hz, 2H, 9-H, 11-H) 8.95 (s, 1H, -NH) 9.17 (s, 1H, -NH).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-ds) &: 117.2 (8-C, 12-C), 120.9 (2-C, 6-C), 121.5 (3-C,
5-C), 122.8 (6'-C), 123.2 (q, J'c-F:271.5, C-F), 123.5 (1’-C), 125.3 (q, J3c-F: 7.4 Hz,2'-
C) 125.3 (q, J3c-:7.4 Hz, 4-C) 126.6 (9-C, 11-C), 127.1 (g, J2c-r: 30 Hz, 3'-C), 132.4
(5'-C), 137.2 (1-C), 139.7 (4-C), 142.4 (7-C), 149.2 (10-C), 152.9 (C=0).

MS/EI: m/z (Yeint.rel.) 270.1
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11.3.3 SINTESIS DE 4-((7-CLOROQUINOLIN-4-IL)OXI)ANILINA
(JLO-8).
N | NH, N | /@/NHZ
N ca T+ s o N o
K,CO,
(o OH Cl
4,7-dicloroquinolina 4-aminofenol JLO-8

En un matraz de 25 mL acondicionado con agitacion magnética, y una columna
vigreaux, se disolvieron 0.296 g (2.777x10-3mol, 1.1 eg.) de 4-aminofenol en 2mL
de DMF con 0.818 g (5.30x10-3 mol, 2.1 eq) de carbonato de potasio (K2CQs) para
favorecer la formacién del fendxido. Se dejo en agitacién por 50 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agreg6 gota a gota 0.500 g (2.534x10-3 mol, 1 eq) de
4,7-dicloroquinolina disuelto en 2 mL de DMF. La temperatura de la reaccién se
elevo a 75 °C y se monitore6 por CCF cada hora utilizando el sistema |, hasta
observar la completa conversion de las materias primas al producto principal (12 h).
Al término de la reaccion, se concentrd el disolvente a sequedad con el rotavapor.
Posteriormente, se le agregd 2 mL de agua fria y se dejo en agitacion por 15
minutos, observandola formacién de un precipitado café oscuro, el cual se recupero
por filtracion. El solidé obtenido fue purificado por medio de una columna
cromatografica con disolventes ascendiendo la polaridad de 99:1, 98:2 y 95:5 de
diclorometano:metanol y se obtuvo un polvo cristalino color café claro, con un punto
de fusion 98.5-99.8 °C. Rendimiento de reaccion de 72.48%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) 8: 5.18 (s, 2H, -NH2), 6.53 (d, JoQ: 4.98 Hz, 1H,
3'-H), 6.68 (d, Jo: 8.46 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 6.94 (d, Jo: 8.62 Hz, 2H, 3-H, 5-H) 7.62
(d, JImQ: 8.82 Hz, 1H, 8'-H) 8.03 (s, 1H, 5'-H) 8.30(dd, JoQ: 4.32 Hz, JMQ: 8.82 Hz,
1H, 6’-H) 8.66 (d, JoQ: 4.8, 1H, 8'-H).
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11.3.4 SINTESIS DE 4-(4-NITROFENOXI)ANILINA (JLO-12).
NO, NH,

DME O,N NH,

+ y
K,CO;
(o)
F OH
1-fluoro-4-nitrobenceno 4-aminofenol JLO-12

En un matraz de 25 mL acondicionado con agitacién magnética, y una columna
vigreaux, se disolvieron 0.425 g (3.89x10-3mol, 1.1 eq.) de 4-aminofenol en 2mL
de DMF con 1.02 g (7.44x10-2 mol, 2.1 eq) de carbonato de potasio (K2CQs) para
favorecer la formacién del fenoxido. Se dejo en agitacion por 50 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agregd gota a gota 0.500 g (3.54x10-3 mol, 1 eq) de
1-fluoro-4-nitrobenceno disuelto previamente en 2 mL de DMF. La temperatura de
lareaccion se elevo a 75 °C y se monitored por CCF cada hora utilizando el sistema
Il, hasta observar la completa conversion de las materias primas al producto
principal (4 h). Al término de la reaccidon se concentré a sequedad el disolvente con
el rotavapor. Posteriormente, se le agregd 2 mL de agua friay se dejé en agitacion
por 15 minutos, observando la formacion de un precipitado amarillo, el cual se
recupero por filtracion. El solido obtenido fue purificado por medio de una columna
cromatografica con disolventes ascendiendo la polaridad de 99:1, 98:2 y 95:5 de
diclorometano:metanol y se obtuvo un polvo cristalino color amarillo, con un punto
de fusion 132.5-134.5 °C. Rendimiento de reaccion de 80.15 %.

RMN !H (600 MHz, DMSO-de) 8: 5.14 (s, 2H, -NHz2), 6.65 (d, Jo: 8.14 Hz, 2H,2-H, 6-
H), 6.85 (d, Jo: 8.46 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.00 (d, Jo: 8.14 Hz, 2H, 8-H, 12-H) 8.18 (d,
Jo: 9.24 Hz, 2H, 9-H, 11-H).
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