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Resumen

En este trabajo se siguieron dos estrategias, enmarcadas bajo el rubro de letalidad
sintética, para encontrar nuevas moléculas con accién citotoxica en células cancerosas.
La primera, contempld inhibir una enzima que participa en la homeostasis redox de la
célula, la xantina oxidorreductasa (XO). La segunda estrategia consideré provocar la
inhibicion de la porcién de tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), responsable de diversas vias de sefalizacion que conducen al
crecimiento celular descontrolado. Los compuestos disefiados, derivados de quinazolina,
fueron sintetizados. Con ellos, se llevo a cabo un estudio de inhibicion en las dos enzimas
antes mencionadas. La busqueda del posible modo de accion sobre XO se realizd
mediante la evaluacion de parametros implicados en el comportamiento del inhibidor en
la cinética enzimatica. Se realizaron estudios de acoplamiento molecular para buscar el
modo de unidn en ambas enzimas y posibles sitios de modificacion para futuras
moléculas. Finalmente, los compuestos sintetizados se evaluaron en su comportamiento
citotoxico frente a cinco lineas celulares cancerosas.

In order to advance research into new therapies for cancer treatment, two strategies were
pursued in the search for new active molecules. The first sought to inhibit an enzyme
known to cause an imbalance in the ROS species generated in the cell, xanthine oxidase
(XO). The second strategy involved inhibiting a prototype receptor for altering cell growth
and signaling, the epidermal growth factor receptor (EGFR). The synthesis of a series of
10 quinazoline-derived compounds divided into two series, A and B, was carried out. With
these, an enzymatic inhibition study was carried out on bOX and hEGFR. The possible
mode of action of the compounds on bXO was determined with an enzyme kinetics study.
Molecular docking studies were performed to look for the possible binding mode in both
enzymes and possible modification sites for future molecules. Finally, a cytotoxicity study
in five cancer cell lines provided information on possible molecules with high levels of cell
growth inhibition.
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1. Introduccion

El cancer es una enfermedad que afecta a todos por igual sin importar la edad, el sexo,
comorbilidades o clase social. De igual forma, todos los érganos del cuerpo pueden
entrar en un estado canceroso después de ciertas fallas que ocurren al interior de las
células debido a ciertos factores externos o internos o bien, una combinacién de ambos.

Por anos, diversos grupos de investigacion y empresas farmacéuticas han estado
buscando alternativas cada vez mas seguras y eficaces para tratar el cancer. Y es que
no es un problema menor, el cancer actualmente ocupa el segundo lugar en mortalidad
debida a enfermedades, seguido por las afecciones cardiovasculares.

Se han empleado multiples estrategias para lograr prevenir o detener el cancer, desde
las mas efectivas y que, actualmente forman parte de la primera linea de tratamiento
como la quimioterapia, la cirugia o la radioterapia, hasta metodologias modernas que
avanzan con el descubrimiento de nuevas caracteristicas de las células cancerosas o el
desarrollo de nuevas moléculas, biomoléculas o materiales.

Diversas proteinas, catalogadas por la FDA como dianas terapéuticas (FDA approved
drug tagets), son una de las principales formas por las que se puede abordar el tema de
disefio de moléculas para una enfermedad especifica. En el contexto del trabajo aqui
presentado, una variedad enorme de proteinas se ha asociado con el proceso de cancer,
entre ellas el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la proteina p53, la
telomerasa, entre otras. También, otras proteinas catalogadas como dianas terapéuticas
pero que no se han relacionado directamente con el proceso canceroso, han cobrado
fuerza en los ultimos afnos debido a la implementacion de estrategias como la
polifarmacologia (el uso de una misma molécula para actuar en multiples dianas). Asi,
en este trabajo se implementé esa estrategia para modular la actividad de dos dianas
terapéuticas distintas, EGFR y xantina oxidasa, involucradas en la formacién de acido
urico y la produccién de especies reactivas de oxigeno.

Ademas, este trabajo se suma a otros desarrollados por nuestro grupo de investigacion
en cuanto al descubrimiento de moléculas con actividad citotoxica en lineas celulares de
cancer. Estudios previos realizados por nuestro grupo, han modificado diversas
posiciones del anillo de quinazolina, desde compuestos tipo quiazolin-2,4,6-triamina
hasta compuestos tipo 4-anilinoquinazolina. De manera general, se han obtenido
resultados que retrasan o detienen el crecimiento celular de algunas lineas cancerosas.
Tomando como base esos resultados que se han obtenido, se buscoé llevar a cabo la
estrategia de hibridacion, es decir, conjuntar en una sola molécula, fragmentos que han
resultado importantes para la actividad citotoxica, y otros fragmentos de moléculas cuya
actividad antitumoral ya ha sido comprobada y, que actualmente, se encuentran
disponibles para su uso en quimioterapia.



2. Antecedentes
2.1. Cancer

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer o neoplasia
maligna, es un grupo de enfermedades que pueden iniciar en cualquier 6rgano o tejido
del cuerpo cuando un conjunto de células anormales crece descontroladamente e
invaden partes del cuerpo aledafas para extenderse hacia otros o6rganos.' Las
estadisticas indican que el cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial,
antecedida por las enfermedades cardiovasculares?. Los factores demograficos, como el
aumento del tamafo de la poblacién, la esperanza de vida y -sobre todo en los paises
de altos ingresos- el envejecimiento de la poblacién, hacen que el numero total de
muertes por cancer siga aumentando.

2.1.1. Carcinogénesis

El proceso por el cual las células normales se transforman en células cancerosas se
denomina carcinogénesis u oncogénesis. El desarrollo de un tumor maligno en un tejido
sano es el resultado de una compleja serie de acontecimientos que comienzan con una
sola célula que ha adquirido propiedades malignas a través del dafo del ADN celular.

La mayoria de las teorias actuales sobre la carcinogénesis la caracterizan como un
proceso de varios pasos que incluye la iniciacion, la promocioén, la propagacion, la
invasién y la metastasis (Figura 2.1).3
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Figura 2.1. Etapas del desarrollo de una neoplasia maligna. Cuando por diversos factores
una célula no maligna reversiblemente se pueden convertir en células malignas se denomina
iniciacién. La etapa en que una célula maligna propicia la formacion de mas células malignas
se denomina promocion. Posteriormente, cuando existe una lesion maligna, es decir un
conglomerado de células cancerosas con la caracteristica de que comienzan a requerir
oxigeno y nutrientes tenemos el fendmeno de progresién. Finalmente, cuando el tumor migra
hacia otras partes del cuerpo se denomina metastasis. (Creada con BioRender.com)



Las causas por las que una célula adquiere propiedades malignas son diversas y
normalmente asociadas a multiples factores. De hecho, se ha mostrado que sdélo un
tercio de los casos de cancer son atribuibles a factores ambientales o a predisposiciones
heredadas (factores extrinsecos); la gran mayoria son el resultado de mutaciones
aleatorias que pueden producirse cuando el ADN se replica en células normales no
cancerosas.*® Sin embargo, otros estudios concluyen que los factores intrinsecos
(relacionados con errores en el ADN) son responsables de menos del 10-30% del
desarrollo del cancer, y que la mayoria se debe a factores de riesgo extrinsecos.’

Aunque exista debate entre cual de los factores -extrinsecos o intrinsecos- son
mayormente responsables de la formacion de células malignas, es un hecho que la
carcinogeénesis puede ser resultado de alteraciones fisicas, quimicas, biolégicas en las
células individuales. (Figura 2.2)
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Figura 2.2. La carcinogénesis es un proceso multifactorial, la genética y el medio ambiente
influyen en la adquisicidon de caracteristicas que desencadenan la proliferacion descontrolada
de las células del cuerpo. (Creada con BioRender.com)

2.1.2. Caracteristicas del cancer

En el afio 2000, los cientificos estadounidenses, Douglas Hanahan y Robert A. Weinberg
publicaron un estudio en el que presentaron seis capacidades moleculares, bioquimicas
y celulares, adquiridas por muchas o quiza, por la mayoria de los tipos de células
cancerosas.® El progreso en el estudio del cancer, llevé al conocimiento de nuevas



caracteristicas que se agregaron a la lista original. Esto dio lugar a una segunda
publicacion de los mismos autores una década después.® (Figura 2.3)
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Figura 2.3. Caracteristicas del cancer. Se muestran las caracteristicas originales descritas
por Hanahan y Weinberg, caracteristicas emergentes descritas por estudios posteriores y
factores que promueven el desarrollo de dichas distinciones. (Creada con BioRender.com)

Aun a la fecha, el avance en las investigaciones sobre cancer sigue actualizando el
conjunto de caracteristicas que poseen las células cancerosas. Una de las mas recientes
sugiere que los tumores se pueden dividir en dos categorias: aquellos que presentan la
expresion de la proteina YAP (Yes-Associated Protein) -un factor de transcripcion
previamente identificado en procesos de proliferacion y apoptosis-'° y aquellos que no lo
manifiestan.

2.1.3. Adiccion oncogénica y letalidad sintética

El término adiccion oncogénica fue acufiado por primera vez por Bernard Weinstein'?,
postula que, a pesar de la diversidad de lesiones genéticas tipicas del cancer, algunos
tumores dependen de un oncogén dominante unico para su crecimiento y supervivencia,
por lo que la inhibicion de este oncogén especifico es suficiente para detener el fenotipo
neoplasico. El término ha sido reforzado por varios hallazgos reportados en modelos
animales donde los tumores inducidos por oncogenes, ya sea generados como
xenoinjertos o0 mediante el uso de modelos modificados por ingenieria genética, se han
encontrado que experimentan regresion, asociada con paro proliferativo, apoptosis, y/o
diferenciacion después de la inhibicién aguda de la funcion oncoproteica. 314



Numerosos estudios sobre lineas celulares de cancer humano indican que, aunque estas
células son aneuploides y portan varios genes y anormalidades epigenéticas, también
pueden ser altamente dependientes de la actividad de un unico oncogén para la continua
proliferacién celular y supervivencia.'3-1"

Unos anos antes de describir el proceso de adiccion oncogénica, otro término importante
surgié como pilar en la investigacion para la busqueda de tratamientos para el cancer, la
letalidad sintética. Esta, establece que dos genes son letales sintéticos si la mutacion de
uno de ellos es compatible con la viabilidad, pero la mutacién de ambos conduce a la
muerte.'® Por lo tanto, la inhibicion de los productos de genes que son letales sintéticos
para las células cancerigenas deberia, por definicién, matar a las células que son
susceptibles a dicho efecto al tiempo que se preservan las células normales.' En el
contexto del trabajo aqui presentado no se pretende mutar un gen para alterar la
viabilidad de las células cancerosas sino afectar a los productos de sus genes, es decir,
inhibir a ciertas proteinas involucradas en algunos procesos que promueven el cancer.

2.1.4. Epidemiologia mundial y en México

Se estimé que en 2017 murieron 9.6 millones de personas en todo el mudo por las
distintas formas de cancer. Uno de cada seis decesos en el mundo se debe al cancer, lo
que la convierte en la segunda causa de fallecimientos —sdélo superada por las
enfermedades cardiovasculares—?. Dado que el cancer es una de las principales causas
de muerte, es uno de los problemas mas urgentes del mundo.

Si se desglosa por tipo de cancer, el cancer de mama es el mas frecuente a nivel mundial.
Tras el cancer de mama se encuentran el de préstata y el de colon y recto. (Figura 2.4A)

Los datos de cancer en México no son muy diferentes al panorama mundial, pues es la
tercera causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes.?°
Ademas, de acuerdo con calculos de organismos internacionales, los casos de cancer
de mama, préstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmédn son los mas recurrentes en
la poblacién mexicana de ambos sexos.?° Al igual que en el mundo, México ha tenido un
aumento de casos en los ultimos 20 afos debido al crecimiento y envejecimiento de la
poblacién. 21-23
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Figura 2.4. Epidemiologia del cancer. (A) Grafica de comparacién entre hombres y mujeres
por numero de muertes por cancer. (B) Grafica que muestra la relacién por grupo de edad y
el numero de muertes desde 1990 hasta 2017. En linea punteada se muestra la esperanza
de vida en ese mismo intervalo de tiempo y su relacion con el aumento de casos en las
personas de 70 afios o mas. (C) Mapa coloreado de acuerdo con el numero de muertes por
cada 100,000 habitantes. Los paises con mas alto desarrollo tienden a tener los indices mas
altos de muertes por cancer por tener una mayor esperanza de vida. (Fuente: IHME, Global
Burden of Disease)

2.1.5. Terapia antitumoral

Existen muchos tipos de tratamientos para el cancer.?* (Figura 2.5). Los tipos que una
persona reciba dependeran del tipo de cancer que tenga y qué tan avanzado esté.
Algunos pacientes reciben solo un tratamiento. Pero a la mayoria se les aplica una
combinacion, como cirugia con quimioterapia o radioterapia.

Este proyecto esta basado en la quimioterapia antitumoral, por lo que se omiten detalles
acerca de los otros tipos de terapia.
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Figura 2.5. Opciones actuales de terapia antitumoral. (Creada con BioRender.com)

2.1.5.1. Quimioterapia

El término "quimioterapia" fue acufado por el quimico aleman Paul Ehrlich, quien
investigo el uso de farmacos para tratar enfermedades infecciosas.

La quimioterapia consiste en la aplicacion de uno o mas agentes quimicos. Para el caso
particular del cancer, la quimioterapia funciona sobre células que crecen y se dividen
rapidamente. La quimioterapia se utiliza con dos objetivos principales: 1) tratar el cancer
y 2) aliviar los sintomas de cancer.

La quimioterapia representa la columna vertebral del tratamiento de muchos canceres
en diferentes etapas de la enfermedad. Por lo tanto, la resistencia quimioterapéutica
resulta en el fracaso terapéutico y, por lo general, (eventualmente) en la muerte.?®

Uno de los problemas mas graves de la quimioterapia es que no solo elimina las células
cancerosas, sino que también afecta el crecimiento de las células sanas que creceny se
dividen rapidamente. Algunos ejemplos son las células que recubren la boca, los
intestinos y las que hacen que el cabello crezca. El dafno a las células sanas puede
causar efectos secundarios, como llagas en la boca, nauseas y alopecia. Los efectos
secundarios a menudo mejoran o desaparecen después de haber terminado la
quimioterapia.

2.2. Senalizacion de crecimiento celular



La sefalizacién celular es uno de los procesos mas complejos e importantes de las
células para comunicarse. El estudio de la comunicacion celular se centra en cdmo una
célula da y recibe mensajes con su entorno y consigo misma. En efecto, las células no
viven aisladas. Su supervivencia depende de la recepcion y el procesamiento de la
informacion procedente del entorno exterior, ya sea la relativa a la disponibilidad de
nutrientes, los cambios de temperatura o las variaciones en los niveles de luz.?®

El papel de la sefializacion impulsada por los factores de crecimiento en la patogénesis
del cancer humano esta establecido desde hace tiempo. Una de las primeras teorias
sobre la sefalizacion en el cancer se denomind la teoria de la secrecion autocrina. Esta
teoria propone que las células cancerosas generalmente muestran una disminucion de
factores de crecimiento exdégenos para mantener una tasa de proliferacion elevada. Esta
relajacion en la dependencia del factor de crecimiento se debe en parte a la capacidad
de las células tumorales de producir altos niveles de factores de crecimiento peptidicos.?’
Desde entonces, se ha reconocido que diferentes mecanismos podrian contribuir a
amplificar la sefal impulsada por los factores de crecimiento. Por ejemplo, la
sobreexpresion de receptores en la superficie de las células tumorales como ocurre con
la linea celular A431.28

2.2.1. Receptores acoplados a tirosina cinasa

Los receptores acoplados a tirosina cinasa (RTK) son de superficie celular con alta
afinidad por muchos factores de crecimiento polipeptidicos, citocinas y hormonas. Los
RTK son reguladores fundamentales de los principales procesos celulares, como la
proliferacion, la diferenciacion, la supervivencia, el metabolismo, la migracion y el control
del ciclo celular. Todos los RTK, de acuerdo con su estructura, son receptores tipo 3 que
incluyen una regidn de union al ligando extracelular, una unica hélice transmembrana y
una region citoplasmatica que contiene el dominio de la proteina tirosina cinasa (TKD) y
otras regiones reguladoras carboxi terminales (C-) y yuxta-membrana. (Figura 2.6)

El TKD puede fosforilar residuos de tirosina en proteinas tanto en la conformacion cis
(dentro de la misma molécula) como en la trans (residiendo en una molécula diferente).



> Dominio extracelular

Extracelular =

Dominio transmembranal

Citosol

Dominio TK

EGFR INSR VEGFR

Figura 2.6. Receptores acoplados a tirosina cinasa (TKR). Los receptores de factores de
crecimiento que senalizan al interior de la célula poseen tres dominios: un dominio extracelular
de unién a ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular con actividad tirosina
cinasa (TK). Se ilustran tres ejemplos de TKR: el receptor del factor de crecimiento epidérmico
EGFR con su ligando EGF (amarillo) (PDB ID: 3NJP, 2N5S, 2GS7), el receptor de insulina
(INSR) (PDB ID: 2AUH, 2MRF, 6SOF) y el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR). (PDB ID: 2XV7,2XIR)

2.21.1.EGFR

El factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es uno de los cuatro miembros de la familia
de TKR conocidos de forma global como ErbB. La activacion de este receptor supone
tanto un beneficio de proliferacién como un importante freno a la apoptosis, al estimular
rutas oncogénicas como MAPK y PI3K/Akt/PTEN/mTOR. La unién de la proteina a un
ligando como el factor de crecimiento epidérmico (Figura 2.7A) induce la dimerizacion
del receptor y la autofosforilacion de residuos de tirosina que conducen a la proliferacion
celular.

El dominio tirosina cinasa intracelular de los receptores ErbB estd muy conservado;
aunque el dominio del ErbB-3 contiene sustituciones de aminoacidos criticos por lo que
carece de actividad cinasa.?®



Figura 2.7. Estructura de EGFR. (A) EGFR dimerizado en su forma completa, en amarillo en la
parte superior se muestra su ligando EGF. (B) Acercamiento al TKD. Con una rotacion vertical de
90° con respecto a la estructura de la izquierda observamos que en la parte inferior del receptor
se encuentra el sitio de unién a ATP-Mg?* (C) Sitio de unién a ATP-Mg?*. Este sitio esta bien
conservado entre la mayoria de las cinasas, se muestran algunas interacciones importantes para
el reconocimiento del sustrato. En verde se muestra el atomo de Mg?* importante para la
estabilizacion y el reconocimiento de ATP en el sitio activo. (PDB ID: 2GS7)

EGFR es un receptor prototipo en el estudio de cancer ya que diversos hallazgos clinicos
y experimentales han sefialado que la mayoria de los canceres epiteliales humanos
sobreexpresan a este receptor, 1o que hace que el bloqueo de la via que lo involucra sea
una estrategia terapéutica anticancerosa prometedora.?%-3?> Farmacos como erlotinib
(Tarceva® Pfizer) y gefitinib (Iressa® AstraZeneca) (Figura 2.8) son inhibidores del
dominio tirosina cinasa de EGFR (EGFR-TKI) reversibles y competitivos por ATP que
han demostrado ser eficaces in vitro e in vivo en modelos de cancer de células
escamosas de cabeza y cuello. En concreto, erlotinib bloquea el ciclo celular en la fase
G1 y en algunas lineas celulares induce la apoptosis.®® Por otro lado, gefitinib fue
introducido como una molécula EGFR-TKI para mejorar la biodisponibilidad oral y la
toxicidad.3® Ademas, mantiene una relacién dosis dependiente en una gran variedad de
lineas celulares epiteliales incluyendo a la linea A431, bien conocida por sobreexpresar
exageradamente EGFR.3
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Figura 2.8. Estructura de erlotinib y gefitinib.

Las estructuras en tres dimensiones de EGFR silvestre (EGFRWT) cocristalizado con
erlotinib, gefitinib, asi como con otros inhibidores reversibles e irreversibles, han sido
reportados previamente y depositados en el Protein Data Bank (PDB).3>38 Dichas
estructuras muestran las interacciones mas importantes que mantienen a estos
inhibidores dentro del sitio activo de EGFRWT (Figura 2.9). Para el caso del erlotinib, éste
ocupa el sitio de ATP por lo que se describe como un inhibidor competitivo reversible. El
nitrogeno N1 de la quinazolina actua como un aceptor de puente de hidrégeno (HB) el
cual es donado por el nitrogeno de la amida del residuo Met793. Por otro lado, el
nitrégeno N3, a través de un puente de agua (WB) tiene interaccién con la Thr790. Este
aminodcido tiene mucha relevancia en la resistencia de EGFR a algunos inhibidores3°4°
ya que, su mutacion por un residuo de metionina (EGFR™9M) impide la formacion del
WB que estabiliza el complejo TKI-EGFR y ademas, aumenta la afinidad por ATP junto
con la mutacion EGFR8%8R 41
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Figura 2.9. Modo de unién en 3D (izquierda) y en 2D (derecha) de erlotinib en el TKD de
EGFRW'. En turquesa se muestran algunos aminoacidos importantes para la estabilizacion
del ligando en el sitio activo. En rojo se muestran las interacciones. (PDB ID: 1M17)

2.3. Estrés oxidante



El estrés oxidante es un fendmeno causado por un desequilibrio entre la producciéon y la
acumulacion de especies reactivas en las células y los antioxidantes. La definicion actual
de estrés oxidante se ha perfeccionado*? para dar cuenta de dos resultados mecanisticos
diferentes, el dafo macromolecular y la alteracidon de los circuitos tiol redox, que conduce
a una sefalizacion celular aberrante y a un control redox disfuncional. El dafo
macromolecular suele considerarse en términos de mecanismos oxidativos relacionados
con los radicales libres. En el contexto bioldgico, diversos procesos como la peroxidacion
de lipidos ocurren mediante este tipo de mecanismos.*>*5 Por otro lado, la hipotesis
redox sugiere que la disrupcion de los circuitos redox, controlados principalmente por los
residuos de cisteina de algunas proteinas, la tioredoxina y el glutatién, es la principal
causa del estrés oxidante. Durante los ultimos afios, una gran cantidad de
investigaciones han revelado el mecanismo por el cual el estrés oxidante persistente
puede dar lugar a la inflamacion cronica, que luego puede promover la mayoria de las
enfermedades crénicas como el cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares,
neuroldgicas y pulmonares. Algunas investigaciones han puesto en evidencia que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) estan implicadas en la relacion entre la inflamacion
cronica y el cancer.46:47

2.3.1. Especies reactivas

Especies reactivas es el término comun para referirse a especies quimicas con una vida
media muy corta en términos cinéticos. Las especies reactivas incluyen radicales libres,
como el anion radical superoxido e hidroxilo, y no radicales, como el peroxido de
hidrégeno. (Figura 2.10) Los radicales libres son especies quimicas que poseen, al
menos, un electron desapareado. Un electron desapareado es uno que ocupa un orbital
atomico o molecular por si mismo. Los radicales libres tienden a ser reactivos y pueden
participar en diversos tipos de reacciones, por ejemplo, reacciones en cadena en las que,
a través de eventos de iniciacion, propagacion y término pueden modificar multiples
moléculas.
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Figura 2.10. Especies reactivas. La figura muestra algunas de las especies reactivas mas
estudiadas dentro de los seres vivos. Se pueden clasificar de acuerdo con el atomo que carga el
electron desapareado como: Especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de
nitrégeno (RNS) y especies reactivas de haldégeno, o especificamente, de cloro (RCS). Otra forma
de clasificarlas es de acuerdo con si son especies reactivas radicalarias o no radicalarias.

2.3.2. Xantina oxidorreductasa

El metabolismo consiste en la sintesis (anabolismo) y en la degradacion (catabolismo)
de moléculas fundamentales para la vida. En este sentido, las células disponen de un
mecanismo que les permite mantener las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos -
ADN y ARN- en un cierto equilibrio. En concreto, el metabolismo de las purinas mantiene
las reservas celulares de adenilato y guanilato mediante la sintesis y degradacion de los
nucleétidos de purina. La enzima fundamental en este proceso es la xantina
oxidorreductasa (XOR, EC. 1.17.1.4, 1.17.3.2), una flavoproteina de molibdeno que
contiene dos centros de hierro y azufre tipo ferredoxina [2Fe-2S]. Su papel fundamental
es la hidroxilacion de xantina, el principal producto de degradacion de adenilato y
guanilato, a acido durico. (Figura 2.11A) También, lleva a cabo hidroxilaciéon de
hipoxantina, algunas otras purinas, pteridinas y aldehidos siendo ésta distinta de la
aldehido oxidasa (AOX, EC 1.2.3.1). La xantina oxidorreductasa bovina (bXOR) es una
enzima prototipo y es una de las enzimas mas estudiadas, habiendo sido purificada por
primera vez hasta su homogeneidad en 1924 .48

El mecanismo por el cual XOR cataliza la conversion de hipoxantina y xantina es
complejo y ha sido descrito previamente en detalle.*® (Figura 2.11B)



hipoxantina xantina &cido urico
° H
N._.O
B AS/ ‘O—-(’ | \ﬁ'
OH = e +H*
6 ° ©)
Ei261
lhovi H—(y| ‘A"'S"‘*vo_én Y
— =g, ‘_/ N NH N NH
H H OH H
o o
o o
° Ei261
o @ ®
acido drico 9 H H H.0
[ 1 N N__O
xantna ~ S~ “oH o= || \lﬁ-l e +H’
0o N

o
Ei261
Figura 2.11. Actividad general de la xantina oxidasa. (A) Se muestran las reacciones
generales llevadas a cabo por XOR. La primera reaccion es la hidroxilacion oxidativa de
hipoxantina a xantina; la segunda reaccién es la hidroxilacién oxidativa de xantina a acido
urico (B) Mecanismo de reaccion de XOR. La reaccién se lleva a cabo en cuatro pasos
generales. Imagen tomada y traducida de J. Biol. Chem. 2010, 285 (36), 28044—-28053.

En los primeros afos del estudio de XOR, ésta se purificd en una forma que utiliza NAD
y otra forma diferente que utiliza oxigeno, como aceptores finales de electrones. Se
pensd en un principio, que se trataba de dos enzimas diferentes y les dieron dos
nombres: xantina deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO). Sin embargo, cuando
se logro ver la secuencia de aminoacidos, ambas enzimas resultaron ser la misma. La
xantina deshidrogenasa de los mamiferos se convierte de forma reversible en la oxidasa
por oxidacion de los tioles a disulfuros, o se convierte de forma irreversible por una
protedlisis cerca del sitio de FAD.®® (Figura 2.12) Debido a que la deshidrogenasa y la
oxidasa son producto del mismo gen, es preferible llamar genéricamente a la enzima
como xantina oxidorreductasa.



Xantina deshidrogenasa

Figura 2.12. Comparacién del dominio de unién a FAD entre la XDH y la XO. En gris fuerte
se muestra el FAD cerca de un cluster Fe-S. En anaranjado se ilustra el sitio de protedlisis
que conlleva a la formacion de la oxidasa, mismo que no se observa del lado derecho. Dicha
protedlisis lleva a un cambio conformacional que impide la entrada de NAD™* pero si permite
la entrada de O.. PDB ID: 3UNA, 3AX7

La XOR, en su forma activa, es un homodimero de 290 kDa distribuido principalmente
en tejidos de mamiferos. Cada subunidad (Figura 2.13B) se compone de (1) un dominio
de molibdopterina (Mo-pt) (2) un dominio de unién a dos centros fierro y azufre tipo
ferredoxina [2Fe-2S] distintos y (3) un dominio de union a FAD (Figura 2.13C). La
hidroxilacion de xantina a acido urico ocurre en el dominio Mo-pt, posteriormente, los
electrones, producto de la reaccion de oxidacion, se distribuyen mediante transferencia
intramolecular a través de los centros 2Fe-2S hasta llegar al FAD.5' En XDH el FAD
transfiere finalmente los electrones a NAD* y en XO los electrones son aceptados por O2
formando H202 y O2™ en proporciones que varian dependiendo de las condiciones en las
que se encuentre la enzima.®?53 Se estima que a pH 7 con bXOR aislada en condiciones
normales de presion y temperatura, el 20% del flujo de electrones se transfieren de forma
univalente al oxigeno, es decir, formando el radical anion superoxido (O27). El resto de
los electrones se transfieren de forma divalente, formando peréxido de hidrogeno.
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Figura 2.13. Estructura de la xantina oxidorreductasa bovina (bXOR). (A) Con el modelo de
listones se observa el interior de la xantina oxidasa. En amarillo se ilustra el complejo formado
por la molibdopterina unida al atomo de molibdeno en color verde. En morado se muestra un
ligando cocristalizado. (B) llustracién de las dos subunidades de la bXOR recordando que
esta enzima es un homodimero. (C) Representacién de los dominios de la bXOR. Empezando
por el extremo amino nos encontramos con el dominio de unién a los dos centros Fe-S (Sec.
3-164), después el dominio de union a FAD (Sec. 192-527) y finalmente, el dominio mas
grande que corresponde al de unién a molibdopterina, donde se encuentra el sitio activo (Sec.
590-1315). PDB ID: 3UNA

2.3.2.1. Inhibidores de xantina oxidorreductasa

Los inhibidores de la xantina oxidoreductasa (XOIl) son moléculas que, a nivel sistémico,

reducen los niveles de acido urico y que quiza tengan efectos positivos sobre aspectos

cardiovasculares, ademas de su accién positiva consolidada sobre la enfermedad de la
54

gota.



Hasta la fecha, sélo un inhibidor de la XOR de tipo purina, el alopurinol (1966) y dos
inhibidores de la XOR no purinicos, febuxostat (2009) y topiroxostat (2013), han sido
aprobados para el tratamiento de la hiperuricemia y la gota.>® (Figura 2.14) Por una parte,
el alopurinol tiene una accion antioxidante directa®® e indirecta.>”%8 Por otro lado,
febuxostat, fue obligado a tener una advertencia de riesgo por la FDA en febrero de 2019,
considerando que la mortalidad cardiovascular de febuxostat era mayor que la del
alopurinol.®®
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Figura 1.14. Estructuras de los inhibidores de xantina oxidasa aprobados para su uso en
tratamientos como la gota. Oxipurinol es un metabolito obtenido del alopurinol el cual, también
posee actividad inhibitoria de XOR

2.4. Investigaciones previas en nuestro grupo de trabajo

Las moléculas propuestas en este trabajo se suman a una serie de moléculas disefiadas
y sintetizadas previamente por otros miembros de nuestro grupo de trabajo. Cabe
destacar que, aunque el trabajo aqui presentado no es el primero que lleva a cabo
estudios de citotoxicidad en lineas celulares de cancer, si es el primero junto con
Martinez-Ortega® en llevar a cabo estudios de inhibicidon enzimatica a la vez de un
estudio cinético enzimatico sobre dos dianas de interés terapéutico en cancer. A
continuacion, se lleva a cabo un resumen sobre los avances que se han logrado en
nuestro grupo de trabajo y cédmo, cada uno de ellos, es una pequena contribucion al
trabajo que aqui se presenta.

2.4.1. Derivados tipo quinazolina-2,4,6-triamina

La primera estrategia para obtener moléculas con cierto potencial citotoxico se llevo a
cabo por Rosales V.8'" obteniendo moléculas del tipo quinazolina-2,4,6-triamina. Las
moléculas consistieron en tres iminas obtenidas a partir de derivados de benzaldehido
con la qunazolina-2,4,6-triamina (TAQ) y sus respectivos derivados reducidos. En este
trabajo evalué la citotoxicidad in vitro en las lineas celulares HelLa (adenocarcinoma
cérvicouterino), MCF-7 (adenocarcinoma epitelial mamario) y HCT-15 (adenocarcinoma
epitelial colorectal) ocupando como molécula de referencia al cisplatino. Los resultados
obtenidos sobre la linea celular MCF-7 revelaron la importancia de tener un grupo
metileno como conector de la quiazolina y el fenilo. Los compuestos tipo imina no fueron
tan potentes como sus derivados reducidos; estos ultimos obtuvieron valores similares a
los del cisplatino. (Figura 2.15)

o 27 .
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Figura 2.15. Estructuras de las moléculas sintetizadas por Rosales V. y resultados de ICso
(uM) en la linea celular MCF-7

Con base en los resultados de Rosales V., Lopez-Sanchez, M.%? diseiié una serie de 12
compuestos derivados de quinazolina, diez de ellos del tipo qunazolina-2,4,6-triamina
(B1-14) y dos de ellos del tipo fenilamino quinazolinilbenzamida (E11, E31). Ademas,
durante su sintesis detecté un subproducto (MG12) el cual, también evalud. Aqui se
planteé la estrategia de inhibicion de bXO, captura del radical anién superdxido y
estudios de actividad citotéxica en la linea celular HCT-15. (Figura 2.16)
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Figura 2.16. Estructuras de B1-14, E11, E31 y MG12 sintetizadas por Lopez-Sanchez M. y
sus resultados de inhibiciéon de la actividad de bXO, captura del radical superdxido y % de
actividad citotoxica en la linea celular HCT-15



Resulta complicado llevar a cabo una comparacién de citotoxicidad entre las moléculas
de antes presentadas debido a que se ocuparon distintas lineas. Aun asi, en ambas
lineas celulares cancerosas las moléculas resultaron con una muy buena actividad,
resultando incluso, mas activas que las referencias. Se encontré que estos compuestos
son buenos inhibidores de bXO.

En el 2016 Nieto-Lara Abril A. llevé a cabo un estudio con quinazolinas pero modificando
los sustituyentes que previamente se habian empleado.®® Aqui, se realizd un estudio en
mas lineas celulares.

La molécula A1 resulto ser la mas activa en todas las lineas celulares y, al parecer, tenia
un indice de selectividad elevado, es decir, tenia preferencia por tener actividad citotoxica
contra células cancerosas que contra células sanas como FGH. La molécula A3 resulté
ser la menos activa en la mayoria de las células donde incluso en algunas, no tuvo
actividad citotoxica.
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Figura 2.17. Estructuras de las moléculas A1-10 y su actividad citotéxica en cinco lineas
celulares de cancer distintas (U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7, SK-LU-1) y una linea
celular sana (FGH)
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Poco después, se evalud en lineas celulares de cancer, un conjunto de quinazolinas que
ya habian sido sintetizadas previamente pero con el objetivo de afectar al parasito
Trypanosoma cruzi (T.cruzi).%*
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Figura 2.18. Estructuras de las moléculas previamente reportadas como tripanocidas. y su
resultado de actividad citotéxica en tres lineas celulares de cancer (HCT-15, HeLa, MCF7 y
PC-3)

Se encontré que el compuesto MH8 (una quinazolina-2,4,6-triamina) fue el compuesto
con las ICso mas bajas, superando en algunos casos al cisplatino. En la mayoria de las
lineas celulares, en cambio, el compuesto MH4 que de igual forma es una quinazolina-
2,4 ,6-triamina sustituida con 4-(3-(dimetilamino)propoxi)benzaldehido fue el compuesto
menos potente, llegando incluso a valores mM de 1Cso

En el 2017, se realizé la sintesis y evaluacion biolégica de cinco quinazolinas y un éster
de fosfonio en cinco lineas celulares distintas. Para ello, Unicamente evalu6 tres de sus
cinco compuestos sintetizados.®® Se encontré que los tres compuestos evaluados
presentaron actividad antitumoral ya que mostraron inhibicion del crecimiento de las
células de todas las lineas de cancer que fueron probadas. Incluso, todas las moléculas
presentaron mayor potencia que el farmaco control, tamoxifeno. El patron de sustituciéon
de los compuestos N3 y N5 es similar, con una pequefa variacion. En cambio, el
compuesto N2 es diferente y la comparacién con los otros dos resulta complicada.
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Figura 2.19. Estructuras de las moléculas sintetizadas y evaluadas por Trujillo-Madero Nicole
N. y sus resultados de actividad citotoxica en cuatro lineas celulares de cancer distintas (HCT-
15, MDA-MB-231, MCF7 y PC-3) y una linea celular sana (FGH)

3. Planteamiento del problema

Considerando que el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una diana validada en
la investigacion de busqueda de moléculas antitumorales y la xantina oxidorreductasa
(XO) una enzima vital para el crecimiento de las células, ¢podran encontrarse derivados
de quinazolina que reunan las caracteristicas estructurales que les per afectar de forma
dual la funcionalidad de estas dos dianas con el consecuente efecto citotdxico en células
cancerosas?

4. Hipotesis

Hay algunos compuestos que afectan el funcionamiento de la xantina oxidorreductasa,
mientras que otros afectan a la tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento
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epidérmico y dado que ambos grupos de compuestos tienen al nucleo de quinazolina
como andamio estructural, resulta factible o probable que la combinacién del patrén de
sustitucion de ambos grupos de origen a sustancias con actividad sobre las enzimas
mencionadas y afectando en consecuencia la proliferacion de células tumorales
malignas.

5. Objetivos
5.1. Objetivos generales

Disenar, sintetizar y evaluar el comportamiento de un conjunto de quinazolinas frente a
las enzimas tirosina cinasas, del receptor del factor de crecimiento epidérmico, y xantina
oxidasa; asi como determinar su potencial citotoxico frente a lineas celulares cancerosas.

Obijetivos particulares

e Disefnar un conjunto de quinazolinas como inhibidores duales potenciales sobre
las dianas bXO y hEGFR.

e Sintetizar y caracterizar las moléculas propuestas del disefo.

e Cuantificar el porcentaje de actividad de bXO en ausencia y en presencia de los
compuestos.

e Determinar el posible mecanismo de accion de las moléculas con el mejor
desempeno en el estudio anterior, llevando a cabo estudios de cinética
enzimatica, obteniendo asi parametros de cinética clasica como Km y Vmax.

¢ Realizar estudios de acoplamiento molecular en bXO para determinar el posible
modo de union de los compuestos en la enzima.

e Determinar el porcentaje de actividad de hEGFR en ausencia y en presencia de
los compuestos propuestos.

e Realizar estudios de acoplamiento molecular en hEGFR para determinar el
posible modo de union en el dominio TK del receptor.

e Determinar el porcentaje de actividad antiproliferativa de los compuestos en
distintas lineas celulares de cancer.

6. Diseino de los derivados de quinazolina

Con base a los trabajos realizados con diferentes derivados de quinazolina modificadas
en las posiciones 2, 4 y 6, en su evaluacion frente a la xantina oxidorreductasa vy tirosina
cinasa del EGFR, se puede considerar que la combinacion de algunos de estos
sustituyentes daria lugar a compuestos que actuen, de forma dual, sobre ambas
enzimas.



En ese sentido se propuso el disefio de moléculas similares a E11 y E31, con un anillo
aromatico en posicion 4 de la quinazolina pero que contuvieran un fragmento del farmaco
gefitinib, esto con el fin de lograr una interaccion con la tirosina cinasa del EGFR. Por el
otro lado, se plantes sustituir con diversos derivados bencilicos, en la posicion 6 de la
quinazolina, para conferir la propiedad de interaccion con la XO. (Figura 6.1) En la Tabla
6.1 se muestran de forma explicita todos los compuestos disefiados con las claves
correspondientes, particulares de este trabajo.

Inhibidores de EGFR-TKD
O

o\/\/N +
k )\ Moléculas de Laboratorio 121

Moléculas aqui presentadas
2 series

Figura 6.1. Estructura general de las moléculas disefiadas de novo con base en moléculas
con actividad ya conocida en EGFR (TKI), y moléculas disefiadas y sintetizadas por nuestro
grupo de investigacién con actividad inhibitoria de XOR e inhibicién de crecimiento celular en
algunas lineas celulares de cancer.

Tabla 6.1 Estructura y clave de las moléculas disefiadas de novo.

Estructura y clave
Serie A Serie B

4a1 F
T g
N

N
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7. Sintesis y caracterizacion de compuestos

En este capitulo, se describen, de forma general, los métodos para obtener los derivados
de quinazolina disefiados. La sintesis de los compuestos se siguié con la ruta planteada
en el Esquema 6.1. En los subcapitulos de este apartado se muestran los resultados y
la discusidn de los intermediarios y productos finales obtenidos; unicamente se describe
la caracterizacion instrumental de los productos finales, asi como su punto de fusién. En
el Anexo 1 se especifica con mas detalle el procedimiento para obtener cada uno de
estos.
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Esquema 7.1. Procedimiento para la sintesis de las moléculas propuestas. La sintesis consiste
en cuatro pasos y el empleo de reactivos que permiten la sustitucion de anillos aromaticos en
diferentes posiciones como derivados de anilina y derivados de benzaldehido.

7.1. Sintesis del intermediario Int1

La reaccion de aminas primarias, secundarias, aminas aromaticas y aminoacidos con
N,N-dimetilformamida dimetilacetal (DMF-DMA) ha servido como una estrategia
importante para la sintesis de moléculas de interés farmacéutico.%%6” La DMF-DMA asi
como otros dialquilacetales de la N,N-dimetilformamida (DMF) se utilizan en sintesis
organica en dos tipos de reacciones principales: alquilacion y formilacion. El mecanismo
de estas reacciones mencionadas involucra la generacion del cation 1-metoxi-N,N-
dimetilmetaniminio estabilizado por resonancia entre el atomo de oxigeno y el atomo de
nitrdgeno.®® Dicho catidn, tiene parecido con el reactivo de Vilsmeier, ocupado también
en reacciones de formilacién (Esquema 7.2).5°
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Esquema 7.2. Comparacion entre el intermediario formado a partir de la DMF-DMA y el reactivo
de Vilsmeier. Se resaltan en colores los grupos funcionales que fungen como grupos salientes
durante la reaccion de adicion-eliminacion

El mecanismo propuesto para la obtencién de Int1 se describe en el Esquema 7.3. La
sintesis del intermediario Int1 consistié en la reaccién de 2-amino-5-nitrobenzonitrilo con
DMF-DMA en DMF como disolvente a 110°C por 12 horas; ambos reactivos se
encuentran comercialmente disponibles. El objetivo de esta reaccién fue obtener un
intermediario tipo imidamida que serviria posteriormente para formar el nucleo de
quinazolina mediante ciclocondensacién con derivados de anilina. El compuesto 1 se
obtuvo con muy buenos rendimientos (97.7%).

El primer paso de la reaccion consiste en la activacion de la DMF-DMA. Las condiciones
de disolvente y temperatura promueven la formacion del cation 1-metoxi-N,N-
dimetilmetaniminio y la eliminacién del anion metéxido. El anién metdxido funge como
base, capturando el proton del grupo amino ya que es el mas acido por efectos de
resonancia. Posteriormente, éste reacciona con el catibn 1-metoxi-N,N-
dimetilmetaniminio formilando asi, la posicidn 2 del 2-amino-5-nitrobenzonitrilo. Una
reaccion de eliminacion, causada por el par de electrones del fragmento dimetilamino,
libera el grupo metoxi restante de la DMF-DMA generando un nuevo intermediario tipo
imidamidinio. Finalmente, el grupo metoxi que se liber6 en la reaccion anterior, toma el
proton del amino en posicion 2 del benzonitrilo resultando en el primer intermediario, un
compuesto color amarillo que cristaliza en el medio de reaccion empleado.
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Esquema 7.3. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion del intermediario Int1.

7.2. Sintesis de los intermediarios Int2a,b

La sintesis de los intermediarios Int2a y Int2b siguié la misma secuencia de pasos en
ambos compuestos, unicamente variando el sustituyente en la posicion 4 del anillo de
quinazolina. La sintesis consistié en una reaccién de ciclocondensacién partiendo del
intermediario Int1, anilina —para el caso de los compuestos de la serie A— y un analogo
de anilina, 3-cloro-4-fluoranilina —para el caso de los compuestos de la serie B—. Cabe
destacar que este tipo de ciclocondensacion y su mecanismo (Esquema 7.4, Ruta 1) ya
habian sido reportados previamente®’. Dicho mecanismo involucra una transposicion tipo
Dimroth, el cual, es una translocacion de dos heteroatomos en un sistema heterociclico,
con o sin cambiar su estructura de anillo.”® Una ruta alternativa al mecanismo propuesto
mediante transposicion de Dimroth es una donde, el ataque nucleofilico de la anilina se
realiza directamente sobre el nitrilo (Esquema 7.4, Ruta 2).
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Esquema 7.4. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de los intermediarios

Int2a,b.

7.3. Sintesis de los intermediarios Int3a,b
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Una variacién al método ocupado por otros autores es que, se ocupé una mezcla de
acido acético en acetonitrilo al 30% en lugar de solo acido acético. Esto, con el fin de
inducir la precipitacion del compuesto una vez que se encuentre en altas concentraciones
en la mezcla de reaccion debido a su insolubilidad en acetonitrilo. La funcién del acido
acético, ademas de ser disolvente es ser aun activador de ciertos pasos de la reaccion.

Un problema cotidiano en la reduccidn de moléculas organicas es la selectividad hacia
ciertos grupos funcionales por parte del compuesto reductor. Diversos estudios han
llevado a cabo distintas técnicas para la reduccion de moléculas organicas con buenos
resultados.”’-"4 En particular, para este trabajo se llevaron a cabo tres técnicas distintas
para la reduccion del grupo nitro de los intermediarios Int2a y Int2b (Esquema 7.5). La



primera forma consistio en la reaccion de los intermediarios con cloruro de estano (II) en
etanol a temperatura ambiente por 5 minutos. Aunque esta reaccion se llevo a cabo en
muy poco tiempo, con pocas cantidades de metanol y cloruro de estafo (ll) en cantidades
subestequiométricas, la principal desventaja es la purificacion de los compuestos, ya
que, se requieren enormes cantidades de disolventes como acetato de etilo o cloroformo
para lograr quitar el estafio a los compuestos reducidos. La segunda forma consistié en
la generacion in situ de hidrégeno mediante zinc en polvo y acido clorhidrico en metanol
por 15 minutos. En esta reaccion, si bien la purificacion es un proceso sencillo, los
rendimientos son muy bajos y requieren una mejora en la técnica en futuras ocasiones.
La tercera consistio en la hidrogenacion catalitica con formiato de amonio y paladio sobre
carbon activado como catalizador en metanol por 1 hora. Esta reaccién fue, de las tres,
la que tiene una purificacion sencilla y buenos rendimientos.

! SnCly-2H,0 Ruta 1 :
R1_: I { EtOH, rt. 5 min o pac R1_< 1Y
n 2INFl g, e
NH NO MeOH, reflujo 1 h N NH
N/l 2 Ruta 3 N’l ?
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Esquema 7.5. Estrategias de reduccion del grupo nitro empleadas Int2a,b.

Es bien sabido que el paladio sobre carbén activado (Pd/C), un catalizador heterogéneo
para una gran variedad de reacciones es un gran absorbente de hidrégeno molecular.”
El mecanismo aqui descrito involucra la generacion de dos intermediarios antes de lograr
la reducciéon del grupo nitro a la amina correspondiente —un grupo nitroso y una
hidroxilamina—.”® En total, un grupo nitro requiere seis electrones para su reduccion
completa. Dichos electrones son aportados por hidruros provenientes del formiato de
amonio, soportados en el paladio. Otros mecanismos, con metales como zinc (0)
involucran la formacién de radicales libres. Algo importante a resaltar del paladio sobre
carbon activado es que algunos grupos funcionales como cloro, bromo o iodo son
susceptibles a ruptura en las moléculas que se requiere reducir. Incluso, el paladio sobre
carbono se ha utilizado en reacciones de acoplamiento carbono-carbono o carbono-
heteroatomo partiendo de anillos con sustituyentes tipo haldégeno.””’® Aunque el
intermediario Int3b contiene un atomo de cloro, este no se vio afectado por las
condiciones ocupadas. Esto se comprob¢ sintetizando el derivado con fluor en la posicion
4 del anillo de benceno y checando puntos de fusion de ambos compuestos.



N X
R1f- R‘ i)
=
1 ggfg 0% o 0%
MeOH
Int2a,b Q'N Int3a,b ‘- 91 44% \(@L
\ —» H-H
t‘N’\ -9 _ c% i
— H H*
HJtQ@ ol Pd Pd Pd Pd » Pd Pd Pd Pd
QL f“’ o O L
NH NH OH NH OH,*
Mgy " S
NZ o v o OH — g N7 o
S k“N \

|
L O oo (L, ebobe
NH NH H NH
+H*
N7 NH -— 2 N(gH.; - NZ Noon*
-~ -~ k.
N N N

Esquema 7.6. Mecanismo de reaccion planteado para la formacion de los intermediarios
Int3a,b.

La reaccidén comienza con la descomposicion del formiato de amonio a la temperatura
de ebullicion del metanol. Se sabe que este compuesto se descompone en didxido de
carbono e hidrégeno molecular en presencia de Pd/C.”® Se requiere agregar un exceso
de formiato de amonio ya que, si bien el hidrégeno es absorbido en gran cantidad por el
paladio sobre carbon, éste también puede escapar del sistema a la temperatura de
ebullicion del metanol. Esto se observé cuando se intentd poner el formiato en cantidades
estequiométricas resultando en una reaccién incompleta después de 15 minutos.80
Aunque hay muchas pruebas que demuestran que el hidrégeno disuelto en el interior de
la fase metalica activa es un ingrediente esencial en la hidrogenacién heterogénea de
algunos grupos funcionales en catalizadores de Pd,®'82 el papel real del hidrogeno
absorbido en el mecanismo catalitico aun no se conoce bien a nivel microscépico. Sin
embargo, se han propuesto mecanismos que involucran al acido férmico como fuente de
hidruro y paladio como catalizador.83

La preparacion de los dos intermediarios Int3a y Int3b resulta en un procedimiento
sencillo que ofrece buena pureza de los compuestos y rendimientos favorables. Incluso,
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el compuesto Int3a se obtiene como finos cristales color verde claro, mientras que el
compuesto Int3b se observa como un sélido amorfo color amairillo.

7.4. Sintesis de productos 4a,b(1-5)

Las reacciones de aldehidos o cetonas con amoniaco, aminas primarias o aminas
secundarias en presencia de agentes reductores para dar aminas primarias, secundarias
o terciarias, respectivamente, conocidas como aminaciones reductivas, se encuentran
entre las herramientas mas utiles e importantes en la sintesis de diferentes tipos de
aminas.

La reaccion implica la formacion inicial de intermediario carbinol que se deshidrata para
formar una imina. En las condiciones de reaccion, que suelen ser fuertemente acidas, la
imina se protona para formar un ion iminio.8* La reduccion posterior de este ion iminio
produce la amina correspondiente. (Esquema 7.7)
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Los rendimientos logrados en la sintesis de los productos van desde 74.3% para el caso
del compuesto 4a5 hasta un 89.8% para el caso del compuesto 4b3. Con ayuda de un
equipo térmico digital se determiné el punto de fusion de los compuestos (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Rendimiento, punto de fusién y factor de retencién en una mezcla cloroformo
metanol de los productos finales 4a1-5 y 4b1-5

Compuesto Rendimiento (%)  Punto de fusién (°C)  R.f. (CHCI3/MeOH 8:2)
4a1 80.6 205-207 0.66
4a2 86.3 212-214 0.52
4a3 78.6 200-202 0.65
4a4 84.2 196-198 0.68
4a5 74.3 198-199 0.68
4b1 80.4 191-192 0.63
4b2 84.9 195-196 0.50
4b3 89.8 192-193 0.63
4b4 81.3 190-192 0.63
4b5 82.1 193-194 0.63

7.5. Analisis instrumental de productos finales 4a,b(1-5)

El analisis instrumental de los productos finales se realizd6 mediante espectrofotometria de masas
de alta resolucion, para todos los compuestos se muestra el grafico con la espectrometria de
masas en el Anexo 1. También, se realizaron experimentos de RMN en una dimensién de protén
("H) y de carbono ('*C).

El analisis de las sefiales de RMN muestran un patrén similar entre las moléculas sintetizadas.
En la Figura 7.7 se muestran las sefales representativas comunes entre cada serie de las
moléculas. Por el lado de la RMN de protén resalta entre ambas series el metileno que funge
como conector entre la quinazolina y el fenilo en posicién 4 que como es de esperar de carbonos
unidos a un atomo como nitrégeno, su desplazamiento es bajo por efecto de desproteccion.
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Figura 7.1. Sefiales caracteristicas de resonancia magnética nuclear de proton (*H NMR, 0-
10 ppm en la barra de espectro) y resonancia magnética nuclear de carbono 13 (*C NMR,
45-160 ppm en la barra de espectro) de las moléculas sintetizadas. Las sefiales marcadas
tienen unidades de ppm y representan el promedio de las sefiales obtenidas por cada atomo
en las cinco moléculas de cada serie.

En la Tabla 7.2 se desglosa las senales de cada una de las moléculas con el detalle de su masa
molecular obtenida a partir de la espectrometria de masas, las sefales de los hidrogenos y
carbonos en sus respectivos experimentos.

Tabla 7.2. Caracterizacion instrumental mediante resonancia magnética nuclear de proton
("H NMR), resonancia magnética nuclear de carbono 13 (*C NMR) y espectrometria de
masas de alta resolucion APCI de los compuestos 4a1-5 y 4b1-5

Compuesto Informacion espectroscopica
EMAR, APCI+ (m/z) 327.1711 [M+H]*. Anexo A1.4.1.
"H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 8 9.3 (s, 1H, Hi1),
8.3 (s, 1H, H2), 7.8 (d, d = 8.0 Hz, 2H, H+3, H47), 7.5 (d, J
14 = 8.8 Hz, 1H, H7), 7.5 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Hs, H1o), 7.4 —
® 1 7.3 (m, J=79 HZ, 6H, H14, H16, H21, H22, H24, H25), 7.3 (t,
J=7.3Hz, 1H, Hx), 7.1 (t, J =7.4 Hz, 1H, H15), 6.7 (t, J

” o g = 5.9 Hz, 1H, Hig), 4.5 (d, J = 5.7 Hz, 2H, H1g). Anexo
‘ A1.4.1.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & 156.491 (C-6),
150.434 (C-2), 147.729 (C-9), 143.34 (C-4), 139.85 (C-
4at MM: 326.40 g/mol 12), 139.85 (C-20), 128.78 (C-14, C-16), 128.78 (C-21,
C-25), 128.19 (C-22, C-24), 127.377 (C-7), 127.377 (C-
23), 124.12 (C-5), 123.57 (C-15), 122.69 (C-13), 122.69
(C-17), 116.93 (C-8, C-10), 47.2 (C-19). Anexo A1.4.1.
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EMAR, APCI+ (m/z) 343.1570 [M+H]*. Anexo A1.4.2.
H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & 9.3 (s, 1H, H11),
9.3 (s, 1H, Hz6), 8.3 (s, 1H, H2), 7.8 — 7.7 (m, 2H, H7, H1o),
7.5 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H8), 7.4 — 7.3 (m, 4H, His, Ha,
His, Hi7), 7.3 = 7.2 (m, 2H, Hz1, Has), 7.1 — 7.0 (m, 1H,
H15), 6.7 -6.7 (m, 2H, H22, H24), 6.5 (t, J= 5.6, 5.6 HZ,
1H, Hig), 4.3 (d, J = 5.5 Hz, 2H, H1g). Anexo A1.4.2.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 156.86 (C-6),
156.42 (C-23), 150.3 (C-2), 147.76 (C-9), 143.25 (C-4),
140.13 (C-12), 129.78 (C-20), 129.56 (C-21, C-25),
128.77 (C-14, C-16), 124.23 (C-7), 123.54 (C-15),
122.11 (C-13, C-17), 116.9 (C-22, C-24), 116.9 (C-5),
116.9 (C-8), 115.35 (C-10), 46.97 (C-19). Anexo A1.4.2.
EMAR, APCI+ (m/z) 373.1702 [M+H]*. Anexo A1.4.3.
H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-d6) 9.3 (s, 1H, Has)
8.8 (s, 1H, H11), 8.4 (d, 1H, H,), 8.0 (d, 1H, H7), 7.4 (dd,
3H, Hqs, Hi7), 7.1 — 7.2 (m, 6H, H14, His, H1s, H21, Hos,
Has), 6.8 (dd, 1H, Hio), 6.8 (d, 1H, Hs), 6.6 (d, 1H, H1s),
4.5 (s, 2H, His), 3.8 (s, 3H, Has). Anexo A1.4.3.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & 153.57 (C-23),
152.74 (C-2), 147.13 (C-9), 147.11 (C-6), 147.11 (C-22),
145.36 (C-4), 138.4 (C-12), 138.38 (C-20), 128.53 (C-
25), 128.53 (C-14, C-16), 126.42 (C-7), 126.42 (C-15),
123.49 (C-13, C-17), 121.37 (C-5), 116.99 (C-8), 114.89
(C-24), 111.62 (C-21), 108.33 (C-10), 55.96 (C-28),
48.69 (C-19). Anexo A1.4.3.

EMAR, APCI+ (m/z) 403.0716 [M+H]*. Anexo A1.4.4.
H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & 9.3 (s, 1H, Hazs),
9.3 (s, 1H, H11) 8.8 (s, 1H, Hy), 8.3 (d, J = 7.4 Hz, 1H,
Hio), 8.0 — 7.9 (m, 1H, His), 7.5 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Hy),
74-72 (m, 6H, H13, H14, H16, H17), 7.0 (d, J=20 HZ,
1H, Hz1, Has), 6.8 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 6.7 (d, J = 8.0
Hz, 1H, Hs), 6.6 (t, J = 5.6, 5.6 Hz, 1H, His), 4.3 (d, J =
5.5 Hz, 2H, His), 3.7 (s, 6H, Has, Hao). Anexo A1.4.4.
13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 156 (C-6), 150.38
(C-2), 148.51 (C-22, C-24), 147.86 (C-4), 146.02 (C-9),
141.48 (C-12), 130.84 (C-23), 130.84 (C-20), 128.95 (C-
14, C-16), 126.3 (C-7), 124.35 (C-15), 121.63 (C-13, C-
17), 116.08 (C-8), 114.08 (C-5), 110.62 (C-25, C-21),
110.62 (C-10), 55.98 (C-28, C-30), 47.33 (C-19) Anexo
A1.4.4.

EMAR, APCI+ (m/z) 343.1570 [M+H]*. Anexo A1.4.5.
H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 9.3 (s, 1H, Hazs),
8.9 (s, 1H, Hi1), 8.3 (s, 1H, Hy), 7.8 — 7.7 (m, 2H, His,
Hi7), 7.5 (d, 1H, Hy), 7.4 — 7.3 (m, 4H, H1a, His, Hio, Hs),
7.1 = 7.0 (m, 1H, Has), 6.9 — 6.8 (M, 3H, His, Ha1, Has),
6.5 (t, J = 5.7, 5.7 Hz, 1H, Hs), 4.3 (d, J = 5.7 Hz, 2H,
H1g), 3.7 (s, 3H, Hzg). Anexo A1.4.5.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 156.47 (C-6),
150.32 (C-2), 147.15 (C-4), 146.92 (C-22), 146.92 (C-9),
146.92 (C-23), 140.1 (C-12), 132.24 (C-20), 128.78 (C-
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14, C-16), 124.18 (C-7), 123.57 (C-15), 122.67 (C-5),
122.12 (C-13, C-17), 118.91 (C-25), 116.91 (C-8), 115.6
(C-21), 112,54 (C-24), 112.54 (C-10), 56.09 (C-28),
46.87 (C-19). Anexo A1.4.5.

EMAR, APCI+ (m/z) 379.1127 [M+H]*. Anexo A1.4.6.
'H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 8 9.8 (s, 1H, H11),
8.4 (d,J=28Hz 1H, Hy), 8.1 (dd, J =6.8, 2.6 Hz, 1H,
Hy), 7.8 = 7.7 (m, 1H, Hua), 7.6 (dd, J = 8.9, 4.4 Hz, 1H,
H13), 75-74 (m, 2H, H1o, H17), 74 —-7.2 (m, 4H, H21,
H22, H24, st), 73-7.2 (m, 1H, H23), 6.8 (t, J= 6.0, 6.0
Hz, 1H, His), 6.5 (s, 1H, Hs), 4.4 (d, J = 5.3 Hz, 2H, Hs).
Anexo A1.4.6.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) 5 156.62 (C-6),
152.63 (C-2), 148.25 (C-15), 148.23 (C-4), 148.23 (C-9),
139.63 (C-12), 139.63 (C-20), 128.81 (C-21, C-25),
128.21 (C-7), 127.41 (C-22, C-24), 126.81 (C-23),
124.85 (C-5), 124.39 (C-8), 123.28 (C-13, C-16, C-17),
119.18 (C-14), 97.77 (C-10), 47.07 (C-19) Anexo A1.4.6.
EMAR, APCI+ (m/z) 395.1467 [M+H]*. Anexo A1.4.7.
'H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) & 9.5 (s, 1H, Has),
9.3 (s, 1H, Hi1), 8.3 (s, 1H, Hz), 7.8 — 7.7 (m, 2H, H17),
7.5(dd,J=8.9,70Hz,1H, H14),7.4-7.1 (m, 6H, 7, Hys,
Haz1, Hzz, Haa, Has), 6.7 — 6.6 (M, 2H, Hs, H1o), 6.6 (t, J =
5.4,5.4 Hz, 1H, H+s), 4.3 (d, J = 4.8 Hz, 2H, H19). Anexo
A1.4.7.

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & 170.77 (C-6),
157.56 (C-23), 152.28 (C-2), 147.98 (C-15), 142.79 (C-
9), 141.99 (C-4), 137.36 (C-12), 133.16 (C-20), 129.57
(C-21, C-25), 128.46 (C-7), 124.93 (C-8), 124.93 (C-16),
119.26 (C-13), 119.08 (C-17), 116.1 (C-5), 115.55 (C-22,
C-24), 115.19 (C-14), 97.52 (C-10), 46.93 (C-19). Anexo
A14.7.

EMAR, APCI+ (m/z) 425.1223 [M+H]". Espectro A1.4.8.
H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 8 9.50 (s, 1H, H11),
8.97 (s, 1H, Has), 8.32 (s, 1H, Hz), 8.08 (dd, J = 6.8, 2.6
Hz, 1H, Hq7), 7.74 (tdd, J =9.5,4.7, 2.4 Hz, 1H, H7), 7.50
(t, J = 8.0 Hz, 1H, Hi4), 7.41 — 7.20 (m, 3H, Hs, Hi3, Has),
7.01 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H1o), 6.81 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz,
1H, H1s), 6.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hz4), 6.58 (t, J = 6.2 Hz,
1H, Hz1), 4.27 (s, 1H, Hio), 3.71 (s, 3H, Hso).

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & 156.63 (C-6),
155.04 (C-2), 148.88 (C-4), 148.88 (C-15), 139.63 (C-9),
139.63 (C-12), 139.63 (C-22), 139.63 (C-23), 128.81 (C-
20), 128.81 (C-25), 128.23 (C-7), 123.28 (C-8), 123.28
(C-13), 123.28 (C-16), 123.28 (C-17), 119.18 (C-14),
119.18 (C-24), 116.72 (C-5), 115.5 (C-21), 97.77 (C-10),
63.28 (C-30), 47.06 (C-19)
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EMAR, APCI+ (m/z) 455.1245 [M+H]". Espectro A1.4.4.
1H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-de) & 9.5 (s, 1H, H11),
8.4 (s, 1H, H), 8.3 (s, 1H, Hio), 8.2 (s, 1H, Hzs), 7.9 - 7.7
(m, 1H, Hy), 7.5 (dd, J = 9.3, 7.1 Hz, 1H, H1s), 7.4 — 7.3
(M, 2H, His, Hi7), 7.2 = 7.1 (m, 1H, Hs), 6.7 (s, 2H, Ha1),
6.6 (d, J = 5.2 Hz, 1H, Hig), 4.3 (d, J = 4.2 Hz, 2H, H1o),
3.7 (S, 6H, H3o, H32).

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-ds) & 162.7 (C-15),
151.4 — 146.4 (C-22, C-24), 135.0 (C-23), 128.6 (C-20),
128.1 (C-12), 126.3 (C-13, C-17), 123.1 (C-16), 122.5
(C-7), 119.1 (C-8), 115.4 (C-5, C-14), 106.1 (C-21, C-
25), 56.4 (C-30, C-32)

EMAR, APCI+ (m/z) 425.1176 [M+H]*. Espectro A1.4.4.
'H NMR (400 MHz, TMS, DMSO-ds) 8 9.6 (s, 1H, H11),
9.0 (s, 1H, Ha, Has), 8.4 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H1o), 8.1 (dd,
J=6.9,26Hz, 1H, Hi7), 7.8 = 7.7 (m, 1H, Hg), 7.5 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, Hy), 7.4 — 7.3 (m, 3H, H13), 7.2 = 7.3 (m
1H, Hi4), 6.9 — 6.8 (M, 3H, H1s, Ha1, Haa, Hzs), 4.3 (d, J =
4.8 Hz, 2H, H1e), 3.7 (s, 3H, Hao).

13C NMR (101 MHz, TMS, DMSO-dg) & 152.4 (C-6),
147.5 (C-4), 140.0 (C-9), 137.2 (C-12), 132.1 (C-20),

128.0 (C-7), 125.3 (C-25, C-21), 124.7 (C-17), 118.9 (C-
8, C-13), 116.9 (C-14), 115.5 (C-5, C-16), 112.6 (C-24),
97.5 (C-10), 56.1 (C-19), 46.8 (C-30).

8. Ensayos de inhibicion enzimatica

Este capitulo presenta la metodologia y los resultados obtenidos al llevar a cabo los
estudios de inhibicion enzimatica en dos dianas distintas, xantina oxidorreductasa bovina
(bXO) vy la tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
(hEGFR). Cabe destacar que la xantina oxidasa humana (hXO) y bXO tienen en comun
el 95.3% de similitud en sus aminoacidos y un RMSD de 0.575 A cuanto a su estructura
cuaternaria; ello hace que bXO sea un excelente modelo para extrapolar la actividad en
hXO.

Con bXO se llevo a cabo un screening primario con las 10 quinazolinas sintetizadas y
ademas se llevé a cabo un ensayo de cinética enzimatica para saber, de manera muy
general, como afectan las moléculas a la enzima. Por otra parte, con hEGFR unicamente
se llevd a cabo un screening primario para medir cdmo afecta el porcentaje de actividad
de hEGFR que tienen las moléculas sintetizadas.

8.1. Inhibicién de bXO
8.1.1. Metodologia
8.1.1.1. Porciento de la actividad de bXO

La potencia de inhibicion de bXOR in vitro con alopurinol como control positivo se midié
mediante la determinacion espectrofotométrica de la formacion de acido urico a 290 nm
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a 25°C. La solucion de enzima (40 mU/mL) se preparé disolviendo bXO en amortiguador
HEPES (150 mM, pH 7.5).

La solucion de sustrato se prepard disolviendo xantina en hidroxido de sodio 1 M; a
continuacion, se diluyd con amortiguador hasta alcanzar una concentracién de 75 uM.
Los compuestos sintetizados se disolvieron en DMSO para hacer una solucion stock. La
concentracion final de DMSO es inferior al 1%. Posteriormente, estos fueron diluidos con
la solucion amortiguadora hasta alcanzar la concentracion de 10 uM. La reaccion se
realizd en placas de 96 pozos que contenian 200 uL de mezcla de ensayo. Los
volumenes exactos de cada componente de la mezcla de reaccidon se detallan en el
Anexo 2.1. Después de incubar durante 25 minutos a 25°C, la reaccion se inicié mediante
la adicion de una solucién de xantina (40 mU/mL), y la potencia inhibidora de bXOR de
los compuestos probados se midié por la produccién de acido urico en los primeros 15
min. Todos los compuestos se probaron por triplicado.

Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, LLC).
8.1.1.2. Estudio cinético de bXO en ausencia y en presencia de inhibidores

El modo de accion de los compuestos representativos 4b2, 4b3, 4b4 y 4b5 se investigd
mediante estudios de cinética enzimatica, variando las concentraciones de xantina a 10,
25, 75, 150 y 300 uM. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las velocidades
iniciales se obtuvieron sacando la pendiente de la linea recta formada durante los
primeros 2 minutos de la reaccion. Los resultados se analizaron mediante un grafico de
Lineweaver-Burk y un analisis con regresion no lineal en GraphPad Prism 9, a partir del
cual se pudo calcular el valor de Km y Vmax, en presencia y ausencia de inhibidor.

8.1.2. Resultados y Discusion

Se evaluo el porcentaje de actividad in vitro de la xantina oxidasa bovina en presencia
de los compuestos 4aX y 4bX, y se resume en la Figura 8.1. Como se describid
previamente, se sabe que alopurinol es un inhibidor competitivo de bXO. Ademas, se ha
demostrado que alopurinol se disocia muy lentamente de la enzima.®> En general, los
compuestos de la serie B (4bX) mostraron actividades inhibitorias superiores al
alopurinol. En cambio, los compuestos de la serie A (4aX) disminuyeron muy poco la
actividad de bXO. Incluso, el compuesto 4a1 incrementd la actividad de la enzima un 7%.
Estos resultados indican que la sustitucién en el anillo de fenilo de la posicién 4 de la
quinazolina es esencial para la inhibicion de la enzima. Ademas, no se encontrd un patrén
que indique una mejora en la actividad variando los sustituyentes del bencilo de la
posicion 6 de la quinazolina. Resalta el compuesto 4b1 que, a pesar de tener la doble
sustitucion con halégenos del anillo de fenilo de la posicidn 4 de la quinazolina no alcanzé
a disminuir la actividad de bXO ni un 10%. La molécula 4b1 comparte con todas las
moléculas de la serie A un fenilo sin sustituciones. Con este estudio podemos concluir
que tener al menos un fenilo sin sustituciones afecta muy poco a la actividad de la
enzima.
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Figura 8.1. Actividad de bXO en presencia de alopurinol (gris), compuestos de la serie A
4aX(degradado azul) y 4bX (degradado morado)

Debido a que a la fecha no existen moléculas estructuralmente similares a las obtenidas
en este trabajo que inhiban a bXO, se realiz6 un ensayo que permitiéo dar a conocer el
probable mecanismo por el que estos compuestos ejercen su accion inhibitoria en bXO.

Para explorar el tipo de inhibicién enzimatica de los derivados de quinazolina disefiados,
se realizd un experimento cinético de estado estacionario de la enzima con los
compuestos mas activos en el primer screening a diferentes concentraciones de sustrato
(xantina 100-300 yM). Como se muestra en la Figura 8.2, los datos cinéticos revelaron
un modo de inhibicidon competitivo con alopurinol al aumentar la Km de 18.87 uM a 78.19
uM mientras que los cuatro compuestos probados podrian ser inhibidores de tipo mixto
de bXO ya que afectaron tanto a la Km como a la Vmax significativamente con respecto
a la actividad basal. El tipo de inhibicion mixta que presentaron las moléculas es del tipo
que aumenta la afinidad de la enzima por el sustrato, disminuyendo la Km y la Vmax.
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Figura 8.2. Ensayo de cinética enzimatica. (A) Grafico de hipérbolas de Michaelis-Menten de
bXO en presencia de alopurinol (azul), compuestos de la serie B 4b2-5 (rosa, lila, verde y
naranja) y la actividad basal de la enzima. (B) Grafico de dobles reciprocos (Lineweaver-Burk)
mostrando los puntos de cada determinacion con sus barras de error. (C) Acercamiento del
grafico de dobles reciprocos en la region cercana a los valores de interseccion con los ejes.

Muy pocos datos en la literatura muestran datos de inhibicion de bXOR con estructuras
semejantes a las presentadas, sin embargo, algunos autores que han hecho moléculas
con algunos fragmentos que contienen algun anillo sustituido con halégenos han
reportado valores con una interpretacion parecida a la aqui indicada. En el 2011, K.R.
Sathisa et.al. publicaron una serie de derivados de 7-metil-2-(fenoximetil)-5H-
[1,3,4]tiadiazolo[3,2-a]pirimidin-5-ona.8 Los valores de ICso de sus compuestos 6b (461
nM), 6¢c (603 nM), los cuales contienen un fragmento fenilo con halégenos sustituidos,
presentaron valores de |ICso mas bajos que alopurinol (730 nM). (Figura 8.3)

o) o)

/N‘NJLN Br /N‘NJLN
CI4©70F<S’I\\NJ\ @—o/_(s/l\\NJ\
6b 6c

461 nM 603 nM

Figura 8.3. Estructura de las moléculas 6b y 6¢ sintetizadas y estudiadas por K.R. Sathisa
et.al. como posibles inhibidores de bXO.

Incluso la molécula MG12, previamente descrita, también demostré que fenilos con
sustituciones de halégeno disminuyen significativamente la actividad de la enzima.5?

Con todo lo anterior, este estudio cobra relevancia y abre una puerta a la comprension
de las sustituciones con halégeno en anillos aromaticos para la inhibicion de bXO.
Claramente, se requiere un estudio con mas derivados para comprobar dicha hipétesis.

8.2. Inhibicién de hEGFR
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8.2.1. Metodologia

Todos los componentes del ensayo se disolvieron en el amortiguador de pH para la
reaccion. El amortiguador de pH fue preparado a partir del 2-amino-2-hidroximetil-
propan-1,3-diol (Tris base) y la disolucién se llevé a pH 7.5 adicionando HCI concentrado,
la concentracién final fue 40 mM. Adicionalmente, al amortiguador se adicioné6 MgCl2 y
albumina sérica bovina (BSA) a concentracion de 20 mM y 0.1 mg/mL respectivamente.
Se prepararon disoluciones stock de los compuestos a evaluar en dimetilsulfoxido
(DMSO).

Los ensayos de inhibicion se llevaron a cabo en 25 pL en una placa de 96 pozos blanca.
Se adicionaron 100 ng de enzima en cada pozo, los sustratos, Poly(Glu,Tyr) 4:1 y ATP
tuvieron una concentracion final de 1 uM en tanto que la de los inhibidores fue de 10 nM.
Los ensayos se realizaron a 5 horas de incubacion, después de las cuales, se utilizo el
sistema de deteccion de ADP para cinasas ADP-Glo™ Kinase Assay (#catV6930). Como
control de inhibicién se ocupo gefitinib.

8.2.2. Resultados y Discusion

En la Figura 8.4 se observan los resultados del estudio de inhibicion de la actividad de
hEGFR. Como control de inhibicién se ocupd gefitinib, adquirido comercialmente. Como
muestran los resultados, gefitinib mostré un 84% de inhibicion de la actividad de EGFR,
el cual se sabe es un reconocido inhibidor de hEGFR ocupado en la practica clinica con
el objetivo de tratar el carcinoma de pulmdn de células no pequefias (CPNM).878 asj
mismo, la mayoria de las moléculas de ambas series mostraron una inhibicion de hEGFR
menor que las de gefitinib, excepto la molécula 4a2. Esta molécula alcanzé un 88.20%
de inhibicién de hEGFR, en ese sentido, cabe la posibilidad de realizar modificaciones a
dicha molécula para incrementar la inhibicion. Es de resaltar que su analogo de la serie
B, 4b2, disminuy¢ su actividad de manera significativa, indicando que la sustitucion del
anillo en posicion 4 de la quinazolina es importante de manera particular para estos dos
compuestos. Sin embargo, esto no ocurrié con los demas analogos ya que, por ejemplo,
el compuesto 4a3 tuvo menor actividad que su analogo de la serie B, 4b3. Esto da a
entender que las modificaciones en la posicién 6 de la quinazolina en combinacién con
las sustituciones del anillo de fenilo de la posicidon 4 provocan muy poca variacion en las
actividades encontradas
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Figura 8.4. Porciento de actividad de hEGFR en presencia de gefitinib (gris), compuestos de
la serie A 4aX (degradado azul) y 4bX (degradado morado)

9. Estudios de acoplamiento molecular
9.1. Acoplamiento molecular en bXOR

El acoplamiento molecular en bXOR se realizd con base en los resultados obtenidos en
el estudio cinético de la enzima con las quinazolinas sintetizadas. En muchas
investigaciones llevadas a cabo con diferentes moléculas disefiadas como potenciales
inhibidores de xantina oxidasa se ha encontrado con que estas moléculas también son
inhibidores mixtos®®*° y se ha tratado de elucidar su sitio de unién mediante
acoplamiento molecular. Por definicidn sabemos que un inhibidor competitivo es aquel
que se une solamente a la enzima libre, un inhibidor no competitivo es aquel que puede
unirse a la apoenzima o al complejo enzima-sustrato y un inhibidor mixto es aquel que
puede presentar ambos tipos de inhibicion. Se han propuesto diversas opciones que
cumplen con cada una de las definiciones antes mencionadas'®® (Figura 9.1). Para fines
de este estudio, se considero para la inhibicidn competitiva de los compuestos el modelo
de inhibicidon sefalado en la Figura 9.1A. Para el caso de la inhibicion no competitiva, se
contemplé el modelo de inhibicion de la Figura 9.1G; esto, debido a que algunos estudios
demuestran sitios de union alostéricos en enzimas semejantes a bXO.



(A B Cc D )

S.l I S | I S

. u | | 9 W
Enzima W —l_,_W_\f\/_ Enzima

Enzima Enzima

N
4
)
J
=\

Figura 9.1. (A-D) Tipos de inhibicién competitiva. (F-G) Tipos de inhibicién no competitiva.

Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo por Coelho et. al. encontraron un sitio
alostérico en la aldehido oxidasa humana (hAOX).'®! (Figura 9.2) En él, describieron a
un compuesto tipo fenotiazina que actua como inhibidor no competitivo en hAOX e
inhibidor mixto en bXO. Los autores refieren a que dicho sitio alostérico encontrado en
hAOX, puede ser también sitio alostérico en bXO. Dicha hipétesis fue probada en este
trabajo haciendo un estudio de acoplamiento molecular ciego, es decir, acoplar un
ligando en toda la superficie de una proteina sin ningun conocimiento previo del sitio de
union.
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Figura 9.2. Sitio alostérico de hAOX y superposicion con bXO. En amarillo se muestra una
de las subunidades de hAOX cocristalizado con el inhibidor tipo fenotiazina (PDB ID: 4UHX,
2.7 A) en gris se muestra la estructura de bXO. La grafica de abajo muestra el RMSD en nm
de la superposicion de ambas estructuras; en azul se muestran los residuos con RMSD < 1
nmy en rosa se muestran los residuos con RMSD > 1 nm

9.1.1. Metodologia
9.1.1.1. Preparacion de la proteina

Los estudios de acoplamiento molecular sobre la estructura cristalina de alta resolucion
de bXOR (PDB 3UNA, 1.90 A) se llevaron a cabo con Autodock Vina 1.2.1102103 | g
preparacion de la enzima se llevé a cabo con el médulo Dock Prep de UCSF Chimera
1.151%4, Se afiadieron atomos de hidrégeno, y se eliminaron las moléculas de agua. Las
cadenas laterales incompletas fueron corregidas con la biblioteca de rotameros de
Dunbrack 2010'%. Los elementos de proteina faltantes se modelaron con el servidor
Modeller'8,

9.1.1.2. Preparacion de los ligandos

Todos los ligandos se construyeron y minimizaron en Avogadro 1.2.0. utilizando el campo
de fuerza universal (UFF)'’. Posteriormente, los compuestos se sometieron a
optimizacién de la geometria y a la minimizacién de la energia en el nivel tedrico
B3LYP/6-31G(d)'%¢'%® con Gaussian 16'°,

9.1.1.3. Produccién del acoplamiento molecular



La rejilla, los ligandos y los archivos de parametros de acoplamiento se crearon
ocupando los moédulos prepare_receptor, prepare_ligand y la versidon ejecutable para
Linux de Autodock Vina 1.2.1. Para el acoplamiento molecular en el sitio activo de bXO,
se uso el tamafo predeterminado de la caja alrededor del centro del ligando (acido
salicilico, SAL) y se ocup0 la funcion de scoring de Vina. Para el acoplamiento molecular
ciego, se construy6 una caja alrededor de una de las subunidades de bXO y se ocup? la
funcion de scoring de AutoDock 4.2.1"1.112 Debido a que el &tomo de molibdeno no se
encuentra parametrizado en Autodock Vina y no se realizd el proceso de
parametrizacion, éste se cambié por un atomo de hierro conservando las distancias de
los atomos coordinantes al metal; esto se puede llevar a cabo con cualquier otro atomo
gue se encuentre parametrizado en AD4 como Fe, Mn, Zn, Ca debido a que el receptor
se mantuvo rigido y las distancias de los enlaces se conservaron en todo el proceso. Se
llevd a cabo un acoplamiento molecular con multiples ligandos para estudiar el
comportamiento de inhibicibn competitiva de los compuestos evaluados. La
conformacion con la puntuacion mas alta fue seleccionada para la discusion. Ademas,
los resultados del acoplamiento se visualizaron con el software PyMOL 2.4.1©
Schrédinger, LCC.

9.1.2. Resultados y discusion
9.1.2.1. Acoplamiento molecular en el sitio de union de bXO

Tomando en cuenta que las moléculas sintetizadas al ser inhibidores mixtos pueden
presentar inhibicidn competitiva y no competitiva, se llevé a cabo un acoplamiento con
dos ligandos a la vez (xantina-4aX, 4bX) para estudiar su comportamiento competitivo
en el sitio activo de bXO.

El primer analisis surge a partir de la union del control positivo de inhibicion, alopurinol.
La pose con el score mas alto es el que se muestra en la Figura 9.2 indicando que es
posible que la interaccion entre alopurinol y bXO es preferente sobre la interaccion con
su mismo sustrato, xantina. Alopurinol presenta tres interacciones relevantes para la
union; la primera, es un puente de hidrégeno (HB) con Arg880, la segunda es también
un HB con Glu802, la tercera en una interaccion 11- 1 entre Phe914 y el sistema de anillos
del alopurinol; también, es posible que el grupo hidroxi de la Thr1010 pueda donar un
HB al alopurinol, sin embargo, ésta ultima interaccion estaria en competencia o afiadida
al HB con la Arg880. El modo de unién de alopurinol concuerda con los reportes que
indican que éste realmente es una molécula suicida.>®''3 Esto quiere decir durante la
inhibicion que lleva a cabo esta molécula también es sustrato de la enzima. En ese
sentido, el C2 del anillo de pirimidina del alopurinol sufre una hidroxilacién oxidativa
formando oxipurinol. El acoplamiento molecular muestra que, justamente, el C2 de la
pirimidina queda muy cerca del cofactor donde se lleva a cabo la reaccion.
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Figura 9.3. Modo de uniéon 3D y 2D y energia de alopurinol. A la izquierda se muestra
alopurinol (café) y xantina (gris); se ilustran de color verde algunos aminoacidos del sitio activo
importantes para la interaccion de los ligandos. Del lado derecho se muestra el modo de unién
en 2D resaltando las interacciones mas importantes. Ademas, se representa la interaccion de
alopurinol con la Phe914.

Por otro lado, el acoplamiento molecular sefiala que es mas favorable que xantina quede
en su sitio de union a bXO que las moléculas de la serie A. Esto tendria mucho sentido
ya que, de acuerdo con los resultados de porciento de actividad de bXO, estas moléculas
disminuyeron muy poco la actividad de la enzima. Los valores de energia mostrados en
la tabla de la Figura 9.3 indican que la energia total de cada uno de los sistemas (xantina-
4aX) tiene un valor menor que el del sistema alopurinol-xantina. Esto se puede deber a
la cantidad de atomos involucrados en los sistemas. Las interacciones que mantienen a
la xantina unida al sitio activo son con algunos aminoacidos que también mantienen a
alopurinol en el sitio activo. Probablemente la interaccion 11-  entre Phe914 y el sistema
de anillos de la xantina y un HB con Glu802, son las mas importantes para mantener a
moléculas del estilo de las xantinas en el sitio activo.
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Sistema
, AG
Moléculas (kcal/mol)
4aT -12.742
4a2 -13.079
Xantina 4a3 -12.265
4a4 -11.825
4a5 -12.574

Figura 9.4. Modo y energia de unidn de xantina (gris) y los compuestos de la serie A (4aX,
degradado azul). En la imagen de arriba se ilustran de color verde algunos aminoacidos del
sitio activo importantes para la interaccion de los ligandos. Al fondo se muestra el cofactor
de molibdeno. En la imagen inferior izquierda se muestra la silueta del sitio activo y la
posicion que los ligandos ocupan en él; también se muestran en 2D los residuos de
aminoacidos importantes para la interaccion del ligando con bXO. La tabla muestra la
energia de union obtenida para la interaccion de los ligandos.

Un efecto totalmente contrario se observa con las moléculas de la serie B. En los
sistemas xantina-4bX, son las moléculas de la serie B las que ocupan el sitio activo de
la enzima salvo la molécula 4b1. Estos hallazgos coinciden con el % de actividad de la
enzima reportados en el capitulo anterior. Cabe destacar la importancia de los halégenos
en el anillo aromatico de la posicion 4 de la quinazolina; estos podrian fortalecer la
interaccion 11- 1T con la Phe914 siendo ésta, la interaccion mas importante, salvo que en
futuros estudios se encuentre algun tipo de interaccion tipo puentes de halégeno. En el
estudio de acoplamiento molecular de K. R et al. en bXO se muestra que el anillo
aromatico que contiene las sustituciones de halégeno es probable que ocupe el sitio de
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union tal como lo ocupan las moléculas de la serie B.”> Junto con los estudios de
inhibicion enzimatica, estos estudios refuerzan la hipétesis de que los anillos aromaticos
sustituidos con halégeno inhiben muy bien a la enzima.

Sistema
, AG
Moléculas (kcal/mol)
4b1 -13.456
4b2 -12.934
Xantina 4b3 -12.740
4b4 -12.445
4b5 -12.439

Figura 9.5. Modo y energia de unién de xantina (gris) y los compuestos de la serie B (4bX,
degradado morado, excepto el compuesto 4b1). En la imagen de arriba se ilustran de color
verde algunos aminoacidos del sitio activo importantes para la interaccién de los ligandos. Al
fondo se muestra el cofactor de molibdeno. En la imagen inferior izquierda se muestra la
silueta del sitio activo y la posicion que los ligandos ocupan en él; también se muestran en
2D los residuos de aminoacidos importantes para la interaccién del ligando con bXO. La tabla
muestra la energia de unidn obtenida para la interaccion de los ligandos.

La grafica de la Figura 9.6 pretende correlacionar la actividad experimental de los
compuestos con su energia de unidon en bXO. Aunque no hay un patrén claro con estos
resultados, podemos ver la dispersion que existe en los valores por debajo de 30% de
inhibicion, es decir, con la actividad y la energia de unién de las moléculas de la serie A



y la molécula 4b1. En cambio, las moléculas de la serie B se concentran mas en los
valores entre -12 y -13 kcal/mol.
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Figura 9.6. Correlacion entre la energia de union y el porciento de inhibicién de bXO con las
moléculas 4aX y 4bX.

9.1.2.2. Identificacion del sitio alostérico mediante acoplamiento molecular ciego

Se llevé a cabo un estudio de acoplamiento molecular ciego para elucidar un posible sitio
de union alostérico de las moléculas sintetizadas. Para ello, primero se llevd a cabo el
acoplamiento molecular en hAOX donde, como se muestra en la Figura 9.7 la mayoria
de los compuestos se ubicaron dentro del sitio activo de hAOX. Unicamente la molécula
4b5 y la fenotiazina (Anexo 4) no ocuparon el sitio activo sino se colocaron en el sitio
alostérico donde previamente ya se ha reportado a inhibidores de hAOX. "' Por otro lado,
el acoplamiento molecular en bXO tuvo un patrén distinto. Algunas moléculas incluyendo
la fenotiazina se colocaron en un posible sitio alostérico de bXO y solamente alopurinol
en el sitio activo. Este resultado concordaria con los hallazgos sobre el modo de
inhibicion de los compuestos, ya que, al presentar inhibicion mixta, es posible que dicho
sitio encontrado pueda ser el que les dé el tipo de inhibicion no competitiva.
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Figura 9.7. Acoplamiento molecular ciego en las estructuras de hAOX (izquierda) y de bXO
(derecha) en diferentes colores se muestran todas las moléculas de la serie 4aX y 4bX,

Cabe destacar que el sitio alostérico predicho por el acoplamiento molecular para bXO
no esta situado en el mismo lugar de hAOX aunque ambos se encuentren en el dominio
Mo-pt (Figura 9.8). Aunque habria de demostrar experimentalmente el sitio alostérico
encontrado, la prediccion concuerda con que las moléculas pueden tener un sitio de
unién distinto al del sitio activo.
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Figura 9.8. Comparacion del sitio alostérico de hAOX (izquierda) y el sitio alostérico predicho
por acoplamiento molecular ciego de bXO (derecha) en verde se muestra la superficie de
todas las moléculas halladas en cada sitio. Como referencia de la ubicacién de ambos sitios
se muestran los factores FAD y MoCo.



9.2. Acoplamiento molecular en hEGFR
9.2.1. Metodologia
9.2.1.1. Preparacion de la proteina

Los estudios de acoplamiento molecular sobre la estructura cristalina hEGFR (PDB
1M17, 2.60 A) se llevaron a cabo con Autodock Vina 1.2.1999', La preparacion de la
enzima se llevé a cabo con el modulo Dock Prep de UCSF Chimera 1.15%. Se afnadieron
atomos de hidrégeno, y se eliminaron las moléculas de agua. Las cadenas laterales
incompletas fueron corregidas con la biblioteca de rotameros de Dunbrack 2010%. Los
elementos de proteina faltantes se modelaron con el servidor Modeller®*.

9.2.1.2. Preparacion de los ligandos

Todos los ligandos se construyeron y minimizaron en Avogadro 1.2.0. utilizando el campo
de fuerza universal (UFF)®. Posteriormente, los compuestos se sometieron a
optimizacion de la geometria y a la minimizacion de la energia en el nivel tedrico
B3LYP/6-31G(d)%:°7 con Gaussian 16%,

9.2.1.3. Produccién del acoplamiento molecular

La rejilla, los ligandos y los archivos de parametros de acoplamiento se crearon
ocupando los mddulos prepare_receptor, prepare_ligand y la version ejecutable para
Linux de Autodock Vina 1.2.1. Se uso el tamafio predeterminado de la caja alrededor del
centro del ligando ubicado en el sitio activo de la enzima (erlotinib, AQ4). La conformacion
con la puntuacién mas alta fue seleccionada para la discusion. Ademas, los resultados
del acoplamiento se visualizaron con el software PyMOL 2.4.1© Schrddinger, LCC

9.2.2. Resultados y discusion

El acoplamiento molecular en hEGFR-TKD muestra la posicion que las quinazolinas
adoptan en el sitio activo de la enzima. Esta posicion se confirma con las estructuras de
hEGFR cocristalizadas con erlotinib (PDB ID: 1M17)'% y gefitinib (PDB ID: 4WKQ)'%'.
Como indican los autores de estas estructuras proteicas, gefitinib y erlotinib se mantienen
en el sitio activo de hEGFR gracias a una interaccion HB del N1 de la quinazolina con la
cadena principal de la Met793. Por otro lado, la interaccion de HB con la Thr790 y N3 de
la quinazolina no es de manera directa sino a través de un puente de agua la cual, se
conserva entre varias estructuras reportadas en PDB.'%0-192En este estudio no se incluyd
la molécula de agua, sin embargo, la posicion que adquieren las moléculas con el
acoplamiento molecular es tal que se conserva el espacio donde deberia de ir dicha
molécula de agua. (Figura 9.9) El angulo de rotacién interplanar del anillo de fenilo de la
posicion 4 de la quinazolina posiciona este fragmento de tal manera que se acomoda
dentro de un pocket hidrofébico en el sitio activo de hEGFR-TKD. Esta posicion no se ve
afectada por la sustitucion con fluor y con cloro en el caso de las moléculas de la serie
B, de hecho, gefitinib es similar en ese framento y adquiere la misma posicidon
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mencionada. Por ultimo, se puede observar que practicamente las sustituciones en la
posicion 6 de la quinazolina quedan en un espacio expuesta al disolvente. Farmacos
como gefitinib aprovechan esa posicion para realizar modificaciones que mejoren las
propiedades farmacocinéticas de la molécula. En estudios previos se ha mostrado que,
en inhibidores de cinasa, fragmentos de tipo piperazina o posiblemente morfolina,
desestabilizan sistemas proteina-ligando.'®® Aun asi, las moléculas de la serie A y B
dejan abierta una posible extension o modificacion en la posicién 6 para mejorar la
inhibicion de este receptor.
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Figura 9.9. Modo de union 3D y 2D de los compuestos de la serie A (4aX, degradado azul) y
los compuestos de la serie B (4bX, degradado rosa). En las imagenes en 3D se ilustran de
color verde algunos aminoacidos del sitio activo importantes para la interaccion de los
ligandos. En todas las imagenes se muestra de color rojo las interacciones que estabilizan al
ligando.



Tabla 9.1. Energia de unién de los compuestos de la serie A, B y erlotinib como control.

Molécula AG (kcal/mol)
Erlotinib -6.869
4a1 -8.661
4a2 -8.031
4a3 -8.607
4a4 -8.164
4ad -8.614
4b1 -7.999
4b2 -8.075
4b3 -8.439
4b4 -8.604
4b5 -8.984

En cuestidon de la energia de union, los compuestos en general tuvieron en promedio -8
kcal/mol mientras que erlotinib presento la energia de unién mas baja, aproximadamente
de -7 kcal/mol. Es evidente que no hay una mejora significativa variando los sustituyentes
de la posicion 6 de la quinazolina. Quiza, vale la pena destacar al compuesto 4b5; fue el
compuesto con la energia de unién mas baja y su analogo de la serie B, no tuvo el mismo
resultado a pesar de tener practicamente la misma estructura. Como se mencioné
anteriormente, la interaccion principal que gobierna la estabilizacion de estos
compuestos en el sitio activo es con la Met793, se observa que todos los compuestos
conservan dicha interaccion HB y también todos los compuestos mantienen la posicion
del anillo de fenilo de la posicion 4 de la quinazolina dentro de un pocket hidrofébico. Por
lo tanto, por lo unico que podemos deducir el cambio de valor en las energias de union
es por los sustituyentes de la posicion 4 de la quinazolina.

10. Evaluacion biolégica en lineas celulares

A continuacion, se presenta la metodologia empleada y los resultados de evaluacién
citotdxica obtenidos con los derivados de quinazolina. Los resultados aqui mostrados
corresponden a un screening primario de las diez moléculas sintetizadas a una sola
concentracion en cinco lineas celulares cancerosas y una linea celular no cancerosa. Se
utilizé como control positivo de inhibicidn de lineas celulares al inhibidor de TKR, gefitinib.

10.1. Metodologia



Las lineas celulares que se utilizaron para este estudio pertenecen al NCI (PC-3, MCF7),
ATTC (MDA-MB23) y el Centro Médico (SKLU-1, COS-7). Para este ensayo los
compuestos se solubilizaron en dimetilsulfoxido (DMSO), se realizaron las diluciones
correspondientes de tal forma que todos los compuestos se evaluaron a una
concentracion final de 25 uM; los compuestos que lograron 100% de inhibicion celular a
25 uM se les realizdé un segundo screening a una concentracion final de 12.5 uM. La
viabilidad de las lineas celulares se determind mediante el método colorimétrico de
sulforrodamina B (SRB). Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, LLC).

10.2. Resultados y discusion

El disefo inicial de las moléculas sintetizadas contemplaba una posible inhibicion del
crecimiento de las lineas celulares sefialadas ya que éstas tienen similitud con
inhibidores reconocidos de esta enzima como el farmaco gefitinib. Existe una clara
diferencia en actividades entre las distintas lineas celulares esto se puede deber a
variaciones en la cantidad e isoformas de los distintos TKR y a la presencia de xantina
oxidasa dentro del nucleo celular.’® Un patron evidente es que los compuestos de la
serie A tuvieron mayor actividad en todas las lineas celulares si lo comparamos con las
moléculas de la serie B. Esto se explica por varias razones, siendo la principal, la falta
de sustitucién en el anillo de la posicidn 4 de la quinazolina. Sabemos que, para eliminar
un xenobidtico, las células deben biotransformarlo. Esto lo pueden lograr con ayuda de
la superfamilia de enzimas denominadas citocromo P450 (CYP450). En especial, el
CYP2D6, encargado del metabolismo de sustancias endégenas’® y xenobidticos, se
encuentra en grandes cantidades en higado. Sin embargo, lineas celulares como MCF7
y PC-3 también producen este CYP. La biotransformacion de las moléculas disenadas
implicaria la formacion de un intermediario epoxido que podria afectar algunas vias de
las células estudiadas.

Una caracteristica muy importante, fue la observada en la linea celular SK-LU-1 la cual,
no mostro valores de inhibicion favorables con la mayoria de las moléculas incluyendo al
gefitinib. Esto nos indica que, la poca inhibicibn que mostraron las moléculas es
presumible que no es por la alteracion de la via que involucra a EGFR y a otras cinasas,
ya que, el control positivo, gefitinib, es reconocido como inhibidor de EGFR.
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Figura 10.1. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de seis lineas celulares en presencia de
los compuestos de la serie A (4aX) y de la serie B (4bX). Las lineas celulares PC-3, HCT-15,
MCF7, MDA-MB-231 y SK-LU-1 corresponden a lineas celulares de cancer humano, mientras
que la linea COS-7 corresponde a una linea celular sana de rifidn de mono. Los compuestos
fueron evaluados a una sola concentracion (25 uM) empleando el método de tincion con
sulforrodamina B.

Cabe destacar el porcentaje de inhibicién que alcanzé el compuesto 4a5 en todas las
lineas celulares. Se trata del compuesto que contiene el fragmento derivado de la
isovainillina en la posicién 6 de la quinazolina. Es claro que la sustitucion en el fenilo de
posicion 4 de la quinazolina es importante para la actividad citotdoxica, cosa que se
puntualiza con el analogo de la serie B, 4b5, el cual, también tuvo valores elevados de
actividad citotoxica, sin embargo, como se mencioné anteriormente, su potencia
disminuye debido a los halogenos. También, el analogo que contiene el fragmento que
proviene de la vainillina no mostré la misma potencia, dejando en evidencia que, un
hidroxilo en posicion 3 y un grupo metoxilo en posicidn 4 son importantes para la actividad
citotéxica de estos compuestos.

En un ensayo subsecuente a una concentracion mas baja del compuesto 4a5 aun se
sigue observando un efecto citotdxico elevado. (Figura 10.2) En este estudio se observa
una disminucion significativa de la inhibicion en la linea celular MDA-MB-231, la cual, se
sabe que carece de receptores de estrogeno (ER), progesterona (PR) y amplificacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2) por lo que comunmente se le
conoce como células de cancer de mama triple negativo. En cuanto a las demas lineas
celulares podemos ver un ligero descenso en la inhibicién excepto en la linea celular PC3
gue aun continua con 100% de inhibicion. Esto nos indica una excelente oportunidad
para estudiar con mayor profundidad el efecto que esta teniendo esta molécula
particularmente en la linea PC3, |la cual se trata de una linea celular de cancer de prostata
con bajos niveles de la enzima testosterona-5-alfa-reductasa.
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Figura 10.2. Porcentaje de inhibicién de crecimiento de seis lineas celulares en presencia del
compuesto 4a5. A dos concentraciones distintas, 25 yM y 12.5 uM.

Aunque en el acoplamiento molecular se observé que, justamente el compuesto 4a5 fue
el que obtuvo la energia de union mas baja con hEGFR seria muy precipitado
correlacionar la energia de union obtenida con ese compuesto y la actividad observada
en las lineas celulares, aunque en algunas de ellas, EGFR sea un biomarcador de
expresion. Recordemos que una célula no solo se compone de un receptor 0 una enzima
unicamente, la cantidad de variables que estan en juego no permite correlacionar ambos
efectos.

11.Conclusiones

Con base en moléculas previamente sintetizadas por distintos miembros de nuestro
grupo de investigacion y en moléculas con aprobadas como farmacos y en fases de
investigacion, se disefiaron de novo dos series de quinazolinas (4aX, 4bX). Estos
compuestos se sintetizaron posteriormente mediante un procedimiento de cuatro pasos
con buenos rendimientos.

Utilizando alopurinol como farmaco prototipo, se encontré6 que las quinazolinas
sintetizadas son potenciales inhibidores de la bXO. En particular, los resultados de la
evaluacion bioquimica in vitro revelaron que los compuestos 4b2, 4b3, 4b4 y 4b5 fueron
los que disminuyeron mas la actividad de bXO, incluso mas que alopurinol. En general,



se encontré que tener al menos un anillo aromatico sin sustituciones disminuye la
potencia de las moléculas.

Ademas, los estudios cinéticos de la enzima indicaron que los cuatro compuestos
representativos del estudio anterior actian como inhibidores de bXOR de tipo mixto, es
decir, tienen una combinacién entre inhibicion competitiva y no competitiva.

Los resultados del acoplamiento molecular en bXO ayudaron a elucidar que las
sustituciones con halégeno en anillos aromaticos presentes en las quinazolinas podrian
favorecer la interaccion 1- 1 con la fenilalanina 914, generando asi que la energia de
union de estas moléculas sea mas favorable que la energia de los sustratos naturales de
la enzima.

También, se llevo a cabo un estudio de acoplamiento molecular ciego para encontrar un
posible sitio distinto al sitio activo a través del cual, las moléculas puedan llevar a cabo
una inhibicion diferente al tipo competitivo. Se encontré que las moléculas tienen afinidad
por un sitio cercano al reportado en la enzima aldehido oxidasa humana aunque sean
enzimas diferentes de organismos diferentes.

Por lo tanto, los resultados descritos anteriormente sugieren que los compuestos 4b2,
4b3, 4b4 y 4b5 podrian someterse a diversas modificaciones en la posicion 6 de la
quinazolina (ej. Sustituciones tipo halégeno en anillo de benceno, homologia de cadena,
reemplazo de anillo aromatico, etc.) para incrementar la actividad como inhibidores de
bXO.

La inhibicion sobre hEGFR indica que los compuestos son potenciales inhibidores del
receptor. Especialmente el compuesto 4a2 el cual, mostré valores de inhibicién de la
actividad del receptor mayores que el del gefitinib. Los estudios de acoplamiento
molecular refuerzan la razén por la que estas moléculas inhiben el dominio cinasa del
receptor. Las moléculas mostraron un modo de union semejante al del erlotinib y al del
gefitinib, esto abre la posibilidad a realizar distintas modificaciones a las moléculas de tal
forma que se pueda incrementar la potencia de inhibicion.

Finalmente, se realizaron estudios de porcentaje de inhibicion del crecimiento celular
ocupando para ello cinco lineas celulares de cancer y una linea celular sana. Los
resultados indican que las moléculas de la serie A, inhiben el crecimiento celular, mas
que las moléculas de la serie B. La molécula 4a5 mostr6 una inhibicién del crecimiento
celular de 100% a 25 uM en todas las lineas celulares y disminuye la actividad a una
concentracion de 12.5 uM, aun asi, teniendo valores elevados en la mayoria de las lineas
celulares. Secundando, la molécula analoga 4b5, también mostrd actividad inhibitoria
alta a 25 uM, aunque no tanto como 4a5.
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ANEXO 1

Sintesis y caracterizacion instrumental de compuestos



A1.1. Estructura quimica de los compuestos derivados de quinazolina obtenidos

Tabla A1 I. Estructura y clave de los productos finales obtenidos. Las claves de cada
uno son particulares del trabajo realizado.
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A1.2. Instrumentos y Materiales

e El peso de los compuestos se midié con la balanza analitica Sartorius™ CP124
S.

e Las reacciones llevadas a cabo se realizaron en las parrillas de agitacion
magnética IKA® RET basic e IKA® Plate RTC digital.

e La evaporacion de los disolventes se realizd en el rotaevaporador marca Buchi
modelo RC-114 incorporado a una bomba de vacio Vacuubrand PC160 con
regulador CVC-3000 y refrigentante en espiral Brinkmann™.

e Para agilizar la sintesis de los intermediarios, se utilizé el microondas Anton Parr
Monowave 300 Extra, adaptado a un automuestreador MAS 24 con un sensor de
temperatura de infrarrojo.
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A1.3.

Como prueba de pureza se determind el punto de fusién de los compuestos. La
determinacion de los puntos de fusion se llevo a cabo en un equipo térmico digital
Electrothermal Equipar 9300 con tubos capilares. Los puntos de fusion no estan
corregidos.

Las reacciones se siguieron por CCF en placas de aluminio recubiertas con gel
de silice y fluoresceina CF 254 de Merk™. Estas, fueron reveladas con una
lampara de luz ultravioleta Spectroline® ENF-240C, camara de yodo y una
disolucién de ninhidrina al 10% en acido acético/metanol.

La caracterizaciéon analitica-instrumental se llevé a cabo con los servicios
ofrecidos por la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y a la Industria
(USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Los experimentos de RMN se efectuaron a temperatura ambiente en un
espectrofotometro de RMN de 9.4 T marca Varian modelo VNMRS de 400 MHz y
de 300 MHz. Los desplazamientos quimicos () se reportan en partes por millén
(ppm) teniendo como referencia al tetrametilsilano en DMSO-ds (MesSi, 6=0). Los
espectros fueron obtenidos por la Dra. Nayeli Lopez Balbiaux.

Los espectros de masas se obtuvieron mediante la técnica de ionizacion quimica
a presion atmosférica (APCI) de alta resolucion en el espectrofotometro de masas
modelo AxION-2 TOF MS de PerkinElmer® realizado por la Dra. Jessica
Amacosta Castillo, utilizando disolventes grado LC-MS. La introduccion de las
muestras se lleva a cabo de manera directa a través del médulo DSA (Direct
Sample Analysis).

Reactivos, disolventes y metodologia

Los compuestos obtenidos se sintetizaron con los disolventes y reactivos enlistados a
continuacion:

Disolventes

Nombre Marca Caédigo
DMF J.T.Baker 9221-03
AcOH J.T.Baker 9515-03
MeCN J.T.Baker 9011-03
EtOH J.T.Baker -
MeOH J.T.Baker 9070-03
Cloroformo J.T.Baker -
AcOEt ALVI -
Eter etilico Quimica Rique -

Reactivos

Nombre Marca Cédigo
2-amino-5-nitrobenzonitrilo Sigma Aldrich | 153494
DMF-DMA Sigma Aldrich = 140732
Anilina Sigma Aldrich | 242284
3-cloro-4-fluoranilina Sigma Aldrich = 228683
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Formiato de amonio Sigma Aldrich = 156264
Paladio sobre carbon activado Sigma Aldrich

Acido trifluoroacético Sigma Aldrich -
Cianoborohidruro de sodio Sigma Aldrich | 156169
Ferroceno Sigma Aldrich F408
POCI3 Sigma Aldrich = 201170
Benzaldehido Sigma Aldrich | B1334
4-hidroxibenzaldehido Sigma Aldrich | H19808
3-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (isovainillina) Sigma Aldrich | 143685
4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina) Sigma Aldrich | V1104
4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehido (siringaldehido) Sigma Aldrich = S7602
4-nitrobenzaldehido Sigma Aldrich -
5-nitrofuran-2-carbaldehido Sigma Aldrich -

A1.3.1 Sintesis de (E)-N'-(2-ciano-4-nitrofenil)-N, N-dimetilformimidamida (1)

ch@/”% DMF-DMA NCD/NOZ
é
DMF N
H-N 110°C, 12 h 'f =N
1

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 16.0 g de
2-amino-5-nitrobenzonitrilo (0.098 mol) suspendidos en 50 mL de DMF. Posteriormente,
se agrego 13.86 mL de DMF-DMA (0.098 mol) y se dej6é en agitacion a 110°C por 12 h
en un bafio de aceite de silicon con un condensador tipo Graham. Todos los
componentes de la reaccion se observan solubles al anadir la DMF en frio. La reaccion
se siguio por CCF observando, con ayuda de una lampara de UV, la desaparicion del
benzonitrilo y la aparicién del intermediario 1 como un punto color amarillo fluorescente
con la longitud de 355 nm. Al consumirse los reactivos, se detuvo el calentamiento y al
enfriarse aparece un precipitado color amarillo. La mezcla de reaccion fue filtrada en un
sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo Buchner; se lavd en
repetidas ocasiones con metanol hasta que el filtrado resultante fuera incoloro. Se obtuvo
un sélido color amarillo correspondiente a 20.90 g (97.7%) del intermediario 1 con Rf:
0.73 (CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 143-144°C

A1.3.2 Sintesis de 6-nitro-N-fenilquinazolin-4-amina (2a)



a, Dy
—>
\T/§N ACOH/MeCN |\\N

reflujo, 8 h
1 2a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 5 g de
(E)-N'-(2-ciano-4-nitrofenil)-N,N-dimetilformimidamida (0.023 mol) suspendidos en 50 mL
de una mezcla de acido acético al 30% en acetonitrilo. Posteriormente se agregaron 3
mL de 3-bromoanilina (0.027 mol) y se dejo en agitacién a reflujo durante 8 h en un bafio
de aceite de silicon con un condensador tipo Graham; la mezcla de reaccién se observa
como una suspension en frio y conforme se incrementa la temperatura todos los
componentes se solubilizan en la mezcla de disolventes. La reaccion se siguié por CCF
hasta observar la desaparicion del intermediario 1. Al término de la reaccion, se detuvo
el calentamiento y al enfriarse se observa un precipitado color amarillo. La mezcla de
reaccion se filtré en un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo
Blchner; se realizaron abundantes lavados con acetonitrilo hasta que el liquido filtrado
resultara incoloro. El sélido se dej6 secar por arrastre con vacio por una noche. Se obtuvo
un sélido color amarillo correspondiente a 6.31 g (93.89%) del intermediario 2a con Rf:
0.73 (CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 235-237°C

A1.3.3 Sintesis de N-(3-cloro-4-fluorofenil)-6-nitroquinazolin-4-amina (2b)

F
F @A
:@\ cl NH
NO, cI NH, NO,
—_—

N“

NC
NN j©/ AcOH/MeCN |
NN N

| reflujo, 8 h
1 2b

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 5 g de
(E)-N'-(2-ciano-4-nitrofenil)-N,N-dimetilformimidamida (0.023 mol) y 4 g de 3-cloro-4-
fluoranilina (0.027 mol) suspendidos en 50 mL de una mezcla de &cido acético al 30%
en acetonitrilo. La mezcla se dejo6 en agitacion a reflujo durante 8 h en un bafio de aceite
de silicon con un condensador tipo Graham; la mezcla de reaccion se observa como una
suspension en frio y conforme se incrementa la temperatura todos los componentes se
observan solubles en los disolventes ocupados. La reaccion se siguio por TLC hasta
observar la desaparicion del intermediario 1. Al término de la reaccion se observa la
aparicion de un precipitado amarillo que ocupa la mayor parte del volumen de la reaccion;
seguido de esto, se detuvo el calentamiento. La mezcla de reaccién se filiré en un
sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo Blchner; se realizaron
abundantes lavados con acetonitrilo hasta que el liquido filtrado resultara incoloro. El
soélido se dejo secar por arrastre con vacio por una noche. Se obtuvo un sdlido color
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amarillo correspondiente a 6.06 g (90.38%) del intermediario 2b con Rf: 0.73
(CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 274-276°C

A1.3.4 Sintesis de N*-fenilquinazolin-4,6-diamina (3a)

QL W

HCO,NH,4
N NO>  pyic'10% NN NH,
—_——
I\\N MeOH I\\N
reflujo, 1 h
2a 3a

En un matraz de fondo redondo de 100 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 8 g de 6-
nitro-N-fenilquinazolin-4-amina (0.023 mol), 8.92 g de formiato de amonio (0.027 mol) y
0.5 g de Pd/C suspendidos en 50 mL de metanol. La mezcla se dejoé en agitacién a reflujo
durante 1 h en un bafo de aceite de silicon con un condensador tipo Graham; la mezcla
de reaccidn se observa como una suspension verde. La reaccion se siguié por TLC hasta
observar la desaparicion del intermediario 2a. Al término de la reaccion se observa que
todos los componentes de la reaccién, excepto el Pd/C, quedan disueltos en la mezcla;
seguido de esto, se detuvo el calentamiento. La mezcla de reaccion se filtré en un
sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo de vidrio poroso; se
realizaron abundantes lavados con metanol hasta que el liquido filtrado resultara
incoloro. La disolucion resultante se evaporo en un rotaevaporador sin llevar a sequedad.
Al liquido resultante se le agregé un poco de agua para inducir la cristalizacion del
compuesto. El sélido suspendido se filtré en un sistema de vacio equipado con un matraz
Kitasato y un embudo Buchner; se realizaron abundantes lavados con agua hasta que el
liquido filtrado resultara incoloro. Se obtuvo un soélido color verde palido correspondiente
a 6.06 g (89.88%) del intermediario 3a con Rf: 0.42 (CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 253-254°C

A1.3.5 Sintesis de N*-(3-cloro-4-fluorofenil)quinazolin-4,6-diamina (3a)

T T
Cl NH Cl NH

HCO,NH,

N NO2  p4ic10% N NH,
—>
'\\N MeOH '\\N
reflujo, 1 h
2b 3b

Misma metodologia del intermediario 3a. Se obtuvo un solido color amarillo
correspondiente a 4.32 g (86.40%) del intermediario 3b con Rf: 0.42 (CHCI3/MeOH,
70:30) y pf. 261-263°C



A1.3.6 Sintesis de N*-bencil-N*-fenilquinazolin-4,6-diamina (4a1)

S

N MeOH, rt. 2 h N

3a 4a1

En un matraz de fondo redondo de 50 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 200 mg de
N4-fenilquinazolin-4,6-diamina (846.46 pmol), 129 uL benzaldehido (1.27 mmol) y 167 uL
de acido trifluoroacético (2.54 mmol) suspendidos en 25 mL de metanol. La mezcla se
dejé en agitacién a temperatura ambiente durante 1 h sobre una parrilla de agitacion; la
mezcla de reaccion se observa como una suspension amarilla y al afadir el acido
trifluoroacético se vuelve una disolucion verde. La reaccién se siguié por TLC hasta
observar la desaparicidon del intermediario 3a. Al término de la reaccion se afiadieron
lentamente 53.19 mg (846.46 umol) de cianoborohidruro de sodio. La reaccion se siguid
por TLC hasta observar la desaparicion del intermediario imina que se produjo en el paso
anterior. La reaccion se detuvo con la adicion de una solucion saturada de bicarbonato
de sodio. Se observa la apariciéon de un precipitado amarillo y la mezcla de reaccién se
filtrd en un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo Blchner; se
realizaron abundantes lavados con agua hasta que el liquido filtrado resultara incoloro.
El sdlido se dejo secar por arrastre con vacio por una noche. Se obtuvo un sélido color
amarillo correspondiente a 222.7 mg (80.6%) del intermediario 4a1 con Rf: 0.66
(CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 205-207°C

A1.3.7 Sintesis de 4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol (4a2)

L, @NH
Sy I SO

'\\ NaBH5CN
N MeOH, rt. 2 h

3a 4a2

Misma metodologia del compuesto 4a1. Se obtuvo un sdlido color amarillo
correspondiente a 250.2 mg (86.3%) del intermediario 4a2 con Rf: 0.52 (CHCls/MeOH,
70:30) y pf. 212-214°C

A1.3.8 Sintesis de 2-metoxi-4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol (4a3)



N“ | > OMe

|\\N NaBH3CN Sy
MeOH, rt. 2 h

3a 4a3

ijL OH ©\
NH NH OH
NH, OMe )UN

Misma metodologia del compuesto 4a1. Se obtuvo un sdlido color amarillo
correspondiente a 247.8 mg (78.6%) del intermediario 4a3 con Rf: 0.65 (CHCls/MeOH,
70:30) y pf. 200-202°C

A1.3.9 Sintesis de 2,6-dimetoxi-4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-il) amino)metil)fenol

(4a4)
©\ OMe
Wl Oy

ZI

N= OMe

'\\ NaBH3CN
N MeOH, rt. 2 h

3a 4a4

Misma metodologia del compuesto 4a1. Se obtuvo un sdlido color amarillo
correspondiente a 286.8 mg (84.2%) del intermediario 44 con Rf: 0.68 (CHCls/MeOH,
70:30) y pf. 196-198°C

A1.3.10 Sintesis de 2-metoxi-5-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol (4a4)

. V@'QNH ﬁ

'\ NaBH5CN
N MeOH, rt. 2 h

3a 4a5

Misma metodologia del compuesto 4a1. Se obtuvo un sodlido color amarillo
correspondiente a 286.8 mg (84.2%) del intermediario 4a5 con Rf: 0.68 (CHCIls/MeOH,
70:30) y pf. 198-199°C

A1.3.11 Sintesis de Né-bencil-N*-(3-cloro-4-fluorofenil)quinazolin-4,6-diamina (4b1)



: “NH : “NH H
NH, ©°x N
NZ 2 NZ
—_—
) NaBH,CN |

N N

MeOH, rt. 2 h
3a 4a1

En un matraz de fondo redondo de 50 mL con esmerilado 14/20 se colocaron 200 mg de
N4-(3-cloro-4-fluorofenil)quinazolin-4,6-diamina (692.74 pmol), 106 uL benzaldehido
(846.46 umol) y 137 uL de acido trifluoroacético suspendidos en 25 mL de metanol. La
mezcla se dejo en agitacién a temperatura ambiente durante 1 h sobre una parrilla de
agitacion; la mezcla de reaccion se observa como una suspension amarilla y al afiadir el
acido trifluoroacético se vuelve una disolucion verde. La reaccion se siguio por TLC hasta
observar la desaparicion del intermediario 3a. Al término de la reaccion se afnadieron
lentamente 217.66 mg (3.46 mmol) de cianoborohidruro de sodio. La reaccién se siguio
por TLC hasta observar la desaparicion del intermediario imina que se produjo en el paso
anterior. La reaccion se detuvo con la adicidon de una solucion saturada de bicarbonato
de sodio. Se observa la aparicion de un precipitado amarillo y la mezcla de reaccion se
filtrd en un sistema de vacio equipado con un matraz Kitasato y un embudo Buchner; se
realizaron abundantes lavados con agua hasta que el liquido filtrado resultara incoloro.
El sdlido se dejo secar por arrastre con vacio por una noche. Se obtuvo un sélido color
amarillo correspondiente a 210.9 mg (80.4%) del intermediario 4b1 con Rf: 0.63
(CHCI3/MeOH, 80:20) y pf. 191-192°C

A1.3.12 Sintesis de 4-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol

(4b2)
F
k] NaBH5CN > )D/

N MeOH, rt. 2 h

3b

Misma metodologia del compuesto 4b1. Se obtuvo un sélido color amarillo
correspondiente a 232.2 mg (84.9%) del intermediario 4b2 con Rf: 0.50 (CHCIls/MeOH,
70:30) y pf. 195-196°C

A1.3.13 Sintesis de 4-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol
(4b3)



N7 I
'\\N NaBH;CN
MeOH, rt. 2 h
3b

bW
s ﬁj

Misma metodologia del compuesto 4b1. Se obtuvo un sdélido color amarillo
correspondiente a 232.2 mg (84.9%) del intermediario 4b3 con Rf: 0.63 (CHCls/MeOH,
70:30) y pf. 195-196°C

A1.3.14 Sintesis de 4-(((4-((3-cloro-4-fluorofenillamino)quinazolin-6-il)amino)metil)fenol

(4b3)
X
c Lo LQC
N~ | >
'\\N NaBH5CN
MeOH, rt. 2 h

3b

Misma metodologia del compuesto 4b1. Se obtuvo un soélido color amarillo
correspondiente a 232.2 mg (84.9%) del intermediario 4b4 con Rf: 0.50 (CHCIls/MeOH,
70:30) y pf. 195-196°C

A1.3.15 Sintesis de 4-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)quinazolin-6-il)amino)metil)- 2, 6-

dimetoxifenol (4b4)
F
Ky L ﬁ
N~ >
'\\N NaBH3CN
MeOH, rt. 2 h

3b

Misma metodologia del compuesto 4b1. Se obtuvo un sdélido color amarillo
correspondiente a 256.2 mg (81.3%) del intermediario 4b4 con Rf: 0.63 (CHCls/MeOH,
70:30) y pf. 190-192°C

A1.3.16 Sintesis de 5-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)quinazolin-6-il)amino)metil)-2-
metoxifenol (4b5)



Cl
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|
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Misma metodologia del compuesto 4b1. Se obtuvo un sdélido color amarillo
correspondiente a 241.6 mg (82.1%) del intermediario 4b5 con Rf: 0.63 (CHCIls/MeOH,
70:30) y pf. 193-194°C

A1.4. Caracterizaciéon Instrumental de productos finales

A1.4.1 Caracterizacion de N°-bencil-N*-fenilquinazolin-4,6-diamina (4a1)

100 { 4a1
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£
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1]
2 3271711
5 4] 35.38%
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Espectro 1. Espectrometria de masas APCI de 4a1. Encima del ion molecular se muestra la masa

monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 2. Espectro de RMN H de 4a1 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, § en ppm. Encima de cada pico
se muestra el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las sefiales de
los anillos de fenilo.



14

g
- 15 13
~ -
€3 F X 12 “
SN _ T 16 NH 25 23
N S 17 N H
Mo emmo o [i] 10 N 20
L R 1 2
SASNESES NI ~ (TP
N 1,z 8 PR
aN 7 nmm-ar~nn
coocoooOo
S¥IRRam
S
=) >
N =
———
S2=F - ]
e e o~ =
hlaRi Rt = ] -
=R s] =] - P~
o Te==3F =) =
- [ o
| b
!
AL J
T T T T T T T T T T T T T T
o 180 170 160 150 140 130 120 110 100 Q0 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Espectro 3. RMN C™ de 4a1 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.2 Caracterizacion de 4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-il)Jamino)metil)fenol (4a2)
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Espectro 4. Espectrometria de masas APCI de 4a2. Encima del ion molecular se muestra la masa
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monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 5. RMN H' de 4a2 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las sefiales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 6. RMN C™ de 4a2 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefal.

Caracterizacion de 2-metoxi-4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-ilJamino)metil)fenol (4a3)
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Espectro 7. Espectrometria de masas APCI de 4a3. Encima del ion molecular se muestra la masa
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monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 8. RMN H' de 4a3 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 9. RMN C3 de 4a3 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, 5 en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.4 Caracterizacion de 2,6-dimetoxi-4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-illamino)metil)fenol
(4a4)
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Espectro 10. Espectrometria de masas APCI de 4a4. Encima del ion molecular se muestra la masa

monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 11. RMN H' de 4a4 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, 5 en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 12. RMN C"3 de 4a4 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, § en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.5 Caracterizacion de 2,6-dimetoxi-4-(((4-(fenilamino)quinazolin-6-illamino)metil)fenol
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Espectro 13. Espectrometria de masas APCI de 4a5. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotdpica y su abundancia relativa.



0667-1H_DF0005
0667 14
15 13
USAI-UNAM ) 27
0B.JUNIO.2021 o pr e Rl :
Dr. Francisco Hermnandez / Diego Figueroa NN NORGNGNGNNN 16 25 0\
DF0005 / DMSO-d6 V) PN NS . 23 28
1H 400 MHz oo | ﬁ 0
£00-VNMRS "0 22~0H
Mayeli L. Balbiaux hll"] ‘ ‘ 19 21 26
ﬂ h ’ |
“ | ] ‘ co
Lak]
‘ ‘ | L]
h \ull N I | | N
L LWWUVY
_,f'l U‘\ J \J v UL
T T T T T - T T T T
39 7.37 735 7.33 731 7.29 727 7.2
ppm
@
&
(-] OV TCrOUTTNTODDOW TN
T mERRNEIMAOAMMONCRGRR® o
| P = P P P P P PabEP=M=M 00 900 L]
| e mp—— 228N : 3333:
8 o | 1133 55 ESESE
By | ®m ™
8 e ~ BERTTTT
I o f 15 1 IR
|
[ ! u ‘1‘ \ ' . as*a_"
| _Jl_ J 1 ‘._n. J' e N S— ) A._JL Ill
| | | O R R S I ' 1
8 8 8 8 08370828 9 a 26 2
T T T T T T T T T T T T T u T T T T T
.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
ppm

Espectro 14. RMN H' de 4a5 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, 5 en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 15. RMN C'° de 4a5 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.6 Caracterizacion de N°-bencil-N*-(3-cloro-4-fluorofenil)quinazolin-4,6-diamina (4b1)
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Espectro 16. Espectrometria de masas APCI de 4b1. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 17. RMN H' de 4b1 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
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muestra el atomo correspondiente a dicha sefal.
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Espectro 19. Espectrometria de masas APCI de 4b2. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 20. RMN H' de 4b2 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 21. RMN C"® de 4b2 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, 5 en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha sefal.
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Espectro 22. Espectrometria de masas APCI de 4b3. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 23. RMN H' de 4b3 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 24. RMN C' de 4b3 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.9 Caracterizacion de 4-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)quinazolin-6-il)amino)metil)
2,6-dimetoxifenol (4b4)
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Espectro 25. Espectrometria de masas APCI de 4b4. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotdpica y su abundancia relativa.
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Espectro 26. RMN H' de 4b4 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las sefiales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 27. RMN C'3 de 4b4 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha sefial.

A1.4.10 Caracterizacién de 5-(((4-((3-cloro-4-fluorofenil)lamino)quinazolin-6-illamino)metil)-2-
metoxifenol (4b5)
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Espectro 28. Espectrometria de masas APCI de 4b5. Encima del ion molecular se muestra la masa
monoisotopica y su abundancia relativa.
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Espectro 29. RMN H' de 4b5 en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm. Encima de cada pico se muestra
el atomo correspondiente a dicha sefial. También, se hace un acercamiento a las senales de los anillos
de fenilo.
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Espectro 30. RMN C"® de 4b5 en DMSO-ds a 100 MHz TMS, 5 en ppm. Encima de cada pico se
muestra el atomo correspondiente a dicha senial.
A1.4.11 Espectros apilados de RMN de los compuestos de la serie A
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Espectro 31. Espectros RMN H' de compuestos de la serie A en DMSO-ds a 300 MHz TMS, & en ppm.
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Espectro 32. Espectros RMN C"3 de compuestos de la serie A en DMSO-ds a 100 MHz TMS, Sen
ppm.
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ANEXO 2

Ensayos de inhibicion enzimatica
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A2.1 Instrumentos y Materiales

e El peso de los compuestos se midié con la balanza analitica Sartorius™ CP124
S.

e Para preparar las disoluciones se ocuparon tubos de microcentrifuga de
polipropileno con tapa a presion de 1.5 mL y un matraz volumétrico de 100 mL.

e Para tomar las disoluciones se ocuparon micropipetas de 0.5-10 uL, 10-100 pL,
20-200 pL, 100-1000 pL

e Laadicion de la enzima se llevé a cabo de manera simultanea en diferentes pozos
con ayuda de una pipeta multicanal de

e Para la lectura de las propiedades espectrales se ocuparon placas de 96 pozos
de policarbonato y el lector de placas Multi-Modal Synergy™ HTX

Reactivos
Nombre Marca Cédigo
Xantina oxidasa bovina 25U (bXO) Sigma Aldrich | X1875
Xantina Sigma Aldrich | X7375
Acido trico Sigma Aldrich = U2625
HEPES Sigma Aldrich | H3375
HEPES sal sédica Sigma Aldrich | H7006
Anaranjado de xilenol sal tetrasddica Sigma Aldrich | 398187
Cloruro ferroso amoniacal hexahidratado | Sigma Aldrich | 215406
Acido sulfurico concentrado Sigma Aldrich -
A2.2 Preparacion de disoluciones
A3.2.1. Preparacion del amortiguador HEPES Acido N-(2-Hidroxietil)piperazin-

N'-(2-etanosulénico) 150 mM, pH 7.5

En una nave para pesar, se colocaron 1.6312 g de HEPES acido. La nave se lavd con
aproximadamente 20 mL de agua destilada y el contenido se verti6 en un vaso de
precipitados de 100 mL. Posteriormente, el proceso se repitié colocando 2.1420 g de la
sal sédica de HEPES. A la disolucién resultante se le midié el pH resultando en 7.53, no
se requirié ajuste. Esta misma disolucién fue vertida en un matraz volumétrico de 100 mL
y se ajusto a la marca de volumen con agua destilada.

A3.2.2. Preparacion de la disolucién madre de bXO

| 112 .



En un tubo para microcentrifuga se colocaron 996 uL de disolucién amortiguadora. A
continuacion, se agregaron 3.68 uL de bXO obtenida comercialmente. La disolucién
resultante contenia 40 mU/mL de bXO. (Solucién A)

A3.2.3. Preparacion de disoluciones de xantina

En un tubo para microcentrifuga se pesaron 0.00152 g (100 umol) de xantina.
Posteriormente, se colocé 1000 uL de NaOH 1 M previamente preparada, esta disolucion
contenia 100 mM de xantina en 1 mL (Solucion A). Después, se tomaron 990 uL de
solucion amortiguadora y se colocaron en otro tubo para microcentrifuga; el tubo se llevo
a 1000 uL agregando 10 uL de la Solucion A de xantina. La solucién resultante contenia
1 mM de xantinay 10 mM de NaOH en 1 mL (Solucién B).

A3.2.4. Preparacion de disoluciones de alopurinol

En un tubo para microcentrifuga se pesaron 0.00136 g (100 umol) de alopurinol.
Posteriormente, se coloc6 1000 uL de DMSO, esta disolucion contenia 100 mM de
alopurinol en 1 mL (Solucién A). Después, se tomaron 990 puL de solucién amortiguadora
y se colocaron en otro tubo para microcentrifuga; el tubo se llevé a 1000 uL agregando
10 uL de la Solucién A de alopurinol. La solucion resultante contenia 1 mM de alopurinol
y 141 mM de DMSO en 1 mL (Solucion B). En este punto la concentracion de DMSO era
aproximadamente de 1.1%.

A3.2.5. Preparacion de disoluciones de los compuestos

En un tubo para microcentrifuga se pes6 lo equivalente a (5 umol) de los diez
compuestos disenados. Posteriormente, se colocdé 1000 uL de DMSO, esta disolucién
contenia 5 mM de compuestos en 1 mL (Solucidén A). Después, se tomaron 990 uL de
solucion amortiguadora y se colocaron en otro tubo para microcentrifuga; el tubo se llevo
a 1000 uL agregando 10 uL de la Solucién A de compuestos. La solucion resultante
contenia 50 uM de compuestos y 141 mM de DMSO en 1 mL (Solucion B). En este punto
la concentracion de DMSO era aproximadamente de 1.1%.

A2.3 Caracterizacion espectrofotométrica de acido urico, xantina y alopurinol

Se llevé a cabo un barrido a distintas longitudes de onda para encontrar aquella en donde
los compuestos involucrados en el estudio tuvieran la mayor absorcion de luz. Para ello,
se diluyeron los compuestos en un volumen de 200 uL en una placa de 96 pozos para
tener una concentracion final de acido urico, xantina y alopurinol de 75 uM. El barrido se
muestra en la Figura A2.3.
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Figura A2.1. Caracterizacion espectrofotométrica de acido urico, xantina y alopurinol

A2.4 Caracterizacion de actividad de bXOR

Previo a los ensayos con los compuestos evaluados se llevé a cabo la caracterizacion
de la actividad de bXOR, esto con el fin de verificar que la enzima tuviera la actividad
adecuada para llevar a cabo los estudios requeridos.

La caracterizacion consistio en 2 experimentos:

e En el primero se ve el progreso de la reaccion con el aumento de acido urico a
290 nm vy la disminucién de xantina a 270 nm (Figura A2.2)

0.5
©
O
g
< 047 — Acido urico
© )
S == Xantina
2
8 0.3
0.2 4+—————"T—+—+—+—T+——
0 5 10 15

Tiempo (min)

Figura A2.2. Progreso de la reaccion. Se muestra el aumento de acido urico a 290 nm
y la disminucion de xantina a 270 nm
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e En el segundo experimento se trata de un ensayo colorimétrico con el reactivo de
FOX (ferrous-oxidation xylenol orange). (Figura A2.3) El ensayo tiene como base
la formacion de peroxido de hidrogeno como subproducto de la oxidacion de
xantina a acido urico. Los electrones procedentes de la hidroxilacion oxidativa de
xantina llegan a un aceptor final que es el oxigeno (O2) formando asi, perdxido de
hidrégeno y el radical anion superoxido. Estos dos ultimos reaccionan con el hierro
(1) del complejo formado con el anaranjado de xilenol en un pH acido. La solucién
inicial es de color amarillo mientras que la formacioén de una disoluciéon color azul
indica la formacion de peréxido de hidréogeno.

Densidad Optica

|
T T T T

300 400 300 600 T00

Longitud de onda (nm) Violeta, A, = 570 nm

Figura A2.3. Ensayo colorimétrico con el reactivo de FOX (ferrous-oxidation
xylenol orange). A la izquierda se muestra el espectrograma de ambas especies
(oxidada, reducida). A la derecha se muestra un esquema con la reaccion
involucrada.

Los resultados de la caracterizacion mostraron que la actividad de la enzima estaba tal
como mencionaba el proveedor, por lo que se procedid con los ensayos siguientes.

A2.5 Porcentaje de inhibicion de actividad de bXO

Para el estudio de inhibicion enzimatica de bXO se tomaron los volumenes de la
disolucion A de xantina y de las soluciones B para el resto de los reactivos marcados en
la Figura A2.4 y el orden de adicion mostrado ahi mismo. La configuracién de la placa de
pozos para este estudio se muestra en la Figura A2.5. El control de actividad negativo
consistié en dos experimentos diferentes; en el primero, unicamente se colocd solucion
amortiguadora con bXO, el segundo experimento también contenia el volumen indicado
de amortiguador, pero se coloco solucion de xantina en vez de la enzima. Los resultados
con ambos controles no fueron diferentes, por lo que, para evitar gasto de materiales en
experimentos posteriores, unicamente se consideré como control negativo la solucion
que contiene amortiguador y xantina.
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Orden de adicién
10 2 3 4° 5o 6°
Pozo Ensayo - - ; ;
PBS Xantina Compuestos Alopurinol  DMSO Xantina oxidasa TOTAL

A [Blanco 200 - - - - - 200
B |Ctrl- 200 - - - - 50 200
C |[Citrl- 185 15 - - - - 200
D |Ctrl act+ 185 15 - - - 50 200
E |[Ctrl act+ DMSO | 165 15 - - 20 50 200
F [Ctrl Alopurinol 183 15 - 2 - 50 200
G |Compuestos 165 15 20 - - 50 200
H - - - -

Figura A2.4. Volumenes y ordenes de adicidn de los reactivos empleados para el estudio de
inhibicion de bXO. Todos los volumenes estan marcados en ulL y corresponden a la solucién
B de todos los reactivos excepto para xantina.

Caracteristicas del experimento
A

olelel"T T Telolelelole |
OO0@@@OOOOQ0 | @ mmemgzmmsserota
0000@@O00000
000000000000
000000000000
000000000000
-@00000000000
@00000000000

w

G

Los pozos se llevaron a un
volumen final de 200 pL

El blanco es una solucion que
contiene HEPES 150 mM, pH 7.5

La placa se leyd en un equipo
Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate
Reader

® 6 O

Leyenda de color

O Blanco O Ctrl act+ DMSO O Ctrl alopurinol Q Pozos sin ocupar

O Ctrl act+ O Ctrl act- O Compuestos

Figura A2.5. Configuracion de la placa de posos para el estudio de % de actividad de bXO.
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A2.6 Estudios de cinética enzimatica de bXO en presencia de los compuestos obtenidos

Para el estudio de cinética enzimatica de bXO se tomaron los volumenes de la
disolucion A de xantina y de las soluciones B para el resto de los reactivos marcados
en la Figura A2.4 y el orden de adicién mostrado ahi mismo. La configuracion de la
placa de pozos para este estudio se muestra en la Figura A2.6.

Configuracion de la placa de 96 pozos para el estudio de cinética enzimatica:

Actividad basal  Alopurinol 10 yM ~ Compuesto 1 Compuesto n

[Xantina]

(=]

Blanco

300 pM

150 M

75 uM

25 uM

10 UM

OCO0O00000-
OCOO000000-
OO0O000000-
OO00000 -
0000000
olelelel ] 1 IOk
COCO0000 -

N

O Pozos sin ocupar

Figura A2.6. Configuracion de la placa de posos para el estudio de cinética enzimatica de
bXO.

Para este estudio, todos los ensayos se realizaron por triplicado como se muestra en la Figura
A2.6. Los volumenes finales en cada pozo fueron de 200 uL. Como blanco se ocupd una solucién
de HEPES 150 mM pH 7.5, el cual fue ocupado para restar la absorbancia intrinseca del sistema
utilizado. La placa de pozos fue leia con el equipo Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate reader.
La adicion de la enzima se realizd6 de manera simultanea en cada columna con ayuda de una
micropipeta multicanal.

Para realizar el calculo de la velocidad maxima (Vmax) y la constante de Michaelis (Km) se realiz6
una curva patron a partir de la cual, con los datos de absorbancia obtenidos en el lector de placas,
se obtuvieron los valores de concentracion de acido Urico, interpolando en la curva patron. Para
ello, se empleo la Ley de Lambert-Beer la cual, correlaciona la absorbancia con la concentracion
de determinados solutos.

En la Figura A2.7 se muestran las graficas obtenidas a partir de la curva patrén y en la Figura
A2.8 se muestran las graficas obtenidas a partir de la lectura de la placa de 96 pozos con el
progreso de reaccion de bXO durante 20 minutos.
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Figura A2.7. Curva patron de acido urico obtenida con una lectura a 290 nm de longitud de
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Figura A2.8. Progreso de la reaccion de xantina, produciendo &cido urico y leyendo a 290
nm durante 20 minutos. Se observa la grafica basal, es decir, Unicamente con el sistema
xantina-xantina oxidasa, con alopurinol y con las cuatro moléculas ocupadas para este
estudio.
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Tabla A2.1. Constantes de Michaelis-Menten y Velocidades maximas de las moléculas

estudiadas mediante cinética enzimatica.

Basal
Alopurinol
4bh2
4b3
4b4
4b5

Vmax
18.87+3.27
6.31£0.74
5.710.21
4.7510.26
5.2940.23
4.89+0.33

Km
18.87+3.27
78.19+24.94
12.54+2.48
9.42+2.75
9.75+2.24
6.6612.87
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ANEXO 3

Validacion de acoplamiento molecular
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A3.1 Validacion de acoplamiento molecular en el sistema xantina oxidasa

RMSD =0.998 A

Figura A3.1. Superposicion de febuxostat (amarillo) y un analogo (TEI-6720, gris). Se indica
el RMSD de la superposicién obtenido con el servidor DockRMSD

La validacién del acoplamiento molecular consistio en la capacidad de Autodock Vina 1.2.0 en
poder reproducir de manera correcta la posiciéon de moléculas cocristalizadas con las proteinas
estudiadas.

La primera validacién consistio en el acoplamiento molecular de febuxostat en el sitio de union
de bXO (Figura A3.1). En el sitio de unién del cristal con cédigo de PDB: 3UNA se encuentra una
molécula de acido salicilico, Sin embargo, su acoplamiento fue muy variable y no reprodujo la
posicién original en ninguna de las conformaciones calculadas. Para evitar eso, se llevo a cabo
una superposicion del cristal con PDB ID: 1N5X, que tiene como inhibidor al febuxostat, con la
estructura 3UNA; de tal manera que febuxostat quedo en el sitio de unidn del cristal 3UNA. El
RMSD de los compuestos, calculado con el servidor DockRMSD arrojé un valor de 0.998 A
indicando un alto parecido en la posicién de ambas moléculas.
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A3.2 Validaciéon de acoplamiento molecular en el sistema EGFR

RMSD = 0.988 A

Figura A3.1. Superposicion de erlotinib-acoplado (amarillo) y erlotinib-cocristalizado (gris).
Se indica el RMSD de la superposicion obtenido con el servidor DockRMSD

La segunda validacion consistié en el acoplamiento molecular de erlotinib en el sitio de unién de
hEGFR (Figura A3.2). En el sitio de unién se encuentra cocristalizado erlotinib (PDB ID: 1M17).
El RMSD de los compuestos, calculado con el servidor DockRMSD arrojé un valor de 0.988 A
indicando un alto parecido en la posicién de ambas moléculas.
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In Silico Characterization of Masitinib Interaction with

SARS-CoV-2 Main Protease

Ulises Martinez-Ortega’,” Diego |. Figueroa-Figueroa®,” Francisco Hernandez-Luis,” and

Rodrigo Aguayo-Ortiz*?

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
infection continues to be a global health problem. Despite the
current implementation of COVID-19 vaccination schedules,
identifying effective antiviral drug treatments for this disease
continues to be a priority. A recent study showed that masitinib
(MST), a tyrosine kinase inhibitor, blocks the proteolytic activity
of SARS-CoV-2 main protease (M). Although MST is a potential
candidate for COVID-19 treatment, a comprehensive analysis of
its interaction with M"™ has not been done. In this work, we
performed molecular dynamics simulations of the MST-MP™
complex crystal structure. The effect of the protonation states
of MP® H163 residue and MST titratable groups were studied.
Furthermore, we identified the MST substituents and M™
mutations that affect the stability of the complex. Our results
provide valuable insights into the design of new MST analogs
as potential treatments for COVID-19.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), has
caused an ongoing pandemic with mare than 185 million cases
and over 4.0 million deaths."! Currently, vaccines are being
applied in numerous countries; however, more time is needed
to reach levels that could centrol this global outbreak that
would likely become a seasonal disease.”? Despite some
antiviral drugs received emergency authorization by different
regulatory drug agencies around the world, their use are
limited.” This situation elevates the need for specific antivirals
that would help reduce morbidity and mortality caused by this
disease.

To date, different druggable targets against SARS-CoV-2
have been identified for the development of a potential
treatment, for example, RNA-dependent RNA poclymerase
(RdRp), papain-like protease (PL°™), and main protease (MP™)."!
The latter has gained relevance because, in addition to being
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vital for the viral life cycle, it has been observed that this
enzyme prefers specific substrates not present in humans,
speeding up the identification and design of molecules with
high selectivity and low toxic effects.®” Several peptidomimet-
ics and small-molecules have been tested with good activity,
which has led to the development of new M"° covalent and
non-covalent inhibitors.*""

In this tireless effort to develop a molecule that could be a
great solution to the problem caused by COVID-19, a recent
study showed that masitinib (MST), a well-known tyrosine
kinase inhibitor, had excellent inhibitory activity on M"™ (IC;,=
2.5 uM). The MST-MP™ complex was solved by X-ray crystal-
lography and deposited in the Protein Data Bank (PDB)
(Figure TA}. Interestingly, MST was also identified as a MP™®
inhibitor in a later high-throughput screening study carried out
by another research group.® Despite MST could be a promising
treatment for COVID-19, no further studies have been done to
understand the interactions of MST with M"® to design more
active compounds.
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Figure 1. MST binding within MP™ homodimer active sites and protonation
states. {A) Depiction of SARS-CoV-2 M™ homodimer complexed with MST
(PDB: 7JU7"). (B} MST binding mode and interaction with MP® active site
residues, MST is shown in stick format with its C atoms colored in yellow.
Fundamental hydrogen bond interactions are shown as dashed lines. (C)
Microspecies distribution of MST protonation states (MST1, MST2, and MST3)
computed with Chemicalize™ {left) and representation of the three H163
protonation states (HID163, HIE163, and HIP163) used in this study (right).
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