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1. RESUMEN

La enzima transcriptasa inversa (T1) del VIH-1 es responsable por la transcripcion del
ARN viral en una molécula de doble cadena de ADN, la cual subsecuentemente se integra en el
genoma de la célula hospedera. La Tl es uno de los principales blancos terapéuticos en el
tratamiento en personas infectadas con este virus. La aparicion de variantes resistentes a los
medicamentos mas utilizados, los efectos colaterales que generan las terapias actuales, hacen
necesario el desarrollo de nuevos medicamentos eficientes contra variantes silvestres y

resistentes asi y menos nocivos.

El anillo de piridinona es una estructura con potencial en el desarrollo de nuevos
inhibidores de la transcriptasa inversa de tipo no nucledsido. Para este trabajo se disefiaron y
sintetizaron nuevos analogos de piridinonas con potencial inhibitorio de la TI del VIH-1,
utilizando el analisis de relacion estructura actividad cuantitativa, la exploracion virtual de
bibliotecas de compuestos y analisis de acoplamiento molecular para determinar los compuestos
con mejor interaccion con la Tl. Se sintetizaron 32 moléculas (familias DA, DH y DG), las
cuales fueron evaluadas en tres pruebas: actividad inhibitoria contra la funcion de la TI,
citotoxicidad hacia la linea celular linfocitica humana Jurkat T CD4+ JTLRG, y actividad

inhibitoria de la replicacion de la cepa viral 111B en la misma linea celular.

Los resultados mostraron que la mayoria de los compuestos pueden interaccionar, pero
no inhibir a la enzima TI ni la replicacién viral, y ademas mostraron diferentes porcentajes de
citotoxicidad. Para los grupos DH y DA encontramos que la mayoria de los compuestos pueden
interaccionan con la enzima, pero no inhiben ni su actividad ni la replicacion. El efecto en el
modelo de infeccion in vitro observado en estos compuestos es con excepciones, derivada de la
citotoxicidad que generan en las células. Estos grupos podrian ser modificados estructuralmente
para disminuir su citotoxicidad y mejorar su habilidad para inhibir a la enzima y la replicacion
viral. El compuesto que mejor capacidad inhibitoria mostré fue el DG-9, el cual tuvo un nivel de
inhibicion del 79% de la replicacion viral (Clso= 28.78uM) y de 39 % de inhibicion de la
actividad de la Tl (Clso= 69.81uM) y ademés de que no mostrd una citotoxicidad significativa
(27% a 100uM). Por lo anterior proponemos la estructura del DG-9 (como base para el disefio

de nuevos compuestos activos contra esta enzima.



2. INTRODUCCION

2.1. Virus de Inmunodeficiencia Humana

El virus de inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (VIH-1) pertenece al género de los
Lentivirus dentro de la familia Retroviridae, es un virus de genoma de RNA de cadena sencilla
y polaridad positiva (Fields et al, 2013). El didmetro de la particula viral varia entre 80-120 nm;
dentro de ella se encuentra el genoma del virus que se compone de dos cadenas de ARN de
polaridad positiva las cuales estan rodeadas de nucleoproteinas que juntos forman la
nucleocapside de forma cénica. Dentro de esta capside se encuentra junto al material genético
otras proteinas necesarias para llevar a cabo la infeccion de la célula hospedera. EI genoma del
virus (figura 1) tiene una longitud de cerca de 9.8 kb de largo, tiene en ambos extremos 5" y 3’
secuencias no codificantes denominadas por sus siglas en inglés LTR (Long Terminal Repeats),
las cuales tienen la funcion de secuencias de reconocimiento tanto para proteinas celulares
implicadas en la replicacion viral y del propio virus (Engelman y Cheparov, 2012).
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Figura 1. Representacion grafica del genoma del virus de inmunodeficiencia humana.
Recuperado de Fields et al. 2013



Las proteinas del VIH-1 pueden ser clasificadas en tres categorias, estructurales (Gag, Pol
y Env), reguladoras (Tat y Rev) y accesorias (Vpu, Vpr, Vif y Nef) ("Structure, Expression, and
Regulation of the HIVV Genome", 2018).

La infeccién de la célula blanco ocurre cuando la hetero glicoproteina (gp120 y gp4l)
interacciona con la proteina de superficie CD-4, esta primera interaccion se da a través de gp120.
esto genera que se exponga el sitio de union a una segunda molécula receptor de quimiocinas CC-
50 CCRS5 (en la infeccion inicial) 0 CXCR4 (receptor 4 de quimiocinas con motivo C-X-C) dentro
de la misma gp120. Cuando se establece la interaccion con el CCRS5, esto promueve la insercion
del péptido de fusion que se encuentra en el amino terminal de la proteina gp41 en la membrana
celular, esto lleva a un re-arreglo de aminoacidos que forman la horquilla de seis hélices que hace
que se acerquen y fusionen la membrana del virus y de la célula y la liberacion intracelular de la

nucleocapside (Engelman y Cheparov, 2012, Fields, 2013).

La nucleocapside esta compuesta por proteinas de la capside los cuales hacen un nucleo
conico que protege el material genético, la transcriptasa inversa, la integrasa. Cuando la
nucleocépside ingresa a la célula ocurre una disolucion parcial de nicleo de proteinas de la capside,
la cual es necesaria para que se lleva a cabo la transcripcion inversa la cual transforma material
genético de ARN en ADN de doble cadena por la actividad de la transcriptasa inversa. Este ADN
se integra al genoma de la célula hospedera por la actividad de la integrasa (Engelman y Cheparov,
2012).

Al inicio de la transcripcion del material genético del virus, se genera un ARN mensajero
que tiene el potencial de codificar para los 9 genes del VIH-1, el cual sufre un proceso de corte y
empalme para codificar alguna de las proteinas o puede ser exportado sin modificaciones y ser
empaquetado como genoma viral en los nuevos viriones (Rainer et al. 2016). Las proteinas de
expresion temprana Tat y Rev son necesarias para que se lleve a cabo una produccion eficiente de
los ARN mensajeros del virus, mientras que los genes gag y pol se sintetizan en una poliproteina
durante la fase productiva de la infeccion, los otros genes que componen el genoma tienen
diferentes funciones, entre ellas inhibir la respuesta antiviral de la célula (Engelman y Cheparov,
2012).



Con base a la secuencia de los genes gag, pol y env se han descrito 3 grupos principales de
VIH-1 el grupo M, B y O. Dentro del grupo M se encuentran los subtipos A, By C, entre ellos
representan el 50% de las infecciones a nivel mundial, dentro de este grupo se encuentran varios
subtipos, siendo el subtipo B el que prevalencia en América con 54% de infecciones y un aumento
de casos de subtipo C (Bahls et al., 2019, Buonaguro et al. 2007., Quesnel-Vallieres et al. 2011).
El subtipo C concentra el 80% de los infectados a nivel mundial, esto es debido a que es mas
predominante en Asia y Africa. La variabilidad genética en subtipos determina la “barrera
genética”, la cual es el nimero de mutaciones requeridas para sé generen mutaciones que permitan
escapar a la presion selectiva de los antirretrovirales. La capacidad de evasion que otorgan la
mutacion es diferente para cada tipo de medicamento. Una mutacion el sitio de unién alostérico de
los INNTI en la TI es suficiente en algunos casos para generar resistencia, mientras que para
generar resistencia a los inhibidores de la integrasa es necesario mas de una mutacion (Buonaguro
et al. 2007).

2.1.1. Infeccién por VIH-1

El VIH-1 puede transmitirse a través de relaciones sexuales con una persona infectada, por
transfusion sanguinea y por transmision perinatal. El virus infecta primero a macrdfagos o células
presentadoras de antigeno, estas células llevan al virus hasta los 6rganos linfoides donde se replica.
En el tejido linfoide asociado a intestino (GALT, por sus siglas en inglés) es donde ocurre la
primera replicacion del virus en los linfocitos CD-4+ de memoria que residen ahi, ademas que ahi
residen cerca del 40% de los linfocitos del cuerpo. El dafio derivado de la replicacién del virus
genera la disrupcion y deterioro del GALT; lo que origina una ruptura del epitelio intestinal, esto
permite la migracién de bacterianas y células infectadas hacia el torrente sanguineo ademas de
promover una inflamacion que provoca un reclutamiento de células susceptibles de ser infectadas
por el virus (Deek et al. 2015, Fields et al. 2013).



En la replicacion inicial fuera del GALT se da en los nddulos linfaticos, ahi debido a la
gran cantidad de particulas virales que se producen estos se llegan a hinchar, dando lugar a que se
dafie el epitelio, esto provoca la produccion de moléculas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e
IL-1B y permitiendo que liberen particulas virales al torrente sanguineo. Durante el pico inicial de
la viremia, denominada “aguda”, las poblaciones de células CD-4+ que se encuentran en
circulacion (especialmente Th-17 y Th de memoria) son destruidas y el cuerpo monta una respuesta
de células citotdxicas, antes de que el cuerpo pueda. A la par se inicia una respuesta del sistema
inmune innato dependiente de TLR, esto promueve la produccion y liberacion al torrente
sanguineo de interferon de tipo | y I, ademas de citocinas proinflamatorias, como las
anteriormente mencionadas en este parrafo, las cuales activan a macrofagos, células asesinas
naturales y células dendriticas. Estas células junto a los linfocitos T CD-8+, generan una respuesta
que permite el “control” momentaneo de la replicacion del virus al destruir las células infectadas

(Deek et al. 2015, Moir et al. 2011., Teer et al. 2020).

El individuo infectado a la par que genera una respuesta celular también genera una
respuesta inmune caracterizada por la generacion de anticuerpos en los primeros 8 dias post
infeccion, es posible la deteccion de inmunoglobulinas My G, que son capaces de neutralizar la
infeccion en macrofagos y monocitos por mecanismos dependientes del receptor a Fc 1 (FcyR1).
La presencia de anticuerpos neutralizantes y la respuesta celular provoca la disminucién de la
replicacion viral y el establecimiento de un periodo de “eclipse” o “set point” manteniendo una
replicacion basal que puede durar varios afios (Deek et al. 2015). Durante este periodo de latencia,
continda la disminucion gradual en la cantidad de linfocitos T CD4+ en sangre de 1,200 células/uL
de sangre a menos de 200 células/uL, lo que ocasiona la aparicion de una inmunodeficiencia grave

(Deek et al. 2015).

El VIH-1 infecta y destruye no solo linfocitos T CD-4", también células de memoria que,
en algunos casos, no inician una replicacion viral inmediatamente si no que fungen como
reservorios virales. EIl virus también infecta otras células que expresan CD-4 como celulas
dendriticas y de Langerhans, asi como macrofagos y monocitos. Estas células pueden vivir muchos

afios y fungir como reservorios virales.



Aunado a esto la alta tasa de mutaciones durante la replicacion del virus genera la aparicion
de variantes insensibles a anticuerpos y también capaces de escapar de la presion de las defensas
inmunes (Teer et al. 2020., Lewis G. K., 2014.)

Durante la fase de eclipse ocurre una disminucién de las poblaciones de linfocitos T
CD4+ efectores se debe a muchos factores entre ellos la disminucion de la produccién de
interleucina-2 (Sereti et al. 2004), la infeccidn por el virus per se y la produccion de particulas
virales. Esto generan mecanismos de muerte celular de tipo apoptosis o piroptosis qué afectan e
impiden que nuevas poblaciones de linfocitos T CD-4" se establezcan. Ante la ausencia de
celulas claves para montar una respuesta inmune eficiente los pacientes son susceptibles a
enfermedades oportunistas (Rainer et a. 2016., Ho et al. 1995., Herbein et al. 1998., Teer et al.
2020).

2.1.2. Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)

La disminucién de las poblaciones de linfocitos T CD4" lleva a la incapacidad del
organismo de montar una respuesta inmune eficiente, esto permite qué enfermedades
oportunistas se manifiesten de manera aguda y pueden generar serios problemas a la salud en el
individuo (Murphy et al. 2016). Ademas de las infecciones oportunistas por el virus del herpes
0 citomegalovirus pueden llegar ocurrir otro tipo de enfermedades como problemas
neuroldgicos; se estima qué entre el 10-20 % de los pacientes infectados desarrollan
complicaciones en el sistema nervioso central, pérdida de vision, meningitis, demencia, ataxia
cerebelar. Otras complicaciones ocurren en eséfago y estdbmago como la disfagia; diarrea de
manera multifactorial la pérdida de peso. (Gazzard, B. 1987). Todos los padecimientos que se
presentan por la inmunodeficiencia generada por la replicacién del virus son los que ocasionan
la muerte de los pacientes con SIDA (Scutch field, F. D., y Benenson, A. S. 1989, Gazzard, B.
1987, Chang, C. C et al. 2013).
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2.2. Tratamientos antirretrovirales contra el VIH-1

En 1987 se introdujo el primer inhibidor de la Tl el Zidovudine (AZT) y desde entonces
el desarrollo de inhibidores que afectan a otras proteinas virales ha permitido introducir el

régimen de utilizar tres medicamentos al mismo tiempo (Montagnier, L. 2002).

La Terapia Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA) es el esquema de tratamiento
mas utilizado para el control de la replicacion del virus en la actualidad. En la figura 2 se
esquematiza los medicamentos que se incluyen en TARGA inhiben la actividad de varias
proteinas del virus que participan en el ciclo replicativo; el tratamiento incluye inhibidores de la
proteasa (IP) que impide la maduracidn del virion, inhibidores de la integrasa (I1) que inhiben la
integracion del genoma del virus al genoma de la celula hospedera, inhibidores del correceptor
CCR5 que evitan las interacciones con la proteina viral, inhibidores de la fusion (IF) los cuales
evitan la fusion de membranas entre la célula blanco y el virus, y de los inhibidores de la enzima
transcriptasa inversa que evitan que se realice la conversion del genoma del virus de ARN (+) a
ADN.

@®
Attachment

Figura 2. Esquema que muestra los sitios de inhibicion del ciclo de vida del VIH-1 por los
medicamentos que se utilizan en la terapia antirretroviral durante el ciclo replicativo del
virus (tomado de Engelman & Cherapov, 2012)
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La velocidad de replicacion del VIH-1, los errores que se cometen durante la
transcripcion inversa y la falta de actividad de correccion de errores de la Tl causan que el
genoma del virus pueda acumular suficientes mutaciones que pueden promover la aparicion de
variantes del virus que son resistentes a los farmacos utilizados en los tratamientos (Sarafianos
J. G., 2009, Rainer et al. 2016, Engelman & Cherapov, 2012).

Durante el tratamiento antirretroviral se generan reservorios virales en células cémo los
linfocitos T CD4+ de memoria, células T foliculares ayudadoras y células dendriticas que tienen
el virus integrado en su genoma (pro-virus) pero que no llevan a cabo la transcripcion de las
proteinas virales. Los reservorios se generan en sitios como la mucosa gastrointestinal, el sistema
nervioso central, nodulos linfaticos y el tracto genital, es en estos 6rganos ocurre una replicacion
persistente del virus aun cuando el paciente lleva tratamiento antirretroviral. La falta de un
tratamiento que elimine al pro-virus y el hecho de que los medicamentos no llegan a todos los
organos en las concentraciones necesarias para ejercer una inhibicion eficiente de la replicacion
viral provoca que en pacientes con tratamiento puedan surgir estas variantes resistentes que
pueden continuar replicdndose (Garcia M. et a. 2018). Por estos motivos los reservorios virales

son la principal causa de que el virus no pueda ser erradicado del organismo.

Los farmacos tienen un tiempo de vida antes que el organismo los deseche mediante el
ciclo de la urea; se ha establecido que es crucial la biodisponibilidad de los farmacos para tener
un tratamiento éptimo por lo que se debe considerar su afinidad por los transportadores de
farmacos. La familia de los transportadores de membrana dependientes de ATP (ATP-Binding
Cassette) como la glicoproteina P qué tiene actividad de bomba al expulsar farmacos del interior
de la célula. Almond et al., en 2005 y Vasilis et al., en 2009 demostraron que a mayor expresion
de glicoproteina P en linfocitos tratados con antirretrovirales no nucledsidos, por ejemplo, la
nevirapina. La concentracion intracelular en linfocitos de nevirapina es significativamente menor
en comparacion con en linfocitos donde se inhibe la expresion de esta proteina. Por lo que estos
mecanismos celulares pueden ser en parte responsables influyen en la aparicién de variantes de
variantes del virus qué son resistentes a los inhibidores actualmente usados en la TARGA y la
interaccion con este tipo de proteina es un factor para considerar para el desarrollo de nuevos

farmacos.
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2.2.1 Transcriptasa Inversa (T1)

La enzima transcriptasa inversa del virus VIH es una proteina heterodimerica que consta
de las subunidades p66 (560 aminoacidos) en la que se encuentra el sitio catalitico donde se lleva
a cabo la polimerizacion de la cadena de ADN, y también otro sitio con actividad de ARNsa H
(degradacion de ARN). La transcriptasa inversa contiene también una subunidad p51 (440
amino&cidos) qué tiene una funcién estructural. (De Béthune, M.P., 2010).

El proceso de transcripcion inversa de la enzima consiste en formacién de una molécula
de ADN de doble cadena a partir de dos copias del genoma viral de ARN (+), esto se lleva a

cabo en el citoplasma después de que se ha formado el complejo de pre-integracion.

La reaccion de transcripcion inversa inicia cuando el iniciador ARNtsLys Se une a una de
las dos copias de ARN dentro de la capside, la reaccion de polimerizacién incorpora la secuencia
de ADN complementaria a la cadena del ARN; mientras la ARNsa H hidroliza la cadena molde
de ARN. Debido a la poca procesividad de la transcriptasa inversa (capacidad de polimerizar de
manera continua una cantidad determinada de nucle6tidos) esta se desacopla y continua la
polimerizacion utilizando la otra copia de ARN presente en la capside, finalmente el ARN es
degradado y se termina de polimerizar la molécula de ADN (Sarafianos J. G., 2009; De Béthune,
M.P., 2010).

Durante la transcripcion inversa ocurren mutaciones en la secuencia de ADN, estos
cambios en la secuencia pueden generar cambios de los aminoacidos que conforman la estructura
de las proteinas virales. Debido a que la TI carece de la capacidad de correccion de errores se
estima que comete 1 error cada 1000 nucle6tidos que inserta en la cadena naciente de ADN, esto
lleva a que dentro de una poblacion se puedan detectar diferentes variantes del virus; incluso

dentro de un mismo paciente la diversidad de secuencias del virus puede llegar ser elevada.

13



2.2.2. Inhibidores No Nucleo6sidos de la Transcriptasa Inversa (INNTI) y

efecto de mutaciones en el sitio de union

Los INNTI son un grupo de inhibidores heterogéneos en su estructura quimica, los cuales
llevan a cabo una actividad inhibitoria cuando se unen a un sitio alostérico a 10 A de distancia
del sitio activo denominado sitio de unién de INNTIs dentro de la subunidad p66 de la
transcriptasa inversa. La forma que adquiere el farmaco dentro del sitio alostérico al
interaccionar con los aminoacidos del sitio de union recuerda la forma de una “mariposa” con
“alas hidrofobicas”, este sitio tiene un ambiente hidrofobico marcado por la presencia de
aminoacidos aromaticos (Y181, Y188, F227, W229 y Y232), hidrofobicos (P59, L100, V106,
V179, L234 y P236) e hidrofilicos (K101, K103, S105, D132 y E224), y dos aminoacidos de la
subunidad p51 (1135 y E138) (Kohlstaedt et al.,1992).

La union de los INNTI induce un cambio conformacional que cambia la posicién de los
aminoacidos Y181 y Y188 hacia el sitio activo produciendo un cambio conformacional en el
sitio activo por el movimiento de 2 A de las cadenas de aminoécidos y los tres residuos de 4cido
aspartico que se utilizan en la reaccion de polimerizacion del ADN. Son estos cambios los que
se han propuesto como el mecanismo de inhibicién de los INNTI. La forma de interaccionar con
el sitio alostérico y la forma que este adopta por la interaccion con el inhibidor no varian de
manera significativa, aunque sean moléculas con estructuras muy diferentes (Hsiou et al. 1996,
De Béthune, M.P., 2010, Das; K. et al., 2012).

Las mutaciones que originan cambios en los aminodcidos en el sitio alostérico donde se
unen los INNTI pueden causar que los farmacos no lleguen a realizar su efecto inhibitorio.
Y188C, Y181C, K103N y L100I se han identificado como las mutaciones responsables de
generar resistencia a los INNTI (Zhan et al. 2013) debido a que los inhibidores ya no pueden
interaccionar de manera correcta con los aminoécidos con lo que interaccionan para ejercer su

efecto, por esto pierden la capacidad de modificar la conformacion del sitio alostérico en la TI.
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2.2.3. Diseflo de nuevos INNTIs

El descubrimiento de compuestos lideres es esencial para el disefio de nuevos farmacos,
actualmente existen aproximaciones para el descubrimiento de compuestos lideres como el
disefio de novo y el escaneo de bases de moléculas de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en
inglés); este Ultimo combina ensayos enzimaticos de transcripcion inversa y modelos celulares

de infeccion con VIH-1.

Es a partir de esta metodologia que se han descubierto nuevas moléculas con potencial
antirretroviral como benzofenona, sulfanil triazol, sulfonil tetrazol, oxindol, benzotiofeno
triciclico, N-aril pirrolidinona y el tiazolideno benzeno-sulfonamida. También existen
aproximaciones para el descubrimiento de nuevos compuestos a partir de productos naturales,
como los flavonoides, cumarinas, terpenos, taninos, alcaloides, polisacaridos y quinonas (Zhan
et al 2013).

La metodologia mas utilizada para la identificacion de moléculas lider es el escaneo
virtual, el cual se basa en el acoplamiento molecular in silico para elaborar modelos que
“predicen” como interaccionan dos moléculas. Esto permite evaluar bibliotecas de més 70,000
compuestos sin llevar a cabo experimentos, generando modelos de interaccién de compuestos

pequerfios con las proteinas de interés (Zhan et al 2013).

2.2.4. Optimizacién de INNTIs por quimica computacional

Existen herramientas computacionales que permiten modificar estructuralmente a los
INNTISs, con la finalidad de generar analogos de estas moléculas que pudieran ser méas efectivos
y menos toxicos. La metodologia denominada relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR,
por sus siglas en inglés) se basa en la creacién de modelos que predicen la actividad biologica
de compuestos nuevos o a partir de informacion experimental de la actividad bioldgica de una

familia de compuestos de interés se puede hacer un analisis de su actividad. Esto permite
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direccionar la optimizacion de las moléculas para realizar cambios estructurales que podrian
hacer més eficiente la actividad de inhibicion al quitar o adicionar ciertos grupos funcionales a

la estructura de la molécula (Wang et al. 2015, Zhan et al. 2013).

La flexibilidad del sitio de union de los INNTis en la Tl es lo que ha permitido encontrar
una gran diversidad de estructuras quimicas con efectos inhibidores. Todos los inhibidores se
unen a la enzima en una conformacion similar lo que facilita descubrir nuevas moléculas con
potencial terapéutico y optimizar las moléculas con funcién inhibitoria ya existentes. Las
herramientas computacionales aqui mencionadas se emplean actualmente para identificar y
disefiar nuevas moléculas con actividad inhibitorias contra variantes silvestres y resistentes del
virus (Zhan et al. 2013, Medina-Franco et al. 2005).
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3. ANTECEDENTES

Ante la falta de una vacuna efectiva que prevenga la infeccién del VIH-1, se debe continuar
con el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la enfermedad (Walker, B. D., &
Burton, D. R., 2008). El uso de herramientas computacionales como el acoplamiento molecular,
la relacion estructura actividad y la relacion estructura actividad cuantitativa en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es una estrategia que tiene la finalidad de
disefiar y optimizar moléculas con potencial terapéutico de una manera rapida y eficiente, lo que

permite reducir los costos de sintesis y pruebas biolégicas de miles de compuestos.

Otra utilidad de las herramientas computacionales anteriormente mencionadas es que
permite explicar mecanismos de accién de farmacos actuales que estan dirigidos contra la TI. A
partir de la informacion adquirida en estos estudios informaticos se busca desarrollar
medicamentos con una mejor actividad inhibitoria, que tengan una baja toxicidad y que inhiban
a variantes de los virus resistentes a los farmacos actuales (Zhan et al. 2013, Medina-Franco, et
al. 2004).

Las piridinonas fueron inicialmente descubiertas por Merck en 1991 como nuevos candidatos
a INNTIs a partir del analisis de la revision de una base de moléculas (Nunberg J. H. et al. 1991),
algunas de ellas llegaron a pruebas clinicas. Sin embargo, la aparicion de variantes resistentes
hizo que se suspendieran su desarrollo. En la actualidad el trabajo con este tipo de moléculas se
ha retomado para desarrollo de analogos que sean efectivos contra variantes resistentes.

En 2004 Medina-Franco y colaboradores hicieron un analisis de acoplamiento molecular de
piridinonas de Merck como la L-967, 661 y analogos de piridinonas disefiadas por ellos; en este
estudio también analizaron hibridos de piridinonas, y otros INNTIs de primera y segunda
generacion como la nevirapina y el efavirenz. Las piridinonas analizadas en este articulo habian
tenido buenos resultados contra variantes silvestres del virus en pruebas bioldgicas, pero
perdieron capacidad inhibitoria contra variantes con mutaciones de aminoacidos en el sitio de
unién de los INNTIs. En este trabajo los autores determinaron que las piridinonas y sus derivados

tienen un mecanismo de inhibicion de la transcriptasa inversa similar a la Nevirapina, el
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denominado modelo “mariposa”; también se determino que las piridinonas iniciales y otros
analogos de ellas interaccionan en el sitio alostérico por un anillo de benzoxazol con aminoacidos
(Y181 y Y188). (Medina-Franco et al. 2004)

Las mutaciones qué generan cambio en estos aminoacidos durante la transcripcion inversa
son reconocidos como principales causantes de la aparicion de la resistencia a este tipo de
inhibidores. Se encontré que el INNTI de segunda generacién UC-781 presenta un grupo (3-
metilbut-2-enyl) oxy en lugar de un grupo aromatico, lo que provoca que se generen menor
numero de interacciones con el aminoacido Tyr181. A partir de este resultado se teorizo6 que la
sustitucion del grupo aromatico por un grupo (3-metillbut-2-enil) oxy podria tener actividad
contra variantes del virus con la mutacion Y181C. Se propusieron a partir de estos resultados
estructuras hibridas piridinona/UC-781 con potencial inhibitorio contra variantes resistentes del
VIH-1. (Medina-Franco et al. 2004)

Posteriormente con la metodologia QSAR Medina-Franco y colaboradores en 2005
utilizaron la informacion de acoplamiento molecular de inhibidores no nucledsidos de la
transcriptasa inversa como el nevirapina e hibridos piridinonas-UC-781 para buscar en bases de
datos del Instituto Nacional de Cancerologia de los Estados Unidos moléculas que de acuerdo
con el modelo tendrian una actividad inhibitoria contra la T1. Las moléculas que se identificaron
en el fueron del tipo pirazo [3, 4-d] pirimidinas, a estas moléculas se les realiz6 un andlisis de
acoplamiento molecular contra la TI que permitié obtener un modelo del mecanismo de union
de estas moléculas el cual predice que posiblemente se unen como lo hacen otros INNTIs
(Medina-Franco et al. 2005)

De los resultados obtenidos por los analisis informaticos se concluy6 que dos sustituciones
en diferentes carbonos de las moléculas podrian mejorar su actividad inhibitoria contra la Tl y
que la incorporacion de un grupo metilo en los carbonos 4 y 7 son modificaciones que harian a
los compuestos mas inhibitorios. También se establecid que estas moléculas interaccionan con

el aminoécido Y181, aunque esta interaccion no es relevante como en otros INNTIs. Esto seria
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importante para el futuro disefio de nuevas moléculas con actividad inhibitoria contra la TI.
(Medina-Franco et al. 2005)

En 2007 Medina-Franco y colaboradores utilizando acoplamiento molecular y QSAR

disefiaron moléculas hibridas piridinonas-UC 781, estos compuestos contienen en su estructura

sustituyentes alifaticos en el carbono 4 y sustituyentes polares en el carbono 3. También se

disefiaron compuestos hibridos quinolona/UC-781 con sustituyentes insaturados en el carbono 4

y un grupo polar en el carbono 3; los modelos computacionales predicen la posible interaccion

entre estos compuestos y la enzima TI. A partir de estos analisis sintetizaron diferentes

compuestos hibridos como la piridinona-UC-781 y la Quinolona-UC-781 (figura 3) (Cabrera et
al. 2018., Medina-Franco et al. 2007., Vite Caritino H. et al. 2016).
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4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falta de correccion de errores de la enzima transcriptasa inversa durante la conversion de
ARN a ADN vy los procesos de seleccion que se ejerce en los pacientes que reciben tratamientos
antirretrovirales originan en parte la aparicion de variantes resistentes a medicamentos de
primera linea promoviendo el aumento de casos de falla en el tratamiento antirretroviral.
Ademas, existe un aumento de nuevas infecciones con cepas resistentes lo que dificulta el
tratamiento inicial. Esta situacién ha motivado que exista la necesidad continua de encontrar
nuevos inhibidores de las proteinas virales, priorizando aquellos que sean efectivos contra
variantes resistentes del virus. Se estima que cerca entre el 8-14 % de personas infectadas
desarrollan resistencia a los INNTI durante el tratamiento antirretroviral (Snedecor, S. J. et
al.2014., Watera C. et al. 2021., Sterrantino, G. et al. 2019)

Este trabajo evalué los compuestos hibridos piridinona-UC-781 y Quinolona-UC-781
disefiados por los grupos de los Dres. José Luis Medina Franco de la Facultad de Quimica de la
UNAM vy Daniel Chavez del Instituto Tecnoldgico de Tijuana, sobre la actividad de la
transcriptasa inversa y la replicacion viral. Las estructuras de estas moléculas se proponen con
base a estudios de relacion estructura-actividad, los cuales predicen que estas moléculas podrian
poseen actividad de inhibicion de la enzima transcriptasa inversa del virus. En caso de encontrar
alglin compuesto activo, se elaborardn modelo in silico que buscard determinar la forma de

interaccion del compuesto con el sitio alostérico de la enzima.

Las pruebas de estos compuestos se realizaron en un ensayo de transcripcion inversa del
VIH-1y sobre la infeccion in vitro de una linea celular reportera derivada de linfoma (JLTRG)
la cual expresa la proteina fluorescente EGFP cuando estan infectadas por el VIH-1. Esto permite
determinar el efecto de compuestos sobre la replicacion viral por citometria de flujo
(Ochsenbauer-Jambor et al. 2006). Por otra parte, se evalla la citotoxicidad de los compuestos
mediante un ensayo de viabilidad celular basado en la transformacion en sales de formazan por

la actividad mitocondrial de las células.
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Figura 4. Modelo de unién de una molécula hibrida piridinona-UC781, retomado de
Medina-Franco et al. 2007.

5. HIPOTESIS

Anélisis in silico indican que compuestos de tipo piridinona-UC-781 y Quinolona-UC-781
pueden acoplarse al sitio de inhibicion alostérico de la enzima transcriptasa inversa del VIH-1,
por lo que tienen la capacidad de inhibir la actividad de la enzimay la replicacién del virus in

vitro.
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6.0BJETIVO GENERAL

Analizar el efecto inhibitorio de los compuestos en la actividad de la enzima transcriptasa

inversa, sobre la replicacion del virus en una linea celular reportera de linfocitos T CD4+.

6.1. Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto inhibitorio de los compuestos sobre la actividad de la enzima
transcriptasa inversa del VIH-1.

2. Evaluar la capacidad de los compuestos para disminuir la replicacion del VIH-1 en la
linea celular linfocitaria humana Jurkat.

3. Analizar la citotoxicidad de los compuestos en células Jukart.

7. METODOLOGIA

7.1. Ensayo de inhibicion de la actividad de la enzima
transcriptasa reversa del VIH-1.

Los ensayos de inhibicidn de la enzima transcriptasa reversa fueron realizados en cajas
de cultivo celular de 96 pozos utilizando el kit EnzChek® Reverse Transcriptase Assay
(invitrogen, EUA) segln el manual de usuario. En un microtubo se alinearon los oligos dT y
poly Aig durante 1 hora se coloco 10 pl de la mezcla de oligonucleotidos alineados en cada pozo,
después se adicionaron los compuestos a concentraciones de 100, 40, 4, 1, 0.5 y 0.1 uM para
posteriormente agregar 0.625 unidades de una enzima transcriptasa inversa recombinante
(Merck, Alemania) diluida en buffer diluyente de la enzima (50mM Tris-HCI (pH 8.3, 25°C),
75mM KCI, 3mM MgCI2 y 10mM DTT).

En el disefio experimental se incluyé un control negativo que contiene todos los
elementos necesarios para la reaccion menos la transcriptasa inversa y un control positivo que
22



contiene todos los componentes sin ningun farmaco y un control de inhibicion con farmacos de
referencia (Efavirenz, Nevirapina); la reaccion se llevé a cabo durante 45 minutos y se detuvo
adicionando 200 mM de EDTA. Posteriormente se adicion6 al pozo 173 pL de solucion
picogreen, que es un colorante que se intercala especificamente al hetero-duplex de ARN-ADN
0 ADN el cual se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente, la medicién de la
absorbancia se realizo en un espectrofotometro (BioTek, EUA), las muestras se excitaron a 485

nm y se realiz6 la medicion en 520 nm.

7.2. \Virus

Las infecciones se realizaron con la cepa del VIH-1(I1I1B), esta cepa proviene de sangre
periférica o médula espinal de pacientes con SIDA. Esta cepa viral tiene una alta capacidad de
replicarse en lineas celulares de linfocitos T, utiliza como correceptor de la infeccion a CXCR4
por lo que pertenecen al tipo X4 (Popovic et al., 1984; Ratner et al. 1985). La cepa 1B fue
donada por el NIH AIDS a través del Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH en los

Estados Unidos, esta cepa fue desarrollada por el laboratorio de Robert Gallo.

Para estandarizar un protocolo de infeccion con el VIH-1, se probaron diferentes titulos
de sobrenadante viral, asi como diferentes tiempos de infeccidn; se determind que para observar
un efecto de nuestros compuestos la infeccion de 48h era la mejor opcion para observar un solo
ciclo de replicacion viral utilizando una Multiplicidad de la infeccion (MOI) de 0.1 (Cetina,
2013, Ruelas, 2015).

7.3. Linea celular

La linea celular ocupada en estos ensayos fueron las Jurkat LTR-GFP (JLTRG) de Olaf
Kutsch donadas por el NIH AIDS Reagent Program (EU) las cuales son derivadas de la linea
celular Jurkat (linfocitos T inmortalizados obtenidos de un paciente con leucemia); estas células
fueron transfectadas con el plasmido pLTRGFP, el cual les permite expresar la proteina EGFP,
este constructo se encuentra bajo el control del LTR del VIH-1, cuando la proteina viral Tat se
expresa por lainfeccion del virus, esta lleva a la polimerasa para también transcribir el mensajero

de la proteina verde fluorescente (Kutsch et al. 2004).
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Se ha demostrado que estas células son un modelo apropiado para la exploracion de la
actividad inhibitoria de nuevos compuestos contra la infeccion por el VIH-1, como demostro
Ochsenbauer-jambor y colaboradores en el 2006, ya que tienen altos niveles de expresion del
correceptor CXCR4 y la baja inespecificidad de la sefial de la EGFP, hacen posible la evaluacion
de farmacos utilizando ensayos de inhibicion de la replicacion viral (IC50) de los compuestos en
células JLTRG infectadas con VIH-1 (EGFP+) y su deteccion por citometria de flujo
(Ochsenbauer-jambor et al. 2006)

Los ensayos de inhibicion de la replicacion viral se llevaron a cabo sembrando células
JLTRG por duplicado en cajas de cultivo celular de 96 pozos a una densidad de 156,230
células/cm? en cada pozo, se afiadieron inmediatamente después los compuestos en
concentraciones de 100, 40, 4, 1, .05, .01 uM y se co-incubaron durante 1 hora. Posteriormente
se afiadid el sobrenadante con virus suspendido en medio RPMI 1X con 10% de suero fetal
bovino para obtener una concentracion necesaria para obtener una MOI de 0.1; los cultivos se
mantuvieron en incubacion con los compuestos y el virus a 37°C, 5% de CO. y 95% aire

atmosférico durante 48 horas.

Las muestras fueron colectadas en microtubos donde se fijaron con paraformaldehido al
2% durante 30 minutos a 4°C, después se realizaron dos lavados con PBS 1X. El porcentaje de
células fluorescentes que expresan la proteina EGFP, se midié en por citometria de flujo
utilizando el citdmetro Attune Azul/Violeta (Thermo Fisher, EUA) utilizando el laser azul (488
nm), la proteina EGFP emite a 520 nm, utilizando el detector BL1 se detectd el porcentaje de

células EGFP positivas.
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7.4. Ensayo de viabilidad por MTT

Los ensayos de citotoxicidad fueron realizados en placas de cultivo celular de 96 pozos
donde se sembraron 156,230 células/cm? de células JTLRG por triplicado, se les adiciond los
compuestos a concentraciones de 100, 40, 4, 1, 0.05, 0.01 uM durante 48 horas. Posteriormente
se realizd la prueba de viabilidad utilizando el kit CellTiter 96® Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay de Promega (Madison, EUA) el cual es una modificacion del ensayo original

propuesto por Monsman en 1983.

El ensayo se basa en la obtencion de valores de densidad Optica proporcionada por la
cantidad de cristales de formazan que se formaron a partir del compuesto MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl bromida de tetrazolium el cual es adicionado a los pozos
experimentales durante 4 horas a 37°C, 5% C0O./95% aire atmosférico. Durante el periodo de
incubacion las mitocondrias de las células que esta vivas metabolizan el MTT y forman los
cristales de formazan, estos cristales se disolvieron en el medio cultivo presente en el pozo al
adicionar 100 pL. de una solucion de paro (Tris HCL 0.01N, 10% SDS) como sugiere el
fabricante. La absorbancia se midié a 570 nm utilizando el lector de placa iMarck de Bio-Rad
(EUA).

7.5 Determinacion de ICsp y CCsg

La determinacion de 1Cso y CCso Se realizo en el programa Graphpad Prism version 6.0. Se
realizo una regresion no lineal de los datos obtenidos al realizar una curva dosis respuesta de
cada compuesto. Los datos fueron normalizados con respecto al control positivo (Células
infectadas con VIH-1 sin tratamiento).
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8.RESULTADOS

Para investigar si los compuestos derivados de piridinonas pueden ser candidatos a moléculas
que se utilicen para el desarrollo de nuevo inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa;
analizamos 26 moléculas de las cuales se muestran los resultados resumidos en la tabla 1. Se
evaluo el efecto inhibidor de la actividad enzimatica de la TI utilizando dos modelos diferentes.
El primero consistié en un ensayo de sintesis de ADN a partir de oligonucleétidos (Oligo dT y
Poly A) que permite determinar si las moléculas inhiben a una transcriptasa inversa
recombinante. Posteriormente en el segundo modelo se analiz6 si estas moléculas son capaces
de inhibir la replicacion de virus infecciosos en la linea celular linfocitaria Jurkat.

Simultdneamente, se determind el efecto citotdxico de los compuestos sobre la misma linea

celular.
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Figura 5. Ejemplos de las estructuras quimicas de cada familia de compuestos.
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8.1. Inhibicidn de la actividad de la transcriptasa inversa

Se analizaron 26 compuestos en el ensayo de transcripcion inversa para identificar las
moléculas que interaccionan con la enzimay que ademas tienen un efecto inhibitorio. Se realiz6
una curva de inhibicion con 6 concentraciones en un rango entre 0.1 uM y 100 uM para
determinar la concentracion inhibitoria 50 (1Cso), la cual nos permite conocer la concentracion a
la cual se inhibe a la mitad la actividad de la enzima; este parametro es de los mas usados en el

desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos en biomedicina.

Para esta prueba se utilizé como control positivo de inhibicion a los farmacos comerciales
Nevirapina y Efavirenz, el efecto de estos farmacos sobre la actividad de la T1 se muestra en la
igura 6; el efecto de ambos fue evaluado por que son INNTI de primera linea en el tratamiento
antirretroviral de nuevos pacientes. El efecto de los compuestos de las diferentes familias de
piridinonas (DH, DA y DG) se muestra en la figura 7. El efecto para el resto de los compuestos

se incluye en el apartado de graficas en la seccion de anexo.
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Figura 6. Efecto inhibitorio de los INNTI comerciales Nevirapina y Efavirenz en la actividad de la

transcriptasa inversa. Porcentaje de inhibicion de la transcriptasa inversa medido con el kit
EnzChek® Reverse Transcriptase Assay. A, B) Efavirenz y Nevirapina inhiben de manera
dependiente a la concentracion del inhibidor. Los paneles A y B corresponden a los valores
promedio de n = 3 en ensayos independientes, las barras de error representan la desviacion

estandar.

La evaluacién de la inhibicion de los compuestos mostr6 que la mayoria de los derivados
de piridinona interaccionan e inhiben en diferente medida a la transcriptasa inversa
recombinante de VIH-1, entre todos los compuestos evaluados destaca el compuesto DG-9 el
cual present6 un valor de ICso de 39.8 uM. EI DG-9 es el compuesto que mostrdé mejor inhibicion;
mientras que con los resultados del resto de los compuestos no fue posible determinar el valor

de ICx en las concentraciones evaluadas.
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Compuesto ICso vs Tl (UM) ICso vs Infeccion (uM)  CCso (UM)
DH-1 >100 31.16 X
DH-2 >100 >100 >100
DH-3 >100 >100 64.22
DH-4 >100 >100 35.88
DH-6 >100 >68.17 0.03
DH-8 >100 >100 >100

DH-10 >100 >100 >100
DH-13 >100 >100 >100
DH-14 >100 >100 >100
DA-1 >100 >100 >100
DA-4 >100 >100 >100
DA-3 >100 >100 >100
DA-5 >100 >100 >100
DA-6 >100 >100 >100
DA-7 >100 >100 >100
DA-8 >100 >100 >100
DA-11 >100 >100 >100
DA-12 >100 >100 >100
DG-2 >100 >100 60
DG-4 >100 71.42 69
DG-6 >100 >100 35
DG-7 >100 >100 >100
DG-8 >100 >100 >100
DG-9 69.81 28.78 >100
DG-10 >100 >3.86 0.02138
DG-11 >100 >100 >100

Tabla 1. Valores de ICso en los ensayos de inhibicion de la actividad de la TI,
de la replicacién viral y CCso de las moléculas evaluadas.
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Figura 7. Efecto inhibitorio de la piridinonas DH-1, DA-4 y DG-9, en la actividad
transcriptasa inversa. Porcentaje de inhibicion de la transcriptasa inversa medido con el kit
EnzChek® Reverse Transcriptase Assay. A, B) DH-1 y DA-4 no mostraron inhibicion
dependiente de la concentracion del farmaco. C) DG-9 presenté una tendencia de inhibicion
dependiente de concentracion. Los paneles (A) y (B) corresponden a un ensayo experimental.
Los circulos indican medidas independientes. Los puntos en (C) representan valores promedio

de n = 3 ensayos independientes, las barras de error indican desviacion estandar.

Posteriormente se analizé si los compuestos tenian un efecto inhibitorio en un modelo de
infeccion in vitro, para este ensayo se utilizé la linea celular reportera JLTRG, de origen

linfocitario, la cual expresa EGFP cuando son infectadas con VIH-1 (figura 8).

Para la evaluacion de la inhibicion de la infeccion se pre-incubaron las células con los
compuestos durante una hora previo a la adicién del virus al cultivo celular, se infecté el cultivo
con la cepa VIH-1-111B; después de 48 horas se analizd la expresion de la proteina EGFP por
citometria de flujo como se describe en la metodologia, los resultados del efecto inhibitorio de
los farmacos de referencia efavirenz y nevirapina se muestran en la figura 9. La evaluacion del
efecto inhibitorio y la actividad citotoxica de los compuestos sobre la viabilidad celular se

evaluaron simultdneamente en ensayos separados. Ambos resultados se muestran en la figura 10.
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Granulandad

Los resultados de los deméas compuestos se muestran en las graficas y en la tabla 1 de la seccién

de anexo.

La viabilidad celular se determind utilizando las mismas concentraciones de compuestos
y tiempos de incubacion que se usaron para los estudios de inhibicion de la replicacion. Los
resultados de ambos ensayos se muestran en las mismas figuras para cada compuesto. Se utilizo

Nevirapina y Efavirenz como control positivo de inhibicién y de viabilidad celular.
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Figura 8. Porcentaje de células JLTRG que expresan EGFP al ser infectadas con la cepa
I11B de VIH-1. Porcentaje de células JLTRG que expresan EGFP 48 horas post infeccién con
la cepa 11IB medido por citometria de flujo. A) Las células expuestas al virus mostraron un
aumento en la expresion de EGFP. B) Las células no expuestas al virus, pero con mismas
condiciones experimentales no muestran un aumento de la expresion de EGFP. Los paneles (A)

y (B) corresponden una lectura de 10000 células.
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Figura 9. Efecto de inhibicion de la replicacion y de citotoxicidad de los INNTI comerciales
efavirenz y nevirapina.

Porcentaje de células que expresan EGFP al ser infectadas con la cepa I11B medido con
citometria de flujo y porcentaje de citotoxicidad medido con el ensayo de MTT. A) Efavirenz
mostr6d inhibicion desde concentraciones nano molares y esta se mantuvo en todas
concentraciones evaluadas. C) Efavirenz mostrd baja citotoxicidad en concentraciones

nanomolares, pero alta citotoxicidad arriba de 40 uM. B) Nevirapina mostrd inhibicion
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dependiente de la concentracion del farmaco. D) Nevirapina no gener6é disminucién de la
viabilidad celular. Todos los paneles corresponden al valor promedio de n = 3 ensayos

independientes. Las barras de indican desviacion estandar.

Para medir la capacidad de inhibir la replicacion viral se determiné la ICso en este modelo
de infeccion in vitro utilizando los datos normalizados obtenidos del porcentaje de células
positivas por citometria de flujo. Encontramos que la mayoria de los compuestos mostraron
efecto inhibitorio de la replicacion del virus en diferente medida, los compuestos con valores de
ICs0 més bajos fueron DG-9 (27.31 uM) y DG-4 (71.42 uM) y DH-1 (31.16 uM), encontramos
que la mayoria de las moléculas pertenecientes al grupo DG muestran una capacidad inhibitoria

mejor en comparacion con las otras familias de moléculas evaluadas.
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Figura 10. Efecto inhibitorio de las piridinonas de DH-1, DA-4 y DG-9 sobre la replicacion

viral de la cepa I11B en células JLTRG y su efecto citotoxico correspondiente. Porcentaje de

células que expresan EGFP al ser infectadas con la cepa 11IB medido con citometria de flujo y

porcentaje de citotoxicidad medido con el ensayo de MTT. A), B) DH-1 y DA-4 presentaron una

tendencia de inhibicion dependiente de la concentracion (graficas superiores), sin embargo,

mostraron citotoxicidad correspondiente en las mismas concentraciones (graficas inferiores). C)

DG-9 mostro una inhibicion dependiente de la concentracion (grafica superior) y una baja

citotoxicidad (grafica inferior). EI panel (A) corresponde a n = 2. Los puntos en (B) y (C)

representan los valores promedio de n = 3 en ensayos independientes, las barras de error indican

desviacion estandar.
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Posteriormente, para evaluar la citotoxicidad que pudieran generar estos compuestos
sobre las células se utilizo el método de MTT para determinar la concentracion citotoxica 50
(CCsp), la cual nos permite conocer la concentracién a la cual una molécula reduce la viabilidad
celular en un 50% comparado con el control. Encontramos que la mayoria de los compuestos
evaluados muestran un cierto grado de toxicidad, principalmente en concentraciones
micromolares; con excepcion de algunos compuestos como el DG-9 el cual no pudimos

determinar su CCsg en las concentraciones evaluadas.

De todos los compuestos analizados el compuesto DG-9 inhibi6 la actividad de la
transcriptasa inversa en concentraciones micromolares. Este compuesto también inhibié la

infeccion celular in vitro y no mostré citotoxicidad a las mismas concentraciones.

9. DISCUSION

El disefio de nuevos farmacos asistido por computadora de nuevos farmacos es
actualmente la metodologia méas utilizada en el descubrimiento y desarrollo de nuevos
medicamentos para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades incluidas las que son
provocadas por las infecciones virales como la del VIH-1 o el ZIKA, infecciones con bacterias

patdgenas como tuberculosis o el desarrollo de farmacos anticancerigenos (Phillips et al. 2018).

El disefio asistido por computadora en donde se utiliza acoplamiento molecular y QSAR
han generado farmacos contra la infeccion del VIH-1 que superaron todas las fases clinicas y
que fueron aprobados para su comercializacion como el caso del inhibidor de la integrasa
Raltegravir y el inhibidor de la proteasa Saquinavir. En ambos casos se han podido identificar y
desarrollar analogos de estos medicamentos, que tienen efecto sobre variantes resistentes contra

el farmaco original (Phillips et al. 2018).
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Las moléculas evaluadas en este trabajo fueron disefiadas a partir de un nucleo de
piridin-2(1H)-ona con diversas modificaciones que dieron lugar a tres diferentes grupos de
moléculas. El grupo de andlogos DH son moléculas con nucleo de piridin-2(1H)-ona, tienen
un grupo metilo en el carbono 6 y un grupo éster en el carbono 3. Ademas, cada molécula

del grupo DH tiene diferentes sustituyentes en el carbono 4 (fig 3) (Reyes-Tapia, 2014)
(Fig.3)

El grupo de analogos DA son moléculas con nlcleo que originalmente era piridin-2 (1H)-
ona al que se le adiciono un anillo benceno para formar un nicleo de quinolona (2-oxo-1,2-
dihidroquinolona) (figura 3). El grupo DG son compuestos en donde al nicleo de piridin-2 (1H)-
ona al cual se afiadio un ciclohexino lo que produjo un cliclohexanpiridinona. La adicion de un
carbono en la posicion 2 produce el nucleo 2-oxo-1,2,5,6,7,8-hexahidroquinolona (figura 3). Se
hicieron modificaciones de todos los compuestos en los carbonos 3 y 4 (Reyes-Tapia, 2014,
Rodriguez Vega, 2018 y 2014 y Cabrera, 2015).

El grupo DH tiene como caracteristica el nucleo hibrido de piridinona-UC781. En su
disefio se contempld la adicion de un grupo alquiloxi o alqueniloxi en el carbono 4 y un grupo
éster etilico como grupo polar en el carbono 3. EI compuesto DH-14 difiere de los otros
compuestos debido a que tiene un derivado de la urea en el carbono 3 (figura 5). En nuestra
evaluacion del efecto de estos compuestos contra la actividad de la Tl encontramos que los
compuestos DH inhiben la actividad de la enzima entre el 2-20 % comparada contra los valores

del control de enzima sin inhibidor (Reyes-Tapia, 2014).

Encontramos qué los derivados que contienen el grupo 4-(aliloxi) como sustituyente (DH-
1, 6, 8, 13 y 14) y grupos carboxilato, carboxilico y 1,1-dietilurea en el carbono 3 tuvieron un
efecto 8inhibitorio diferente en los ensayos de inhibicién a los compuestos DH (2, 3, 4, 10) qué
poseen 4 (but-2-en-1-iloxi), 4 (3-metilbut-2-en-1-iloxi), 4-propiloxi o el grupo aliloxi
modificado como el caso del DH-10 (4-(aliloxi)-N). Estos ultimos compuestos incorporan
carboxilato o carboxiamida (anexo 12.4). A continuacion, se mencionan los diferentes efectos
en las pruebas de inhibicion y viabilidad de las moléculas del grupo DH.
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En la prueba de inhibicién de la Tl los compuestos DH que poseen el grupo aliloxi en la
posicion 4 (DH-1, 6, 8, 13 y 14) presentaron una inhibicion entre el 18-40% (anexo 12.1),
mientras que los compuestos que no lo tienen o lo tienen modificado presentan una
inhibicion entre el 7'y 57.7 %. El compuesto que presenté el porcentaje de inhibicion mas
alto fue el DH-10, que tiene en la posicién 4 al grupo 4-(aliloxi)-N, que es el mismo grupo

4-(aliloxi) pero modificado.

En el modelo de infeccidn celular in vitro el porcentaje de inhibicién que presentan las
moléculas DH se observé a la par de su efecto citotoxico, por lo cual la disminucion de la
replicacion viral no se pudo atribuir a un efecto de los compuestos. esto es porque en algunos
compuestos no fue posible medir la inhibicién de la replicacién en nuestro modelo de
infeccion in vitro debido a que su efecto citotoxico fue muy elevado. Los compuestos con
el sustituyente 4-(aliloxi), tuvieron inhibicion de replicacion viral en un rango de 0-73%,
pero tuvieron valores similares de citotoxicidad. El Unico compuesto al que se le pudo
determinar la 1Csg (31.6 uM) en el ensayo de infeccion in vitro fue el DH-1, pero resulto ser

citotéxico en la misma concentracion y magnitud que su inhibicién. (figura 7)

En el grupo DH los compuestos mas citotoxicos son los que presentan el grupo 4-(aliloxi)
(DH-1, 6, 8, 13 y 14) (anexo 12.1) comparados contra los que no lo tienen. Esto parece
indicar que el grupo 4-(aliloxi) es el responsable de generar la citotoxicidad, esta se presenta
independientemente de la presencia de otros sustituyentes en la molécula.

El compuesto DH que tuvo mayor porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica fue el
DH-3, este tiene el sustituyente 4 (3-metilbut-2-en-1-iloxi) y un grupo carboxamida en el
carbono 3. Sin embargo, no encontramos un efecto inhibitorio del DH-3 en el modelo de
infeccién in vitro. En cambio, los compuestos que si tuvieron efecto inhibitorio en este

modelo presentan el grupo carboxilato en el carbono 3 (DH 1, 2, 3, 4, 6) (anexo 12.1).

Los compuestos DH que poseen un grupo carboxamida en el carbono 3 no presentaron un
efecto de inhibicién en el modelo de infeccidn in vitro. Incluso, los resultados de inhibicion
y de citotoxicidad del DH-13 parecen indicar que la combinacion 3 carboxamida y 4 (aliloxi)
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en la misma molécula DH podria ser la responsable de la citotoxicidad del compuesto. Esto
porque DH-13 fue citotdxico, mientras que otros compuestos con la misma estructura, pero

sin el grupo 4 (aliloxi) no presentaron los mismos niveles de citotoxicidad (DH 1, 2, 3, 4, 6).

Los resultados de la evaluacion en los modelos de inhibicion de la actividad enzimética
de la RT, de la infeccion in vitro y de viabilidad por MTT para los compuestos DH, generaron
informacion importante que servird en una futura optimizacion. Las caracteristicas mas
importantes para destacar son: 1) Estas moléculas tienen la capacidad de inhibir la actividad de
la transcriptasa inversa. 2) El grupo 4-(aliloxi) parece ser importante para que la inhibicion de la
RT ocurra, pero también confiere una propiedad citotoxica a los compuestos). Los compuestos
que tienen un grupo 3-carboxamida no inhiben la replicacién en el modelo de infeccion in vitro.
En el disefio de futuros compuestos con nucleo de piridin-2(1H)-ona se deberia omitir el grupo
carboxamida en el carbono 3. 4) Los compuestos con el grupo 4-(aliloxi) modificado, generan
una menor citotoxicidad comparada con los compuestos con 4-(aliloxi) sin modificar, por lo que
la modificacion de este grupo serviria para optimizar estos compuestos para hacerlos menos

citotoxicos y mejorar la inhibicion.

El grupo de compuestos DA tiene como caracteristicas el tener un nacleo de quinolona
(2-oxo0-1,2-dihidroguinolona) y diferentes sustituyentes en el carbono 3 con grupos carboxilato,
nitroquinolin 'y quinolin-4-ilo, y en el carbono 4 con grupos 4-(ter-butilamina), 4-
(propargilamino), 4-(propilamino), 4-(alilamina) y but-2-enoato de 2-oxo-1,2-dihidroquinolin
(anexo 12.4). Los compuestos DA se pueden clasificar en tres grupos diferentes de acuerdo con
su sustituyente en el carbono 3. Los compuestos DA 1, 3y 4 tienen como caracteristica tener un
carboxilato, los DA 6y 7 que tienen un grupo nitroquinolin y los DA 11 y 12 que tienen un
grupo quinolin-4-ilo. El grupo de compuestos DA tiene la mayor variedad de sustituyentes en el
carbono 4 comparado con los grupos DH y DG. Los compuestos DA tuvieron mayores
porcentajes de inhibicion y tuvieron menos citotoxicidad en comparacion del grupo DH, pero
aun asi ninguno de los compuestos DA alcanzo una inhibicion del 50% de la T1 o la replicacion

viral en las concentraciones probadas.
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Todos los compuestos DA inhibieron en un porcentaje diferente la actividad de la Tl en el
ensayo de inhibicion enzimatica (anexo 12.2), esta diferencia parece estar relacionada a los
diferentes grupos funcionales en el carbono 4, porque las moléculas que tienen sustituyente
en el carbono 3 todas presentan inhibicion. Los compuestos con 3-carboxilato (DA-1, DA-3
y DA-4) presentaron una inhibicion en un rango del 14-28%. Particularmente, DA-1 mostré
inhibicion del 28% de la actividad de la Tl a 1 pM, aunque este nivel de inhibicion no
aumentd a concentraciones mayores. Lo que cambia entre estos tres compuestos es el

sustituyente en el carbono 4.

Los compuestos DA que presentan el grupo 3-nitroquinolin (DA-6 y DA-7) presentaron una
inhibicion de la actividad de la T1 del 28 y 23 %, respectivamente a la concentracion maxima
de (100 pM). Entre ambos compuestos la diferencia es el grupo funcional en el carbono 4.
Los compuestos con 3-quinolin-4-ilo (DA-11 y DA-12) inhiben la actividad de la Tl entre
14-33%, la estructura de ambas moléculas cambia solamente en el sustituyente en el carbono
4.

Los compuestos DA-3 y DA-6 poseen el mismo grupo propilamino en la posicion 4 de su
estructura. Sin embargo, ambos compuestos inhiben la actividad de la transcriptasa inversa
de manera diferente; el DA-3 inhibe 23% mientras que el DA-6 28% (anexo 12.2). La
diferencia entre ambas moléculas es el grupo que se encuentra en el carbono 3, donde el DA-
3 tiene un grupo carboxilato, y el DA-6 tiene un grupo nitroguinolin. Estos resultados indican
que el determinante de que la molécula tenga actividad inhibitoria es el nicleo de quinolona
y el sustituyente en el carbono 3, en cambio son las modificaciones en el carbono 4 el que

aumenta o disminuye el efecto inhibitorio.

Los compuestos DA con 3-carboxilato DA-1, DA-3 y DA-4 mostraron inhibicion de la
replicacion viral en forma aparejada con su nivel de citotoxicidad, por lo que no se puede
concluir que presentaron actividad antiviral (anexo 12.2). Los compuestos DA-1, DA-3 y
DA-4 tienen diferentes sustituyentes en el carbono 4. EI DA-4 incorpora un 4-
(propargilamino) y es el que presenté menor citotoxicidad de entre los compuestos con 3-
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carboxilato. Estos resultados refuerzan la idea de que lo importante es conservar el nicleo y

el sustituyente en carbono 3 y hacer modificaciones a los sustituyentes en el carbono 4.

e Los compuestos con 3-nitroquinolin (DA-6 y DA-7) no mostraron inhibicion de la
replicacion viral muestran porcentaje de inhibicion del 28% para el DA-6'y 38% para el DA-
7 en el ensayo de infeccion in vitro. Ambos compuestos solo se diferencian entre si por el
grupo que tienen en el carbono 4; siendo el 4-(propilamino) y la 4-(alilamina)
respectivamente. EI DA-6 tiene 4-(propilamino) igual que el DA-3; como mencionamos en
el parrafo anterior el DA-3 presenta una citotoxicidad elevada, aunque ambas moléculas
tienen casi la misma estructura; lo que cambia es la que en el carbono 3 hay un sustituyente
diferente. Los resultados de inhibicion y citotoxicidad sugieren que cuando el 4-
(propilamino) esta en presencia del 3-nitroquinolin, no solo no genera una citotoxicidad
elevada como cuando esta en presencia del 3 carboxilato, sino que presentan una inhibicion

parecida en los ensayos de inhibicion de la Tl y de la inhibicion de la replicacién viral.

e EI disefio de moléculas que tengan como base de la estructura la combinacion
quinolona+nitroquinolin (DA-6, DA-7) es viable porque las moléculas que tienen esta
combinacidn e inhiben moderadamente a la TI y su nivel de citotoxicidad es moderado. Se

necesita encontrar el sustituyente en el carbono 4 que aumente la inhibicion.

e EI DA-11 y DA-12 son moléculas que tienen un grupo quinolin-4-ilo en el carbono 3 y
produjeron una inhibicion de entre el 14-33% contra la TI, aunque no mostraron actividad
inhibitoria de la replicacion del virus. Nuevamente la diferencia entre ambas moléculas es el
grupo en el carbono 4. Estas moléculas no mostraron una citotoxicidad elevada, lo que indica
que su estructura podria ser utilizada como base para la adicion de sustituyentes con

capacidad inhibitoria.

Los resultados muestran que los compuestos del grupo DA inhiben la transcripcion
inversa, aunque sin alcanzar el 50% de inhibicidon a las concentraciones probadas y no inhiben

la replicacion viral. Notablemente muestran una baja citotoxicidad en la mayoria de los casos.
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En este grupo parece ser que el nicleo de quinolona independientemente del sustituyente en el

carbono 3y 4 produce una leve actividad inhibitoria de la Tl (anexo 12.2)

Todos los compuestos DG inhiben moderadamente la actividad de la transcriptasa

inversay la replicacion del virus con porcentajes de inhibicion del 23 al 56 % contra la actividad

de la Tl'y 26-79% de inhibicion de la replicacion viral, aunque con actividad citotoxica similar

(a excepcion de DG-9, que tuvo citotoxicidad moderada) Todos los compuestos DG el grupo

carboxilato en el carbono 3y se diferencian entre si por tener grupos funcionales diferentes en

el carbono 4,incluyendo los sustituyentes 4-(but-2-en-1-iloxi), 4-((3-metilbut-2-en-1-il) oxi), 4-

(cianometoxi), 4-((4-metilpent-3-en-1-il) oxi), 4-(propilamino) y 4-(hexilamino) (anexo 12.4).

Las moléculas DG-2 y DG-4 comparten el sustituyente 4-(but-2-en-1-iloxi). DG-4 presentd
citotoxicidad moderada, mientras que DG-2 no presento una alta citotoxicidad. Sin embargo,
el compuesto DG-2 no tuvo una actividad inhibitoria consistente a las concentraciones
probadas, mientras que DG-4 inhibi6 a la enzima de forma dependiente de la concentracion
hasta alcanzar un 40% de inhibicion a 100 uM. La diferencia entre ambas moléculas es el
tipo de sustitucion en el carbono 2. DG-4 tiene un grupo 2-oxo mientras que en el DG-2 tiene
(E)-2-(benciloxi). Estas observaciones indican que la combinacién de sustituyentes (4-(but-
2-en-1-iloxi) y 2-oxo) favorecen la actividad inhibitoria de la TI en DG-4. Estos resultados
indican que los compuestos DG presentan actividad inhibitoria sobre la TI. No fue posible
evaluar su actividad sobre la replicacion viral debido a su citotoxicidad. Independientemente
de los sustituyentes en el carbono 3 y 4. Su combinacién en realidad. Es lo que le otorga

mayor o menor capacidad inhibitoria y determinan la citotoxicidad de la molécula.

Los compuestos con nucleo de 2-0xo0-1,2,5,6,7,8-hexahidroquinolona (DG 6, 7, 8, 9,10 y 11)
y 3-carboxilato difieren en su estructura solamente en el sustituyente en el carbono 4. Todos
estos compuestos inhiben la actividad de la TI a bajo nivel y de manera no consistente con
la concentracion. Por otro lado, la inhibicion que muestran sobre la replicacion viral va
emparejada con su actividad citotoxica, por lo que no se puede atribuir a un efecto sobre el

virus (anexo 12.3).
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e Notablemente, se determind una 1Cso de 69 uM para el compuesto DG-9 en el ensayo de
inhibicion de la Tl. En comparacion, DG-4 inhibi6 el 37% de la actividad de la Tl a esta
concentracion. Por otra parte, DG-9 tuvo una ICso de 28.78 uM en el ensayo de inhibicion
de la replicacién de viral. DG-9 ademas mostr6 una citotoxicidad baja en comparacion con
otras moléculas de este grupo, de modo que a la concentracién inhibitoria del 50% de la
replicacion viral (28.78 uM) su citotoxicidad fue solo del 20%. Entre estos dos compuestos
la Unica diferencia es el sustituyente en el carbono 4. EI compuesto mas citotoxico (DG-4),
tiene un grupo 4-(but-2-en-1-iloxi) en esta posicion, mientras que el DG-9 tiene un grupo 4-
(propilamino). Por lo tanto, el ndcleo de hidroquinolona confiere capacidad inhibitoria a las
moléculas DG y depende del sustituyente en el carbono 4 que tan inhibitoria y citotoxica es

la molécula.

10. CONCLUSIONES

En el presente trabajo los compuestos fueron evaluados en pruebas bioldgicas que nos
permitieron determinar si las estructuras propuestas tienen actividad inhibitoria contra la
transcriptasa inversa del VIH-1, su capacidad de inhibir la replicacion del virus en células
infectadas, y medir su efecto sobre la viabilidad celular (citotoxicidad).

Los resultados muestran que algunas de las estructuras propuestas inhiben a la
transcriptasa inversa en menor o mayor proporcion de los cuales solo el DA-6 y el DG-4 y DG-
9 lo hacen de manera dependiente de la concentracion. Es importante destacar que el DA-6 y
DG-9 comparten el grupo 4-(propilamino), por lo que se deberia poner especial atencion a este
sustituyente en la optimizacion de los compuestos. Sin embargo, el 4-(propilamino) también se
encuentra en el DA-3, compuesto que no inhibi6 a la TI. La diferencia entre las moléculas es que
tenemos el grupo 3-carboxilato en el DA-3 y DG4 y DG-9, mientras que el DA-6 tiene 3-
nitroquinolin. EI grupo funcional 4-(propilamino) ejerce un efecto inhibitorio dependiendo de
los grupos funcionales que lo acompafien en el nicleo de quinolona.
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Las moleculas DA-3 y DA-6 no inhiben la replicacion viral, pero la primera molécula
genera una citotoxicidad elevada mientras que la segunda no. ElI DG-9 si inhibe la replicacion
viral y no genera una citotoxicidad elevada. El 4-(propilamino) puede ser considerado como un
sustituyente que puede otorgar a la molécula de la capacidad de inhibir la replicacion del VIH-1
al afectar la funcion de la transcriptasa inversa sin generar citotoxicidad elevada, esto

dependiendo de los grupos funcionales que lo acompafien.

En los grupos DH y DA encontramos que los compuestos DH-1, DH-2, DH-3, DH-4,
DH-6, DH-8, DH-10, DH-13, DH-14, DA-1, DA-3, DA-4, DA-6, DA-7, DA-11, DA-12
interaccionan a la transcriptasa inversa, pero no generan inhibicion y tampoco inhiben la
replicacion del virus. Estos compuestos pueden ser modificados estructuralmente para intentar

disminuir su citotoxicidad y mejorar la inhibicion de la enzima y de la replicacion viral.

En los compuestos DH, se observé una relacion entre la presencia del sustituyente 4-
(alliloxi) y un efecto citotoxico sobre las células Jurkat, ya que los que carecen de este grupo en
su mayoria no presentan una citotoxicidad elevada. La ausencia de este grupo no evita que los

compuestos interaccionen con la TI.

En los compuestos DA se observa que existe una relacion entre el sustituyente empleado
en el carbono 4 y un efecto citotoxico en las células. Debido a que todos los miembros de este
grupo pueden interaccionar con la TI, pero no inhibirla. EI nucleo de quinolona parece ser el
responsable de esta interaccion, porque no importa el cambio de sustituyente en alguno de sus
carbonos, la interaccion se mantiene. El hecho de que se mantenga la interaccion
independientemente de grupo en el carbono 4, permitiria modificar estos sustituyentes por otros

que pudieran ser menos citotdxicos.

Algunos compuestos que pertenecen al grupo DG presentaron inhibicion de la Tl y de la
replicacion viral (DG-9 y DG-4). Ademas, demostraron no tener una citotoxicidad elevada (DG-
2, DG-4, DG-6, DG-7, DG-8, DG-9). De los compuestos del grupo DG casi todos presentan un
grupo 3-carboxilato excepto el DG-2 el cual presenta un grupo (E)-2-(benciloxi). Lo unico que
cambia es el sustituyente en el carbono 4, por lo que la diferencia de la capacidad inhibitoria
seria por la combinacion del con el nicleo de quinolona. Un ejemplo de esto son los compuestos

DG-9 y DG-10 con un grupo 4-(propilamino) y 4-(hexilamino), respectivamente. Ambas
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moléculas tienen 3-carboxilato y casi la misma estructura, solo cambia el grupo del carbono 4.
Sin embargo, el DG-9 inhibe a la Tl y a la replicacion viral, sin la presencia de una alta
citotoxicidad, mientras que el DG-10, no inhibe a la enzima ni la replicacion del virus y presenta

citotoxicidad elevada.

Los grupos de moléculas DA y DG poseen un nucleo de quinolona y en ambos casos
parece ser que este permite que la interaccion con la enzima TI. El efecto de los sustituyentes en

estas moléculas parece determinar que exista inhibicion y el nivel de citotoxicidad.

Por lo tanto, compuestos derivados de piridinona con un nucleo de quinolona que
presenten los sustituyentes 3-carboxilato y un 2-oxo pueden proponerse como una estructura
base para el desarrollo de nuevos compuestos activos con baja citotoxicidad. Notablemente, el
compuesto DG-9 mostro estas caracteristicas, y mostro una inhibicion significativa de la Tly de
la replicacion viral a bajas concentraciones (IC50= 69.81 uM e IC50=28.78 uM,
respectivamente), con una citotoxicidad considerablemente menor a la del farmaco Efavirenz.
Los resultados nos dicen que estas estructuras y en especial la del DG-9 pueden servir para el
desarrollo de nuevos INNTI. Es necesario que mediante modificaciones estructurales puedan ser

optimizadas para tener una mejor inhibicién y una menor citotoxicidad.
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12. ANEXO

A continuacion, se muestran las graficas de la actividad inhibitoria y citotdxica de los
compuestos evaluados durante la elaboracion de este proyecto y que no salen en la seccién de

resultados. Ademas, también se incorporan los nombres y estructuras de las moléculas evaluadas.
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12.3 Grupo DG
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Anexo 12.4

Lista de Compuestos

Nombre/nimero de compuesto en tesis de

CLAVE ESTRUCTURA )
Héctor
\L 4-(aliloxi)-2-(benciloxi)-6n-metil
o nicotinato de etilo
DH-1
H N O/\
»
N~ O
DH.2 (E)-2-(benciloxi)-4-(but-2-en-1-iloxi)-6-
metilnicotinato de etilo
DH.3 2-(benciloxi)-6-metil-4-(3-metilbut-2-en-1-
iloxi) nicotinato de etilo
6-metil-2-0x0-4-propiloxi-1,2-dihidropiridin-
DH-4

3-carboxilato de etilo
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4-butoxi-6-metil-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-

DH-5 _ ]
carboxilato de etilo
DH-6 o 4-(aliloxi)-6-metil-2-oxo0-1,2-
| X o dihidropiridin-3-carboxilato de etilo
N~ "0
H
KL
DH.7 o 0 (E)-4-(but-2-en-1-iloxi)-6-metil-2-0xo0-1,2-
N RN dihidropiridin-3-carboxilato de etilo
| o
N "0
H
X
_ Acido 4-(aliloxi)-6-metil-2-0x0-1,2-
dihidropiridin-3-carboxilico
DH-9 4-(aliloxi)-6-metilpiridin-2(1H)-ona
DH-10 4-(aliloxi)-N,6-dimetil-2-oxo-1,2-

dihidropiridin-3-carboxamida
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O O
DH-11 H A~ 4-(aliloxi)-N,N-dietil-6-metil-2-oxo-1,2-
| NN dihidropiridin-3-carboxamida
N~ ~0
H
A
DH-12 Q J< 4-(aliloxi)-N-ter-butil-6-metil-2-oxo-1,2-
H | NN dihidropiridin-3-carboxamida
4-(aliloxi)-6-metil-2-oxo-N-(prop-2-in-1-il)-
DH-13 1,2-dihidropiridin-3-carboxamida
3-(4-(aliloxi)-6-metil-2-oxo-1,2-
DH-14 dihidropiridin-3-il)-1,1-dietilurea
2-0x0-4-(ter-butilamina)-1,2-
DA-1
dihidroquinolin-3-carboxilato de etilo
N "0
H
X
DA3 NH 4-(alilamino)-1,2-dihidro-2-oxoquinolin-3-
N 0T carboxilato de etilo
N~ "0
H
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\
HN 4-(propargilamino)-1,2-dihidro-2-
DA-4 A~ o _ )
N o oxoquinolin-3-carboxilato de etilo
N~ "0
H
\LNH
DA-6 @\INOZ 4-(propilamino)-3-nitroquinolin-2(1H)-ona
NN)
H
hl
NH
DA-7 ©\)IN02 4-(alilamina)-3-nitroguinolin-2(1H)-ona
N~ O
H
A -
o but-2-enoato de 2-oxo0-1,2-dihidro-2-
DA-11 o oxoquinolin-4-ilo
9!
N~ O
H
A
but-4-enoato de 2-oxo-1,2-dihidro-2-
@) TR
DA-12 oxoquinolin-4-ilo
@ji
N~ ~O
H
X
(E)-2-(benciloxi)-4-(but-2-en-1-iloxi)-
o o
DG-2 5,6,7,8-tetrahidroquinolin-3-carboxilato de
A RN _
| P etilo
N~ o
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(E)-2-(benciloxi)-4-(but-2-en-1-iloxi)-

DG-4 ? 7 A 5,6,7,8-tetrahidroquinolin-3-carboxilato de
X
()I\)rl\o etilo
NT o
H
X . N
)I 4-((3-metil- but2-en-1-il)oxi)- 2-oxo-
DG-6 o 9 1,2,5,6,7,8-hexahidroquinolon-3-carboxilato
Cf\rko/\ de etilo
” 6}
N
|
DG.7 o o 4-(cianometoxi)-2-oxo0-1,2,5,6,7,8-
Cf\/\ﬁk()/\ hexahidroquinolon-3-carboxilato de etilo
H e}
|
4-((4-metilpent-3-en-1-il)oxi)-2-0xo-
DG-8 o o 1,2,5,6,7,8-hexahidroquinolon-3-carboxilato
Ofiko/\ de etilo
” o
N 2-0x0-4-(propilamino)-1,2,5,6,7,8-
DG-9 X o . - . :
| hexahidroquinolin-3-carboxilato de etilo
N o
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DG-10

4-(hexilamino)- 2- oxo-1,2,5,6,7,8-

NH O
hexahidroquinolin-3-carboxilato de etilo
Y
NT o
H
NH O 2-0x0-4-(prop-2-in-1-ilamino)-1,2,5,6,7,8-
DG-11

hexahidroquinolin-3-carboxilato de etilo
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