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Resumen

En el presente trabajo se reporta la sintesis de una serie de compuestos
quinolinicos, siguiendo una estrategia que consistio en la obtencion de cinco diferentes
2-cloro-3-formilquinolinas mediante la reaccion de Vilsmeier-Haack, seguida de la
formacion de una base de Schiff y sustitucion del halégeno con p-toluidina, en un solo
paso. Posteriormente, la hidrolisis de la mencionada base de Schiff y una condensacion
alddlica con acetofenona, permitié obtener las (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-
propen-1-onas deseadas con buenos rendimientos. La ruta sintética empleada fue una
modificacién de la originalmente planteada, en la que se proponia la proteccion del grupo
carbonilo formando un acetal, sustrato sobre el cual la sustitucion del halégeno no fue
posible. Los productos obtenidos fueron caracterizados mediante espectroscopia de

infrarrojo y de UV-Visible.

Paralelamente, se realizé un estudio computacional de acoplamiento molecular,
mejor conocido como docking, con la estructura de los productos finales asi como con
las bases de Schiff obtenidas en la ruta de sintesis empleada, seleccionando como blanco
la proteasa NS2B/NS3 del virus del dengue (DENV). Los resultados obtenidos reflejaron
el gran potencial de las bases de Schiff como inhibidores, con base en la alta afinidad e
interacciones con el sitio de unién de la enzima. Por otra parte, las (2E)-3-(2-anilin-3-

guinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas podrian no perfilarse como potentes inhibidores.

Palabras clave: quinolinas, 2-cloro-3-formilquinolinas, bases de Schiff, docking, acoplamiento molecular,
proteasa NS2B/NS3, dengue.
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Glosario de términos

Enzima: Catalizadores especificos y potentes que posibilitan la coexistencia de un
elevado numero de reacciones quimica dentro de la célula. En la mayoria de los

casos son de naturaleza proteica.

Cofactor: Sustancia inorganica u organica, cuya presencia es necesaria para la
actividad de una enzima, pero que no sufre una alteracidbn permanente en la

reaccion.

Sitio activo: Lugar de una molécula enzimética al que se une el sustrato y donde se
facilita la reaccion, a menudo es una hendidura, bolsillo o cavidad situado en la

superficie de la enzima.

Receptor: Molécula a la cual se acopla un ligando. Generalmente una proteina u

otra macromolécula.
Ligando: Molécula que se une al receptor en el acoplamiento.

Tamizado virtual: Busqueda de estructuras méas afines a un determinado receptor

en un compendio o libreria de moléculas.

Residuos cataliticos: Residuos que participan directamente en la formacion y la

ruptura de enlaces quimicos del sustrato.
Sustrato: Sustancia sobre el que actda una enzima de un modo especifico.

Clso: Concentracion capaz de generar la inhibicion de una o varias funciones
bioldgicas, al 50% de los organismos usados en pruebas de laboratorio, bajo

condiciones determinadas.

xiii



CEso: Concentracion de un agente toxico a un organismo determinado que causa un

efecto agudo al 50% de los organismos usados en pruebas de laboratorio.

RMSD: Medida de la distancia promedio entre atomos de moléculas superpuestas.
Generalmente empleado para determinar cuantitativamente si dos orientaciones de

una misma molécula son iguales.

CHARMM: Nombre de un campo de fuerzas y de un programa usado en la mecéanica

molecular. Las siglas son por Chemistry at Harvard macromolecular mechanics.
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1. Introduccién

Las quinolinas son heterociclos de gran importancia, al encontrarse en numerosos
compuestos de origen natural y sustancias farmacoldégicamente activas, destacando
principalmente el uso de derivados de la quinina como potentes antimalaricos. Ademas,
estan presentes en colorantes, pesticidas y en una gran cantidad de farmacos como
antifangicos, antiinflamatorios, analgésicos y antibiéticos, entre muchos otros. Entre los
métodos mas comunes para la obtencidon de quinolinas se encuentran las sintesis de
Skraup, Combes, Conrad-Limpach-Knorr o, la reaccion de Vilsmeier-Haack. La reaccion
de Vilsmeier-Haack es un es un método eficiente, econémico y de condiciones suaves
para la formilacion de compuestos aromaticos y heteroaromaticos activados, tales como
aminas y fenoles, aunque también puede emplearse para la sintesis de heterociclos como
la quinolina. La acetanilida, por ejemplo, da lugar a las 2-cloro-3-formilquinolinas
mediante una doble formilacién de la cadena lateral, pudiendo llevar a cabo numerosas
reacciones sobre las mismas dando lugar a la obtencion, en algunos casos, de

compuestos biolégicamente activos.

El descubrimiento de compuestos con efectos terapéuticos, solia implicar la sintesis
de una gran cantidad de moléculas y posterior ensayo bioldgico sobre todas ellas, en una
suerte de ensayo y error. Sin embargo los avances computacionales y estudios teéricos,
como el modelado molecular, han permitido darle un enfoque racional a este proceso,
convirtiéndose en parte integral de la investigacion industrial y académica dirigida al
disefio y descubrimiento de nuevos farmacos. Entre las herramientas de modelado
molecular se encuentra el docking, anglicismo traducido como acoplamiento molecular,
el cual tiene como finalidad predecir la estructura de complejos formados entre dos o mas
moléculas, un receptor (proteina) y un ligando. Se fundamenta en la mecanica molecular
y sus resultados se expresan en términos energéticos de afinidad asi como la interaccién

con el sitio de union.



La presente investigacion tiene como objetivo sintetizar, mediante la reaccion de
Vilsmeier-Haack, una serie de 2-cloro-3-formilquinolinas como intermediarios clave para
la obtencion de compuestos que presentan cierta similaridad estructural con algunos
inhibidores reportados para la proteasa del virus del dengue, pudiendo estudiar entonces
los compuestos sintetizados mediante acoplamiento molecular (docking molecular) para

poder predecir asi su potencial como inhibidores de esta enzima.



2. Marco teérico

Los virus son abundantes, omnipresentes y juegan un papel importante en la salud y
en la evolucién de los organismos vivos. Hay especialistas que afirman que son
microorganismos, otros sostienen que Unicamente son moléculas y un tercer grupo que
no se atreve a clasificarlo como uno u otro debido a las diversas caracteristicas y
comportamientos que poseen. Sin embargo, la concepcion de la persona comun es que

se trata de peligrosos agentes de enfermedades infecciosas.!!!

Los virus mucho mas pequefios que las células, ademas de tener una estructura
relativamente simple y estatica, carecen de un sistema metabdlico propio y dependen del
huésped para poder sobrevivir y replicarse. Sus genomas codifican la informacién minima
para asegurar su replicacién y empaquetamiento, la produccion de proteinas virales y
subvertir funciones celulares para permitir la produccion de nuevas particulas de virus
activas. La estructura de los virus mas simples esta compuesta por un genoma de ADN
o ARN y una cubierta de proteinas llamada cpside compuesta por una serie de
mondmeros que protege y aisla el acido nucleico. Esta estructura basica recibe el nombre
de nucleocapside y son conocidos como virus desnudos, contrario a los virus envueltos
gue adicionalmente presentan una envoltura compuesta por una bicapa lipidica, sobre la

que se insertan proteinas viricas.

Envoltura

‘ Proteinas viricas

Capside

Capside

ADN 6 ARN ‘

ADN 6 ARN

Virus Virus
desnudo envuelto

Figura 1. Estructura basica de los virus.

Estructura basica de los virus. En ambos casos, ya sean virus desnudos o envueltos, la estructura basica
consiste en material genético protegido por una capside



Los virus invaden células del huésped con el fin de sobrevivir y multiplicarse. Existen
virus capaces de infectar células de bacterias y animales transmitiéndose de distintas
maneras, entre ellas: el aire, agua, contacto fisico, comida infectada o los que se
transmiten por medio de artropodos (arbovirus). Histéricamente, las infecciones virales
han sido devastadoras para la humanidad, la viruela por ejemplo fue la principal
sospechosa de haber azotado al imperio romano. La gripe espafiola, familia de la
influenza o gripe comun, que diezmo principalmente a Europa entre los afios 1918 y 1919.
El VIH por su parte empez6 a esparcirse desde los afios ‘80 y se estima que ha matado
mas de 30 millones de personas. En las zonas tropicales son mas comunes virus como
el dengue, chikungunya, fiebre amarilla, zika, etc., que tienen un gran potencial de
infeccion por las condiciones socioecondmicas y climaticas afectando a millones de

personas alrededor del mundo.!

2.1. Dengue

El virus del dengue, también conocido por el acronimo DENV, es el principio
patogénico detras de muchas condiciones médicas. La enfermedad mas comun causada
por el virus es la fiebre del dengue (FD), caracterizada por fiebres altas y sintomas
similares a la gripe comun. Una fraccion de los pacientes infectados por el dengue puede
presentar una condicion mas seria, como lo son la fiebre hemorragica del dengue (FHD)
o el sindrome de shock por dengue (SCD), ambos potencialmente mortales debido a
pérdidas de fluidos y otras complicaciones.l! Actualmente no existe tratamiento
terapéutico para el virus del dengue,’l®! aunque en octubre de 2016 el grupo Sanofi
desarrollé una vacuna aprobada en 10 paises latinoamericanos y del sudeste asiatico.!”!
La vacuna, a la fecha, aun causa controversia y se ha empleado bajo ciertas
restricciones.[®l En términos de la poblacion en riesgo y las pérdidas econémicas, el

dengue prevalece como la enfermedad viral mas importante transmitida por mosquitos.[®!



2.1.1. Impacto Socioecondémico

El costo de la enfermedad a la sociedad es extremadamente elevado, desde pérdida
de productividad general, los gastos relacionados a la atencion médica, hasta los
esfuerzos para prevenir la proliferacion del vector, afectando particularmente a paises en
vias de desarrollo en los que el dengue es endémico. En la region del sudeste asiatico
se estima una inversion de $950 millones anuales en tratamiento y control del vector;
Gnicamente en Singapur se estima una inversion de $1000 millones anuales. En el
continente americano el impacto es aun mayor, estimandose una inversion de $1000 a
$4000 millones anuales. Globalmente se estima una inversion de $39000 millones

anuales.l19

2.1.2. Epidemiologia

El dengue es endémico en mas de 100 paises alrededor del mundo, presente en todos
los continentes excepto en la region antartica. Se calcula que mas de 290 millones de
personas son infectadas con el virus cada afio, de las cuales aproximadamente 100
millones desarrollan la enfermedad. Ademas, el 35% de la poblacion mundial habita en
zonas en el que el virus esté presente. La Organizacion Mundial de la Salud estima que
de las 100 millones de personas infectadas anualmente, alrededor la mitad son de la
variacion mas peligrosa de la enfermedad (hemorragico o shock) y aproximadamente
20.000 de estos casos terminan siendo letales, particularmente en nifios.lFI0 E|
continente americano ha sido una de las regiones mas afectadas por el dengue y su
variante mas grave, el dengue hemorragico. En la region se ha producido un incremento
progresivo de casos de dengue durante las tres Gltimas décadas, habiéndose extendido

la enfermedad a casi la totalidad de los paises.[*!
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Figura 2. Distribucion global del dengue

En Venezuela, segun datos oficiales, se diagnosticaron 468 casos probables en la
ultima semana del afio 2014 de los cuales uno fue dengue grave. El acumulado del afio
fue de 87.529 casos de los que el 85,53% fueron dengue sin signos de alarma, 14,22%
con signos de alarmay 0,25% de dengue grave. La tasa promedio nacional de incidencia
acumulada fue de 286,16 casos por cada 100.000 habitantes. Siendo el virus de alta
incidencia en estados como Amazonas, Delta Amacuro y Mérida.['d En 2014, Bolivar
registraba epidemias de dengue y malaria. La situacion permanecio hasta la semana 25
de 2015, pero en la semana 26 la entidad bajo a la zona de alarma, de acuerdo con los
canales endémicos establecidos. Los casos acumulados hasta el 4 de julio de 2015 en
Venezuela fueron de 13.831, de los cuales 1.047 se localizaron en Bolivar; mientras que
en el mismo periodo del afio anterior habian sido 27.957 casos en todo el pais, 1.071 en
Bolivar. Los estados con epidemia de dengue, para la semana 26, del 28 de junio al 4 de
julio de 2015, son Amazonas y Cojedes, afectando particularmente a individuos menores

de 19 afios.[*3!
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Figura 3. Distribucion epidemiologica del DENV en Venezuela.



2.1.3. Transmisién del virus

El dengue es transmitido a través de un ciclo en el que el mosquito hembra de la
especie Aedes Aegypti pica a un individuo con el virus, convirtiéendose en un vector e
infectando a un nuevo individuo sano al picarlo. Cuatro dias después de haber sido
contagiado, el individuo desarrollara viremia, una condicién en la que hay una alta
concentracion del patdgeno en la sangre pudiendo durar de 5 a 12 dias, aumentando
considerablemente la infectividad. Los sintomas de la enfermedad generalmente
aparecen a los 5 dias de haber sido infectado.[*

2.1.4. Estructuray ciclo de vida del virus del Dengue

El virus del dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, genero Flavivirus y
comprende otros virus como el de la fiebre amarilla (YFV), el virus del Nilo Occidental
(WNV), el virus de la encefalitis por garrapatas (TBEV) y el virus de la hepatitis C (HCV),
estrechamente relacionado genéticamente con el DENV. Hasta ahora se han descrito en
la literatura cuatro distintos serotipos, denominados DENV1, DENV2, DENV3 y DENVA4.
Cada serotipo comparte alrededor de 65% del genoma, aunque en afos recientes se ha
sospechado del surgimiento de un quinto serotipo. Los cuatro serotipos circulan
periodicamente en areas endémicas e hiperendémicas y, todos causan la enfermedad
conocida como dengue. Estructuralmente hablando, el DENV es un virus icosaedro de
50 nm aproximadamente, conformado por una membrana sobre la cual se insertan las
proteinas de membrana (M) y de envoltura (E). El interior del virus contiene el complejo
riboprotéico conformado por la proteina de la capside (C) y, dentro de ésta, el genoma

viral que consiste en una Unica hebra de ARN de sentido positivo./
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Figura 4. Estructura del virus del dengue.

Tres proteinas estructurales conforman el virus, la de envoltura (E) y membrana (M) se muestran en azul
oscuro y azul claro respectivamente, ancladas a la membrana viral (en verde). La proteina de capside C
(amarillo) cubre el genoma viral (rosa).[*5]

El objetivo primario del DENV en humanos son las células dendriticas y otras
células del sistema inmune. El ciclo de vida del virus se inicia con el acercamiento e
interaccién de la proteina viral de envoltura (E) con otras proteinas presentes en la
superficie celular, induciendo la envoltura y posterior internalizacion del virus, en un
proceso conocido como endocitosis. Una vez es internalizado, el pH acidico del
endosoma desencadena un cambio conformacional en la proteina E, promoviendo la
formaciébn de unas puntas hidrofébicas capaces de atravesar la membrana
endosomatica, perforandola y permitiendo que la nucleocépside (proteina C y ARN) sean
liberados al citoplasma. Una vez alli el virus deshace la capside y libera el ARN viral para
comenzar el proceso de traduccion y replicacion del mismo. EI ARN gendmico viral es
traducido, sintetizando la poliproteina viral conformada por las 3 proteinas
estructurales: capside (C), precursora de membrana (prM), membrana (M) y envoltura
(E), llamadas asi porgue forman parte de la estructura final del virus, ademas de las 7

proteinas no estructurales (NS) encargadas de la replicacion del genomay el ensamblaje
viral, [16l17](18]
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Figura 5. Poliproteina del DENV
Destacando algunas funciones de las proteinas no estructurales: /INS3 como proteasa, NS3

con un dominio helicasa, NS5 con dos dominios: metiltransferasa y polimerasa. Las proteinas
estructurales, por su parte, formaran parte de las nuevas particulas de virus formadas.

El ARN viral es entonces replicado por esta poliproteina en un complejo proceso
gue consta de varias etapas, entre las que se encuentran involucradas funciones
enzimaticas (proteasa, helicasa, metiltransferasa o polimerasa) de ciertos dominios
del complejo de replicacion (Figura 5), para luego pasar a la etapa de ensamblaje de
nuevas particulas de virus. Esta etapa comienza con la formacién de la nucleocapside
gracias a la interaccién del ARN gendmico y la proteina C a la que luego se asocian
las proteinas prM/M y E formando un virién inmaduro. La etapa de maduracion
termina una vez esta particula atraviesa el aparato de Golgi, en donde se inducen
distintos cambios conformacionales entre las proteinas hasta practicamente obtener
la estructura final del virus, que luego sale de la célula, adquiere su conformacion final,

infectando nuevas células y repitiéndose el ciclo (Figura 6).°
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Figura 6. Ciclo de vida del DENV.
2.1.5. Inhibicion del virus del dengue

La proteccion contra infecciones virales puede llevarse a cabo segun dos métodos
principales: la vacunacion o el uso de farmacos. La vacunacion funciona introduciendo al
organismo un material que guarda una similitud molecular con algunos componentes del
virus (fragmentos de virus o virus debilitados) pero sin la naturaleza infecciosa o los
efectos toxicos del mismo, dando la oportunidad de que el organismo reconozca la huella
dactilar molecular del virus (antigenos) y el sistema inmune esté preparado para atacar

el virus en caso de ser infectado.

Sin embargo, existen varios problemas con las vacunas, como un sistema inmune
comprometido, la mutacién de los virus, o la amplificaciébn dependiente de anticuerpos,

entre otros. Los farmacos antivirales en cambio, son Utiles neutralizando el virus en
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aquellos casos en donde no haya vacuna disponible, ademas de ser efectivos una vez la
infeccion se encuentre activa. Los farmacos son, por lo general, moléculas pequefias
descubiertas principalmente mediante el estudio bioldgico del ciclo de vida del virus y/o
distintos estudios de modelado molecular. La mayoria funciona interrumpiendo una etapa
critica en el ciclo de vida o la sintesis de &cidos nucleicos especificos para cada virus.5!
Considerando las dificultades en el desarrollo de una vacuna efectiva y para poder tratar
individuos ya infectados el enfoque farmacoldgico es el mas atractivo para combatir el

virus del dengue. [

En el ciclo de vida del virus del dengue se ven involucrados diferentes procesos
enzimaticos, algunos de ellos plenamente identificados como por ejemplo las actividades
de proteasa, helicasa, metiltransferasa o polimerasa del complejo de replicaciéon en la
poliproteina (Figura 5), asi como también pasos previos a la traduccién del genoma viral
(interaccion entre la proteina viral de envoltura E y la superficie celular). Cada una de
estas enzimas puede ser enfocada como blanco terapéutico de un potencial inhibidor

(Figura 7), existiendo diferentes compuestos reportados para cada uno de ellos.

Blancos
terapeduticos

! ! !

Proteina E Proteina C Poliproteina viral
NS3 NS5
Proteasa

Figura 7. Posibles blancos terapéuticos de un inhibidor del DENV.
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2.1.5.1. Inhibicién de las proteinas Ey C

La proteina E es la mediadora de la absorcion, internalizacion y fusion del virus con
las células huésped. Existen varios compuestos que han mostrado actividad inhibitoria
sobre esta proteina como por ejemplo los péptidos 1y 2 (Figura 8), cuyo mecanismo de
accion consiste en inducir cambios estructurales sobre la superficie del virion para asi de
interferir con el proceso de union a la superficie celular en el primer paso del ciclo de vida
del DENV. En esta proteina hay también una cavidad hidrofébica (cavidad B-OG) que ha
demostrado ser un potencial sitio activo para la inhibicion, habiendo compuestos no
peptidicos como 3, 4 y 5 con cierta actividad antiviral. Por ultimo, se han estudiado
posibles compuestos que actien sobre el dominio 1ll, responsable del contacto inicial y
la acumulacion de los virus en la superficie celular, tales como la suramina 6 o el curdlan
7, analogo de la heparina.['8ll1% Por otro lado, la proteina estructural C, también destaca
como un blanco prometedor para el desarrollo de antivirales como la molécula ST-148
(8) que afecta la distribucion intracelular traduciéndose en una infectividad

potencialmente menor, particularmente en el DENV2.[18I[19]
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Figura 8. Inhibidores de las proteinas estructurales E y C.
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2.1.5.2. Inhibicidn de la proteasa NS2B/NS3

Las proteasas son enzimas fundamentales en el control de una gran variedad de
procesos fisioldgicos. Su accién esta regulada por inhibidores endoégenos y son los
responsables de la modulacién de la reaccion de diversas hormonas y neurotransmisores
de naturaleza peptidica como resultado de la hidrdlisis selectiva de ciertos fragmentos de
su estructura. Durante los ultimos afios, el empleo de inhibidores de proteasas, tanto de
origen natural como sintético, ha adquirido una enorme importancia desde un punto de
vista terapéutico, evidenciado por el descubrimiento de inhibidores de la proteasa del VIH,

el tratamiento mas efectivo hasta la fecha contra este virus.[20

El blanco mas atractivo para la inhibicién del DENV es la proteasa NS2B/NS3,
responsable del clivaje post-traduccidn de la poliproteina viral, esencial para la replicacion
del virus. Se trata del blanco terapéutico mas estudiado para el desarrollo de potenciales
agentes antivirales entre las proteinas no estructurales, ademas de tratarse de la mejor
caracterizada junto con la proteina NS5, existiendo diferentes estructuras obtenidas por
cristalografia de rayos-X, sumamente Utiles en los estudios de modelado molecular

orientados al descubrimiento de potenciales inhibidores.!

Se han publicado un gran nimero de articulos sobre la caracterizacion y avances
para el descubrimiento de un inhibidor de la proteasa NS2B/NS3 del DENV entre los que
se puede hacer una clasificacién general en cuanto a la estructura de estos compuestos:
inhibidores peptidicos, inhibidores derivados de péptidos (peptidomiméticos) o

inhibidores no peptidicos!, mostrados en la figura 9.

La aprotinina (9), un polipéptido compuesto por 58 aminoacidos con 3 puentes de
disulfuro internos, tiene una alta afinidad a la proteasa del DENV. Debido a su
disponibilidad es frecuentemente usado como un compuesto de referencia en ensayos,
ademas de ser uno de los pocos inhibidores para los que una estructura co-cristalizada

determinada por cristalografia de rayos X existe. Por su parte el aldehido peptidico Bz-
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NKRR-H 10 con una constante de inhibicion ki=5,8 uM, tiene una estructura cristalina
reportada con la proteasa, revelando el sitio activo de la misma, frecuentemente usada
en los estudios de modelado molecular para el descubrimiento de nuevos inhibidores
(codigo PDB: 3U1ll). Los inhibidores derivados de péptidos que se han desarrollado y
presentan cierta actividad incluyen el compuesto 11 (ki=0,14 uM), o la 4-benciolxi-D-
fenilglicina 12 con un Clso=0,347 pM.[°]
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Figura 9. Inhibidores de la proteasa NS2B/NS3 del DENV.
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La proteasa NS2B-NS3 es notablemente resistente a la inhibicion por moléculas
pequefias. Sin embargo, se ha progresado mucho al respecto mediante el empleo de
cribado de alto rendimiento o del tamizado virtual. Ademas, existe una diversidad
estructural muy grande en los inhibidores no peptidicos, por lo que no es posible hacer
una clasificacion general, permitiendo una libertad estructural desde el punto de vista

de investigacion y desarrollo de posibles farmacos.

Por ejemplo, los indoles 13 y 14 (Figura 9) presentan afinidad moderada pero
considerable actividad antiviral contra la proteasa NS3 del DENV2, de 39% de inhibicion
y un Clso de 2,24 uM respectivamente. Las 8-hidroxiquinolinas”! como 15 presentan
buena afinidad con un valor de Cls0=0,91 pM. Los derivados de quinolina 16 y 17
obtenidos mediante técnicas computacionales, muestran afinidad moderada pero una
prometedora actividad in vitro con valores de actividad reportada en un Clso de 5,0 uM y
12,5 pM respectivamente. No solo heterociclos con nitrégeno presentan actividad

antiviral, sino también derivados de antraceno como 18, entre varias otras moléculas.[?!

Muchos farmacos actian como inhibidores enziméticos (Figura 10), es decir
impiden que las enzimas actlen como catalizadores para las reacciones que
naturalmente llevan a cabo. En este sentido, cualquiera de los inhibidores de la proteasa
NS2B/NS3 descritos en el punto anterior se unen al sitio activo (zona de la enzima a la
cual se une el sustrato y en donde se ubica la triada catalitica) y evitan que lleve a cabo
su funcién, interrumpiendo el ciclo de vida del virus y combatiendo la infeccion. Este tipo

de inhibidores se conoce como inhibidores competitivos.[!
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Figura 10. Mecanismo de accion tipico de un inhibidor competitivo.

Para que un inhibidor competitivo sea efectivo debe interaccionar fuertemente con los
residuos de aminoacidos dentro del sitio activo, pudiendo entonces disefiar moléculas
gue encajen en el mismo pero teniendo interacciones mas eficientes que el sustrato
natural, de tal manera que pueda impedir el funcionamiento normal de la misma. Con tal
fin, se debe conocer muy la posicion y la naturaleza de las regiones de enlace dentro del

sitio de unién. 3!

2.1.5.3. Estructurade lade la proteasa NS2B/NS3

El dominio proteasa del DENV se ubica sobre la proteina no estructural NS3, en su
extremo N terminal, e interactia con ciertas regiones de NS2B que contribuyen al
reconocimiento del sustrato por parte de la enzima. Al igual que proteasas de otros
flavivirus como el del Nilo occidental (WNV), la proteasa del DENV es una serinproteasa
con una triada catalitica funcional conformada por los residuos de aminoacidos H51, D75

y S135. El mecanismo consiste esencialmente, en la transferencia del proton del grupo
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hidroxilo del residuo de serina a la histidina, auxiliado por el residuo de aspartato,

convirtiéndolo en un nucledfilo fuerte para el posterior clivaje de los enlaces peptidicos

de ciertas regiones la poliproteina (sustrato natural de la enzima), esencial en el ciclo de

vida del virus.[#l16][18]
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Figura 11. Estructura terciaria de la proteina NS2B/NS3 del DENV.
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Se muestran los dominios proteasa (naranja) y helicasa (verde), el cofactor NS2B (amarillo) y la triada
catalitica (azul). ¥elsl PDB: 2VBC, 3U1l

Existen dos conformaciones conocidas de la proteasa del DENV, cominmente

empleadas en los estudios de modelado molecular. En una de ellas, denominada

conformacion cerrada, el cofactor NS2B se encuentra plegado sobre el sitio activo

catalitico de la enzima permitiendo la interaccion con el ligando y definiendo la cavidad.

Por otra parte, en la conformacién abierta, dicho cofactor no presenta tal plegamiento.[18l
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Figura 12. Conformacién abierta y cerrada de la proteasa NS2B/NS3 del DENV.

El cofactor NS2B se muestra en amarillo, el dominio proteasa de NS3 en rojo y la triada catalitica en azul.

La conformacion cerrada suele ser interpretada como consecuencia de la unién
del ligando o sustrato, promoviendo el plegamiento del cofactor desde la conformacién
abierta. Otros estudios, sin embargo, demuestran por RMN y otras técnicas
espectroscopicas que la conformacion predominante en solucion es la cerrada,
independientemente de si existe 0 no un ligando unido a ella, similar a otras proteasas
como la del virus del nilo occidental (WNV), familia del DENV.[18l

A partir de la estructura cristalina determinada por rayos X de la conformacién
cerrada, cédigo PDB:3UL1l, co-cristalizada con un ligando peptidico, se ha logrado definir
la topologia del sitio activo. En este sentido, el mismo se divide en 4 diferentes
subcavidades denominadas comunmente S1, S2, S3 y S4 ademas de una S1’ (Figura
14). S1 y S2 estan bien definidas como cavidad, con algunos residuos de naturaleza
polar, mientras que S4 es una region hidrofébica superficial. En contraste con otras
proteasas como la tripsina, la NS2B/NS3pro tiene un sitio activo muy superficial lo que

conlleva a algunos autores a denominarlo como regién de unién o canales.
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Figura 13. Descripcion del sitio activo de la proteasa NS2B/NS3 del DENV.

En azul el ligando peptidico 10, en amarillo la cadena NS2B y en naranja la cadena NS3.[4118](19]

Hasta ahora se han presentado diferentes compuestos no peptidicos con cierta
actividad inhibitoria entre los que resaltan anillos arométicos tipo antraceno, indoles y
particularmente quinolinas (15, 16 y 17) cuyo nucleo es de gran relevancia farmacologica,
no solo para el DENV sino para un sinfin de afecciones, por lo que la sintesis de las

mismas es de vital importancia en la busqueda de un potencial farmaco.
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2.2. Quimicade las Quinolinas

La quinolina (1-aza-naftaleno o benzo[b]piridina) es un compuesto heterociclico
aromatico que contiene un atomo de nitrégeno. Tiene una formula molecular CoH7N, con
un peso molecular de 129,16 g/mol. El coeficiente de reparticion (log P) es de 2,04 con
un pKp=4,85y un pKa=9,5. Es una base terciaria débil que puede formar sales con acidos
y exhibe un comportamiento similar a la piridina y el benceno. Se trata de un liquido
incoloro con alto punto de ebullicibn con un olor dulzén, ligeramente soluble en agua, y
soluble tanto en agua caliente como en solventes organicos. Participa en reacciones

electrofilicas y nucleofilicas aromaticas. #2
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Figura 14. Estructura y posiciones de la quinolina.

La presencia de nitrdgeno en la estructura ocasiona una distribucion irregular de
la densidad electronica, lo que altera notablemente su reactividad y propiedades
fisicoquimicas comparadas con el naftaleno. El nitrdgeno, electronegativo, causa una
polarizacion inducida a lo largo de los enlaces sigma de la estructura, afectando
ligeramente la nube 11 y estabilizando las estructuras candnicas en donde el nitrdgeno
esté cargado negativamente. En consecuencia hay cargas parciales positivas ubicadas
principalmente en las posiciones 2 y 4 evidenciado por los desplazamientos

quimicos:[2223]
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Figura 15. Desplazamiento quimico de protones de la quinolina.
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La quinolina, al igual a la piridina, sufre un conjunto de reacciones sencillas como por
ejemplo donar el par de electrones libres sobre el &tomo de nitrégeno a un electrofilo
(comunmente un protén) para dar lugar a las sales de quinolinio. Esta reaccion acido-
base no destruye la aromaticidad del heterociclo ya que esta ocurre perpendicular a la
nube 1 del mismo. Ademas, las sustituciones electrofilicas aromaticas ocurren
principalmente en el anillo bencénico, en su posicion mas activada debido a la mayor
presencia de densidad electronica. Por su parte, las sustituciones nucleofilicas

aromaticas ocurren principalmente en el anillo piridinico por su deficiencia electrénica.l??

2.2.1. Sintesis de Quinolinas

Las quinolinas pueden obtenerse mediante diversas rutas sintéticas, pudiéndose
proponer diversos andlisis retrosintéticos: ya sea considerando una desconexion C2-N
seguida de una desconexion C4-Cs 0, considerando primero una desconexion Cz-N con
posterior ruptura del enlace Cs-Ca. Entre estas dos opciones se encuentran englobadas

las principales rutas sintéticas resumidas a continuacion [231[241[25]
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Figura 16. Andlisis retrosintéticos de la quinolina.



22

El primer andlisis retrosintético abarca las sintesis de Skraup, Combes, Conrad-
Limpach-Knorr y Vilsmeier Haack. El segundo, por su parte, comprende la sintesis de
Friendlander y por ultimo, un enfoque un poco menos frecuente, las sintesis en donde no

se parte de una amina aromatica sino que el anillo bencénico sufre una SnA por parte de
una amina.

2.2.1.1. Sintesis de Skraup

La quinolina es obtenida cuando la anilina, &cido sulflrico concentrado, glicerol y un
agente oxidante moderado (como nitrobenceno) son calentados juntos. La reaccién
procede via deshidratacién del glicerol para generar la acroleina, posterior ataque
nucleofilico de la anilina y finalmente oxidado a la quinolina correspondiente. Es la mejor

reaccion para la sintesis de quinolinas no sustituidas.

El glicerol sufre una doble deshidratacion:

H* -H,0 PN
HO//\\T//\\OH HO//\\T//\\OH HO OH

OH OH,
Glicerina -H*

H+

—
HZOMO — = HOMO - HO/\/\OH

o

+ -H

XNy XXy

Acroleina
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Entre la anilina y la acroleina se produce una adicion de Michael, catalizada por el

acido, que conduce la 1,2-dihidroquinolina:

NH,
sliaroe
N

Finalmente, la 1,2-dihidroquinolina se oxida con el nitrobenceno a quinolina:

_
N N
H

El uso de compuestos carbonilicos sustituidos corrobora el mecanismo por el que la

reaccion se lleva a cabo y no por adicion directa al carbonilo. Por otra parte la reacciéon
de Skraup es muy vigorosa por lo que la temperatura debe ser controlada. Tiene la
desventaja de no poder emplearse sobre sustratos sensibles a acidos, aun asi es el mejor

método para la sintesis de quinolinas no sustituidas en posiciones 2 y 3.

2.2.1.2. Sintesis de Friedlander

Las o-acilanilinas condensan con carbonilos enolizables a través de un proceso
catalizado por acido o base para formar las correspondientes quinolinas. El resultado de
la condensacion depende de la catdlisis acida o basica para generar el producto

termodinamico o cinético respectivamente.
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La reaccidon transcurre mas rapidamente en medio basico a bajas temperaturas

(control cinético), mediante la formacién del enolato menos impedido estéricamente.
Mientras que en medio acido a altas temperaturas se favorece la formacion del enol mas

estable (control termodinamico), es decir el mas ramificado.

2.2.1.3. Sintesis de Combes

La condensacién de compuestos 1,3 dielectrofilicos, como por ejemplo 1,3
dicarbonilicos, con una anilina da lugar a una B-aminoenona, que puede ser ciclada con

acido sulftirico concentrado.

0O O O
gik==Tgl jas
NH, H R2

H,SO, ()
R1 HO R1
AN
_ |
N R2

N~ "R2
H
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2.2.1.4. Sintesis de Conrad-Limpach-Knorr

Las anilinas y los cetoésteres condensan en presencia de 4cidos fuertes para formar
2-quinolonas (Sintesis Knorr) via las correspondientes (-cetoanilidas. Mientras que la
reaccion que involucra los ésteres B-anilinoacrilicos dan como producto las 4-quinolonas

(Sintesis Conrad-Limpach)

o) R
= Q) L7~
R D ——
o N0 Ngho)
g “ “
N
J— O
NH, 0 Q
EtO Difenil OEt
260 °C | |
N R
H N~ R

2.2.1.5. Otras Sintesis

En las rutas principales de sintesis se parte de una amina aromatica y se va
construyendo el resto del anillo quinolinico progresivamente. Sin embargo, existe otro
enfoque en donde se parte de un anillo bencénico y, mediante sustitucion nucleofilica
aromatica y reacciones de ciclacion se obtiene la quinolina correspondiente. Un ejemplo
de esto es la sintesis reportada por Qi y col.?®l en donde una quinolina sustituida es
formada por la condensacion y ciclacién de dos moléculas de o-haloacetofenonas y una

amina primaria.
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2.2.1.6. Sintesis de Vilsmeier-Haack

La reacciébn de Vilsmeier-Haack es un método eficiente, econdmico y de
condiciones suaves para la formilacion de compuestos aromaticos y heteroaromaticos
activados como aminas o fenoles.?”l Es empleada también como herramienta sintética
para dar lugar a una gran variedad de heterociclos y puede ser empleada sobre
compuestos alifaticos!?®l, especialmente carbonilos!??, obteniendo una serie de derivados
muy versatiles. Es una reaccion util como agente activante de acidos carboxilicos para
dar ésteres, amidas y cloruros de &acido o sobre alcoholes para dar cloruros de alquilo,
esteres e imidas. Ademas la reaccion ha sido ampliamente usada para muchas otras

transformaciones quimicas con otras clases de compuestos.*%

Su descubrimiento se remonta a 1896, cuando Friedel not6 la formacion de un

colorante rojo al tratar N-metilacetanilida con oxicloruro de fosforo. Mas tarde, en 1925,
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Fischer, Muller y Vilsmeier asignaron una estructura corregida a este colorante 20,
proveniente de la autocondensacion de la sal de quinolinio 19. Sin embargo no fue hasta
dos afos después en 1927 que A. Vilsmeier y A. Haack establecieron el mecanismo, en
el que se percataron que una molécula de N-metilacetanilida habia acetilado una
segunda molécula, previo a la ciclacion. Este paso llevd al descubrimiento de la

formilacion de Vilsmeier-Haack usando N-metilformanilida.332

©\ /L POCI,
T (@]

La reaccion involucra el reactivo de Vilsmeier (RV), derivado de una amida terciaria
y un cloruro de acido (ocasionalmente un bromuro). Los mas empleados son N,N-
dimetilformamida (DMF) y oxicloruro de fosforo, aunque también se han empleado
exitosamente COCI2, SOCIz, CIOCI, CH3COCI, ArCOCI, ArSO2ClI, PCls, Me2NSO2Cl como
cloruro de &cido y N,N-dimetilacetamida, N-metilacetamida, N,N-dimetilbenzamida como
amidas. Los solventes comunmente usados son cloroformo, diclorometano, benceno,
tolueno, 1,2-dicloroetano, etc. Normalmente la temperatura de reaccion es llevada a
temperatura ambiente o en su defecto a 60-80°C, aunque se han reportado temperaturas
que van desde 0 hasta 120 °C. Los sustratos incluyen compuestos aromaticos o
heteroaromaticos activados, alquenos (incluyendo enaminas y derivados de enol),
metilcetonas o metilencetonas. El reactivo de Vilsmeier 21 ha demostrado tener la

siguiente estructura y mecanismo de formacion [3133l;
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El mecanismo de formilaciéon tipico, sobre el anisol, mediante la reaccion de

Vilsmeier-Haack se muestra a continuacion.34

o o o
DMF, POCI, CHO
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Probablemente la aplicacion mas importante de la reaccion de Vilsmeier en la
sintesis de compuestos heterociclicos deriva de la reaccion original de sintesis de
quinolinas, practicamente ignorada por casi 50 afios. El sustrato original estudiado por
Vilsmeier, anilidas N-sustituidas 22, son compuestos muy reactivos para la formacion de

quinolinas. Tal sustrato al tratarlo con el RV da lugar a 2-quinolonas 23. 31

R2 R2
J/ RV X
'T %O CH,Cl, 4h, A 'T‘ \O
R1 R1
22 23

La reaccion de acetanilidas con el RV es una ruta eficiente para la sintesis de 2-
cloro-3-formilquinolinas mediante diformilacion de la cadena lateral. La reaccion involucra
la conversion sucesiva de la acetanilida en un cloruro de imidoilo y luego en una N-a-
clorovinilanilina 24. Esta enamina es diformilada en su posicién  y subsecuentemente

ciclada a la quinolina correspondiente. [31]

pk, — L L7 QL= LA,

Cl—p CI o
cf %‘. Cl 24

N(CH3)2 B N(CH3; Q( |N+ QN(CHS)Z

2, A d®e 4
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N~ >Cl N~ ~Cl

La ciclacion de la cadena lateral del intermediario diformilado se ve favorecida
cuando la acetanilida se encuentra sustituida con grupos dadores de electrones tales
como m-metoxi, m-metil, 3,4-dimetoxi o 3,4,5-trimetoxi, casos en los que se obtienen altos
rendimientos. Por el contrario, acetanilidas menos activadas ralentizan la formacién de la
quinolina correspondiente pudiendo aislar el intermediario diformilado 25 mientras en
otros casos de alta desactivacion la reaccion no sigue su curso. Ademas, sustituyentes
poco activantes como m-cloro, m-bromo, nitro, etc. reducen considerablemente los

rendimientos.3%

La reaccién es estereoespecifica, en practicamente ningun caso donde pueden
proponerse dos ciclaciones se encontraron dos isomeros. Por ejemplo, la m-
fenilendiamina 26 da como uUnico producto la 1,5-fenantrolina 27 en rendimiento casi
cuantitativo. Esto se atribuye a las condiciones electrofilicas, los requerimientos estéricos

y la naturaleza dipolar de los intermediarios. [3°]
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La relacion molar de la reaccion juega un papel crucial para la formacion del
producto deseado. Normalmente, para la formacion del producto, se emplea una relacion
molar 1:3:7 (acetanilida:DMF:POCIs), Sin embargo, al cambiarla por 1:1:3 solo se obtiene
la 2-cloroquinolina correspondiente.l?¢! La preparacion del RV se realiza a 0-5°C y la
temperatura de la reaccion normalmente oscila entre 75-90°C por un tiempo variable de

al menos 2 h hasta 16 h dependiendo de la sustitucion del anillo.

Las 2-cloro-3-formilquinolinas son intermediarios muy versétiles desde el punto de
vista sintético pudiendo realizar un gran nimero de transformaciones quimicas[®7138l; |a
reduccion del cloro en posicion 2 (28) es posible a través de varios métodos, como la
reduccién con Zinc e hidréxido de sodio etandlico previa proteccién del aldehido con un
acetal. También es posible intercambiar el hidrégeno por yodo (29) mediante la accién
de yoduro de sodio, en condiciones de reflujo, empleando acetonitrilo como solvente, asi
como la hidrolisis empleando HCI 4M en caliente para dar lugar a las 2 quinolonas (30).
Se pueden obtener las correspondientes 2-tionas (31) al exponer la cloroquinolina a la
accion de sulfuro de sodio en DMF.

7 o ?

A (CH,OH), @fYkO Zn/NaOH ©jﬁ)
" EtOH

N>ca NZ >Cl N7

28
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Los grupos funcionales en la posicién 2 del anillo quinolinico que se pueden
obtener a través del derivado de litio son variados. El acetal correspondiente de la 2-
yodo-3-formilquinolina intercambia su halégeno por el metal de Bu-Li a -70°C.
Posteriormente la reaccion con agua, CO:2 o dimetilformamida permite obtener las
quinolinas sustituidas en posicién 2 por grupos H, acido carboxilico 31 y formilo. Otra
sustitucion frecuente en la posicibn 2 es por diferentes aminas, especialmente
secundarias 32 ya que las primarias tienden a reaccionar con el grupo formil de la
posicion 3, entre estas aminas se encuentran piperidina, morfolina o similares. Por otro
lado, el tratamiento con azida de sodio en dimetilsulfoxido da lugar a la tetrazoloquinolina
33.

(CH OH)Z _BuLi
—70°c
+L|
NaN
DMSO
N—N

33 32
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Las aminas primarias como la hidrazina y N,N-dimetilhidrazina reaccionan con el
aldehido de la 3-formilquinolina para formar las hidrazonas correspondientes (34).
Ademas, se han reportado condensaciones del grupo aldehido en posicion 3 con acido
cianoacético, cianoacetato de etilo y acido malonico que proceden normalmente dando

los productos de condensacién 35.

0 . .
N~ ~Cl o N N >cl
35 34

La formacion de un nuevo ciclo en las posiciones 2 y 3 de la quinolina es otra

aplicacion importante. Nucleofilos nitrogenados bidentados no dan lugar a nuevos ciclos,
sin embargo nucleofilos tipo sulfuro, como el 2-sulfanilacetato de metilo, atacan
preferiblemente la posicion 2 pudiendo ciclar posteriormente mediante una condensacion,
con el aldehido de la posicién 3. Por otra parte, intercambiando el grupo 2-cloro por un
aldehido se puede proceder a una doble condensacion con acetona dicarboxilato de etilo
para generar la quinolintropona 36 o0 una condensacion con hidracina para dar la

piridazinoquinolina 37.

COzEt
EtOzC\)]\/COzEt NH,NH,-H,0 AN
—FoH T "
COgEt H

La formacion de las piridoquinolinas es otra ciclacion muy versatil, sintetizadas a
partir de las 2-cloro-3-formilquinolinas expuestas a una solucion de una amida
secundaria, como por ejemplo acetanilida, en POCIs obteniendo el producto deseado 38

en rendimientos aceptables.®? Por Ultimo, la reaccién con un reactivo de Grignard y las
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formilquinolinas con posterior oxidacion con PCC del alcohol secundario generado
permite obtener 3-ceto-2-cloroquinolinas 39 en altos rendimientos. 3]

(0]
CHOw N
N R 1) Rmgx
~ ~2gpcc POCI
N Cl N (@]

|
39 38

La reaccién de Vilsmeier-Haack no se limita a la ciclacién para la formacion de
quinolinas, se han empleado también otros sustratos aromaticos como por ejemplo
acetamidotiofenos para dar lugar a tienopiridinas con un mecanismo de formacion muy
similar.?] Por otra parte, también se ha empleado la RV para la formacién de

formilpirazoles[*! o imidazolonas!*? entre otros.

2.2.2. Importancia de la sintesis de quinolinas

La quinolina fue extraida por primera vez del alquitrdn en 1834 por Friedlieb Ferdinand
Runge. Es principalmente usada como material de partida, o bloque de construccion, para
otros compuestos. Por ejemplo, la 8-hidroxiquinolina es un agente quelante y precursor
para pesticidas mientras que la 2 y la 4-alquilquinolinas son precursores de colorantes.
El ndcleo quinolinico se encuentra frecuentemente en muchos compuestos naturales
(alcaloides de cinchona) y sustancias farmacolégicamente activas. Las quinolinas han
sido efectivas como antimaléricos, anti-bacterial, antifangico, antihelmintico,

anticonvulsionante, antiinflamatorio, analgésico y antibiotico.[2224

La principal aplicacion del anillo quinolinico es como un potente antimalarico, mas
especificamente compuestos derivados de la quinina 40, uno de los mas antiguos
antimalaricos aislado por primera vez hacia finales de 1600 de la corteza del arbol de

cinchona. Otro de estos compuestos es la cloroquina 41, sintetizada en 1934 y
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ampliamente usada a partir de 1940. El éxito de este compuesto llevo a una infinidad de
derivados de este tipo llevando a otros como la amodiaquina 42, primaquina 43, entre

otros. 43l
A H g
~
H
OH
cG AP VN oS Sos
N P
_O N NH HN ~ N
Cl N cl NZ

40 41 42 43

La actividad antiviral en compuestos quinolinicos abarca compuestos como la
anilindoquinolina 44 con actividad in vitro contra el virus de encefalitis japonesa.*¥l Otras
como las quinolinas mono y polisustituidas 45-47 han demostrado tener actividad contra
el VIH-1.14%]

Las quinolonas feniloxi, fenoxi, feniltio y benciloxi 48 sustituidas han demostrado
tener una actividad antibacterial considerablel*6l. Asi como también las hidrazonas de las

3-formilquinolinas 49 con una actividad moderada in vitro.[*7]
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La mayoria de los procesos biolégicos dependen de las interacciones de los
receptores moleculares y sus ligandos, por lo que el reconocimiento molecular juega un
papel clave en los eventos biomoleculares tales como: interacciones enzima-substrato,
proteina-inhibidor y &cido nucleico-inhibidor. Una metodologia cominmente empleada
para estudiar estas interacciones es mediante métodos computacionales, como el

acoplamiento molecular o docking.!8l
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2.3. Acoplamiento molecular

El docking molecular, anglicismo que puede traducirse como acoplamiento
molecular, es un procedimiento de la quimica in silico, fundamentado en la mecanica
molecular, utilizado para predecir la estructura de complejos ligando-receptor, siendo el
receptor una proteina u oligébmero y el ligando una molécula pequefa, un péptido o
incluso otra proteina. Desde los primeros algoritmos desarrollados en los afios ‘80, el
acoplamiento molecular se ha convertido en una herramienta esencial en el
descubrimiento de farmacos, incluyendo aplicaciones en relaciones estructura-actividad
(SAR por sus siglas en inglés), optimizacion de compuestos lider, encontrar compuestos
lider mediante tamizado virtual, etc. Ademas es uno de los métodos mas frecuentemente
usados en el disefio de farmacos basados en estructura del receptor (SSBD por sus
siglas en inglés), permitiendo el disefio de ligandos que contienen las caracteristicas
estructurales y electrostaticas necesarias para la eficiente modulacién del receptor,
causando la interferencia de ciertos procesos celulares produciendo el efecto

=g

Interacciones
hidrofébicas

farmacoldgico deseado.!*9l0l51]

¢ Interacciones

hidrofébicas TN

Interacciones I ‘L
tipo puentes |
de hidrégeno

/

Figura 17. Ibuprofeno acoplado a la enzima COX-2.

Se muestran las interacciones con algunos residuos de aminoacidos de la proteina (lineas punteadas)

Estas interacciones son las que hacen posible la unién.PPB: 4PH9
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La interaccion ligando-proteina (enzima) puede representarse mediante el
modelo llave-cerradura, propuesto en 1894 por Emil Fischer, basado en la
complementariedad de forma. Esta simple analogia representa a la proteina como una
cerradura, mientras que el ligando, molécula o inhibidor como una llave. En tal sistema,
es requerimiento que la llave encaje apropiadamente en la cerradura para que pueda
haber una sefial bioquimica: las llaves muy pequefias, muy grandes o incorrectamente
orientadas no encajaran y por ende no habra respuesta bioldgica. Sin embargo, las
enzimas tienen flexibilidad conformacional y, con base en esto, Daniel Koshland en 1958,
propuso que las enzimas son modificadas luego de su interaccion con el sustrato, en lo
que se conoce como el modelo de encaje inducido. La quimica computacional ha
tomado estas ideas basicas para modelar las interacciones ligando-proteina y, en el
acoplamiento molecular, el enfoque que prevalece es el de llave-cerradura por su
simplicidad y lo robusto del método, en detrimento del modelo de encaje inducido por su

alta complejidad.2

|

Llave-cerradura

|

Encaje
inducido

ciga

Figura 18. Modelos de interaccion sustrato-enzima.
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2.3.1. Fisicoquimica de la interaccion ligando-proteina

e Cinética

La cinética de la union ligando-proteina describe el proceso detras de la asociacion
entre ambos, enfocado en la rapidez con la que ocurre el mismo. La ecuacion que

describe la union, en solucion, puede ser descrita como:

Ecuaciéon 1

En la Ecuacion 1 se representan la proteina P y el ligando L. las constantes K1 y K1
son las constantes de la reaccidn directa e inversa, respectivamente. En equilibrio la

velocidad de ambas reacciones es la misma, por lo tanto se puede expresar como:
v =K, [P][L] = K_4[PL]

Ecuacién 2

La constante de formacion del complejo, Kb, la relacion entre las constantes de

velocidad, puede entonces ser definida como:

oo Ko P 1
PTK.; [PIIL]  Kq

Ecuaciéon 3

En donde K es la constante de disociacion. Esta ecuacion expresa la velocidad o la
tasa de formacion del complejo en relacion a las constantes de la reaccion directa e

inversa.b3l
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e Termodindmica

En un sistema conformado por el soluto (ligando y proteina) y el solvente (agua o
medio acuoso) existen interacciones muy complejas e intercambio de calor entre las
sustancias involucradas, regidas por las leyes de la termodindmica. La magnitud mas
importante en este caso es la energia libre de Gibbs, que no es mas que el potencial
termodinamico que da la condicién de equilibrio y de espontaneidad para una reaccion
quimica a presion y temperatura constantes, cuantificando de algiin modo el resultado de
todas esas complejas interacciones y definiendo un sentido de la reaccion, ya sea a favor
0 en contra de la formacién del complejo ligando-proteina. Analogamente a cualquier
proceso espontaneo, la union entre el ligando y el receptor solo ocurre cuando el cambio
de energia libre (AG) es negativo, si el sistema esta en equilibrio. Ademas, dado que la
asociacion del complejo ligando-proteina viene determinada por la magnitud de un AG
negativo, puede considerarse que la energia libre de Gibbs determina la estabilidad de
un complejo dado o, desde otro punto de vista, la afinidad de un ligando por un
receptor.53

La energia libre de Gibbs esté relacionada con la constante cinética de formacion Kp

mediante la ecuacion:
AG = —RTInK,

Ecuacién 4

En donde R es la constante universal de gases y T la temperatura, en condiciones
estandar. Es evidente que mientras mayor sea la constante de formacion Kp, mas
negativa es la energia libre, indicando que los parametros cinéticos determinan la
termodinamica del proceso: la estabilidad del complejo y la afinidad del ligando por la

proteina. [5]

Otra magnitud de gran importancia en la interaccion ligando-receptor es la entropia
(AS). La entropia es una medida de que tan equitativamente la energia es distribuida por
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todo el sistema, frecuentemente interpretada como que tan desordenado se encuentran
los atomos o moléculas de un sistema. Contrario a la energia libre, valores més positivos
representan cambios de entropia favorables. EI cambio total de entropia asociado con la
formacion del complejo proteina-ligando, puede ser expresado como la contribucion de

tres términos diferentes: 53
AS = ASsely + ASconf + ASy st

Ecuacion 5

En donde ASsoiv representa el cambio de entropia proveniente principalmente del
solvente liberado cuando ocurre la unidn en el sitio activo de la proteina. AScont por su
parte, representa el cambio de entropia debido a los cambios conformacionales de ambas
moléculas cuando ocurre la unién, pudiendo contribuir de manera positiva 0 negativa a la
entropia del sistema. Por ultimo, ASik representa la pérdida de grados de libertad
rotacionales y traslacionales luego de la formacién del complejo ya que al reducir el
namero de particulas en solucién, contribuye negativamente a la entropia total.
Generalmente, las reacciones de formacién del complejo ligando-proteina tendrian que
superar las inevitables perdidas entropicas por los términos conformacionales y
rotacionales/traslacionales a través de un muy positivo cambio de entropia debido a la

solvatacion, si la union ha de ocurrir. 53!

2.3.2. Acoplamiento molecular y el descubrimiento de nuevos farmacos

Las investigaciones en la industria farmacéutica han implementado progresivamente
el uso de métodos de la quimica medicinal moderna, especialmente métodos
computacionales. El campo ha avanzado paralelamente a los métodos de espectroscopia
biomolecular como cristalografia por rayos-X o RMN, permitiendo la resolucion 3D de un

gran numero de proteinas, otorgando informacion estructural vital sobre los blancos
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terapéuticos de diferentes farmacos, pudiendo aplicar el modelado molecular para
simular las interacciones ligando-proteina. De alli nacen los métodos del disefio de
farmacos basado en la estructura del receptor (SBDD por sus siglas en inglés), en donde
la estructura del receptor (proteina), es conocida. El acoplamiento molecular es de los
métodos méas empleados dentro de los SBDD, mediante el cual se pueden jerarquizar
librerias de moléculas pequefias y se discriminan en base a su afinidad (tamizado

virtual), pudiendo potencialmente predecir su actividad biolégica.l!]

El disefio de farmacos mediante el uso de estas técnicas consiste esencialmente en
un proceso ciclico que empieza por conocer la estructura de una proteina y realizar
estudios in silico, incluyendo acoplamiento molecular, que conlleven a la identificacion de
ligandos con potencial biolégico, los cuales son sintetizados y evaluados segun sus
propiedades, como potencia afinidad y eficacia mediante diversas plataformas
experimentales. Suponiendo que se encuentre una molécula activa las estructuras 3D del
complejo ligando-proteina pueden ser resueltas y estudiadas segun sus diferentes
interacciones que conforman el proceso de reconocimiento molecular, pudiendo modificar

parametros estructurales que se traduzcan en una actividad biolégica mejorada. >

Modelado molecular
(Docking)

Disefio y
sintesis de
ligandos

Blanco terapelttico
experimental

Complejo
Ligando-receptor

Figura 19. Esquema del disefio de farmacos mediante quimica computacional.
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2.3.3. Objetivos del acoplamiento molecular

Dado un sistema ligando-proteina, el acoplamiento molecular tiene dos objetivos

principales: B4

e Predecir el modo de union (pose) mas favorable entre el ligando y la proteina.

e Determinar la energia de union (afinidad) entre el ligando y la proteina.

Con base en estos objetivos, el acoplamiento molecular también puede ser empleado
para hacer el tamizado virtual de una libreria o una coleccion grande de moléculas
contra una proteina determinada e identificar los ligandos potencialmente activos, basado

en estos dos criterios.

2.3.4. Tipos de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular puede clasificarse de acuerdo a la flexibilidad que se le

asigne tanto al ligando como al receptor, existiendo entonces tres tipos: [

e Rigido: Tanto el receptor como el ligando son considerados particulas rigidas.
e Ligando flexible: El receptor es considerado un cuerpo rigido y el ligando como
flexible. Este es el tipo de acoplamiento cominmente empleado.

e Flexible: Tanto el receptor como el ligando son tratados como particular flexibles.

2.3.5. Pasos del acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular involucra dos tareas interrelacionadas: la busqueda de la
conformacion y orientacién del ligando (pose) dentro del sitio activo de una proteina

determinada, y la funcion de puntuacioén o scoring, disefiada para predecir la afinidad a
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través de la evaluacién energética de las poses obtenidas. En la busqueda de la pose, el
acoplamiento ha de ser capaz de evaluar las diferentes conformaciones geométricas del
ligando dentro del sitio activo de la proteina, para ello se evalta la funcion potencial de
las fuerzas enlazantes intramoleculares obteniendo un numero de conformaciones de
minima energia, traduciéndose en distintas poses en las que es posible que el ligando se
encuentre unido. Es entonces cuando entra en juego la funcién de puntuacion, evaluando
las energias asociadas a cada una de las poses obtenidas a través de la funcién potencial
generalmente de fuerzas no enlazantes (van der Walls, puentes de hidrogeno,
interacciones electronicas aromaticas, par ibénico intermolecular), obteniendo diferentes

valores energéticos y escogiendo el menor de ellos como el mas favorable.[55156]

Docking de . Busqueda |
ligando flexible ”| conformacional |
\ 4
Pose bioactiva |« Evalua'c!on
energética

Figura 20. Pasos inherentes al acoplamiento molecular.

Existen diferentes programas de acoplamiento molecular cuya diferencia radica,
principalmente, en los algoritmos que emplean para resolver las funciones potencial de
los dos pasos mencionados en el punto anterior, es decir la busqueda conformacional asi
como la funcién de puntuacién. De entre todo el software disponible, AutoDock es el
programa mas usado, presente en mas del 30% de las publicaciones relacionadas al

tema.l®’]
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2.3.5.1. Busqueda conformacional.

El algoritmo de busqueda conformacional explora todas las conformaciones y
orientaciones posibles del ligando unido a la proteina. En esta etapa, los parametros
estructurales del ligando, tales como los grados de libertad torsionales, rotacionales y
traslacionales son modificados. Los algoritmos de busqueda se clasifican en dos
categorias principales: sisteméaticos y estocasticos. El método sistematico promueve
ligeras variaciones en los parametros estructurales, cambiando gradualmente la
conformacién de los ligandos. El algoritmo determina la energia del espacio
conformacional y, después de numerosos ciclos de busqueda y evaluacion, converge a
una solucién de minima energia correspondiente al modo de unién mas probable. Aunque
el método sistematico es efectivo explorando el espacio conformacional, puede converger
a un minimo local de energia en vez de a uno global, inconveniente que puede sortearse
realizando diferentes busquedas desde, por ejemplo, distintas conformaciones. El
método estocastico, por su parte, realiza cambios aleatorios en la conformacién del
ligando evaluandolos mediante funciones predefinidas y tiene la ventaja de tener mayor
probabilidad de encontrar el minimo de energia global, ademas de ser menos exigente

en cuanto a recursos computacionales.!]

Existen tres tipos de métodos de busqueda sisteméaticos: exhaustivos, construcciéon
por incremento y ensamble conformacional. El método exhaustivo consiste en rotar
sistematicamente todos los enlaces flexibles del ligando en un intervalo dado filtrando los
resultados a través de restricciones geométricas y quimicas. En el método de
fragmentacion el ligando es sometido a una fragmentacion en diferentes partes rigidas
pudiendo hacer el acoplamiento de un fragmento a la vez (o en algunos casos de todos)
en el sitio activo de la proteina y luego enlazandolos covalentemente. Por dltimo en los
meétodos de conjunto conformacional, un conjunto de conformaciones preestablecidas del
ligando son pre-generadas y se les hace un acoplamiento rigido para luego ser

discriminadas de acuerdo a su energia.[®8l
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Los algoritmos estocéasticos de busqueda conformacional, en cambio, muestrean el
espacio conformacional realizando cambios aleatorios a un ligando o a una poblacion de
ligandos. Los cambios son, en cada paso, aceptados o rechazados basado en una
funcion de probabilidad predefinida.®® Con esto, el algoritmo genera un dominio mas
amplio de conformaciones y evita que la solucién sea un minimo local incrementando

considerablemente la probabilidad de encontrar el minimo global.

Energy
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" & angle (°)
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¢, angle () . e

Figura 21. Diagrama energético de los metodos de busqueda conformacional.

(A) ¢ grados de libertad (B) Método Sistemético (C) Método estocastico

Dos populares enfoques del algoritmo estocastico de busqueda conformacional,
también llamado aleatorio, son el Montecarlo y el algoritmo genético. En el enfoque
Montecarlo se genera una configuracion inicial que consiste en una conformacién
aleatoria traslacional, rotacional y conformacional, se le asigna una energia determinada.
Luego se genera una nueva configuracion y se le determina su energia y se usa un criterio
para determinar si se mantiene o se descarta. En el algoritmo genético se busca imitar el
proceso evolutivo por medio de la manipulacién de una base de datos de estructuras

llamadas cromosomas (vectores con datos conformacionales), seleccionando las
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caracteristicas favorables y transmitiéndolas a una nueva generacion de “cromosomas”

que codifica una conformacion del complejo proteina-ligando.!]

Independientemente del tipo de bulsqueda, cualquier algoritmo de busqueda
conformacional debe ser capaz de explorar un amplio rango energético en un tiempo
computacional razonable. Idealmente un set modesto de moléculas deberia llevar unos
minutos de calculo.¥ En la tabla 1 se presentan los algoritmos usados por distintos

paquetes de software comunmente usados

Sistematico Estocastico
FRED AutoDock (genético)
DOCK Gold
GLIDE Molegro Virtual Docker
FlexX PLANTS

Tabla 1. Algoritmo de busqueda en paquetes de software de acoplamiento molecular.

2.3.5.2. Funcidn de puntuacion (scoring)

La funcién de puntuacién o scoring toma una pose determinada, calculada por el
algoritmo de busqueda, y devuelve un valor numérico indicando la probabilidad de que la
misma represente una interaccion de union favorable. La funcién estima la energia de
union de los complejos ligando-proteina, considerando los fendmenos fisicoquimicos mas
importantes involucrados, que incluyen las interacciones inter e intramoleculares, la
desolvatacion y los efectos entropicos por lo que mientras mas parametros se tomen en
cuenta, mayor la exactitud del calculo, aunque a un gran costo computacional. La
variacion de energia debido a la formacion del complejo viene dada por la constante de
formacién Kp (ecuacion 3) y la energia libre de Gibbs AG (ecuacion 4).B1ele0

Suele ser el cuello de botella del acoplamiento molecular, pues deberia ser capaz de
diferenciar los ligandos activos de los no activos, identificar la pose correcta y estimar la

energia de unidn, a pesar de que las funciones implementadas tienden a simplificar o a
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ignorar términos tales como entropia o hidrofobicidad. Un gran namero de funciones de
puntuacion han sido desarrolladas en las Ultimas décadas y pueden ser agrupadas en
tres categorias basicas de acuerdo a sus métodos de derivacion: funciones basadas en
campos de fuerza, funciones empiricas o funciones basadas en conocimiento

previo.[55I58]

e Funciones basadas en campos de fuerza

Estan basadas en la energia de unién del ligando expresada en la suma de términos
interacciones individuales tales como fuerzas de van der Walls (vdW), fuerzas
electrostéticas (q), puentes de hidrogeno (H) y fuerzas torsionales o de
estiramiento/flexion, entre otras, empleando un conjunto de parametros de campos de
fuerza de la mecanica molecular. Las interacciones entre proteina y ligando son

generalmente descritas matematicamente como: (61

Ay By Gy Dj qiq;
Eyaw + Eq +E =ZZ[<—]+—]>+E(t)+< + +332.0 ———
vdW H q £ dai]_ dbij d12i], lei], I= (dl])dl]

Ecuacién 6

Esta ecuacién en particular es la usada por AutoDock. Para dos atomos iy j, Ay B

son los parametros de van der Walls segun el tipo de atomo. dj es la distancia
interatomica, Qiy q; las cargas parciales. € (di,-) es la funcioén dieléctrica dependiente de

la distancia. El término E(t) es un factor de correccion angular. La funcion es aplicada

tanto intra como intermolecularmente, sumando ambas contribuciones. 6]

e Funciones empiricas

En este tipo de funciones, la energia de union de un complejo ligando-proteina es

calculada como la suma de los términos energéticos empiricos, derivados de complejos
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conocidos y caracterizados, tales como fuerza de van der Walls, cargas electrostaticas,
puentes de hidrogeno, términos de solvatacion, términos entropicos, hidrofébicos, etc.

Este tipo de funciones se expresa generalmente de la forma:

AG == ZWI AGI
i

Ecuaciéon 7

Donde AGi representa los términos energéticos empiricos individuales y los
correspondientes coeficientes Wi son determinados reproduciendo los datos de afinidad
de unién de un conjunto de complejos ligando-proteina con estructuras tridimensionales
conocidas empleando minimos cuadrados. La simplicidad de los términos lo hace mucho
mas eficiente que la funcion de campos de fuerza, sin embargo, la aplicabilidad genera
depende de las estructuras de las cuales se obtienen los coeficientes empiricos. Sin
embargo con el notable aumento de estructuras cristalinas de diferentes complejos
ligando-proteina con afinidades conocidas, una funcion empirica general puede ser

desarrollada ensayando miles de complejos.[62

e Funciones basadas en conocimiento previo

Los parametros potenciales de las funciones de puntuacion basadas en
conocimiento emplean energias potenciales extraidas de complejos ligando-receptor
conocidos para obtener una funcion general. Estos potenciales son construidos teniendo
en cuenta la frecuencia con la cual dos atomos se encuentran dentro de una distancia
determinada en el conjunto de datos estructurales. Los diferentes tipos de interaccion
observados en el conjunto de datos son clasificados y ponderados de acuerdo a la
frecuencia con la que ocurren, siendo el score final una suma de las interacciones
individuales. El principio detras de este tipo de funcion de score es la fuerza potencial

media, definida por la relacion inversa de Boltzman.!62
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Este tipo de funciones se expresa generalmente de la forma:

w(r) = —xgT ln(%)

Ecuaciéon 8

Donde kv es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta del sistema, p(r)
es el numero de densidad del par de atomos proteina-ligando a una distancia r en el
conjunto de datos estructurales y p*(r) es la densidad del par cuando sus interacciones
son nulas. Después de que los pardmetros potenciales w(r) son derivados, la energia de
unioén del ligando para un complejo dado es simplemente la suma de los términos de las

interacciones para todo el complejo ligando-proteina.

Comparados a las otras dos funciones, las basadas en conocimiento ofrecen una
buena relacion entre velocidad y precision, principalmente porgue los potenciales en la
ecuacion 7 son obtenidas de un gran numero de estructuras en vez de tratar de
reproducir afinidades conocidas mediante encaje. Su caracteristica de sumas la hace tan

rapida como la funcion empirica.62!

La mayoria de los programas para acoplamiento molecular son capaces de predecir
exitosamente la conformacioén del ligando dentro de un sitio activo, pudiéndose confirmar
comparando la pose obtenida con la correspondiente data cristalogréafica. Sin embargo
no todos son capaces de reproducir, sin grandes diferencias, la afinidad, debido a los
factores entrépicos o de solvatacion que algunas funciones no consideran. En este
sentido, sabe resaltar que funciones basadas en campos de fuerza son usadas por
programas como DOCK y Mollegro, ademas de AutoDock. Este ultimo, en su version
AutoDock Vina, incorpora una funcion de puntuacion hibrida entre basadas en campos

de fuerza y empirica.
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2.3.6. Metodologia del acoplamiento molecular

— —

Seleccion de la Seleccion del
proteina ligando
Y Y
Preparacion de la Preparacion del
proteina ligando

Y

Acoplamiento
molecular

A 4

Evaluacion de
resultados

Figura 22. Metodologia del acoplamiento molecular.

En la figura 22 se muestra un esquema de los pasos tipicos, comunes a todos los
protocolos de acoplamiento molecular. En primera instancia, luego de la seleccién de un
blanco terapéutico (proteina) y un ligando acorde a datos de actividad biolégica u otros
parametros, es necesaria la obtencién de las estructuras tridimensionales de ambos.
Luego estos archivos son preparados de acuerdo a los requerimientos del método de
acoplamiento en especifico a usar, seguido del acoplamiento. Luego de esto, los

resultados deben ser analizados seleccionando las poses con la mejor afinidad.®"
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e Seleccion y preparacion de la proteina

La seleccién de la proteina empieza por la escogencia de un proceso biologico
determinado que tenga un blanco terapéutico conocido y a su vez, una proteina
involucrada en este proceso. Sin embargo, resulta indispensable que para la proteina
seleccionada exista una estructura determinada experimentalmente, ya sea por
cristalografia de rayos-X o RMN, de tal manera de obtener un archivo de coordenadas
3D que describa adecuadamente la posicion relativa de todos los a&tomos que la
componen. Tales archivos suelen estar disponibles en bases de datos en linea, como por
ejemplo RSCB Protein Data Bank. En caso de no existir la estructura, podria también
construirse, basandose en otras proteinas similares o plantillas, en un proceso que se

conoce como modelado por homologia.®”

Para la preparacion de la proteina es preferible partir de estructuras que tengan
una resolucion mejor que 2.5 A, ya que a mayor valor, mayor es la incertidumbre de la
posicion relativa de los &tomos que conforman la estructura y menos confiables seran los
resultados. Se continta con la revision de la secuencia de aminoacidos de la proteina,
particularmente en el sitio activo, asegurandose que no falten residuos vy, si es el caso,
se afiaden los necesarios manualmente. Como ultimo paso de la preparacion, se empieza
por remover moléculas de agua, heteroatomos no pertenecientes ni al ligando ni a la
proteina y la adicién de hidrégenos y cargas para luego minimizarla. En este proceso se
pretende optimizar la estructura con los hidrégenos y cargas afadidas, ausentes en las
estructuras determinadas por cristalografia de rayos-X. Una vez terminado este paso, la

proteina esta lista para el acoplamiento molecular.®”

En cuanto al software para llevar a cabo la preparacién, depende del programa de
acoplamiento molecular a emplear. En el caso de AutoDock suele usarse su interfaz

grafica auxiliar, AutoDock Tools. %
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e Seleccion y preparacion del ligando

El tipo de ligandos seleccionados para el acoplamiento molecular depende mucho
del objetivo del estudio a realizar: descubrimiento de compuestos lider, peso molecular,
superficie polar, solubilidad, disponibilidad comercial, etc. En este sentido, para la
busqueda y optimizacion de compuestos lider se aplican filtros como actividad biologica,
similaridad estructural, farmacoéforos, viabilidad sintética y propiedades ADMET
(absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad) en un determinado conjunto

de moléculas (libreria) a estudiar.%

En cuanto a la preparacion del ligando, el archivo de coordenadas 3D puede ser
obtenido en distintas bases de datos en linea, como ZINC. Adicionalmente, los ligandos
a estudiar pueden ser construidos mediante diferentes programas como por ejemplo
BioviaDraw, e igual que la proteina necesita ser optimizado, previa adicion de cargas, e
hidrogenos polares. AutoDock permite realizar este proceso a través de una interfaz
grafica. Finalizada la preparacién es salvado en un formato adecuado y esta listo para el

acoplamiento.b%

e Acoplamiento molecular y analisis de resultados

El acoplamiento molecular suele hacerse sobre una parte de la proteina en
especifico, en la mayoria de los casos sobre el sitio activo. Esta seleccion se realiza para
no trabajar con la superficie total de la misma, acortando el tempo de maquina necesario
para finalizar los calculos. En este proceso se define el espacio de busqueda, delimitando
un espacio cubico conocido como caja, alrededor de un sitio de interés de un determinado
sitio de union (por ejemplo residuos clave en la actividad catalitica de una enzima)
haciéndola tan pequefia como sea posible pero incluyendo todos los residuos que

conforman el sitio activo para garantizar los mejores resultados. 63
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Figura 23. Definicion de la caja o area de blUsqueda.

Una vez definida la caja se lleva a cabo el acoplamiento molecular, que no es mas
que aplicar, mediante un programa como AutoDock, los algoritmos de busqueda
conformacional y la funcion de puntuacién sobre los ligandos seleccionados, obteniendo
una serie de poses y una energia de union (afinidad) asociada. Es necesario hacer
varias corridas del acoplamiento cuando se trabaja con métodos estocasticos, al menos
50 veces 0 hasta encontrar una clara tendencia en las poses obtenidas. La similitud entre
las poses suele ser juzgada mediante el RMSD, que cuantifica la distancia entre los
atomos del mismo tipo, agrupando las poses obtenidas en clusters con un RMSD<2 A.
Si todas las poses son asignadas a un mismo grupo de conformacién o cluster, indica
que los parametros del acoplamiento fueron bien planteados, de lo contrario habria que

repetir el procedimiento con pardmetros mas exhaustivos de busqueda.k

La validacion de los parametros escogidos para el acoplamiento suele basarse en

dos criterios principales:

e Lareproduccion de la pose reportada para el ligando.
e La calidad de la jerarquizacion de un conjunto de moléculas con afinidad

reportada.
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Para el primer criterio se determina el RMSD entre las poses obtenidas por el
procedimiento y la reportada por la data cristalografica. Si es menor de 2 A se considera
exitosa, pues se considera que no hay diferencias significativas entre las poses. Para el
segundo, en caso de no existir un complejo de estructura conocida, se escoge una serie
de ligandos con valores de constantes de inhibicién (Ki) u otro dato de actividad biol6gica
relacionada, como por ejemplo Clso. Si el acoplamiento las jerarquiza de manera similar
a los valores reportados se considera valido el método. Una vez validado, pueden
entonces compararse los resultados obtenidos, basandose en las afinidades calculadas
e interacciones con algunos residuos de la cavidad o sitio activo, entre las moléculas a

estudiar y las de referencia.l
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3. Antecedentes

3.1. Sintesis

En 1988 Serrano, M.L.154 sintetiz6 dos series de compuestos quinolinicos. Una
primera serie involucra la sintesis de 3-carboetoxi-2-cloroquinolinas como intermediarios
clave, sobre los que una posterior sustitucion del halégeno por anilinas gener6 los
compuestos deseados. La segunda serie, por su parte, involucra la sintesis de 2-cloro-3-
formilguinolinas como intermediarios clave sobre los que se redujo el halégeno previa
generacion del acetal correspondiente, para luego obtener las 4-(3-quinolin)-butan-2-
onas. Los compuestos fueron probados como agentes antiinflamatorios.
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En 2012 Singh, R. y col.[%% sintetizaron una serie de pirimido[4,5-b]carbonitrilos a
partir de 2-cloroquinolin-3-carbonitrilos mediante un paso de aminacion y posterior
ciclacion con buenos rendimientos. La aminacion en agua procede rapidamente mediante
simple sustitucion nucleofilica aromatica mientras que la ciclacién de este compuesto se

lleva a cabo mediante la reaccién de Vilsmeier a bajas temperaturas en excelentes
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En 2011 Joshi, R. y col.l% sintetizaron una serie de [1,2,4]-triazolo-[1",2":1,2]-
pirimido-[6,5-b]-quinolinas sustituidas en un solo paso con el uso de un catalizador de
SiO2/K2COs3 bajo radiacion microondas y libre de solvente, contrario al método
convencional que involucra solventes y catalizadores &cidos o basicos. Los compuestos
sintetizados fueron probados para actividad antibacterial exhibiendo buenos resultados

comparados a farmacos de control.
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En 2011 Alam, M. y col.[7] sintetizaron una serie de 5-aril-3-[(2-cloroquinolin-3-
illmetilen]furan-2(3H)-onas. El acido 3-benzoil-propionico requerido fue sintetizado
mediante acilacion Friedel-Crafts de diferentes bencenos sustituidos con anhidrido
succinico en presencia de AICIs para posteriormente hacer una condensacion con
diferentes 2-cloro-3-formilquinolinas en presencia de anhidrido acético y trietilamina.
Algunos de estos compuestos presentaron actividades antiinflamatorias y antibacteriales

considerables.

En 2013 Subhashini y col.[®8 sintetizaron una serie de 2-morfolin-3-quinolinil-
chalconas a partir de la condensacion de 2-morfolinoquinolin-3-carbaledehidos con
diferentes acetofenonas sustituidas, para dar los productos deseados identificados por
IR, RMN y MS. Se realiz6 en condiciones normales (medio basico, condensacion alddélica)

y asistida por microondas siendo evaluadas para su actividad antibacterial.

CHO
| N _DMF Ar
NE e Morfolina_ NaOH/MEOH

6 microondas

Ar: Fenil,4-clorofenil,tiofenil, 4-metoxifenil, 4-nitrofenil, etc.
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En 2015 Venkanna y col.[% sintetizaron una serie de 2-cloro-3-formilquinolinas
mediante una reaccion del tipo Vilsmeier-Haack empleando un aducto TCTA (2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina)-DMF como RV sobre acetanilidas sustituidas en lugar del

tradicional POCIs/DMF, observandose altos rendimientos (>80%) independientemente

del sustituyente.
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El mecanismo propuesto es el siguiente:
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3.2. Actividad biolégicay acoplamiento molecular

En 2012, Deng, J. y col.l’ Juego de hacer un tamizado virtual de una libreria de
compuestos consiguieron 3 moléculas biolégicamente activas contra la proteasa NS2B-
NS3 del DENV. Escogieron uno de ellos como compuesto lider y construyeron una nueva
libreria con compuestos estructuralmente similares. Como resultado se obtuvo el
compuesto 50 entre los mas afines, ensayos de actividad biolégica contra la proteasa
revelan un Cls0=9,45 pM. Adicionalmente estudios de acoplamiento molecular revelan
las principales interacciones con la proteina. [PDB: 2FOM (DENV2); Software: DOCK]

K73
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En 2011 Steuer y col.l’”Yl sintetizaron una serie de a-cetoamidas B,y-insaturadas
sustituidas fueron sintetizadas y evaluadas in vitro. Los estudios de docking de uno de
los compuestos mas activos (51) revelaron un enlace covalente reversible con el residuo

S135 formando un hemicetal. [Proteina modelada por homologia; Software: GOLD]
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En 2013 Nguyen y col. [’ identificaron, mediante tamizado virtual, una serie de
inhibidores de la proteasa del DENV4. A un grupo de estas moléculas, se les hizo
estudios de inhibicion in vitro, resaltando entre los mas potentes la quinolina 52 con un
Cls0=12,5 uM. Un estudio detallado del acoplamiento molecular de este compuesto revelo

las principales interacciones con la proteina. [PDB: 2VBC (DENV4); Software: AutoDock 3]

52

En 2013 Lai y col.[”8l analizaron, in vitro, una serie de 8-hidroxiquinolinas, contra la
proteasa del DENV2. De entre ellas, las quinolinas 53 y 54 destacan con un Clso de 0,91
MM y 2,93 pM respectivamente. Un estudio de acoplamiento molecular revela las
principales interacciones, destacando la ocupacion de las subcavidades S1 y S2 para
ambos compuestos. [PDB: 3U1ll (DENV3); Software: Molegro Virtual Docker]
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4. Justificacion

Con base en que las quinolinas son un nucleo fundamental en la quimica medicinal,
ademas de la recurrente presencia de este heterociclo en compuestos con actividad
inhibitoria contra el virus del dengue (DENV) y siguiendo algunos patrones de sustitucion
de estos compuestos por inspeccion visual, ademas de su aparente viabilidad sintética,

se propone la sintesis del siguiente compuesto:

O
N
~
= N~ “NH
R1
R: 6-Me; 6-OMe; -H

R1: 4-Me

(2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas
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5. Objetivos

5.1.

Objetivo general

Sintetizar una serie de (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas,

empleando como intermediarios clave 2-cloro-3-formilquinolinas sintetizadas mediante la

reaccion de Vilsmeier-Haack sobre 3 acetanilidas sustituidas, para luego predecir su

potencial como inhibidores de la proteasa NS2B/NS3 del DENV mediante un estudio de

acoplamiento molecular o docking.

5.2.

Objetivos especificos

Sintetizar tres acetanilidas sustituidas (3-metoxi, 4-metil y 3-metilacetanilida)
mediante la acetilacion de las anilinas correspondientes.

Sintetizar las 2-cloro-3-formilquinolinas sustituidas mediante la reaccién de
Vilsmeier sobre las acetanilidas obtenidas en el punto anterior.

Proteger el aldehido en la posicion 3 de las quinolinas sintetizadas previamente.
Sustituir el cloro de la posicion 2 de las quinolinas obtenidas por p-toluidina.
Desproteger el carbonilo de la posicién 3 de las quinolinas sintetizadas en el paso
anterior.

Condensar una metilcetona aromatica (acetofenona) con el aldehido desprotegido
previamente.

Caracterizar mediante métodos espectroscopicos los productos obtenidos.

Llevar a cabo el acoplamiento molecular de un complejo ligando-proteina de
estructura conocida, obteniendo valores de referencia.

Realizar el acoplamiento molecular de los compuestos sintetizados definiendo
como receptor la proteasa NS2B-NS3 del DENV y estimar su potencial como
inhibidor.
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Metodologia experimental

Sintesis

Los solventes empleados fueron estilados previo a su uso.

El oxicloruro de fosforo POCIs fue destilado a presion reducida y por
fraccionamiento segun la metodologia reportada.l’

Las anilinas liquidas fueron destiladas a presion reducida, las anilinas solidas
fueron empleadas sin purificacion previa.

Los puntos de fusion fueron determinados en un fusiémetro Sybron-Thermolyne y
no fueron corregidos.

Los espectros IR fueron registrados en un espectrémetro Nicolet iS5 operado en
transformada de Fourier, empleando un accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR) o en pastillas de KBr.

Los espectros de absorcion UV-Vis fueron registrados en un espectrofotbmetro
doble haz Perkin-Elmer Lambda 25, empleando diclorometano como solvente para
las muestras.

Para la cromatografia de capa fina (ccf) se utiliz6 como adsorbente silica gel Merck
DC-60F54, capa de 0,2 mm de espesor en placas de aluminio, reveladas bajo una
lampara UV de onda corta.

Para la cromatografia por columna (cc) se utilizé como soporte silica-gel de
Aldrich, 60 A, con un éarea de superficie de 500 m?/g y un volumen de 0,75 cm?3/g
(70-230 MESH ASTM).



Se propuso el siguiente analisis retrosintético:

@ @

R1 R1 R1

=

NH, H O o) %
N 0 N l ;\ X /O\
on ©/ éif R.V. ) LE A C-N )
R R N~ ~Cl N7 Cl R N“SNH
. . . . . R1
R: -H; 6-Me; 6-OMe; 7-Me; 7-OMe

R1: 4-Me

Y se propuso la siguiente ruta sintética:

NHAc 0 o)
| N
Ac,0 3 DMF X (CH,0OH), N o]
—_—
7 POCI h NP H N el

lp-toluidina

NS
AN I
O)k @\/Y H30+ @\/Y‘\O
~ -+ -—
N” “NH z
R - 7 N NH
HO R N NH R

R1
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e Sintesis de acetanilidas sustituidas. [Ac]

R
[ 22 ) |
R NH, R N 0

3-OMe
4-OMe
3-Me

O WNBE

A1l-5 Ac 1-5
a) En solucién acuosa.

A una suspension acuosa de A2 y A3 (1leq) se le agregd HCl) gota a gota y bajo
agitacion constante hasta lograr su completa disolucion. Se afiadié carbon activado y se
calentd a 40° C, se filtr6 e inmediatamente se le agregaron 1,5 eq. de anhidrido acético,
seguido de bicarbonato de sodio solido hasta no observar mas efervescencia. El sélido
obtenido se filtré, se lavé con agua y se recristalizd en agua o agua/etanol. En el caso de
Al (p-toluidina) se parti6 de un equivalente de su clorhidrato, siguiendo el mismo

procedimiento anterior exceptuando el paso de acidificar la suspension acuosa.
b) Catalizada por acido sulfarico en ausencia de agua.

En una fiola se agregd 1 eq. de A4 y A5, 1,2 eq. de anhidrido acético y una o dos
gotas de acido sulfurico concentrado. La solucién se calentd, bajo agitacién constante,
aproximadamente a 60° C por 10 min. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacciéon
se enfrid a temperatura ambiente y se vertid sobre hielo. El soélido obtenido se filtro, se
lavé con agua y se recristaliz6 en agua/etanol.

A A Ac Rend. P.F. exp. P.F. lit.
(9) (9) (%) °C) (°C)

1* 5,43324 5,20508 92 146-148 147

2 5,87875 7,25362 85 112-114 114

3 3,52863 3,14925 67 80 81

4 4,67234 5,35032 85 128-130 130

5 9,65254 7,52718 56 67 65

Tabla 2. Rendimientos de las acetanilidas Ac 1-5.



e Sintesis de 2-cloro-3-formilquinolinas. QA 1-5

@L | o,
o POCI

Ac 1-5

Py

4-Me

4-OMe
3-OMe
3-Me

OAWN PO
I
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Siguiendo el procedimiento reportado por Meth-Cohn(®2, 3 eq. de DMF fueron

enfriados a 0-5°C en un baldn de 3 bocas, equipado con un sistema de reflujo y un tubo

desecador. Se afadieron 7 eq. de POCIsrecién destilado, gota a gota y bajo agitacion

magnética. Finalizada la adicion se agregd, en una sola porcion, 1 eq. de la acetanilida

correspondiente Ac 1-5y luego de 5 min.,

la mezcla fue calentada a 75-80°C durante 8-

12 h hasta que la reaccidn finalizara, segun lo indicado por ccf. La mezcla de reaccion se

vertio cuidadosamente sobre aproximadamente 100 mL de hielo y se agitd6 por media

hora. El solido obtenido se filtrg, se lavé con abundante agua y se recristalizé en acetato

de etilo.

R Ac
@)

1 9,55543

2 8,07994

3 6,85082

4 8,17652

5 8,87546

DMF POCIs
(mL) (mL)
15,0 42,0
13,9 40,0
8,9 27,8
11,5 46,0
13,8 39,0

Producto

QA (9)
3,97403

3,50791
2,65011
5,16349
4,83486

Rend.

(%)
55

34
63
72
47

P.F. exp.

°C)
124-126

148-150
144-146
188-190
150-151

P.F. lit. 31 (°C)

124-125
148 -149
145,5-146,5
197-198
144,5-145,5

Tabla 3. Rendimientos de las 2-cloro-3-formilquinolinas QA 1-5.
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e Sintesis de 3-(1,3-dioxolan-2-yl)-2-cloroquinolinas. QP 1-5

@)
A

Z

N~ ~ClI

QA 1-5

(CH,OH),
B ———

H+

S

Z

N

QP 1-5

I

O

Cl

abwN RO
T

Siguiendo un procedimiento similar al reportadol’™®, las correspondientes 2-cloro-3-

formilguinolinas (1eq.) QA 1-5 fueron suspendidas en tolueno, se afiadieron 3 eq. de

etilenglicol y un cristal de acido p-toluensulfénico. La mezcla de reaccion se calent6 a

temperatura de reflujo de 6 a 12 h empleando una trampa Dean-Stark. Una vez la

reaccion finalizé, indicado por ccf, la mezcla se lavd con una solucion saturada de

NaHCOz(ac) y luego con una solucion saturada de NaCl(ac). La fase organica se separo,

se seco con sulfato de magnesio anhidro y se evaporo el solvente a presion reducida. El

s6lido obtenido se recristaliz6 en CHCIz/Hex.

QA
(9)
1,43862
2,10154
1,80782
1,12979
1,48485

ga b~ W N P

Tabla 4. Rendimientos de los acetales QP 1-5.

QP
(9)
1,23010
1,80690
1,50700
0,74798
1,70430

Rend.
(%)
51
47
55
44
69

P.F. exp.
(°C)
46-48
50-52
86-87
118-122
54-56

P.F. lit.
(c)™
42-44
46-48
82-84
124-126
58-60
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e Sintesis de 2-anilin-3-(1,3-dioxolan-2-il)-quinolinas sustituidas. [QPS]

4-Me
-H
4-OMe
3-OMe
3-Me

/
S‘O
o)
X/
: Og;o
OhWNRO
Py

Un equivalente de los acetales QP 1-5 junto con 2 eq. de p-toluidina, fueron
calentados a temperatura de reflujo, empleando etanol como solvente, por un tiempo de
6h a 16 h. EI mismo procedimiento se intentd6 empleando como solvente DMF, butanol,
tolueno y etilenglicol. No se observé la formacion de productos, segun lo indicado por

ccf, para ninguna de las condiciones empleadas.
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e Sintesis de 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas sustituidas [QS]

o 2
I S
Z
z N NH
R N">cl R

QS 1-5

QA 1-5

NH,

4-Me

4-OMe
3-OMe
3-Me

A WN RO
T

Un equivalente de la 2-cloro-3-formilquinolina correspondiente QA 1-5y 3 eq. de

p-toluidina se calentaron a temperatura de reflujo usando tolueno como solvente. Tras 16

h de reaccion la mezcla se lavé con agua, se separ6 la capa organica, se seco con sulfato

de sodio y se evaporO el tolueno. Se purific6 mediante cc empleando una mezcla

CHCIs:Hex (1:2) como eluente obteniendo sélidos cristalinos amarillo brillante.

QA
@)
0,52438

0,41226
0,62511
0,56040
0,52423

a » W N - O

p-toludina

9)
0,82825

0,69140
0,90522
0,81160
0,82065

QS
@)
0,38884

0,31968
0,17073
0,58692
0,28523

Rend.
(%)
42

42
16
61
31

P.F. exp.

(°C)
189-192

158-159
176-180
194-196
198-202

Tabla 5. Rendimientos de las bases de Schiff QS 1-5.



e Sintesis 2-anilin-3-formil-quinolinas sustituidas. QD 1-5

A un equivalente de las bases de Schiff QS 1-5, se le agreg6 la cantidad minima
necesaria de THF para lograr su completa disolucion, seguido de 2 volimenes de una
solucién de HClc)al 10%. La solucion se mantuvo bajo agitacion a temperatura ambiente
durante 12 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se agregd agua y se neutralizo la
solucién con NaOHac) al 10%. El sélido obtenido se filtrd y se recristalizdé en una mezcla

etanol/agua.

A w N T

5

Tabla 6. Rendimientos de las 2-anilino-3-formilquinolinas QD 1-5.

QS
9)
0,34020

0,29865
0,15640
0,58692
0,28043

QS 1-5

QD
9)
0,20715

0,09560
0,11167
0,41416
0,18523

Rend.

(%)
81

43
93
92
87

aC P oo

QD 1-5

P.F. exp.

(°C)
156-158

98-100
195-196
133-135
147-149

P.F. lit.

(°C)

aORWN RO

4-Me

4-OMe
3-OMe
3-Me

71
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e Sintesis de (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas. [QC 1-5]

O

O o
=
N~ "NH

R —_— R

KOH

QD 1-5

QC 1-5

4-Me

4-OMe
3-OMe
3-Me

aRwWN RO
T

Siguiendo un procedimiento similar al reportadol’®l, cantidades equimolares de los

aldehidos QD 1-5 y de acetofenona junto con 1,4 eq. de hidréxido de potasio, se

colocaron en un mortero y se molieron por 15 minutos hasta obtener una mezcla liquida

homogénea, para luego dejar reposar durante unos instantes. Una vez la mezcla

solidificé, se continu6 con el molido por 15 minutos adicionales. El sélido obtenido fue

lavado con abundante agua y se purifico por cpc empleando como eluente una mezcla

AcOEt:Hex (1:4) obteniendo un sélido de color fucsia-rojizo.

QD
(9)
0,10190

0,05426
0,08932
0,09026
0,28043

o A W N XD

Tabla 7. Rendimientos de las chalconas QC 1-5.

QC
(9)
0,02235

0,01258
0,00867
0,01946
0,08523

Rend.
(%)
16

17
7
16
22

P.F. exp.

(°C)
162-164

150-153
170-172
155-156
188-190

P.F. lit.
*C)



6.2. Acoplamiento molecular

Software:

VegaZZ 3.1.1.42

AutoDock Vina (interfaz de VegaZZ)

Fpocket (interfaz de VegaZZz)

BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2017

BIOVIA Draw 2018

Hardware:

PC Intel®Xeon de 8 nucleos. 2,00 Ghz y 12 GB de RAM en Windows 7 64-bit

PC Intel®Pentium DualCore. 2.66GHz y 3,1GB de RAM en Windows 7 32-bit

Metodologia empleada

Compuestos de
referencia con actividad

reportada
Seleccién L . o
TERETEEIGn dye la . | Caracterizacion Y .| Acoplamiento .| Andlisis de
& pproteina 71 del sitio activo g molecular ” resultados
Compuestos |

sintetizados

Figura 24. Metodologia experimental del acoplamiento molecular.
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e Seleccion de la proteina.

Para el estudio de acoplamiento molecular, se seleccioné la conformacién cerrada de
la proteasa NS2B/NS3 del DENV, cuya estructura 3D determinada por cristalografia de

rayos-X se encuentra disponible en RSCB ProteinDataBank, codigo PDB: 3UL1I.

e Preparacion de la proteina.

El archivo de coordenadas de la proteina fue descargado en formato .pdb del RSCB
ProteinDataBank (codigo PDB: 3UL1l) y preparado con la interfaz de VegaZZ en donde
se normalizaron las coordenadas. Se escogio uno de los monémeros de la proteina en
donde solo se tomaron en cuenta la cadena NS2B (cadena A del .pdb), la cadena NS3
(cadena B del .pdb), y el ligando cocristalizado (cadena F del .pdb), eliminando las
demas del archivo. Se removieron las moléculas de agua y sulfato, se afiadieron los
hidrégenos faltantes ajustando el pH a 7,4 (en el que se consideran las cadenas laterales
de los residuos de Arg, Lys, Glu y Asp ionizadas mientras la de His como neutra) a la vez
gue se asignaron las cargas parciales tipo Gagsteiger para luego ser minimizada (10000
pasos de gradientes de minimizacién conjugados) a través de NAMD empleando un
campo de fuerzas CHARMM Yy fijando las coordenadas del esqueleto o backbone de la
proteina, con el propdésito de conservar el plegamiento nativo de la misma. El archivo
obtenido, previa remocion del ligando cocristalizado, fue salvado en formato .pdbqt en el
gue solo se consideran los hidrégenos polares de la estructura. Este archivo es el que
seria usado como receptor para pasos posteriores del acoplamiento molecular. La
validacion de la proteina minimizada se hizo mediante grafico de Ramachandran antes y

después de la minimizacion comparando los residuos presentes en zonas permitidas.
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e Identificacion y caracterizacion del sitio de union de la proteina.

Empleando Fpocket a través de la interfaz de VegaZZ, se calcularon las cavidades
presentes en la proteina, su volumen estimado y los residuos contenidos en las misma,
definiendo como sitio activo la cavidad que contiene la triada catalitica (H51, D75, S135).
Luego, con la ayuda de BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2017, se calcularon sus
propiedades fisicoquimicas en la forma de superficies hidrofébicas, cargas parciales, y
aceptores/dadores de electrones a fin de estudiar las posibles interacciones con un

ligando.

e Preparacion de las librerias de compuestos a estudiar.

o Libreria control

Se seleccionaron un conjunto de 16 moléculas, mostradas en la figura 24, que
incluian compuestos reportados en la literatura consultada como inhibidores activos e
inactivos contra la proteasa del DENV, considerando como activos aquellos con valores
de Clso < 15 pM.

Para algunos de los compuestos, los archivos de coordenadas correspondientes
fueron descargados de NCBI PubChemDatabase en formato .sdf mientras que para los
ligandos restantes dicho archivo fue construido con BIOVIA Draw 2018. Posteriormente
todas las estructuras fueron compiladas en un mismo archivo (formato .sdf) empleando

BIOVIA Discovery Studio 2017 y llamado Libreria control.
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Figura 25. Compuestos de la libreria control.
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o Libreria control y compuestos sintetizados.

Las chalconas sintetizadas QC 1-5, ademas de las bases de Schiff QS 1-5, fueron
construidas mediante la metodologia descrita en el punto anterior para luego
incorporarlas a la Libreria control y salvarla en formato .sdf de tal manera de tener en
una misma libreria los compuestos de referencia junto con los sintetizados, llamada

Libreria control y compuestos sintetizados.

e Acoplamiento molecular

Para el procedimiento del acoplamiento molecular, se empleé AutoDock Vina a
través de la interfaz de VegaZZ. La rigidez de la proteina fue mantenida durante todo el
proceso mientras se permitio la flexibilidad de los ligandos. Para definir la caja (espacio
de busqueda), sobre el archivo .pdbgt de la proteina previamente preparada, se
seleccionaron los residuos ubicados en un radio de 8 A alrededor del ligando
cocristalizado con la enzima, correspondiente a una caja de 25,46 x 28,15 x 33,41 A
centrada en las coordenadas x=-9,03 y=8,67 z=-16,77. Se defini6 el pardmetro de

exhaustividad de busqueda en 8 y 1 modo de union por ligando.

Se realizaron 30 corridas por cada una de las librerias construidas. El analisis de los
resultados se realizo en forma de agrupaciones de conformaciones (clusters) de las
poses obtenidas por cada ligando, considerando un RMSD < 2 A. Los cluster de las poses
de mayor ocurrencia y mas favorables energéticamente para cada compuesto fueron
evaluadas usando BIOVIA Discovery Studio 2017 a fin de obtener un valor de afinidad

Yy una pose asociada.
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La validacion del protocolo empleado se realiz6 contrastando datos de actividad
bioldgica con los valores de afinidad obtenidos del tamizado virtual de la Libreria control,
obteniendo una correlacién entre ambos, ademas de determinar las interacciones con los
residuos del sitio activo, definiendo las caracteristicas comunes a los mejores (y peores)
inhibidores. Esto con el fin de comparar los resultados del acoplamiento de la Libreria
control y compuestos sintetizados, poder evaluar la pose y la afinidad de los
compuestos sintetizados con respecto a los compuestos control y poder estimar su

potencial como inhibidor.
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7. Resultados y discusién

7.1. Sintesis

La sintesis de 2-cloro-3-formilquinolinas mediante la reaccién de Vilsmeier-Haack
empieza a partir de la sintesis de acetanilidas sustituidas. Para el presente trabajo se
partieron de 5 anilinas distintas (anilina, p-toluidina, p-anisidina, m-anisidina y m-

toluidina).

e Sintesis de acetanilidas sustituidas. [Ac 1-5]

B2 W\
R NH, R N“~0

A1-5 Ac 1-5

4-Me

3-OMe
4-OMe
3-Me

O WNBE

La reaccion de acetilacién de aminas arométicas es un método ampliamente usado
para la proteccion de dichos sustratos existiendo diferentes métodos para lograrlo. Uno
de los mas sencillos a nivel experimental y que conlleva a mayores rendimientos es el de
la proteccién en medio acuoso, aprovechando que las aminas son de naturaleza basica,
se puede acidificar el medio y convertirlas en su acido conjugado, soluble en agua. La
especie protonada no tiene caracter nucleofilico por lo que al agregar el anhidrido acético
no hay reaccion alguna, sin embargo al agregar NaHCOs, base débil, se promueve la
liberaciobn de la amina libre reaccionando inmediatamente con el anhidrido acético

formando el producto deseado, insoluble en agua.
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LN HCO 0~ 0
@L 2N 2N § = N
NH2 NH3+ NHZ R N0

H/ \H R
1 4-Me
3 4-OMe
4 3-OMe
5 3-Me

H
= — 080
@\H/LO + HOJ\ ~ R@\H/LOHJ' + _OJ\ < H%OJ\

R
Ac 1-5

Cabe destacar que la reaccion es mas eficiente con los sustratos sustituidos con
grupos dadores de densidad electrénica en las posiciones orto y para del anillo aromatico,
sustituciones que se traducen en una mayor basicidad y nucleofilicidad de la anilina
correspondiente. El método usado fue preferido sobre el convencional de calentar a
temperatura de reflujo la anilina en anhidrido acético, porque el mismo puede conllevar a
la formacion del producto doblemente acetilado, ademas de ser mucho mas sencillo

experimentalmente y conllevar a rendimientos, en algunos casos, casi cuantitativos.

En este paso de la sintesis, la identificacion se llevé a cabo por la comparacion del
punto de fusion obtenido con el reportado en la literatura, siendo un procedimiento
estandar para la preparacion de derivados e identificacién de anilinas. En todos los
productos sintetizados se obtuvo un punto de fusién casi idéntico al reportado, siendo

criterio de identificacion suficiente para proceder con el siguiente paso.
e Sintesis de 2-cloro-3-formilquinolinas sustituidas. [QA 1-5]

DMF X
/L\ POCI, " P
R ” 0 8 N~ ~Cl

Ac 1-5 QA 1-5

6-Me

6-OMe
7-OMe
7-Me

G EANNEEYe)
T
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Los rendimientos obtenidos fueron de 55%, 34%, 63%, 72% y 47% para las
quinolinas QA1, QA2, QA3, QA4 y QA5 respectivamente, siendo menores a los valores
reportados de al menos 70%. La disminucion en el rendimiento es atribuible
principalmente a la diferencia en las condiciones de reaccion (ausencia de atmosfera
inerte y/o a la no tan alta eficiencia del tubo con desecante), ya que el reactivo de
Vilsmeier y el oxicloruro de fésforo son sensibles a la humedad. Sin embargo, la tendencia
en el rendimiento sigue lo esperado: las quinolinas con grupos dadores de electrones en
el anillo bencénico son las que se obtienen con mayor rendimiento, particularmente las
sustituidas con grupos metoxi (QA3 y QA4), excelentes dadores de electrones por

resonancia.

La identificacion de los compuestos QA 1-5 fue posible gracias a la comparacion
entre los puntos de fusién obtenidos experimentalmente y los reportados, pudiendo
observar una correlacidon muy buena sin existir diferencias significativas entre ambos
valores (Tabla 2). Por otra parte, los datos espectroscopicos corroboran la obtencién las
quinolinas. Los espectros de IR muestran sefiales similares en todos los compuestos
sintetizados, observandose sefiales comunes a todos ellos, resumidos en la tabla 8.
Destaca la presencia de una banda intensa ubicada entre 1690 cm™ - 1682 cm* asignada
al estiramiento del enlace C=0 junto con la sefial entre 2881 cm™ - 2830 cm* debido al
estiramiento del enlace C-H (Fermi), sefiales caracteristicas del grupo aldehido. Se
observan también, las bandas caracteristicas de las vibraciones esqueletales de la
quinolina a 1499 cm™-1488 cm™ y 1627 cm™-1615 cm%, atribuibles al estiramiento del
enlace C=C del anillo heteroaromatico, asi como del enlace C=N a 1585 cm-1568 cm.
La presencia de una banda ubicada a 1057 cm™ -1044 cm es atribuible al estiramiento
del enlace Car-Cl. Las quinolinas con sustitucion en el anillo bencénico presentan bandas
adicionales, por ejemplo QA3 y QA4 presentan dos bandas tipicas de éteres aromaticos,
una en 1029 cm*-1019 cm? atribuibles al estiramiento C-O-C simétrico de baja

intensidad y otra en 1247 cm™*-1230 cm?, que absorbe fuertemente, atribuible al
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estiramiento C-O-C asimétrico. Por su parte los espectros de QA1 y QA5, cuyo
sustituyente es el grupo metilo, presentan una mayor complejidad a 812 cm™ - 817 cm™?

atribuibles a la flexion fuera del plano del enlace C-H del grupo metilo.

oA VIC=0) v(CO)H) v(C=C) v(C=N) v (Ca-Cl) v (C-0-C)
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
1 1692 2876 1499; 1622 1580 1057 -
2 1686 2872 1490; 1615 1568 1044 -
3 1682 2830 1498; 1617 1577 1055 1029; 1230
4 1690 2881 1491: 1620 1585 1048 1019; 1247
5 1688 2869 1488; 1627 1579 1049 -

Tabla 8. Frecuencia de los principales modos vibracionales en QA 1-5.

Adicionalmente se model6 el espectro teérico de QA4 mediante DFT empleando
un nivel de teoria B3LYP y una base de calculo 6-311++G(d,p) usando el programa
Gaussian09 siguiendo la metodologia reportada para compuestos similares!®82l, Esto
con el fin de comparar los espectros experimentales con los tedricos, observandose una
muy buena correlacion entre las frecuencias de los principales modos vibracionales. Esta
correlacion permite tener una referencia con los espectros de IR de los siguientes pasos

de la sintesis, no reportados en la literatura.

Espectro de infrarrojo tedrico y experimental QA4

W{ﬁ«—/ﬁ“f”

I ”ﬂ“”
A

2879.2
1018,7

10481
15 84 ¥
16893 1246,3
—— Experimental 1619.4 1480,7

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600

cm -1
—Terérico W

2869,1

10251
16935 1039.4

12622

1603.4
15703 14802

Figura 26. Espectro de Ir tedrico y experimental QA4.
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Los espectros de UV-Vis son muy similares entre todas las 2-cloro-3-
formilquinolinas sintetizadas QA 1-5 (figura 27), caracterizandose por un espectro
sencillo y de bandas simétricas, en el que destacan dos maximos de absorcion. La banda
de mayor intensidad se ubica entre 249 nm - 262 nm, segun el patrén de sustitucion,
atribuible a una transicién del tipo 1r-m* del heterociclo, asociado al croméforo carbonilico.
Por su parte, la banda de baja intensidad ubicada entre 310 nm - 350 nm es atribuible a

una transicion prohibida del tipo n-1r*.

1,2

UV-Vis QA 1-5
1
0,8 —— QA1
m QA2
.<ot 0,6 QA3
QA4
0,4
— QA5
0,2
0 —
235 285 335 385 A (nm)

Figura 27. Espectro de UV-Vis de los compuestos QA 1-5.

e Sintesis de 2-cloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-quinolinas sustituidas [QP 1-5].

O’B QP R
X (CH,0OH), X @) ; _6|:|Me
z 3 6-OMe
H+ 7 -
R N Cl N Cl 4 7-OMe
5 7-Me

QA 1-5 QP 1-5
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La proteccién del aldehido de las 2-cloro-3-formilquinolinas QA 1-5 se realizdé con
etilenglicol, catalizado por acido p-toluensulfénico y asistido por una trampa Dean-Stark
para la remocion constante de agua. Este procedimiento ha sido reportadol™! para los
mimos sustratos obteniendo las 2-cloro-3-(1,3-dioxolan-2-yl)-quinolinas QP 1-5 en
buenos rendimientos. La literatura consultada reporta rendimientos cercanos a los
cuantitativos, la disminucién en el rendimiento obtenido puede atribuirse a la baja
eficiencia en la remocion de agua del medio de reaccion y a unas perdidas menores en

la purificacion.

El mecanismo propuesto para la formacién del acetal se muestra a continuacion:

+
o) OH
| i HO HO 7\
o )|t e
| - -~ N O -
Nl N“>cr HO— +H P +H* Z
_) N“>cl

HO

Aunqgue los puntos de fusion y la pureza del producto obtenido (verificado por ccf)
fueron criterios que se consideraron suficientes para la identificacion del producto
también se tomd un espectro IR del compuesto QP3, resaltando principalmente la
ausencia de la absorcion caracteristica del estiramiento C=0 carbonilo presente en el
material de partida QA3 (1682,2 cm™), sumado a la apariciéon de bandas en 1347 cm™,
1107,2 cm? y 947,4 cm caracteristicas de los acetales ciciclos asignables al
estiramiento asimétrico y simétrico del enlace C-O-C del éter ciclico y la flexion del enlace
C-H de la corta cadena alifatica, respectivamente. La presencia de las bandas
correspondientes al anillo quinolinico y al grupo metoxi confirma el éxito de la proteccion

sin modificar el resto del heterociclo.
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e Sintesis de 2-anilin-3-(1,3-dioxolan-2-il)-quinolinas sustituidas. [QPS 1-5]

NH,

4-Me

4-OMe
3-OMe
3-Me

/
E'-O
o)
z§\ /%
zZ
T O\)
aMWN RO
TP

En este paso se intentd sustituir el cloro en la posicién 2 de los acetales QP 1-5 por
p-toluidina, mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica aromética. Se intento llevar
a cabo dicha sustitucién en distintos solventes de diversa polaridad (etanol, DMF,
etilenglicol y tolueno), variando los tiempos de reaccion desde 5 h hasta 16 h sin éxito
alguno, segun lo indicado por ccf. Cabe destacar la inestabilidad de los acetales QP 1-5,
ya que al almacenarlos durante unos dias se regeneraban las 2-cloro-3-formilquinolinas
correspondientes QA 1-5, pudiendo suponer que la humedad ambiental era suficiente
para hidrolizar parcialmente el grupo protector, factor que dificultaba seguir la sintesis
propuesta inicialmente. El mecanismo propuesto para la reaccion de sustitucion

planteada se muestra a continuacion:

Si bien estan reportadas sustituciones similares empleando nucleodfilos como
tiofenoles, hidracinas, aminas primarias alifaticas de manera exitosa, también es cierto

que dichos nucleofilos son mucho mejores que la p-toluidina, una amina aromatica
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primaria débilmente nucleofilica comparada con estos sustratos. Ademas,
mecanisticamente, el paso lento de una reaccion de sustitucion nucleofilica aromética
tipo adicion-eliminacion, suele ser el ataque nucleofilico al carbono ipso del anillo
aromatico, a la vez que se forma una carga negativa deslocalizada sobre el mismo. El
ataque se ve favorecido cuando existen grupos atractores en el anillo aromético,
particularmente en la posicion orto o para a dicho carbono. En este caso, las quinolinas
empleadas carecen de grupos atractores de electrones, por lo que el ataque de la amina

estaria mas desfavorecida aun, justificando que la sustitucion no se lleve a cabo.

e Sintesis de 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas sustituidas. [QS 1-5]

NH,

2 Q R

|O S /©/ 1 4-Me

X~ —' . N N 2 -H
) _ 3 4-OMe
. NZ>cl R N™ “NH 4 3-OMe
5 3-Me

QA 1-5 QS 1-5

Considerando que no fue posible seguir con la ruta originalmente propuesta debido a
gue el paso se sustitucion del acetal no fue exitoso, se propuso una ruta alternativa sin
alterar el principio con el cual se concibié. Inicialmente, se planted proteger el carbonilo
con una funcién acetal para evitar la reaccion colateral, es decir, la formacion de una base
de Schiff en la posicion 3 de QA. Sin embargo, las bases de Schiff son reversibles en
cada paso de su formacion, pudiendo entonces proponer una modificacion en la ruta

sintética: permitir la formacion de la base de Schiff, la posterior sustitucion del halégeno,
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para luego en un paso subsecuente hidrolizar la imina formada y retomar la ruta original,

tal y como se muestra a continuacion:
NH, NHAc <|>
X RUTA
" - e SINTETICA
R R R ORIGINAL
A1-5 Ac 1-5 QA 1-5
o
1 RO

RS SN al

N QP 1-5

SINTETICA R NP NH
MODIFICADA
QS 1-5 O
S (@]
R NZ “NH
o 1 o / QPSl-S@
NN N | R1
P - _ R
N NH
R R N7 A 1 6-Me
2 H
3 6-OMe
4 7-OMe
5 6-Me
QC 1-5 QD 1-5

Para llevar a cabo tal funcionalizacion, estudiando la estequiometria de la reaccion,
harian falta dos equivalentes de p-toluidina. Cada equivalente sustituyendo las posiciones
2y 3de QA y un equivalente adicional para garantizar un medio basico, a fin de mantener
el caracter nucleofilico de la amina. Tanto para la formacion de la base de Schiff como
para la sustitucion del cloro se necesita esencialmente un solvente con una polaridad
moderada, ambos compuestos y calentar a temperatura de reflujo, por lo que se escogio

el tolueno, capaz de llevar a altas temperaturas la mezcla de reaccion considerando que
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la p-toluidina demostré no ser un nucledfilo tan fuerte y favoreciendo mas aun la

formacién de la base de Schiff.

Al seguir la reaccion por ccf, se observo la formacion de un primer producto, instantes
después de haber preparado la mezcla de reaccion. Luego, al transcurrir unas horas a
temperatura de reflujo, se observaba la formacion de segundo producto a la vez que se
observaba la desaparicion del material de partida y del primer producto formado. Se
propuso entonces, que el primer producto, de rapida formacion, era la base de Schiff ain
sin sustituir la posicion 2 ya que la formacion de la imina tiende a llevarse a cabo mas
facilmente en comparacion a una sustitucién nucleofilica aromatica. Por otra parte al
aumentar la temperatura y trascurrir el tiempo de reaccion, la sustitucion de la posiciéon 2
se estaria llevando a cabo. El mecanismo propuesto para este paso se muestra a

continuacion:

S / L
| -
“ ﬂ o H@— HO_ N
Loy = RO = XX
NT>cl P “ . “
R HN R N~ ~Cl R N”cl
A
_ -H,0

\N/©/ - [ ] |
R@\/CNI;H - R@\/%\l - @\/Y\\N/Q/
o, | T

A diferencia de la sustitucion sobre QP de la ruta de sintesis original, en donde la
densidad electrénica en el anillo piridinico de la quinolina carecia de grupos atractores de
electrones que pudieran activar el anillo para una SnAr, la presencia del grupo azometino

(-C=N-) de la base d Schiff en posicion orto actia como atractor de electrones, activando
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el anillo y permitiendo la sustitucién. Es por ello que mediante esta ruta se sustituye

facilmente el cloro de la posicion 2 de la quinolina.

RUTA
SINTETICA
Grupo MODIFICADA

activante
@(YNC NS L
—_—
Z
N~ >l R

R N7 NH
(@]
|
|o / QS 1-5 Q81-5© \‘ @\/Y

R N™ ~Cl Grupo no
QA 1-5 \ activante
Iy

L)
6-Me Z ><~ R N~ “NH

; H R N Cl

3 6-OMe QP 1-5 QPS 1-5

4 7-OMe

5 6-Me RUTA
SINTETICA
ORIGINAL

La caracterizacion de los compuestos QS 1-5 fue posible gracias a los espectros
de IR en los que se observa un espectro con sefiales comunes a todos ellos (tabla 9). En
los espectros es evidente la desaparicion de la banda de absorcién tipica del grupo
carbonilo presente en QA 1-5, a la vez que se observa la aparicion de una banda intensa
entre 1629 cm™ -1604 cm atribuible al estiramiento del enlace C=N del grupo imino
formado. Ademas, una banda de baja intensidad a 3259 cm™ - 3276 cm™* atribuible al
estiramiento del enlace N-H y otra de mediana intensidad que absorbe a 1375cm™ -
1358cm™ atribuible al estiramiento del enlace C-N confirma la formacién de la amina
secundaria, junto a la desaparicidon de la absorcién del enlace Car-Cl, previamente
ubicado en 1057 cm™ - 1044 cm™.
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_ v(C=N) ; _ =
os  YINH) paseschity  WIEN)  v(CaCl) v(C-O-C)
cm) s e emd  (mY
1 3274 1623 1361 ; i
2 3259 1610 1358 : i
3 3271 1629 1368 : 1029; 1230
4 3268 1604 1375 : 1019: 1247
5 3276 1616 1636 : i

Tabla 9. Frecuencia de los principales modos vibracionales en QS 1-5.

La frecuencia de los principales modos vibracionales mencionados anteriormente,
en el espectro tedrico de IR de QS4 calculado mediante la metodologia descrita para
QAA4, coincide razonablemente bien con los experimentales, sugiriendo que el espectro
corresponde efectivamente a la base de Schiff propuesta, ofreciendo una prueba mas del

éxito del paso de sintesis.

Espectro de infrarrojo tedrico y experimental QS4

—— Experimental 1603.0

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600

Tedrico ~

Figura 28. Espectro de IR tedrico y experimental QS4.
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En los espectros de UV-Vis de QS 1-5 se puede observar un desplazamiento
batocrémico del maximo de mayor absorcion (310 nm — 330 nm) con respecto al maximo
de absorcion de las 2-cloro-3-formilquinolinas QA 1-5, atribuible a la transicion 1-1* del
sistema conjugado, consistente con la mayor deslocalizacion electronica. Resalta la poca
simetria y la presencia de hombros o shoulders en este maximo, sugiriendo la sustitucion
de las posiciones 2 y 3, observando las numerosas transiciones electronicas que se dan
en este rango energético. La transicion ubicada entre 415 nm y 450 nm es atribuible a la

transicion prohibida del tipo n- 1 del sistema conjugado.

1,2
UV-Vis QS 1-5
1
Qs1
038 Qs2
0 Qs3
9 0,6
< Qs4
0,4 —Q5S5
0,2
0
235 285 335 385 435 485 A (nm)

Figura 29. Espectro UV-Vis QS 1-5.

e Sintesis de 2-anilin-3-formil-quinolinas sustituidas. [QD 1-5]

D R
4-Me
-H
4-OMe
3-OMe
3-Me

< XY
AN N/O/ O
NZ > NH R

R

OB WN RO

QS 1-5 QD 1-5
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Siguiendo con la ruta alternativa propuesta se regenero el carbonilo mediante una
hidrélisis &cida. El unico grupo afectado es la base de Schiff en la posicidon 3, ya que el
grupo amino en la posicion 2 no es desplazable por un mal nucleéfilo como el agua,
menos aun en medio acido. Como producto de la reaccion se obtuvo un nuevo compuesto

no observado antes por ccf. EIl mecanismo propuesto de hidrdlisis es el siguiente:

H
H .
oL,k O
N
AN -+
N H NTTSNH N7 SNH
NZ NHR P ¥ = P
R R N NHR R N “NHR

.
9 oH NH, OH
A A
OO 52 OO — @d\@g@
=
R N7 NH R N”NHR R N NHR

El espectro de IR de los compuestos QD 1-5 presenta sefiales comunes a todos
ellos (tabla 10) y se caracterizan por la reaparicién de la banda tipica de absorcion del
estiramiento del enlace C=0 del grupo carbonilo, entre 1672 cm*-1665 cm, segln la
quinolina sintetizada, desplazado aproximadamente -20 cm con respecto a QA 1-5
debido al efecto dador de densidad electrénica del grupo anilino en la posicién 2. El éxito
de la hidrdlisis sin alterar la sustitucion en dicha posicion, se confirma con la presencia
de las mismas sefiales de la amina, atribuibles al estiramiento de los enlaces N-H (3296
cm?-3267 cm™?) y C-N (1361 cm™*-1354 cm™) y del enlace las bandas de absorcion de

los anillos aromaticos (1400 cm™ y 1600 cm™).
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QD v (C=0) v (N-H) v (C-N) v (C-O-C)
(cm™) (cm™ (cm™) (cm™
1 1672 3267 1354 -
2 1665 3304 1358 -
3 1670 3290 1357 1025; 1210
4 1667 3296 1361 1022; 1254
5 1616 3293 1357 -

Tabla 10. Frecuencia de los principales modos vibracionales en QD 1-5.

Los espectros calculados y experimentales IR para QD4 (7-metoxi) tienen una muy
buena correspondencia en las bandas observadas, pudiendo correlacionar el espectro

experimental obtenido con los cambios estructurales asignados.

Espectro infrarrojo teérico y experimental QD4

2868,6
3295,3

W 1253,5

1666,7

Experimental

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600

cm?

Ty

2795,0 10355

3303,2
1255,5

Tedrico 1665,0
13541

Figura 30. Espectro de IR tedrico y experimental QDA4.
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En los espectros de UV-Vis destaca la reaparicidon de la absorcion intensa y
definida entre 240-250 nm teniendo practicamente la misma forma que en QA, por lo que
es atribuible a la transicion m-1* del anillo quinolinico, en presencia del grupo carbonilo.
Adicionalmente se observa otro maximo entre 292-312 nm atribuible a la transicién T-1*
del anillo aromatico de la p-toluidina en posicién 2. Cabe destacar que a diferencia del
espectro de UV-Vis de QS este luce mucho mas simétrico y definido por la presencia de
los dos cromdéforos mencionados, mientras que la sustitucion de QS daba lugar a
numerosas transiciones secundarias. Adicionalmente una banda de baja intensidad entre

400-450 nm es atribuible a la transicion prohibida del tipo n- 1r*.

1,2
UV-Vis QD 1-5
1
QD1
0,8
QD2
2
<0,6 QD3
QD4
0,4 — QD5
0,2
0 _A
235 285 335 385 435 485 A (nm)

Figura 31. Espectro de UV-Vis QD 1-5.

e Sintesis de (E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas. [QC 1-5]

o 0
Xro X Q R
neslssHneaac L
NZ “NH - 2 2 -H
R - R N™ “NH 3 4-OMe
KOH 4 3-OMe
5

QS 1-5 QC 1-5 3-Me
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Para el Ultimo paso de la sintesis se plante6 una condensacion alddlica convencional.
Existen varios métodos reportados incluyendo el convencional de usar un solvente como
etanol y cantidades equimolares de acetofenona y QA2 catalizado por NaOH acuo0so."
Dado que se trata del mismo tipo de sustrato se intentd seguir este procedimiento, sin
embargo al seguir la reaccidén por ccf se observaba la formacién de una considerable
cantidad de productos colaterales. Por ello se investigd sobre otros métodos y se opto
por una reaccion libre se solventes obteniendo un Unico producto segun lo observado por

ccf. El mecanismo propuesto se muestra a continuacion:

) OHO o
03 920w o w0, QU0
é @ 2 O L N
N">NH R NH

/‘

HO-

Cabe resaltar los bajos rendimientos que se obtuvieron de las chalconas
deseadas, debido a la presencia del grupo anilino en posicion 2 de la quinolina, un gran
dador de densidad electrénica por resonancia que le resta caracter electrofilico al carbono
carbonilico, ademas de las reacciones colaterales esperadas en una condensacion

alddlica, como Cannizzaro.

La identificacion de los compuestos QC 1-5 fue posible a través de sus datos
espectroscopicos mostrando sefiales comunes a todos ellos (tabla 11). El espectro de IR
muestra un aparente solapamiento de las sefiales de anillos quinolinicos y bencénicos
entre 1455 cm™ -1600 cm debido a la presencia de ambos sustituyentes aromaticos y
las vibracién del enlace C=C olefinico. La sefial en 1448 cm1-1454 cm es atribuible a la
flexion en el plano del enlace C-H olefinico. Ademas, se observa una fuerte absorcion
ubicada entre 1672 cm™-1680 cm* atribuible al estiramiento C=0 del grupo carbonilo,

desplazada alrededor con respecto a los compuestos precursores QD 1-5, al tratarse de
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la arilcetona a,B-insaturada. Por dltimo una banda de mediana intensidad a cm™? es

atribuible al estiramiento del enlace N-H de la amina secundaria

QC
1
2
3
4

5

v (C=0)
(cm™)

1677
1680
1670
1676
1679

v (N-H)
(cm™)

3320
3340
3345
3345
3346

v(C=C-H)  v(C-O-C)
(cm™) (cm™)
1448 -

1448 >
1454 1025; 1210
1450 1038; 1220
1450 -

Tabla 11. Frecuencia de los principales modos vibracionales en QC 1-5

El espectro tedrico calculado se corresponde bastante bien con el experimental,

observandose valores similares para los modos vibracionales mencionados en el punto

anterior, sugiriendo la correcta elucidacion del espectro experimental y el éxito de la

condensacion.

Espectro de infrarrojo tedrico y experimental QC4
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Figura 32. Espectro de IR tedrico y experimental QCA4.



97

En el espectro de UV-Vis se observa la ya caracteristica absorcion de la transicion
TT-11*, con maximo en 240-250 nm del croméforo carbonilico y una banda secundaria entre
275-290 nm atribuible al anillo bencénico incorporado a la molécula. Se observa ademas
una absorcion de baja intensidad entre 350-370 nm atribuible a la transicidén prohibida del

tipo n-1r*.

UV-Vis QC

QcC1
Qc2
Qc3
Qca
—QC5

Absorbancia

235 285 335 385 435 485 A (nm)
Figura 33. Espectro de UV-Vis QC 1-5.

Al igual que se modelaron los espectros teéricos de infrarrojo, se obtuvieron los
espectros de UV-Vis tedricos de los compuestos pertenecientes a la serie Q1 (grupo
metilo en posicién 6 de la quinolina), empleando TD-DFT con un nivel de teoria B3LYP y
una base de calculo 6-311G++(d,p) en fase gas. Comparando los espectros de UV-Vis
experimentales de los compuestos obtenidos a lo largo de la ruta sintética modificada
(QA1-QS1-QD1-QP1) con los espectros tedricos corregidos, se observa una correlacion
bastante buena entre ambos. En este sentido, se pueden visualizar el mismo tipo de
desplazamiento y numero de maximos en cada espectro (figura 34) sugiriendo la correcta

asignacion de los productos propuestos.

UV-Vis tedricos Serie Q-1 UV-Vis experimentales Serie Q-1

QA1 aat
ast Qs
ap1 Qb1
act @t

Abs
Abs

235 285 335 385 435 435 535 235 285 335 385 435 485 535
A (nm) A (nm)

Figura 34. Espectros de UV-Vis tedricos y experimentales Serie Q-1.
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7.2. Acoplamiento molecular

e Seleccion de la proteina.

Tal y como se expuso en el marco tedrico del presente trabajo, existen
esencialmente dos conformaciones de la proteasa NS2B/NS3 del DENV, una
conformacion abierta en la que el cofactor NS2B no se encuentra plegado sobre el sitio
activo, y la conformacién cerrada en donde el mismo se encuentra plegado sobre el sitio
activo definiendo el sitio de union. Existe cierto debate sobre cual conformacion de la
proteasa del DENV es la adecuada para los estudios de modelado molecular, dando pie
a que muchos autores usen la conformacion abierta, argumentando que el ligando es el
que induce al plegamiento del cofactor NS2B.[* Sin embargo, estudios mas recientes,
han determinado a través de RMN, que la conformacion cerrada es la predominante en
solucion, independientemente de si hay o no un ligando unido a ella, ademas de que la
conformacién activa conocida (la conformacion que conlleva a la actividad enziméatica)
para proteasas de la misma familia del DENV, como por ejemplo la del virus del Nilo
occidental (WNV).[8%

Hay muy pocas estructuras determinadas a través de cristalografia de rayos-X o
RMN de la proteasa del DENV, lo que dificulta mas aun la seleccion adecuada. Sin
embargo en la base de datos NCBI PubChemDatabase, se encuentran depositadas la
proteina con el codigo 2FOM, correspondiente a la conformacion abierta con una
resolucion de 1,5 A y del serotipo DENV2, asi como otra estructura con el cédigo 3U1l,
correspondiente a la conformacién cerrada con una resolucién de 2,5 A, del serotipo
DENV3. La primera carece de ligando cocristalizado, mientras que la segunda tiene
cocristalizado un ligando péptido de cadena corta. Se decidi6 elegir la conformacién
cerrada para el estudio a realizar, no solo porque esta reportada como la predominante
en solucién (su entorno natural) sino que al tener un ligando cocristalizado los residuos
dentro del sitio de unidn ya estan orientados para interaccionar con un potencial ligando.

Ademas el ligando cocristalizado, si bien es peptidico y con poca o nula similaridad
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estructural con los compuestos a estudiar, interacciona con todas las subcavidades del
sitio, definiendo mejor la orientacion de todos los residuos hacia una potencial interaccion.
La mejor estructura con la conformaciéon cerrada, depositada en el NCBI
PubChemDatabase u otra base de datos, hasta la fecha, tiene el cédigo PDB 3UL1lI.
Cabe resaltar que esta estructura tiene menor resolucion que la de conformacion abierta
(cédigo PDB: 2FOM), pero se prefirid una conformacion correcta en detrimento de una

mejor resolucion para el estudio de acoplamiento molecular.

e Preparacion de la proteina.

Para la preparacion de la proteina, se descargé el archivo de coordenadas de la
proteasa NS2B/NS3 del DENV con el codigo PDB 3U1I en formato .pdb. En este archivo,
tal y como se obtienen las estructuras de las proteinas cristalizadas determinadas por
cristalografia de rayos-X, se tiene la posicion relativa de los atomos pesados que la
conforman, excluyendo los hidrégenos. Es por ello que es necesario agregar los
hidrégenos asi como asignar las cargas parciales correspondientes a los heteroatomos
presentes. Sin embargo al agregar los hidrogenos es necesario optimizar (minimizar
energéticamente) la estructura resultante, de tal manera de re-orientar los residuos una
vez afadidas las cargas y los hidrégenos. Dicha minimizacion sin embargo, debe hacerse
fijando las coordenadas del esqueleto de la proteina para garantizar que no se hayan
modificado las posiciones relativas de la estructura terciaria de la misma, pues la
estructura original fue obtenida experimentalmente y ha de ser mantenida como
referencia para la validacion de la preparacion. Dicha validacidon suele hacerse mediante

un grafico Ramachandran.

El archivo obtenido tras la minimizacién del archivo de coordenadas original de la
proteina NS2B/NS3 (cédigo PDB: 3U1l) fue validado mediante la evaluacién de la calidad
estereoquimica y del entorno de los aminoacidos. Para ello, empleando VegaZZz, se
genero el diagrama de Ramachandran (figura 35) antes y después de la minimizacion.



100

La figura indica la posicion de los aminoacidos, en donde el 61,84 % estan en la region
"favorecida" (zonas rojas) y el 77,29% en la "permitida" (zonas verdes) corroborando la
validez de la estructura. Es de notar que los graficos son idénticos, lo que quiere decir
gue no se altero el plegamiento nativo de la estructura terciaria de la proteina, validando

entonces la estructura para su uso en el acoplamiento molecular.

Psi|180 .. | Psi|180
/ i -
. . ! /
. ~ , q
Phi - t Phi . .
-180 el e 0 vt 180 -180 T 0 . i 180
‘ — g,
N -180 e T -180
Proteina original Proteina minimizada

Figura 35. Grafico de Ramachandran para la proteina original y minimizada

e |dentificacion y caracterizacion del sitio de unién de la proteina.

En la literatura esta plenamente identificada la ubicacion y los residuos que conforman
el sitio de unién de la proteasa del DENV (figura 14) sin embargo, es imprescindible
calcular computacionalmente, sobre la proteina preparada en el paso anterior, el sitio de
union y propiedades fisicoquimicas que ayuden a definir la caja o espacio de busqueda
gue se realizara en el acoplamiento molecular, ademas de determinar las propiedades
fisicoquimicas que definan las regiones de unidon y aminoacidos cataliticos esenciales

para la interaccion con el ligando.

Para este fin se empled el software FPocket disponible en la interfaz de VegaZZz, el

cual calcula las cavidades presentes en la proteina creando esferas sobre la superficie
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de la misma, definiendo una cavidad como un cumulo de esferas aglomeradas en un
espacio a una distancia determinada. El programa calculd numerosas cavidades a lo
largo de la superficie de la proteina, definiendo como sitio de union y de interés, la cavidad
donde se encuentra la triada catalitica (H51, D75, S135).

Volumen Residuos en la cavidad
estimado calculada
NS2B: V78, D81, G82, T83,
M84, R85
NS3: V36, G37M49, W50,
H51, V52, T53, R54, V72, K73,
3210,5 K74, D75, L128, D129, F130,
K131, P132, G133, T134,
$135, G136, Y150, G151,
N152, G153, V154, V155,
G159, Y161, V162, S163

Figura 36. Identificacion del sitio de union de la proteina.

En la figura 36 se muestran los resultados obtenidos del calculo de la cavidad del
sitio de union. En el mismo se aprecia la forma espacial del sitio, ademas de los
aminoécidos que lo conforman. Estos resultados se corresponden con los aminoécidos
reportados del sitio (figura 14), por lo que se pudo obtener un archivo con la superficie
de unién, sumamente importante para definir el 4rea de busqueda, o caja, en el

acoplamiento molecular.

La caracterizacion del sitio de unién es otro factor clave en el estudio previo al
acoplamiento, pudiendo ubicar las potenciales interacciones con un ligando. Los
resultados obtenidos de esta caracterizacion son mostrados sobre la superficie de union

calculada en el paso anterior.
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Figura 37. Propiedades fisicoquimicas del sitio de union.

En la figura 37 se describen las distintas propiedades fisicoquimicas del sitio de
unién de la proteina NS2B/NS3 del DENV. Entre todas ellas destacan las potenciales
interacciones aromaticas cara-cara del residuo Y161 con un ligando, al igual que con el
residuo H51, parte de la triada catalitica. Ademas puede haber interacciones tipo puente
de hidrégeno a través de los residuos D129 y G151 como aceptor y los residuos G133 y
G153 como dador. Destaca también una regién hidrofébica a través de los residuos V154
Y V155, pertenecientes a la subcavidad S4, al igual que el residuo V36, en la subcavidad
S1°. Por ultimo, cabe destacar la carga parcial negativa sobre el residuo D129, ubicado
en S1. Estas, y otras interacciones, pueden llevarse a cabo cuando un ligando interactta
con el sitio de union. La importancia de esta caracterizacién radica en determinar las
principales interacciones de los ligandos a estudiar a fin de hallar cuales son clave para
una respuesta biolégica como inhibidor.
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e Acoplamiento molecular de la libreria control.

Con el fin de predecir adecuadamente la potencial afinidad de los compuestos
sintetizados se realizd el acoplamiento molecular sobre inhibidores reportados de la
proteasa NS2B/NS3 del DENV. Este procedimiento cumple dos funciones: validar los
parametros empleados en el acoplamiento molecular a través de la obtencion de una
correlacion directa entre los valores de afinidad y la actividad biolégica, asi como también
determinar las interacciones claves con el sitio de unidén que se traducen en dicha

actividad.

Los compuestos seleccionados (figura 25) guardan cierta similaridad estructural,
mediante inspeccion visual, con respecto a las chalconas sintetizadas QC 1-5 de tal
manera que pudieran adoptar poses similares en el acoplamiento molecular y poder
discernir la afinidad y las interacciones que definen a un inhibidor activo. En este sentido,
los compuestos A, B, B1, C, D comparten en comdn un nucleo quinolinico: A con un
sustituyente arilo en posicién 2, B y B1 son 8-hidroxiquinolinas sustituidas en el anillo
bencénico, C contiene grupos aromaticos en las posiciones 2 y 4 enlazadas con grupos
azo y D sustituido con un grupo aroméatico en posicién 4. Ademas, se incluyeron otros
heterociclos nitrogenados como los indoles E, E1, F, F1 sustituidos en las posiciones 1y
3 gue espacialmente comparten una ramificacion similar a las quinolinas sintetizadas asi
como también compuestos inactivos como inhibidores que pudiesen servir como control

negativo del estudio por ser compuestos inactivos como inhibidores.

Los resultados del acoplamiento molecular de la libreria control (tamizado virtual) se
muestran en la tabla 8. En general se puede observar un comportamiento acorde a lo
esperado, es decir, los compuestos mas activos presentan mejores valores de afinidad

(AG mas negativo) mientras los menos activos tienen menor afinidad (AG més positivo).
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Esta primera inspeccion de los resultados valida el procedimiento empleado al
encontrar una correlaciéon cualitativa entre afinidad obtenida y valores de actividad

biologica.

Los compuestos mas activos (menor ICso) como B, D, F o H tienen en comun la
ocupacion de las subcavidades S1y S2 del sitio de union asi como las interacciones tipo
puente de hidrogeno con los residuos G151 6 G153, asi como también la interaccion tipo
T- 1 con el residuo Y161. Por su parte, compuestos como B1 que estructuralmente solo
se distingue de B por una ramificacion de una cadena mas pequefia pierde interaccion
con S2 lo que justificaria su pérdida de actividad inhibitoria 0 mayor ICso. Algo similar
ocurre con F1, muy similar a F estructuralmente pero de cadena mas corta que, a pesar
de ocupar las mismas subcavidades S1 y S2 tiene menor actividad por la aparente. Se
puede concluir entonces, que las interacciones claves que hacen de un compuesto
un inhibidor activo, es la ocupacion de las subcavidades S1 y S2 presentando
interacciones tipo puente de hidrégeno con los residuos G151 6 G153 y de tipo
aroméatica con el residuo Y161, siendo las demas interacciones complementarias.
Ademas, energéticamente, un inhibidor posee valores de afinidad menores a -7,8

Kcal/mol, aproximadamente.

Figura 38. Acoplamiento de los compuestos control B y F en el sitio de union.
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inhib.
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Tabla 12. Tamizado virtual de la libreria control.
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Las interacciones clave resaltadas anteriormente explican porque H4, el mas afin de

todos los compuestos tiene una actividad reportada tan baja: la ausencia de la interaccion

aromatica con el residuo Y161 a pesar de la correcta orientacion del ligando en el sitio de

unién. Los compuestos control negativo tienen en comun que no ocupan S1 y S2

simultaneamente sino solo S1 ademas de interactuar con los residuos clave para las

interacciones tipo puente de hidrégeno y aromaticas.
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Figura 39. Interacciones de los complejos formados.
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e Acoplamiento molecular de la libreria control y compuest
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0s sintetizados.

El estudio de acoplamiento molecular estaba inicialmente solo planteado para la serie
QC, sin embargo los compuestos QS, obtenidos mediante la modificacion de la ruta
sintética planteada originalmente, fueron incluidos por su similaridad estructural con los
inhibidores mas activos entre los controles seleccionados en el punto anterior, al
presentar ramificaciones en las posiciones 2 y 3 del nucleo quinolinico y poseer un anillo

aromatico al final de cada cadena.

Al evaluar los compuestos sintetizados QC 1-5 y QS 1-5 junto con la libreria control
se observé como la mayoria se ubicaba en la zona de los compuestos activos (tabla 9),
presentando buenos valores de afinidad. El compuesto QS1 es el méas afin de todos los
sintetizados, con un valor de AG=-8.5 Kcal/mol casi al tope de la tabla de jerarquizacion
energética, seguido de QS5 con una energia de afinidad de -8.3 Kcal/mol, ambos con
sustituyentes metilo en el anillo bencénico de la quinolina. Los compuestos menos afines
de los sintetizados son precisamente los de esta serie, QS3 y QS4, ambos con
sustituyentes metoxi, con valores de afinidad de -8.0 Kcal/mol y -7.9 Kcal/mol

respectivamente.

Por su parte, las chalconas QC 1-5 presentaron valores de afinidad muy similares
entre si, ubicados entre -8.1 Kcal/mol y -8.3 Kcal/mol, siendo menos afines que QS1y
QS5 pero mas que el par QS3 y QS4. Se puede decir entonces que, en lo que respecta
a afinidad, ambas series de compuestos, QS y QC, cumplen energéticamente el requisito
para potencialmente ser inhibidores de la proteasa, segun lo determinado en el tamizado

virtual de la libreria control.
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Tabla 13. Tamizado virtual de la libreria control y compuestos sintetizados.

AG (Kcal/mol)
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-8,4
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-8,1
-8,1
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-7.9
-7.8
7.3
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-6,8
-6,8
-5,8

Clso (LM)
14,90
5,0 (ECs0)
0,91
12,50
2,24
9,10
2,93

10,07

9,21
39% inhib.

<10% inhib.

Inactivo

<15% inhib.

40,02

Inactivo
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Al estudiar las interacciones de los complejos ligando-proteina obtenidos por el

acoplamiento molecular, se encontré que tanto los compuestos QS 1-5 como QC 1-5
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ocupan las subcavidades S1y S2, previamente descritas como sitios de reconocimiento

clave para una respuesta biologica.

La pose para cada serie es la misma, es decir, por ejemplo, para la serie QS el
nucleo quinolinico se encuentra en la subcavidad S1, el sustituyente anilino hacia la
subcavidad S1’ y el anillo aromatico de la base de Schiff hacia S2, tal y como se muestra
en la figura 38. Lo mismo ocurre con la serie QC, solo que el grupo anilino ocupa S1, el
nacleo quinolinico S2 y el carbonilo conjugado de la chalcona se orienta hacia S1'.
Adicionalmente se encontré que la reproducibilidad de las poses es excelente, lo que

sugiere una alta afinidad por el sitio de union.

QC 1-5 . QS 1-5

Figura 40. Acoplamiento de los compuestos sintetizados en el sitio de union.

Las interacciones de los ligandos de la serie QC y QS con el sitio de unién difieren
bastante, tal y como se ilustra en la figura 39. En este sentido, QC1 presenta puentes de
hidrogeno entre los residuos G133, T134 y S135 y el oxigeno del carbonilo presente en
la chalcona, asi como interacciones hidrofébicas con P132 y anién-pi con D129, ninguna

de las cuales esta presente en los compuestos control activos. QS1 por su parte presenta
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un apilamiento aromético cara-cara entre el anillo quinolinico y el residuo Y161 ademas
de un puente de hidrégeno con el residuo G151 y el hidrogeno unido al nitrégeno del

grupo anilino, interacciones clave definidas para los compuestos control mas activos.

PRO ASP
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Figura 41. Interacciones entre QS1 y QCL1 y el sitio de unién de la proteasa.

Segun lo determinado con el tamizado virtual de la libreria control, un buen
inhibidor tiende a tener una afinidad mayor a -8.0 Kcal/mol como resultado del
acoplamiento molecular, sumado a la interaccién con los residuos de las subcavidades
S1y S2, ademas de una interaccién del tipo aromatico de apilamiento cara-cara con el
residuo Y161 y un puente de hidrégeno con el residuo G151 o con G153. De las dos
series de compuestos estudiados, ambos cumplen los requerimientos de afinidad y
ocupaciéon de las cavidades primordiales para una actividad biolégica. Sin embargo la
serie de compuestos QS se perfila como un potencial inhibidor de la proteasa en
detrimento de QC, pues la estructura de los mismos y su pose permiten las interacciones

gue se traducen en un potencial de actividad bioldgica.

Los sustituyentes de la serie QS son de suma importancia en el aumento o

disminucion de la afinidad y por ende de su potencial como inhibidores. En la tabla 9 se
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puede observar como los compuestos mas activos de esta serie son QS1 y QS5
respectivamente, ambos con sustituyentes metilo en posiciones 6 y 7 de la quinolina,
respectivamente. Al estudiar las interacciones se puede observar como QS1 orienta el
grupo metilo hacia la subcavidad S4, especificamente hacia el residuo V155 (figura 41),
regién netamente hidrofébica lo que crea una interaccion favorable. QS5 y QS2 no tienen

esta interaccién lo que justifica su menor AG.

| accion
desfavorable

_

Carga interpolada
0,100
0,067
0,033
,000

Figura 42. Comparacion entre las poses de QS 1-5.

Los menos activos de todos los compuestos sintetizados son precisamente QS3 'y
QS4, ambos con sustituyentes metoxi en posiciones 6 y 7 respectivamente. La gran
diferencia en afinidad se debe a que, en el caso de QS3, el grupo metoxi, con densidad
de carga negativa debido al oxigeno, esta orientado hacia S4 que es una region
hidrofébica, creando una repulsion y una disminucién en la afinidad. En QS4, por su parte,
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dicho grupo esta orientado hacia una zona con carga parcial negativa debido a la
presencia del residuo de aspartato D129, originando también una repulsion electrostatica,

traduciéndose en menor afinidad.

En el estudio de acoplamiento o docking molecular realizado tuvo como resultado
que las chalconas sintetizadas podrian no ser tan buenos inhibidores de la proteasa del
DENV. Las bases de Schiff sintetizadas, en cambio, se perfilan como buenos inhibidores
planteando un enfoque poco comun en las investigaciones: los derivados de las 2-cloro-
3-formilquinolinas asi como la sustitucion en el anillo bencénico de las quinolinas, por lo
gue la presente investigacion podria representar un aporte a la busqueda de nuevos y

potentes inhibidores contra del DENV.
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. Conclusiones

Se obtuvo por primera vez una serie de cinco (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-
2-propen-1-onas sustituidas a través de un esquema de sintesis de cinco pasos,
gue involucra la formacion de una base de Schiff como intermediario.

No es posible la sustitucion nucleofilica aromatica sobre las 2-anilin-3-(1,3-
dioxolan-2-il)-quinolinas empleando p-toluidina, por lo que se incorporé la
formacion de bases de Schiff en la ruta sintética.

Se sintetizd una serie de acetanilidas sustituidas con rendimientos desde 56%
hasta 92%.

Se sintetiz6 una serie de 2-cloro-3-formilquinolinas sustituidas mediante la
reaccion de Vilsmeier-Haack con rendimientos de 34% a 72%.

Se obtuvo una serie de 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas sustituidas, en el
tercer paso de la sintesis, con rendimientos que oscilaban entre 16% y 61%.

Se obtuvieron los productos de hidrdlisis de las bases de Schiff con rendimientos
gue iban de 43% a 93%.

En el dltimo paso de sintesis, se obtuvo una serie de (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-
1-fenil-2-propen-1-onas sustituidas con rendimientos entre 7% y 22%.

El protocolo del acoplamiento molecular consistié en determinar la afinidad de un
compendio de 16 moléculas reportadas en la literatura como inhibidores de la
proteasa NS2B/NS3 del DENV, principalmente con nudcleos quinolinicos o
inddlicos, obteniendo, en general, que los compuestos mas afines son los mas
activos.

Los compuestos de referencia mas activos ocupan las subcavidades S1y S2 del
sitio activo de la proteasa, presentan interaccién con los residuos Y161 y

G151/G153, ademéas de una afinidad mayor a -7.9 Kcal/mol.
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Las (2E)-3-(2-anilin-3-quinolinil)-1-fenil-2-propen-1-onas sustituidas podrian no
perfilarse como potentes inhibidores de la proteasa del DENV, muestran una
afinidad moderada pero no presentan las interacciones clave.

Las 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas sustituidas cumplen las caracteristicas
de afinidad e interaccion definidas para los compuestos control mas activos, son
candidatas a potentes inhibidores de la proteasa NS2B/NS3.

Los sustituyentes en el anillo bencénico de las 2-anilin-3-bencilidenimino-
guinolinas modifican la afinidad por la proteasa NS2B/NS3.

La afinidad de las 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas por la proteasa del DENV,
aumenta cuando existe interaccion con la subcavidad S4, favorecida con el grupo
metilo en posicion 6 de la quinolina.

La afinidad de las 2-anilin-3-bencilidenimino-quinolinas por la proteasa del DENV

disminuye al sustituir el anillo bencénico con grupos metoxi.



117

Recomendaciones

Caracterizar los compuestos sintetizados por espectroscopia de RMN y masas.

Sintetizar quinolinas con sustituyentes alquilicos, como t-butil, en posicion 6.

Estudiar mediante acoplamiento molecular la relacion entre la afinidad y otros

sustituyentes en el anillo bencénico de la quinolina.

Calcular las propiedades ADMET de los compuestos sintetizados.

Realizar ensayos bioldgicos contra el DENV de los compuestos sintetizados.
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ANEXO Il. Resultados del tamizado virtuald de la libreria control

Corridal
AG  Comp
-9,6 H4
-5 D
-8,8 A
-8,7 F
-8,7 B
-8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-8C
7,4 E
-71E1
-6,9 H3
-6,8 G1
-68G
-5,8 H2

Corridall
AG  Comp
-9,6 H4
-8,8D
8,8 A
-87F
-8,5H
-8,4 F1
8,4 B
-8,3 H1
-8,3 B1
79¢C
7,4 E
-7,1E1
-6,9 H3
-6,8 G1
638G
-5,8 H2

Corrida 2
AG Comp
-9,6 H4
89D
-89 B
-8,7 F
-8,7 A
-8,5 H
-8,5 B1
-8,4 F1
-8,2 H1

-8 C
7,4 E

-7 E1
-6,9 H3
-6,8 G1
-68G
-5,8 H2

Corridal2
AG  Comp
-9,6 Ha
89D
88 F
-8,8 A
-8,5 H
-8,5 B
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
78¢C
74 E
-7,1E1
-7 H3
-6,8 G1
638G
-5,8 H2

Corrida3 Corridad
AG Comp AG Comp
-8,6 H4 -9,6 H4
-89 D -89 D
-89 B -8,8 A
-8,7F 8,7 F
87 A -8,7 B
-8,5H -8,5 H
-8,4 F1 -8,4 F1
-8,4 B1 -8,4 B1
-8,3 H1 -8,3 H1
8C 7,9¢C
7,4 74E
7,2 E1 7,3 E1
-7 H3 -6,9 H3
6,8 G1 -6,8 G1
638G 676G
5,9 H2 -5,9 H2
Corridal3 Corridald
AG Comp AG Comp
-9,6 H4 -9,6 H4
89D -8,9 D
8,8 A 88 F
-87F 88 A
8,5 H -8,5H
-8,4 F1 -8,4 F1
-8,4 B1 -8,4 B1
-8,3 H1 -8,4 B
-8,2 B -8,2 H1
79¢C 78¢C
7,4 E 74 E
-7,3E1 7,2 E1
-7 H3 -6,9 H3
638Gl -68 Gl
638G 638G
-5,9 H2 -5,8 H2

Corrida5
AG Comp
-9,6 H4
-89 D
-8,8B
-8,8 A
-8,7 F
-8,5 H
-8,4 F1
-8,3 H1
-8,3 B1
-8C
7,4E
-7,2E1
-7 H3
-6,8 G1
-6,8G
-5,9 H2

Corridal5
AG  Comp
-9,6 H4

-SD
-8,8F
-8,8 A
-8,5H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-8,3 B
7,8¢C
-7,3 E1
7,3E

-7 H3
-6,8 G1
638G
-5,8 H2

Corridaé
AG Comp
-9,6 Ha
89D
-89 B
-8,8F
-8,8 A
-8,5 H
8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-81C
7,4 E
7,2 E1
-6,9 H3
-6,8 G1
-6,8G
-5,8 H2

Corridalé
AG  Comp
-9,6 H4
S D
-87F
-8,7 B
87 A
-8,5 H
-8,5 B1
-8,4 F1
-8,3 H1
79¢C
7,4 E
72 E1
-6,9 H3
-6,8 G1
638G
5,8 H2

Corrida?
AG Comp
-9,6 H4
89D
-89 B
-8,7 F
-8,7 A
-8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,2 H1
-8 C
7,4 E
7,2 E1
-7 H3
6,8 G1
686G
-5,8 H2

Corridal?
AG  Comp
-9,6 H4
89D
83 F
-8,8 A
8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-8,3 B

-8 C
7,4 E
72 E1

-7 H3
-6,8 G1
638G
5,8 H2

Corrida8
AG  Comp
-9,6 H4
-89 D
-8,8 A
-8,7 F
-8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-84 B
-8,2 H1
-8,1C
7,3 E1
-7,2E
-7,1 H3
-6,8 G1
-68G
-5,8 H2

Corridal8
AG  Comp
-9,6 H4
-89 D
-89 B
-88F
-8,8 A
-8,6 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-8 C
7,4 E
7,2 E1
-6,9 H3
-6,8 G1
638G
-5,9 H2
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Corrida9 Corridal0
AG Comp AG Comp

-9,6 H4
-89D
-8,9 B
-8,8 A
-8,7 F
-8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,2 H1
7,9¢C
7,3E
-7 H3
-6,8 G1
-68G
-6,8 E1
-5,8 H2

-9,6 H4
8D
-8,3 A
-8,5 H
-8,5F
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
-8,3 B
8¢
-7,4E
-7,1 H3
-71E1
6,8 G1
68 G
-5,8 H2

Corridald Corrida20
AG Comp AG Comp

-9,6 H4
8D
-8,7F
8,7 A
-8,5 H
-8,4 F1
-8,4 B1
-8,3 H1
8,2 B
-8 C
7,3 E
-71E1
-7 H3
6,8 G1
68 G
-5,8 H2

-9,6 H4
8D
8,8 A
-87F
-8,6 H
-8,5 B1
-8,4 F1
-8,3 H1
-83B
-81¢C
7,3 E
-7,1E1
-7 H3
-6,8 G1
-68G
-5,9 H2



138

Corrida21 Corrida22 Corrida23 Corrida24 Corrida2s Corrida26 Corrida2? Corrida2é Corrida2d Corrida30
A6 Comp A6 Comg AG Lig. a6 Ligeo 4G Lige a6 Lig. 4G Lig. a6 Lig. AG  Lig. aG  Lig.

96H4 96H4 96H4 96H4 96H4 96HE S96HLE 96H4 96H4 96 He
89D 83D 9D 80D 80D 9B 9D oD oD 890D
B88F 89 B 89 B 88 F B88A 89D 89 B 8,8 A B7TF 88 F
8,8 A 8,8 A 8,8 A 8,8 A 86 F 88A B8F B7TF 8,7 A 8,8 A
85H B7F S7F 85 H 8,5 H STF 83 A 8,6 H 56 B 878
84 F1 85H 85H B84F1 B84F1 B5H 85H B84F1 B5H 85H

84 B B4F1 84 F1 B84B1 B83H1 SB4F1  SB4F1 B4B1 B4F 84 F1
B83HT B3 H B2 H #3H1 B83B1 5481 B4B1 B3H1 S4B1 5481
8381 8381 8281 53 B 83B 83H1 83H1 838 S82H1 83 H1

81 C 8cC 8cC scC scC sC 8cC 78 C 78 C 81 C
TFAE J3E TAE J4E TAE TJAE J3E TAE TAE TJAE
7,2 E1 J2E1 T7,2FE JHZ T72E1 72E1 TAE JE1 TAE 7,4 H3
7 H3 TH3 69 H3 JE1  68H3 68H3 BI9HI 69 H3 THZ  TAE1
6861 6861 6861 H£8G1 6£8G1 6861 6861 6861 68G1 68 G1
68 G 658G 68 G 63 G #8386 658G HB8G 68 G 68 G 68 G

59H? 58HZ 59H2 58H2 58H2 58H2Z 58HZ 58H2Z 58H2 59 H2
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Para determinar pose y energia “promedio” de todas las corridas (valores en la tabla 8):
Compuesto A

Se superpusieron las poses por cada corrida:

Con BIOVIA Discovery Studio 2017 se calculé el RMSD de todas las poses obtenidas:

3,8059

3,7598 5

| I I I I
3,91 2,93 1,95 0,98 0,00
Distance (angstroms)

Las poses en amarillo son las que estan separadas por un RMSD menor a 2 A. La pose en negro
tiene un RMSD mayor a 2 A. Se considera entonces el cluster con el mayor porcentaje de poses

dentro del mismo (amarillo) y se toma la media aritmética de las afinidades para estas poses.
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ANEXO lll. Resultados del tamizado virtuald de la libreria control y compuestos
sintetizados.

Corridal

AG | Lig.

9,6 H4
89D
83F
88A
8,5 Q51
85H
8,4 F1
8,4 B1
84B
8,3 QS5
8,3 Qc1
8,2 QS2
8,2 QC5
8,2 QC3
8,2 Hi
8,1.QC4
8,1QC2
8Qs4
8Qs3
8C
TAE
7,2 E1
TH3
6,8 G1
636
5,8 H2

Corrida11
AG  Lig.
9,6 H4
89D
BL9A
87T F
87B
8,5 Q%1
85H
8.4 F1
8,3 Q55
8,3 QC3
8,3 QcC1
8,3 B1
8,2 Q52
8,2 QC5H
8,2 H1
8,1 QC4
8,1 QC2
8 QS3
&C
1,9 Q54
T4E
T1E1
-6,9 H3
6,8 G1
6,8 G
-5,9 H2

Corrida 2 Corridal
AG Comp AG Lig.
9,6 H4 9,6 H4
89D 89D
89B 8, TF
88 F 8.6 A
8.8 A 8,5 as1
8,5 Q51 85H
85H 84K
8,4 Q55 8.4 B1
84K 8,3 Q55
8,3 QC5 8,3 ac1
8,3 ac1 83B
8,3 H1 8,2 Q52
8,3 B1 8,2 QCH
8,2 Q52 8,2 QC3
-8,1 QS3 8,2 H1
8,1 QC4 8,1 QC4
8,1 QC3 8 Qs3
8cC 1,9 Q54
1,9 Q54 J18C
13 E 1,5 QC2
T13E JT4E
7,1 H3 1,2 E1
-1 QC2 6,9 H3
6,8 G1 6,8 G1
6,8 G 6,8 G
-5,9 H2 5,8 H2
Corrida12  Corrida13
AG  Lig. AG Lig.
9,6 H4 9,6 H4
89D 89D
8,8 A 89B
8,6 H 88 F
46 F S8A
8,5 Q51 82,5051
45B B45H
8,4 Q55 84 F
4.4 F 8.4 B1
-8,4 B1 8,3 Q55
8,3 QC1 8,3 Qc
-8,3 H1 8,3 H1
8,2 Q52 8,2 Q52
8,2 QC5H 8,2 QC5
8,2 QC3 8,2 QC3
8,1 Q53 8,1 Q53
-8 QC4 8,1 QC4
8C 81C
-1,9 Q54 -8 Q54
13 E T4E
-7 QC2 1,2 E1
-1 H3 7 QCc2
6,9 E1 -T H3
6,8 G1 6,8 G1
6,8 G 6,8 G
-5,8 H2 -5,9 H2

Corridad

AG  Lig.

9,6 H4
89D
88B
8.8 A
8.1 F
-8,5 @51
8.5H
8,4 Q55
B4 F
8.4 B1
8,3 QC3
8,3 ac1
8,3 H1
8,2 Q52
8,2 QC5
8,1 Q83
8,1 QC4
8C
-1,9 Q54
14E
1,2 E1
-1,1 H3
-1 QC2
6,8 G1
6,8 G
-5,8 H2

Corrida14

AG  Lig.

9,6 H4
89D
88A
86F
8,5 Qst
85H
8,4 QS5
8,4 QC1
84 F1
8,4 B1
848
8,3 H1
82Qs2
8,2 QC5
8,1QC3
8,1QC2
$Qs3
8 Qca
8¢
7,9 Qs4
JAE
12 E1
£,9 H3
6,8 G1
6386
5,9 H2

Corridab

AG | Lig.

9,4 H4
89D
88A
8TF
8,5 QS1
85H
8,4 QS5
84 F1
£4B1
£4B
8,3 QC1
8,3 Hi
8,2 QC5
8,2 QC3
8,2 QC2
8,1Qs3
8,1Q82
8 Qca
8C
7,9 QsS4
TAE
7,3E1
TH3
6,8 G1
666G
5,9 H2

Corrida15

G Lig.

9,6 HA
89D
88A
86F
8,5 Qs1
85H
8,4 QS5
8,4 QC1
84F1
8,4 B1
848
8,3 H1
8,2 Q82
8,2 QC5
8,1QC3
8,1 QC2
$Qs3
8 Qca
8C
7,9 QsS4
TAE
12E1
£,9 H3
6,8 G1
686
5,9 H2

Corridab
AG | Lig.
9,6 H4

88D
8,8 A
8,7 F
84,5 a%
85H
2.4 Qc
8.4 F1
8,3 Q55
8,3 Qc3
8,3 B
83 B
8,2 Q52
8,2 QCH
8,2 QC2
8,2 H1
8,1QSs3
8 Qc4
3C
1,9 Q54
T4 E
-T H3
T E1
6,8 G1
6,8 G
5,9 H2

Corrida16

AG  Lig.

9,6 H4
89D
87A
86F
8,5 Q51
85H
8,5 B1
84 F1
8,3 QS5
$,3 Qc1
8,3 H1
8,2 QS2
8,2 QC5
8,2 QC2
82B
8,1QS3
8,1.Qc4
8,1QC3
8cC
7,9 Qs4
TAE
7,2 E1
6,9 H3
6,8 G1
638G
5,8 H2

Corrida?
AG Lig.
9,6 H4

89D
88B
8.8 A
8 TF
8,5 Q51
85H
84 F
8,3 QS5
8.3 ac
83 H1
8,2 QS2
8,2 QC5
8,2 QC3
8,2 B1
8,1 Q53
8,1 QC2
-8 Qs4
-8 Qc4
8C
T4 E
1,2 E1
-T H3
6,8 G1
6,8 G
5,8 H2

Corridal7

AG | Lig.

9,6 H4
89D
884
87F
8,5 QS1
85H
8,4 QS5
84 F1
8,4 B1
$,3 QCt
83 H1
83B
8,2 Qs2
8,2 QC5
8,2 QC3
8,1Qc4
8,1.QC2
8Qs3
8C
7,8 QsS4
TAE
T H3
TE1
6,8 G1
686
5,8 H2

Corrida8
AG  Lig.
9,6 H4

89D
8,8 A
8.7 F
8,5 Qs1
8,5H
84 F1
8.4 B1
8,4 B
8,3 Q55
8,3 QC3
8,3 Qc1
8,3 H1
8,2 Q52
8,2 QC5
8,1 QC4
8,1 QC2
8 Qs3
8C
1,9 Q54
J4E
1,3 E1
1,1 H3
6,8 G1
6,8 G
5,9 H2

Corrida18

AG  Lig.

9,6 Ha
9D
898
88 A
87TF
8,5 QS1
85H
8,4 QS5
8,4 F1
8,3 Qct
8,3 Hi
8,3 B1
8,2 Qs2
8,2 QC5
8,2 QC3
8,1 Qc4
£Qs3
7,8 QsS4
78¢C
TAE
7,2 E1
7Qc2
T H3
6,8 G1
686G
5,8 H2

Corrida9
AG  Lig.
9,6 H4

89D
89B
8.8 F
8.8 A
86 H
8,5 as1
84 F1
8,3 Q55
8,3 ac1
8,3 H1
8,3 B1
8,2 Q52
8,2 QCH
8,2 QC3
8,1 Q53
8 QCc4
-1,9 Q54
J18C
1,2E
7,1 H3
7,1 FE1
-1 QC2
6,8 G1
6,8 G
5,8 H2

Corrida19

AG  Lig.

9,6 Ha
3D
88 A
87F
8,5 QS1
25H
8,4 QS5
24 F1
8,3 QCt
8,3 H1
£,3 B1
8,2 Qs2
8,2 QC5
8,2 QC2
828
8,1Qs3
8,1Qc4
8,1QC3
8 Q54
8C
TAE
T H3
£,9 E1
6,8 G1
686G
5,9 H2

Corrida10
AG Lig.
9,6 H4
89D
B8TF
8.7 A
8,5 Q%1
85H
8.4 Qc1
84 F
8.4 B1
8,3 QS5
8,3 H1
8,2 QS2
8,2 QC5
8,2 QC3
8,2B
8,1 Q53
8,1 QC4
81C
1,8 Q54
14 E
1,1 QcC2
J1,1FE1

- H3
6,8 G1
6,8G
5,8 H2

Corrida20
AG Lig.
9,6 H4
89D
89B
88 A
86 F
85051
85H
8,5 B1
8.4 QS5
8.4 QC1
84 F1
83 H
8,2 Q52
8,2 QC5
8,2 QC3
8,1 Q53
8,1 QC4
8,1 QC2
£C
7,8 Q54
I5E
i3 E1
7,1 H3
6,8 G1
6,8 G
5,8 H2
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Corrida21  Corrida22 Corrida23 Corrida24 Corrida2s Corrida26 Corrida27 Corrida28 Corrida29 Corrida30
AG Comp AG Comp AG Lig. AG Lig. AG Lig. AG | Lig. AG Lig. aAG Lig. aAG Lig. AG Lig.

9,6 H4 9,6 H4 9,6 H4 9,6 H4 9,6 H4 9,4 H4 9,6 H4 9,6 H4 9,5 H4 9,6 H4
88D 5D 89D 4D 489B 9B 89D 89D 89D 89D
88 A 88 A 88 F 9B 88 F 89D 8.8 A B89 A 87TF 89B
8,7 F 8.7 F 8.8 A 4.8 A 88D 8,7 A 8.6 F 8.8 F 8.7 A 8.8 A
-89 Qs 8.6 B 8,5 Q51 8.6 F 8.8 A 8.6 F 8,5 Q51 -85 Q51 85 H 8,5 Q51
85H 8,5 Q51 8,5H 8,5 Qs1 -8,5 Q51 -8,5 Qs1 8.5H 85H 8,4 Q51 8,5H
-8.4 QS5 8,5 H 8,9 B1 45H 8,9 H 8,9 H -8.4 QS5 -84 QS5 8,4 F1 83 F
24 F1 8,5 B1 8,4 QS5 8,4 Q55 -8,4 QS5 -8,4 QS5 8,4 Q1 -8.4 H1 8.4 B1 8,5 B1
-8,4 B1 8,4 QS5 8.4 F1 8.4 QC1 8.4 F1 -8.4 QC1 8.4 F1 8.4 F1 8,3 QS5 8.4 F1
-8.3 QC3 8,4 F1 8,3 QC3 34 H -8.4 B1 2.4 F1 8.4 B1 34B 8,3 a1 8,3 Q%5
-8.3 ac1 8,3 ac1 -8,3 Qc1 8.4 B1 -8.3 ac1 -8.4 B1 8,3 H1 8,3 QCh 8,3 H1 -8,3 Qc1
-8,3 H1 8,3 H1 8,3 H1 8,3 QC3 -8.3 H1 -8,3 H1 83B 8,3 QC3 8,3 B 8,3 H1
-8.2 Q82 8,2 QS2 8.3 B 8,3 H1 -8,2 Q82 -8,2 Q82 8.2 Q82 8,3 B1 8,2 QS2 8.2 Q52
82B 8,2 QC5 8,2 Q52 8,2 Q52 -8,2 QC5 -8,2 QC5 8,2 QC5 8,2 Q52 8,2 QC5 8,2 QC5

-8,1 Q83 8,2 QC3 8.2 QCH 8,2 QCH -8,1 QC4 -8,2 QC3 8.2 QC3 8,1 Q53 8,2 QC3 8.2 QC3
-8,1 QC4 £ Q53 5,1 Q83 8,1 Q53 -8,1 QC3 -8,2 QC2 8,1 Q83 8,1 QC4 8,2 QC2 8,2 QC2

-8,1 QC2 & QC4 8.1 QC4 8,1 QC2 -1,9 Q54 -8,1 Q83 8.1 QC4 81C 8,1 QS3 8.1 Q83
8,1C 1,9 Q54 41C 841C -1,9 Q53 -8,1 QC4 48,1 QC2 £ Q54 8,1 QC4 8,1 QC4
8 Qcs 18cC -8 Q54 -8 QC4 -19C 81C 4C 14E 41C 8C
-1,8 Q54 13E 14 E -1,8 Q54 -1,5 QC2 5 Q54 1,9 Q54 -1,2 QC1 £ Q54 -1,9 Q54
14 E 1,2 E1 -1 QC2 13 E 13 E 14 E 14 E -1,2 E1 14E 1.3 E
-1,2 E1 -1 QC2 -T E1 -1,1 E1 -1,2 E1 1.3 E -1,3 E1 -1,1 QC2 1,2 E1 7.1 E1

-T H3 -T H3 6,9 H3 -1 H3 6,9 H3 6,9 H3 -1 H3 -T H3 -T H3 -1 H3
6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1 6,8 G1
6,8 G 6,8 G 6.8 G 68 G 6,8 G 6.8 G 6.8 G 628G 6,8 G 6.8 G

-5.8 H2 5.9 H2 5.8 H2 5.8 H2 -5.8 H2 -5.8 H2 5.8 H2 5.9 H2 5.8 H2 5.9 H2



