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Area de estudio: Farmacia

Propésito y Método de Estudio: Se centré en el disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de derivados
relacionados con Belinostat como posibles inhibidores de HDAC con actividad antitumoral. Para ello,
se modificaron regiones farmacoforicas clave como el CAP, el linker y el ZBG mediante un enfoque
de multi-parameter hit expansion, con el fin de explorar tendencias preliminares SAR. Algunos
compuestos fueron disefiados como ésteres con posible funcion de profarmacos. La actividad se
evalud en lineas celulares cancerosas y se complementd con estudios de docking molecular para
analizar la coordinacion con Zn?", la orientacion en el canal catalitico y las interacciones del CAP. En
conjunto, el estudio permitié establecer bases racionales para la futura optimizacién de nuevos
inhibidores de HDAC derivados de Belinostat.

Contribuciones y Conclusiones: Permitid establecer una base inicial para el disefio, sintesis y
evaluacion de derivados estructuralmente relacionados con Belinostat como posibles inhibidores de
HDAC con actividad antitumoral. Aunque los derivados no superaron la potencia citotoxica del
Belinostat, algunos mostraron selectividad hacia lineas cancerosas como A549 y PC-3 frente a células
Vero, lo que sugiere un perfil biolégico de interés. Ademas, los estudios de docking molecular
permitieron relacionar la actividad observada con posibles interacciones en el sitio activo de HDAC,

incluyendo la orientacion del linker, la interaccion del CAP y la posible coordinacion con Zn?".
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Capitulo I

1 Introduccion

1.1 Cancer

El término céncer es usado para referirse a un amplio grupo de enfermedades donde la
caracteristica en comun es la generacion de células anormales que se dividen de manera
descontrolada y que ademas tienen la capacidad de propagarse hacia cualquier parte del

organismo, afectando o destruyendo el tejido corporal normal.

La primera aparicion de esta patologia en el planeta se encuentra en un fosil de dinosaurio
(Centrosaurus apertus) que tienen mas de 76 millones de anos [1]. En Homo sapiens, se
encontro la costilla fosilizada de un Neandertal de aproximadamente 120.000 afios de
antigiiedad que mostraba sefiales de un tumor 6seo [2], mientras que la evidencia mas antigua
de Homo sapiens sapiens es en Egipto reportado en el trabajo de M. Binder y colaboradores
[3] donde describen los restos de una mujer de 4.200 afios de antigiiedad, el estudio de sus
restos muestra el tipico dafio destructivo que provoca la extension de un cancer de mama en
forma de metéstasis; ademas se han encontrados papiros que describen tratamientos magicos,
naturistas y quirdrgicos practicados en la época buscando la erradicacion de este

padecimiento.

Entre el ano 500 y el 1500 d.C. surgieron en Europa diversos tratamientos, como la
extirpacion y cauterizacion de tumores, el uso de amuletos, la aplicacién de cremas causticas
de arsénico, o el seguimiento de dietas extravagantes; el conocimiento del cancer era
empirico y s6lo para tumores externos. En el siglo XVII donde inician las primeras
investigaciones con la ayuda de lentes y microscopios arcaicos, con los cuales podian
observar las células sanguineas; ademas, aunado a la apertura de algunas religiones para la

realizacion de autopsias, permitio hacer la identificacion de canceres internos [4].



El cancer ha sido una problematica para la humanidad desde nuestros primeros dias en la
tierra; sin embargo, la frecuencia con la que se han desarrollado los casos ha aumentado
exponencialmente debido al incremento en la esperanza de vida y el crecimiento de factores
carcinogénicos. Es importante mencionar que la esperanza de vida promedio de una persona
antes del siglo XX era solo de 34 anos [5] [6], siendo asi que el cancer era poco frecuente o

muy pobremente reportado como causa de muerte.

Una célula sana tiene la capacidad de crecer a un ritmo determinado genéticamente y
permanece dentro de su zona correspondiente de acuerdo con el tipo celular que tenga. De
forma natural cuando una célula muestra una anomalia o ha envejecido, la célula perece
(apoptosis), sin embargo, el cancer se desarrolla cuando este proceso no se lleva a cabo,
ocasionando que las células anormales se sigan reproduciendo sin entrar en el estado de
senescencia y no sucumben como se esperaria que ocurriera, ocasionando un crecimiento

descontrolado, generando los tumores o también llamados neoplasias [7].

Los tumores se pueden dividir en dos grupos: benignos o malignos, donde las principales
diferencias entre ellos es que los primeros solo crecen en una parte del cuerpo, tienen un
crecimiento lento, se mantienen encapsulados en la mayoria de las ocasiones y no pueden
aparecer y/o invadir otras partes del cuerpo; no obstante, pueden comprometer la salud del
individuo si se genera presion sobre uno o mas 6rganos; por otro lado, los tumores malignos
tienen un crecimiento acelerado y se pueden extender a otras regiones del cuerpo a través de
la sangre o a través del sistema linfatico; formando una nueva neoplasia, este fenomeno se
conoce como metastasis y alrededor del 90% de las muertes por canceres no detectados se

deben a la metastatizacion de estos [8].

Siendo el cancer una enfermedad tan compleja en el sentido de que puede manifestarse en
casi cualquier parte del cuerpo, los canceres se clasifican de acuerdo al tipo de tejido de
origen siendo asi que existen mas de cien tipos diferentes de cancer que varian en su

comportamiento y tratamiento; de forma general éstos se clasifican en cinco clases [9]:

1. Carcinomas—> Son los canceres mas comunes, originandose en las células epiteliales

que recubren la piel y los 6rganos internos.



2. Sarcomas—> Se desarrollan en los tejidos conectivos como huesos, cartilagos, grasa,
musculos y vasos sanguineos.

3. Leucemias—> Afectan los tejidos productores de sangre, como la médula osea,
provocando un aumento de c€lulas sanguineas anormales.

4. Linfomas—> Atacan el sistema linfatico que es parte del sistema inmunoldgico,
ejemplo esta el linfoma de Hodgkin.

5. Canceres de sistema nervioso central=> Incluyen canceres que se localizan en el

cerebro y la médula espinal.

Cada tipo de cancer varia en comportamiento, pronostico y tratamiento, dependiendo de su

localizacion, tipo de célula afectada y estadio de diagnostico.

1.2 Datos de cancer

Al dia de hoy, el cancer es un problema de salud siendo una de las principales causas de
muerte en todo el mundo, de acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) [10], represento casi 10.5 millones de muertes en 2024 donde se detectaron alrededor
de 11.8 millones de casos nuevos, dentro de los mas recurrentes fue el cancer de mama con
2.26 millones, cancer de pulmén 2.21 millones de casos y cancer colorrectal con 1.93
millones; en México de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
[11]en 2024 se registraron 195,000 casos nuevos y 1.122 millones de defunciones en el pais.
Actualmente existen diversos tratamientos como lo son: cirugia, radioterapia, fototerapia,
terapia hormonal, inmunoterapia y quimioterapia por mencionar algunas [12] [13]; de
acuerdo con el tipo de cancer y de lo avanzado que esté, algunos pacientes reciben un solo
tipo de terapia aunque la mayoria reciben una combinacion de tratamientos donde la

quimioterapia es uno de los mas utilizados.
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Antecedentes

2 Quimioterapia

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos con la finalidad de eliminar células
cancerosas del organismo. En el primer cuarto del siglo XXI, existen mas de un centenar de
farmacos diferentes para detener el crecimiento y propagacion de las células malignas,
comunmente estos medicamentos inhiben zonas especificas del ciclo celular; ya que, en

sintesis, el cancer es so6lo la produccion desenfrenada de células aberrantes.

2.1 Clasificacion de farmacos quimioterapéuticos

Los farmacos utilizados en quimioterapia se catalogan segiin su mecanismo de accion [14]:

1. Agentes alquilantes=> A menudo son la primera linea de agentes quimioterapéuticos,
estos alteran las bases del ADN, lo que interfiere con su replicacion y transcripcion
generado asi la posterior fragmentacion del ADN, produciendo apoptosis o0 necrosis
segln sea el caso, algunos ejemplos son: ciclofosfamida y cisplatino.

2. Alcaloides vegetales=> En farmacos en los que su principio activo es generado a
partir del metabolismo vegetal, actian al interrumpir la estructura del huso mitdtico
durante la division celular, inhibiendo el crecimiento de las células cancerosas
algunos ejemplos son vincristina y paclitaxel.

3. Antimetabolitos=> Estos son analogos de los metabolitos naturales necesarios para
la produccion, replicacion de ADN y transcripcion de ARN lo que bloquea la division
celular. Algunos ejemplos son metotrexato y el 5-fluorouracilo.

4. Antraciclinas—> Esta clase de farmacos se intercalan en el ADN y bloquean la accion
de la topoisomerasa II, lo que lleva a la ruptura del ADN y la inhibicién de la
replicacion, algunos ejemplos son la doxorrubicina y la epirrubicina.

5. Inhibidores de la topoisomerasa—> Estos medicamentos bloquean la accion de las
enzimas topoisomerasa I o II, esenciales para la replicacion y reparacion del ADN

durante la division celular, algunos ejemplos son: la irinotecan y el etopdsido.



6. Corticosteroides—> Comunmente se utilizan en el tratamiento del cancer para reducir
la inflamacion y suprimir el sistema inmunolédgico, buscando mejorar la calidad de
vida del paciente y la adherencia al tratamiento quimioterapéutico. Algunos ejemplos

son la prednisona y la dexametasona.

Estos son solo algunos ejemplos de los diferentes tipos de quimioterapia utilizados en el
tratamiento del cancer. La eleccion del tratamiento depende del tipo de céncer, su extension

y otros factores del paciente.

2.2 Terapia epigenética

El cancer se caracteriza por ser una enfermedad de naturaleza multifactorial, en la cual,
diversos elementos interactian dentro de redes complejas y no lineales. La aparicion de
distintos tipos de cancer resulta de la acumulacion de cambios tanto en el genoma como en

el epigenoma [15].

Donde una interrogante persiste a través de los afios, la cual gira en torno a la diferenciacion
celular, es decir, como células con el mismo ADN logran transformarse en una variedad tan
amplia de tipos celulares distintos [16]. En el contexto de la diferenciacion celular, la
epigenética desempefia un papel fundamental en la regulacion de los programas genéticos

que dirigen la especializacion celular.

La epigenética abarca el analisis de las modificaciones que tienen la capacidad de activar o
desactivar genes sin modificar la secuencia del ADN, fenémeno que surge debido a la
exposicion de influencias ambientales y al transcurso del envejecimiento [17]. Los cambios
epigenéticos, como la metilacion del ADN y ARN, modificaciones de histonas, regulacion
por ARN no codificantes y posicionamiento de nucleosomas, estan estrechamente ligados a
diversas enfermedades. Por ejemplo, la metilacion del ADN, que implica la adicién de grupos
metilo (-CH3) a nucleétidos de citosina (5-mC) en islas de CpG, facilitada por las ADN
metiltransferasas, a menudo resulta en una disminucién de la densidad de estas islas, asociada
con la activacion de la transcripcion del ADN [18]. La metilacion de la citosina para formar

5-metilcitosina ocurre en la quinta posicion en el anillo de la pirimidina, misma posicion en



la que se encuentra el grupo metilo de la base de ADN timina; éste la distingue de la base
andloga del ARN uracilo, que no tiene un grupo metilo.

Las modificaciones de la cola de histonas, como la acetilacion y metilacion de las histonas
H3 y H4 en los residuos de lisina, desempefian un papel fundamental en la regulacion de la
expresion génica al modular la estructura de la cromatina, ya sea promoviendo un estado

“activo” al estar abierta o un estado “inactivo” al encontrarse condensada [19].

Los ARN no codificantes, incluidos los microARN (miARN) y los ARN largos no
codificantes (IncARN), ejercen control sobre la expresion génica a través de mecanismos
como la degradacion del ARNm o la inhibiciéon de la traduccidon, ademas de influir en la

arquitectura nuclear y la remodelacion de la cromatina [20].

Estas modificaciones epigenéticas son esenciales para ajustar la expresion genética en
respuesta a estimulos internos y externos. Ademas, forman intrincadas redes gestoras que,
junto con la informacion genética codificada en el ADN, orquestan un control temporal
preciso y especifico de tejido sobre la expresion genética. Esta interaccion entre la
epigenética y la genética impacta profundamente las decisiones sobre el destino celular tanto
en el desarrollo normal como patolédgico. Siendo evidencia que la alteracion del epigenoma
como resultado de alteraciones en los reguladores epigenéticos es un mecanismo
fundamental en el cancer, generando implicaciones importantes para el futuro tanto del

diagnostico molecular como de la quimioterapia contra el cancer.

2.1.1 Acetilacion/desacetilacion

La acetilacion y desacetilacion de las histonas es un proceso normal con el cual la célula
puede regular distintas funciones relacionadas con la expresion o supresion de genes, este
mecanismo se lleva a cabo principalmente con dos grupos de proteinas las Histonas

Desacetilasas (HDAC) y las Histona Acetil-Transferasas (HATS).

La acetilacion de histonas implica la unién de un grupo acetilo (-COCH3), proveniente de
Acetil-Coenzima A (AcCoA), al extremo g-amino de los residuos cargados positivamente

principalemente lisina dentro del dominio de la cola de la histona central (Figura 1). Este


https://es.wikipedia.org/wiki/Timina
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proceso contrarresta la carga negativa brindada por los grupos fosfato del esqueleto de los
acidos nucleicos, reduciendo la interaccion electrostatica entre el ADN y las histonas, lo que
resulta en la formacién de cromatina mas relajada, proporcionando acceso a proteinas, como
factores de transcripcion permitiendo que se lleve a cabo posteriormente la traduccion y por

consiguiente la célula cubra sus necesidades enzimaticas para mantener la homeostasis [21].

Cromatina Cromatina
desenrollada condensada

Acetilacion Desacetilacion

.

c Ac

® ® ® ® ©®

U lc el y
Cromatina Cromatina
extendida condensada
Favorece Inhibe la
transcripcion transcripcion

Figura 1. Mecanismo de regulacion de la transcripcion llevada a cabo por la HAT (Histona Acetil-Transferasa) y
HDAC (Histona Desacetilasa) con la ARN P II (ARN polimerasa II) [22].

La reduccion de los niveles normales de acetilacion/desacetilacion de histonas puede
originarse por una disminucion en la actividad de las HATs o un aumento en la actividad de
las HDAC debido a mutaciones o traslocaciones cromosomicas, siendo ésta ultima la mas

investigada [22].

Es importante mencionar que la actividad de las enzimas HATs y HDAC no se restringen
unicamente a las proteinas histonas; también pueden modular una amplia variedad de
proteinas no histonas involucradas en diversos procesos bioldgicos, tales como la
progresion celular, diferenciacion y apoptosis. Por ende, estudios recientes estan
progresivamente revelando la correlacion entre la disfuncion de las HATs y/o HDACs con la

incidencia de diversos tipos de canceres en seres humanos [23].
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Figura 2. Implicaciones de HDAC en cancer; adaptada de [25].

2.1.2 Isoformas de HDAC implicadas en el cancer.

Las HDAC se dividen en cuatro clases (I, Ila, IIb, III, y IV) y cada clase tiene varias

1soformas; varias de estas isoformas han sido relacionadas con el cancer:

1. HDAC1, HDAC2 y HDAC3 (Clase I): La sobreexpresion de HDAC1, HDAC2 y
HDACS3 se ha relacionado con multiples tipos de cancer, como céncer de mama,
prostata, pulmoén y colon. Estas isoformas estdn involucradas en la proliferacion de
células tumorales y la represion de genes supresores de tumores como p21.

2. HDACS6 (Clase IIb): Se ha encontrado sobreexpresado en cancer de mama, cancer
de ovario y cancer de prostata. HDAC6 esta implicado en la regulacion de la
estabilidad de las otras proteinas y en la migracion e invasion celular [24].

3. HDAC4,HDACS y HDACT7 (Clase I1a): La expresion de HDAC4 se ha relacionado
con canceres como el osteosarcoma y el cancer de colon. HDACS y HDAC7 también
estan involucradas en la regulacion de la diferenciacion celular y en la invasion en
algunos tipos de cancer [21].

4. HDACS (Clase I): Esta asociada con el neuroblastoma y se ha relacionado con la

resistencia a la apoptosis en las células tumorales.

La desregulacion de estas HDAC contribuye al desarrollo del cancer al alterar el equilibrio
entre la acetilacion y desacetilacion de las histonas, lo cual afecta la expresion de genes clave
para el control del ciclo celular y la apoptosis. Por esta razon, los inhibidores de HDAC

selectivos hacia una isoforma son una estrategia terapéutica prometedora para reactivar



genes supresores de tumores y restaurar los mecanismos normales de regulacion génica en

las células cancerosas.

La tabla 1 evidencia que las histonas desacetilasas (HDACs) y sirtuinas no se limitan a la
regulacion epigenética de histonas, sino que ejercen un control extensivo sobre proteinas no
histénicas clave mediante desacetilacion, afectando su estabilidad, localizacion subcelular y
actividad transcripcional. Este control impacta directamente en procesos fundamentales de
la tumorogénesis, como la proliferacion celular (c-Mye, B-catenina), la evasion de apoptosis
(p53, FoxO, Ku70), la inflamacién (NF-«kB, STAT3) y la adaptacion al microambiente
tumoral (HIF-1a).

Tabla 1. Interacciones de HDACs con proteinas no histénicas y su papel en la progresion tumoral.

HDAC/ Efecto molecular Impacto en
Sustrato Modificacién Ruta afectada Ref.
Sirtuina directo cancer
Inhibe
HDAC1,2,3/ o | actividad Apoptosis, apoptosis,
pS3 Desacetilacion o ) [25]
SIRT1,2,7 transcripcional ciclo celular favorece
supervivencia
NF-«kB o 1 translocacion nuclear ) 1 inflamacién
HDAC3 Desacetilacion o Inflamacion [26]
(p65) / actividad tumoral
1 estabilidad de Mantiene 7]
Hsp90 HDAC6 Desacetilacion clientes Proteostasis proteinas 28]
(oncoproteinas) oncogénicas
o T
o 1 activacion y ) )
STAT3/5 HDAC3,6 Desacetilacion o JAK/STAT proliferacion [29]
dimerizacion ) ]
e inflamacion
' 1
Akt HDAC3 Desacetilacion o PI3K/Akt supervivencia [30]
fosforilacion/actividad
celular
HDAC3,6 / o Secuestro de Bax, 1 NHE]J, | apoptosis, 1
Ku70 Desacetilacion ) ) ) ) [25]
SIRT1,2 reparacion ADN apoptosis resistencia
a- HDAC6 / o | estabilidad de ) 1 migracion y
Desacetilacion Citoesqueleto [24]
tubulina SIRT2 microtubulos metastasis
Desacetilacion i ) Proliferacion, 1 crecimiento
c-Myc HDAC3,6 o 1 estabilidad proteica ) [27]
indirecta metabolismo tumoral
o | actividad ) Alteracion
E2F1 HDACI Desacetilacion o Ciclo celular ) i [25]
transcripcional proliferativa




Continuacion tabla 1.

o 1 estabilidad en o Adaptacion
HIF-1a HDAC1,4,5,7 Desacetilacion Hipoxia [31]
hipoxia tumoral
Receptor i
de o 1 actividad Sefalizacion proliferacion
HDACI1 Desacetilacion [25]
estrégeno transcripcional hormonal (cancer
(ER) mama)
p- _— y f
HDAC6 Desacetilacion 1 acumulacion nuclear Wnt [32]
catenina proliferacion
L ) o ) Bloqueo de
GATA1/2 HDAC34,5 Desacetilacion | diferenciacion Hematopoyesis [27]
diferenciacion
Estrés
| actividad T
FoxO SIRT1 Desacetilacion oxidativo, [33]
transcripcional ) supervivencia
apoptosis

En conjunto, las HDACs funcionan como nodos integradores que coordinan multiples rutas
oncogénicas de manera simultdnea, generando un doble efecto: la inhibicion de supresores
tumorales y la activacion o estabilizacion de oncoproteinas. Este comportamiento explica su
papel central en la progresion del cancer y su relevancia como blancos terapéuticos de amplio

espectro.

2.2 Inhibidores de HDAC

2.2.1 Farmacos disponibles en el mercado

El mercado de la terapia epigenética ha mostrado un incremento considerable y se prevé que
mantenga esta tendencia en los afios venideros. En el 2024, se estim6 que el valor del mercado
aumentard desde los 1.84 mil millones de USD registrados en 2023 hasta alcanzar los 7.02
mil millones de USD en 2033, con una tasa de crecimiento anual compuesta destacada [34],
dejando claro que es un mercado en crecimiento acelerado, donde los farmacos epigenéticos
estan evolucionando de agentes inespecificos moduladores de cromatina a terapias dirigidas
de alta precision, capaces de reprogramar redes celulares completas, lo que redefine su papel

en la oncologia moderna y otras enfermedades complejas.

La tabla 2 muestra que los farmacos epigenéticos aprobados en el mercado se concentran
principalmente en tres grandes mecanismos: la inhibiciéon de ADN metiltransferasa (DNMT),
la inhibicién de histona desacetilasas (HDAC) y, mas recientemente, la inhibicion de

metiltransferasas de histonas como EZH2. Esta distribucion refleja una evolucion progresiva
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en la comprension de la regulacion epigenética, pasando de estrategias globales de

desmetilacion del ADN hacia intervenciones mas especificas sobre la cromatina y sus

modificadores.

Tabla 2 Farmacos epigenéticos disponibles en el mercado.

. Aprobacién . Mecanismo de .
Farmacos pFD N Molécula ., Referencias
accion

Inhibidor de la ADN
HO Q H metiltransferasa
‘. ; (DNMT),
Azacitidina D_ ,OH responsables de
(Vidaza) 2020 ASNNT0 H aﬁatllilr\ ]g)rlu\lp?s metilo | [35][36]
al ,lo que
N /& puede reactivar
H2N N (0] genes supresores de
tumores silenciados.
NH,
N 2\ |I\I
Decitabina HO O~ "N Inhibidor de la
(Dacogen) 2006 o DNMT. [37]
OH
Inhibidor de la
histona deacetilasa
(HDAC), lo que
H O conduce a una mayor
Vorinostat N -OH acetilacion de las
(Zolinza) 2006 ®/ MH histonas y, por fanto, [38]
(o) a una estructura de
cromatina mas
abierta y activa
transcripcionalmente.
(e}
Q HN/__J\ NH
Romidepsina 5 ). s Inhibidor de HDA
(Istodax) 009 \H S HN 0 nhibidor de C. [39]
—
04[\?/ //H“
07§
Belinostat ©\ Q\S/’O N i OH
(Beleodaq) 2014 N H Inhibidor de HDAC. [40]
H
(0]
Panob N N _OH
anobinostat H .
(Farydak) 2015 ) N H Inhibidor de HDAC. [41]
HN




Continuacion tabla 2.

o 7\
NH NH
Tazemetostat o Inhibidor de la
(Tazverik) 2020 /\ O O metiltransferasa de [42]
o N S histonas (EZH2).

(0]
NH, N~ 0
Entinostat En cnsayos O H Inhibidor de HDAC. [43]
clinicos.
(1
(0]

Aprobado
en China NH;
para el X H . .
Chidamida s | H N Se sigue estudiando [44]

z F

linfomas.
I N\_J
N="  N=

HN

Mocetinostat En ensayos

(MGCD0103) clinicos Inhibidor de HDAC. [45]

Se observa que los primeros farmacos aprobados, como azacitidina y decitabina, actuan sobre
la metilacion del ADN, permitiendo la reactivacion de genes supresores tumorales.
Posteriormente, los inhibidores de HDAC, como Vorinostat , romidepsina, belinostat y
panobinostat, introducen un nivel adicional de regulacion al modificar la acetilacion de
histonas y proteinas no histonicas, impactando multiples vias celulares simultdneamente.
Finalmente, la inclusion de tazemetostat evidencia una tendencia hacia terapias mas
dirigidas, enfocadas en enzimas especificas como EZH2, lo que sugiere un cambio hacia

mayor selectividad molecular.

Aunque los farmacos epigenéticos han demostrado eficacia clinica, la mayoria presentan
mecanismos de accion relativamente amplios, lo que puede traducirse en efectos
pleiotropicos y toxicidad. Esto ha impulsado el desarrollo de nuevas generaciones de

compuestos mas selectivos, como entinostat, ain en evaluacion clinica.
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2.2.2 Disefio molecular y selectividad

El primer modelo farmacoforico de inhibidores de HDAC se derivé de una estrategia racional
basada en modificar compuestos previos como la hexametilen-bisacetamida (HMBA), un
agente diferenciador que mostraba actividad bioldgica pero requeria concentraciones muy
altas y presentaba limitaciones farmacologicas. Los investigadores buscaron entonces
moléculas mas potentes manteniendo ciertas caracteristicas estructurales: una cadena
alifatica flexible y grupos terminales capaces de interactuar con proteinas celulares asentando

las bases para el disefio molecular basado en el SAHA el cual tiene 3 secciones principales:

1. Un grupo capaz de unirse al zinc (ZBG).
2. Un grupo tapa que interactile con la parte mas externa de la enzima.
3. Ambos grupos estan conectados por un linker que asegura la distancia 6ptima entre

el ZBG y el grupo tapa (11 A o 7 enlaces C-C aproximadamente).

La sintesis industrial estandar mas usada par el Vorinostat actualmente esta descrita en la
patente US9162974B2 (concedida 2015, vigente, esquema 1) [38]. La sintesis inicia con la
activacion selectiva de uno de los grupos carboxilo del acido subérico mediante los agentes
de acoplamiento DCC y CDI. En esta etapa, el grupo carboxilo reacciona con CDI para
formar un intermediario acil-imidazolida, o bien con DCC para generar una especie activada
tipo O-acilisourea. Ambos intermediarios aumentan la electrofilicidad del carbono
carbonilico, facilitando el ataque nucleofilico de la anilina. Posteriormente, el par de
electrones libres del nitrégeno de la anilina ataca al carbono carbonilico activado del acido
subérico, formando un intermediario tetraédrico. Este intermediario colapsa con salida del
grupo activante, como imidazol o diciclohexilurea, dando lugar a la formacion del enlace
amida. Como resultado se obtiene el acido suberanilico, en el cual un extremo del acido
subérico queda convertido en una anilida, mientras que el otro grupo carboxilo permanece
libre para la siguiente transformacion. En la segunda etapa, el grupo carboxilo remanente del
acido suberanilico se activa nuevamente, generalmente mediante CDI, para formar un
intermediario acil-imidazolida. La hidroxilamina, actia como nucledfilo y ataca el carbono
carbonilico activado. Después de la formacion del intermediario tetraédrico y la posterior

eliminacion del grupo saliente, se forma el enlace C(=O)-NHOH caracteristico del acido
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hidroxamico; en un proceso simple, econdmico y comercialmente viable para la sintesis de

Vorinostat de alta pureza con rendimiento comercialmente aceptable.

NH,
i Ez @\ i NH,OH-HCI @\ 5
HO OH AT s )]\/\/\/\
MOH DEC.CDI NJ\/\/\/\Ir N N,OH
H o) H H

o]

Esquema 1. Sintesis de Vorinostat [39].

Siendo que el Vorinostat es un inhibidor de histona desacetilasas de primera generacion su

actividad antitumoral se basa en la inhibicion epigenética no selectiva de multiples isoformas
de HDAC [38], lo que conduce a la acumulacion de histonas acetiladas, reactivacion de genes
supresores tumorales y alteraciones en la proliferacion y apoptosis celular. Entre los efectos
perjudiciales mas comunes se encuentran fatiga, nduseas, diarrea y trombocitopenia, mientras

que eventos mas graves incluyen alteraciones hematoldgicas y tromboembolismo.

El Vorinostat representa un paradigma temprano de terapias epigenéticas: eficaz en ciertos
contextos hematologicos pero limitado por su falta de selectividad, lo que ha impulsado el
desarrollo de inhibidores de HDAC mas especificos y con mejores perfiles terapéuticos.
Siendo asi que a partir de ese modelo farmacoférico se han afiadido algunos cambios en las
estructuras con el fin de poder inhibir selectivamente alguna isoforma deseada donde la
citotoxicidad selectiva hacia células cancerosas podria generar una mayor sensibilidad hacia

otros tratamientos al modificar la expresion génica.

Tomando en cuenta la figura 3 donde el primer modelo farmacoforico aprobado por la FDA
fue el Vorinostat, se desarrollaron diversas moléculas como las mostradas anteriormente en
la tabla 2 donde se realizaron varias modificaciones; por ejemplo en el ZBG, donde en lugar
de usar un hidroxamato la Romidepsina utiliza un Tiol activo (—SH) buscando que tuviera
mas afinidad con el sitio activo y por lo tanto tuviera una mayor potencia o por el contrario,
el Mocetinostat que en lugar de buscar aumentar la potencia busca reducirla para aminorar
los efectos téxicos generados por el hidroxamato utilizando, una o-aminoanilida

(benzamida).
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Cabe destacar que no sélo se realizaron modificaciones en el ZBG sino también dentro del
grupo CAP y linker; por ejemplo, el Panobinostat cre6 un sistema aromatico voluminoso tipo
indol sustituido con un grupo metilo y conectado a un anillo fendlico a través del sistema
conjugado, permitiendo interactuar con la entrada del bolsillo de HDAC y formar
interacciones hidrofobicas de tipo m—r stacking con residuos aromaticos de los aminoacidos

presentes en la entrada al sitio activo, buscando mejorar la selectividad parcial entre

isoformas.
ﬂ B
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Figura 3. Partes estructurales del bolsillo de HDAC y del farmacéforo. Adaptado de [47].

Para objeto de este proyecto se utiliz6 Belinostat como compuesto de referencia debido a que
es un farmacoforo clasico, su actividad pan-HDAC (de amplio espectro) reproducible, su
validacion clinica y su amplia utilizaciéon como estandar en estudios de relacion estructura-
actividad de inhibidores de HDAC como se muestra en la tabla 3. Permitiendo
comparaciones consistentes entre modificaciones quimicas en el disefio de nuevos

compuestos epigenéticos.
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Tabla 3. Comparacion estructural entre farmacos de HDAC.

Féarmaco ZBG Linker CAP Perfil
: . . . : : Amplio
Belinostat Hidroxamato = Flexible conjugado = Aromatico + sulfonamida
espectro
Panobinostat = Hidroxamato = Rigido conjugado Indol (voluminoso) Muy potente
Mocetinostat Benzamida Corto Aromatico Selectivo
Romidepsina | Tiol (prodrug) Macro Macroanillo Selectivo
Entinostat Benzamida Corto Aromatico Selectivo

La sintesis de Belinostat ha sido descrita mediante al menos cinco rutas principales, aunque
actualmente pueden reconocerse entre seis y ocho variantes relevantes si se consideran
procesos industriales, rutas verdes y metodologias recientes. Todas convergen en la
formacion del fragmento N-hidroxicinamamida sulfonamidica, variando principalmente en
el precursor aromatico, el método de introduccion del grupo sulfonilo y la etapa final de
formacion del hidroxamato, para objeto de este proyecto revisamos la sintesis del esquema

2 que es la mas utilizada actualmente a nivel industrial.

(o]
H
Pmdma ac|do malénico PhHNO,S g SOCI,, DBU, NH,0OH @\ 0 ’Q\/\(N\OH
Acetato de etilo plpen ina, piridina OH EA THF N” Y i
H

O= =O

Esquema 2. Sintesis del Belinostat [41].

La sintesis inicia con el cloruro de 3-formilbencensulfonilo reacciona con anilina en
presencia de piridina y acetato de etilo. En esta etapa ocurre una sustitucion nucleofilica
sobre el clorurosulfonilo, donde la anilina ataca al azufre del grupo SO:Cl y se elimina
cloruro, formando la sulfonamida aromatica correspondiente. La piridina actiia como base,
neutralizando el HCI generado durante la reaccion. Posteriormente el aldehido se somete a
una condensacion tipo Knoevenagel con 4acido malonico, usando piperidina y piridina como
bases. Esta reaccion introduce la cadena a,-insaturada mediante formacion del doble enlace
conjugado y posterior descarboxilaciéon, dando como producto un derivado de acido
cinamico sulfonamidico, es decir, el acido (E)-3-[3-(N-fenilsulfamoil)fenil]acrilico.
Finalmente, el 4cido carboxilico se transforma en el grupo hidroxamato. Para ello, primero

se activa el acido con cloruro de tionilo, formando el correspondiente cloruro de acilo.
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Posteriormente, este intermediario reacciona con hidroxilamina, NHOH, en presencia
de DBU el cual s6lo actia como base que capta el HCI generado y evita la hidroélisis
prematura del cloruro de acilo. La hidroxilamina ataca al carbonilo activado y sustituye al

cloruro, generando la hidroxamida final.

Es necesario mencionar que la buisqueda de nuevas estructuras con actividad anticancerigena
a partir de este modelo farmacofoérico continia buscando desarrollar sistemas mas selectivos
y con mayor potencia. Por eso, modificar regiones como el CAP, el linker, la sulfonamida o
el grupo hidroxamato podria ayudar a buscar analogos mas selectivos hacia determinadas
HDAC, por ejemplo: HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS6 u otras isoformas relacionadas
con cancer. También hay una justificacion farmacocinética: el Belinostat se administra por
via intravenosa, tiene una vida media de eliminacion corta reportada de aproximadamente 1.1
h, y se metaboliza principalmente por UGT1A1, por lo que variantes genéticas o inhibidores
de esta enzima pueden aumentar su exposicion y el riesgo de toxicidad [40]. Esto justifica
disenar analogos con mejor estabilidad metabolica, menor dependencia de UGT1A1, mejor

exposicion sistémica o incluso posibilidad de administracion mas conveniente.

Zhang et al. [46]; disefiaron andlogos del Belinostat conservando el fragmento N-
hidroxicinamida como region esencial para la inhibicion de HDAC, asi como el motivo
sulfonamida caracteristico de este tipo de inhibidores. Entre los compuestos sintetizados, el
andlogo 7e (figura 4) present6 una estructura sulfonamidica diaromatica con un sustituyente
p-metoxi en el grupo CAP aromatico, mostrando una actividad destacada con un ICso de 11.5

nM en un ensayo pan-HDAC.

Figura 4. Compuesto 7e [46].

Este resultado sugiere que la conservacion del grupo hidroxamico, junto con la presencia de

la sulfonamida y una adecuada orientacion del CAP aromatico metoxisustituido, favorece la
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interaccion con el sitio activo de las HDAC y contribuye de manera importante a la potencia
inhibitoria. Las modificaciones del farmacéforo de inhibidores de HDAC pueden dirigirse
tanto al grupo quelante de zinc como al cap o unidad conectora. Por ejemplo, Kim et al. [47]
reemplazaron el grupo hidroxamato por salicilamida como nuevo ZBG a partir del &cido 6-

aminohexanoico, que contiene un acido carboxilico y una amina terminal (figura 5).

O OH

SRandae

FlIgura 5. Compuesto final desarrollado por Kim ez al. [47].

Biologicamente, el compuesto final inhibi6 preferentemente HDAC de clase I,
principalmente HDAC1, HDAC2 y HDACS3, con valores de ICso de 22.2 uM, 27.3 uM y 7.9
UM, respectivamente, mientras que no mostré inhibicion relevante frente a HDAC4, HDAC6
y HDACI1. Esto sugiere una selectividad moderada hacia HDAC de clase 1. Ademas, en
células MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario metastdsico humano), el compuesto
indujo mas acetilacion de histona H3 que de a-tubulina, lo cual apoya su comportamiento
como inhibidor preferente de HDAC clase I, ya que la acetilacion de histonas se relaciona
mas con HDAC nucleares de clase I, mientras que la a-tubulina se asocia mas con HDAC6

[47, 49].

En conjunto, los antecedentes revisados muestran que la inhibicion de HDAC representa una
estrategia terapéutica relevante en cancer, debido al papel de estas enzimas en la regulacion
epigenética de procesos como proliferacion, diferenciacion, apoptosis y progresion tumoral.
Dentro de este grupo, el Belinostat constituye un modelo estructural importante por su
actividad como inhibidor de HDAC y por su farmacoforo bien definido, compuesto por un
grupo quelante de zinc, un linker y una region CAP. Sin embargo, sus limitaciones asociadas
con toxicidad, baja selectividad isoenzimatica, metabolismo y dependencia del grupo
hidroxamato han impulsado el disefio de nuevos andlogos estructurales. Por ello, la
modificacion racional de regiones como el ZBG, el linker, la sulfonamida o el grupo CAP
permite explorar nuevas relaciones estructura-actividad y buscar compuestos con mejor perfil

biologico.
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Capitulo 111

El cancer representa una de las principales problematicas de salud publica a nivel mundial,
cuya incidencia continia en aumento. Aunado a esto, la aparicion de resistencia a los
tratamientos antineoplasicos actualmente utilizados limita su eficacia terapéutica y
contribuye a la progresion de la enfermedad. Ademés, muchos de estos tratamientos
presentan baja selectividad hacia células tumorales, lo que ocasiona citotoxicidad en células

normales y diversos efectos secundarios en los pacientes.

Por lo anterior, el presente proyecto propone el disefio, sintesis, caracterizacion estructural y
evaluacion bioldgica de nuevos compuestos andlogos al Belinostat, con el objetivo de
explorar la relacion estructura-actividad y obtener derivados con potencial actividad
anticancerigena, menor citotoxicidad frente a células normales y un perfil de selectividad

mas favorable.

3.1 Hipotesis

La modificacion estructural del Belinostat permite obtener al menos un derivado con mayor
selectividad anticancerigena in vitro, caracterizado por una actividad citotoxica efectiva
contra lineas celulares tumorales y una menor toxicidad frente a células Vero, en comparacion

con el farmaco de referencia.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Diseiiar, sintetizar y evaluar derivados estructuralmente relacionados con Belinostat
mediante modificaciones progresivas del zinc-binding group y del linker molecular,
incluyendo la incorporacion de grupos éster con potencial comportamiento profarmaco, con
el propdsito de determinar la contribucion del nucleo diarilsulfonamida, la
longitud/conjugacion del conector y los grupos carbonilicos terminales sobre la actividad

citotoxica y anticancerigena.
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3.2.20bjetivos especificos

= Sintesis de moléculas andlogas al Belinostat.

= Caracterizacion estructural de los diferentes compuestos mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) 'H y 1*C.

» Determinar la actividad citotdxica y anticancerigena in vitro de cada uno de los
compuestos obtenidos a través de la técnica MTT en lineas celulares Vero, MCF7,
A549 y PC-3.

» Evaluar la actividad inhibitoria contra HDACs a través de un docking molecular a

través de Autodock 4.2 (4A69,ESFN, 5D1D).
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Capitulo IV

Materiales y métodos

4.1 Ubicacion

Las actividades del proyecto se realizaron en los Laboratorios de Quimica Farmacéutica y el
Laboratorio de Farmacologia Molecular y Modelos Biologicos ubicados en la Division de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, y el Laboratorio 203 del Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad

Autoénoma del Estado de Morelos (CIQ- UAEM).
4.2 Sintesis organica

4.2.1 Informacion en general

Los reactivos y solventes utilizados fueron adquiridos de las empresas Sigma-Aldrich®,
Reactivos y Equipos S. A. de C. V. Las reacciones fueron monitoreadas a través de
cromatografia en capa delgada en placas Merck® (TLC Silica gel 60 F2s4), utilizando como
reveladores exposicion a luz UV (254 nm), vapores de yodo, por inmersion en acido
fosfomolibdico 10% en una disolucion 50/50 EtOH/H>O resperctivamente, por inmersion en
una disolucién de permanganato de potasio (permanganato de potasio/carbonato de
potasio/hidréxido de sodio/agua) o disolucién de ninhidrina (ninhidrina/etanol/acido

acético).

Los compuestos se purificaron mediante columna cromatografica con SiO> de tamafio de
poro de 60 A (Sigma-Aldrich) y caracterizados por Resonancia Magnética Nuclear en un
espectrometro Bruker Avance II Ultrashield Plus 500 MHz para 'H, Bruker Avance II1 HD
125 MHz para '3C. Los desplazamientos quimicos (5) se reportan en partes por millon (ppm)
con respecto a la referencia interna de tetrametilsilano (TMS) para 'H; las constantes de
acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales se denotaron con

las siguientes abreviaturas: s singulete, d doblete, dd doble de dobles, ddd doble de doble de
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dobles, t sefal triplete, tt para indicar un triple de triples, q cuadruplete, m multiplete. Los

disolventes deuterados empleados en las determinaciones fueron CDCl; y CDsOD.

4.2.2 Descripcion de ruta

Para lograr la obtencion de las moléculas objetivo se optd por una ruta de sintesis convergente
como se muestra en el esquema 3, para obtener derivados sulfonamidicos N-alquilados, la
cual por una parte inicia con la reaccion entre el clorhidrato de serina metil éster 1 y el
bromuro de bromoacetilo 2, en presencia de carbonato de potasio como base, en una mezcla
bifasica de diclorometano y agua. Este paso genera un intermedio o-bromoamida
funcionalizada con un grupo éster 3. De manera paralela, se llevo a cabo la preparacion de
las sulfonamidas 6a y 6b. Para ello, el cloruro de 4-metoxibencenosulfonilo 4 reacciona con
anilinas sustituidas Sa—b en presencia de trietilamina y acetonitrilo. La trietilamina actua
como base, atrapando el HCI generado durante la reaccion, mientras que el grupo amino de
la anilina ataca al azufre del cloruro de sulfonilo para formar las diaril sulfonamidas. Asi se
obtienen los intermediarios 6a, y 6b (ASF). Adicionalmente, la anilina Sa fue alquilada
directamente con bromoacetato de etilo 9 en presencia de EtsN y CHsCN, obteniéndose el
compuesto 10a (AE1). Esta transformacion ocurre mediante una sustitucion nucleofilica del
bromuro por el nitrégeno anilinico, dando lugar a un derivado N-alquilado tipo glicinato de
etilo. Este paso permite obtener un andlogo estructural simplificado, 0til para comparar el

efecto de la ausencia del grupo sulfonamida sobre las propiedades bioldgicas de la serie.

Finalmente, los intermediarios sulfonamidicos 6 se someten a reacciones de N-alquilacion.
En una de las rutas, la sulfonamida reacciona con bromoacetato de etilo 9 en presencia
de EtsN/CHsCN, generando el producto 8a (ASN), en el cual se introduce un
fragmento acetato de etilo unido al nitrogeno de la sulfonamida. En la otra ruta, el
intermediario 6b reacciona con la bromoacetamida 3 usando K:COs en acetonitrilo, dando
lugar al compuesto 7b (ASHY), que incorpora simultaneamente el nucleo diaril sulfonamida
y el fragmento derivado de serina metil éster. Esta ultima etapa ocurre mediante una
sustitucion nucleofilica tipo Sn2, donde el nitrogeno de la sulfonamida desplaza al bromuro

del grupo bromoacetilado.
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Esquema 3. Ruta sintética para la preparacion de derivados sulfonamidicos y anilinicos.

En conjunto, la ruta nos permite construir derivados sulfonamidicos funcionalizados
mediante tres transformaciones clave: acilacion del aminoéster de serina, formacion de la
sulfonamida aromadtica y N-alquilacion de la sulfonamida con electrofilos bromoacetilados.
Esta estrategia es util porque permite modificar tanto el sustituyente aromatico R como la
region enlazadora que contiene grupos éster, amida y alcohol, generando compuestos con

mayor diversidad estructural.

4.2.3 Preparacion experimental

4-metoxi-N-fenilbencenosulfonamida

En un matraz redondo de 50 mL provisto de barra de agitacion magnética, se anadieron 0.2
mL (2.42 mmol) de anilina y 0.5 mL (3.63 mmol) de Et:N en 10 mL de CHsCN y la mezcla
se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 2 h. A continuacion, se anadieron 0.25
g de 4-metilbencenosulfonilo y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 36 h. La

reaccion fue detenida afiadiendo 5 mL de una disolucion 1 M de HCI, manteniendo la
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agitacion 5 minutos. Posteriormente se extrajo con AcOEt (3x10 mL). Los extractos
organicos combinados, se secaron sobre Na>SOs anhidro, se filtraron y se evaporaron a
presion reducida, el remanente se purifico por cromatografia en columna utilizando una

mezcla AcOEt:Hex (20:80) como fase moévil, obteniendo el compuesto 6a figura 6.

o
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Figura 6. Compuesto 6b ASF.

Metil (2-bromoacetil)-L-serinato

En un matraz redondo de 50 mL provisto de barra de agitacion magnética, se afiadieron 200
mg (1.29 mmol) del éster metilico del clorhidrato de la L-serina y 355.33 mg (2.57 mmol) de
K>COs como base en una mezcla bifasica de CH2Clz y agua (relacion 8:2) en 10 mL; para
estar en agitacion por 1 h mientras se sumerge en bafio de hielo, posteriormente se agregaron
16.94 mL (1.93 mmol) por goteo del bromuro de bromoacetilo, para mantenerse en agitacion
por 6 h de 0 °C hasta llevarlo a temperatura ambiente. A continueacion se agregaron 5 mL de
una disolucion saturada de NaHCOs3 y la mezcla permanecio en agitacion por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se extrajo con CH2Clx (3 x 10 mL), los extractos
organicos combinados, se secaron sobre Na;SOs anhidro, se filtraron y se evaporaron a
presion reducida. El residuo resultante se purifico por cromatografia en columna utilizando
una combinacion AcOEt:Hex (90:10) como fase movil, obteniendo el compuesto 3, figura

7.

_ _OH
Br- e .':-'.\,

Figura 7. Compuesto 3.
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Fenilglicinato de etilo

En un matraz redondo de 50 mL provisto de una barra de magnética se anadieron 10 mL de
CHsCN y 0.98 mL (1.30 mmol) de anilina, 2.7 mL de (1.95 mmol) de EtsN y la mezcla se
mantuvo agitacion a temperatura ambiente por 15 minutos. A continuacion, se afiadieron 1.6
mL de bromoacetato de etilo en agitacion en temperatura ambiente por 4 h. La reaccion fue
detenida afiadiendo 15 mL de una solucién saturada de NH4Cl en agitacion por 5 minutos.
Posteriormente se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL), los extractos organicos combinados, se
secaron sobre Na>SOg4 anhidro, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. El residuo
resultante se purificdé por cromatografia en columna utilizando una mezcla AcOEt:Hex

(20:80) como fase movil, obteniendo el compuesto 10 a figura 8.
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Figura 8. Compuesto 10a AE1.

N-((4-metoxifenil)sulfonil)-N-fenilglicinato de etilo

En un matraz redondo de 50 mL provisto de barra de agitacion magnética, sumergido en un
bafio de hielo, se anadieron 100 mg (379.78 mol) de N-fenilbencenosulfonamida 6a y 10 mL
de CHsCN seco para estar en agitacion durante 15 minutos; posteriormente se anadieron 9.11
mg (379.78 mol) de NaH y 0.6 mL (543.08 mol) de bromoacetato de etilo, el sistema se
purgd con N2 y se quedo en agitacion por 48 hrs para detener la reaccion se afiadieron 10
mL de una solucion saturada de NH4Cl se dejé en agitacion media hora y se extrajo con
AcOEt (10 mL x 3), los extractos organicos combinados, se secaron sobre Na>SO4 anhidro,
se filtr6 y se evapor6 a presion reducida, el remanente se purificé por cromatografia en
columna utilizando una combinacion AcOEt:Hex (30:70) como fase movil, obteniendo el

compuesto 8a figura 9.
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Figura 9. Compuesto 8a ASN.

N-(4-metoxifenil)-N-((4-metoxifenil)sulfonil)glicilserinato de metilo

En un matraz redondo de 100 mL provisto con un agitador magnético se afiadieron 340 mg
(1.16 mmol) de 4-metoxi-N-(4-metoxifenil) bencenosulfonamida 6b y 800 mg (5.80 mmol)
de K2COs en 10 mL de CHsCN seco para ponerlo en reflujo por 30 minutos, pasado el tiempo
se afiadieron 417.36 mg (1.74 mmol) de metil (2-bromoacetil)-L-serinato, el sistema se
purgd con Ny para volver a estar en reflujo por 4 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, el
disolvente se evaporo a presion reducida y el remanente se purificé por cromatografia en
columna, utilizando una combinacion de CH:Clz:isopropanol (95:5) como fase movil,

obteniendo el compuesto 7b figura 10.

Figura 10. Compuesto 7b ASHY.
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4.3 Pruebas biologicas

4.3.1 Preparacion de las lines celulares

Se determino la actividad citotoxica de los compuestos en la linea celular de crecimiento
normal “Vero” (ATCC: CCL-81, Células de rifién de mono verde).
Se evalud la actividad antineoplasica en tres lineas celulares cancerigenas:
e MCF-7 (ATCC: HTB-22, células epiteliales de adenocarcinoma de mama humano).
e PC-3 (ATCC: CRL-1435, adenocarcinoma de prostata).
o A549 (ATCC: CCL-185, linea celular epitelial adenocarcinomatosa humana).

Las condiciones de cultivo para las lineas celulares fueron las siguientes: 37 °C en una
atmosfera de CO; al 5% en medio de cultivo DMEM (para las células Vero, MCF-7 y A549)
y medio de cultivo RPMI (para las células PC-3), ambos suplementados con 10% de suero

fetal bovino (Gibco®) y 1% de antibiotico (estreptomicina/penicilina, Sigma-Aldrich®).

4.3.2 Conteo celular

Se realiz6 a través de la camara de Neubauer, donde, alcanzado aproximadamente el 80% de
confluencia en la monocapa, se retir6 el medio y se lavo dos veces con 3 mL de solucion de
buffer de fosfatos (PBS). Luego, se anadieron 500 pL de tripsina-EDTA al 0.25% vy se
dejo actuar durante 5 minutos en incubacion bajo las condiciones previamente mencionadas.
Posteriormente, se agregd 1 mL de medio para inactivar la tripsina y, con este mismo
medio, se resuspendieron las células para centrifugar a 1300 rpm por 10 minutos. Se elimind
el sobrenadante y se afiadieron 5 mL de medio al precipitado celular que quedaron en el
fondo. De esta suspension, se tomaron 10 puL para realizar un conteo en la camara de
Neubauer y calcular la densidad necesaria para generar una suspension celular de 5000

células por mL.

4.3.3 Tecnica MTT

Para las pruebas de citotoxicidad por el método de MTT, se realizo la tripsinizacidon y conteo
celular a partir de cultivos con un 80% de confluencia. Se sembraron 5000 células/pocillo en
una placa de 96 pocillos, la cual se incub6 a 37 °C en atmosfera de CO2 al 5% por 24 h.

Posteriormente, se realizd su tratamiento en concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50 y 100
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ug/mL para los compuestos ASF, AE1 y ASN; 1.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50 pg/mL para el
compuesto ASHY y 0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10 pg/mL para Belinostat de acuerdo con un primer
screening de los compuestos. Como control negativo se utilizaron células sin tratamiento y
células con 0.5 % de DMSO. Al término de una incubacion de 24 h a 37 °C y 5% de COo, se
procedio a retirar el medio de cultivo y se colocaron 100 pl/pocillo de medio nuevo al 10%
de MTT, se incubd por 1 h a 37 °C, 5% de CO.. Después, se retird el medio y se agregaron
100 ul/pocillo de isopropanol para disolver los cristales de formazan, se homogenizo y se

realizo la lectura a 550 nm en un lector de microplacas de ELISA [48].

Primero se hizo el calculo de la viabilidad celular ecuacién 1 que es la proporcion de células

vivas y presentes en una muestra.

# de células con tratamiento

% Viabilidad celular = - : : X 100 Ecuacién 1. Cilculo de viabilidad.
# de células sin tratamiento

La citotoxicidad se determindé de acuerdo a la ecuaciéon 2 como: la resta del 100% de
viabilidad menos el porcentaje de viabilidad generado por los compuestos evaluados, ya que

el porcentaje de viabilidad es inversamente proporcional a la citotoxicidad.

% Citotoxicidad = 100 — % Viabilidad celular ~  Ecuacion 2. Cilculo del porcentaje de
citotoxicidad celular.

Para el calculo del ICso (Concentracion Inhibitoria Media) utilizamos la ecuacién 3 debido a
que las concentraciones evaluadas corresponden a una serie de diluciones, estas no aumentan
de forma lineal, sino por un factor constante, como al doble o diez veces entre cada punto
experimental. Por esta razon, el ICso se estim6 mediante interpolacion semilogaritmica entre
los dos puntos que rodearon el 50% de viabilidad celular, considerando el logaritmo decimal
de la concentracién como variable independiente. Este enfoque es mas adecuado desde el
punto de vista farmacoldgico, ya que la respuesta biologica frente a compuestos citotoxicos
suele relacionarse de manera mas proporcional con cambios logaritmicos de concentracion
que con incrementos lineales absolutos. Ademads, la relacion concentracion—respuesta
generalmente presenta un comportamiento sigmoidal cuando se grafica contra la
concentracion normal, pero en la zona media de la curva, donde se localiza el ICso, tiende a

comportarse de forma casi lineal cuando se representa frente a log C. Por lo tanto, el valor de
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ICso se calcul6 interpolando el 50% de viabilidad sobre la recta definida por los dos puntos

experimentales adyacentes en escala logaritmica [49].

Ecuacion 3. Calculo del ICso
(Concentracion Inhibitoria Media) .

log10(ICs0) = log10(Cy) + % [l0g10(C2) — log10(C1)]
Para determinar la seguridad in vitro de un compuesto, una herramienta atil es el Indice de
Selectividad (IS, ecuacion 4) el cual indica la capacidad de una molécula o extracto para
eliminar células patogenas (células cancerosas o virus) sin causar dafo a las células sanas
[50].

ICSO célula normal Ecuacion 4. Indice de Selectividad

indice de selectividad = -
ICso en célula tumoral

Analisis estadistico: Cada tratamiento se realiz6 por triplicado técnico y el experimento se
repitid en tres ensayos independientes. Los resultados se expresaron como media =+
desviacion estandar (DS) y se analizaron mediante la prueba estadistica correspondiente,

considerando diferencias significativas con un valor de p < 0.05.

4.4 Diseno in silico.

La metodologia para el estudio de docking molecular inici6 con el disefio de las moléculas
en ChemDraw, posteriormente fueron exportadas en formato compatible y convertidas a
estructuras tridimensionales, para después ser sometidas a minimizacion energética en UCSF
Chimera, con el objetivo de obtener conformaciones geométricamente estables antes del
acoplamiento. Las proteinas blanco-correspondientes a distintas isoformas de HDAC fueron
obtenidas desde el Protein Data Bank en formato PDB (HDAC3:4A69, HDAC6:ESFN,
HDACS:5D1D) y preparadas en Chimera mediante la eliminacion de moléculas de agua,
ligandos co-cristalizados y cadenas no necesarias, conservando el ion Zn?* catalitico debido
a su importancia en el mecanismo de inhibicion de histona desacetilasas. Posteriormente, se
agregaron hidrogenos polares, se asignaron cargas parciales y se corrigieron posibles
inconsistencias estructurales. Tanto los ligandos como las proteinas fueron convertidos al
formato PDBQT para su uso en AutoDock 4.2. El sitio de acoplamiento fue definido

mediante una caja de bisqueda centrada en la cavidad catalitica de HDAC, incluyendo el
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canal hidrofobico y la region proxima al Zn** (50x50x50 ejes x.,y,z). El docking se realizo
generando multiples corridas (50) para cada ligando, las cuales fueron evaluadas de acuerdo
con su energia de unidn, orientacion dentro del sitio activo, proximidad al zinc y presencia
de interacciones relevantes con residuos cataliticos. Los archivos de salida, incluyendo los.
dlg, fueron analizados para seleccionar las conformaciones mas favorables. Finalmente, las
mejores poses fueron visualizadas y comparadas con inhibidores de referencia como
Belinostat, tomando en cuenta la conservacion de elementos farmacofoéricos como el grupo
aromatico superficial, el linker y el grupo terminal capaz de interactuar con el sitio catalitico.
Esta metodologia permitid interpretar de manera racional la posible afinidad de las moléculas
hacia HDAC vy relacionar los resultados computacionales con su potencial actividad

bioldgica.
4.5 Disposicion de residuos

La disposicion de los residuos generados en este proyecto de investigacion se llevo a cabo
conforme al Reglamento Interno de Seguridad e Higiene de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la UANL. Los cultivos utilizados fueron esterilizados a 121 °C por 15 minutos y
procesados como residuos peligrosos biologico-infecciosos (RPBI).

liquidas, bases organicas y aminas,

Colector A: Soluciones salinas pH= 6-8. . .
disolventes organicos halogenados.

Soluciones de sales inorganicas, acidos

inorganicos, acidos organicos y sales Colector E orgénico: Muy téxico,
inorgénicas. cancerigeno organico.

Colector B: Sélidos inorgéanicos, sales Colector F: Sales de metales preciosos.
inorgénicas.

Colector H: Oxidantes.
Colector C: Toxicos e inflamables,

. o Recipiende de vidrio impregnado de
combinaciones organicas no halogenadas
. L. . sustancias peligrosas.
liquidas, bases organicas y aminas,

disolventes organicos no halogenados. Recipiente de plasticos impregnados con

. . sustancias peligrosas.
Colector D: Toxicos e inflamables,

combinaciones orgdnicas halogenadas Recipiente de basura industrial.
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Capitulo V

Resultados y discusion

El enfoque empleado por este proyecto corresponde a un multi-parameter hit expansion, en
el cual, durante etapas tempranas del disefio, se priorizd la generacion de diversidad
estructural sobre la modificacion sistematica univariable. En este contexto, se disefidé una
serie de analogos mediante la introduccion de modificaciones simultdneas en multiples
regiones estructurales, con el objetivo de explorar de manera amplia el espacio quimico y
evaluar tendencias iniciales de actividad bioldgica, permitiendo asi identificar regiones
quimicas de interés para el desarrollo de estudios de relacion estructura-actividad (SAR) mas

refinados en etapas posteriores.

La sintesis de las moléculas se llevoé a cabo mediante una estrategia secuencial como se
menciond previamente basada en la activacion de intermediarios carboxilicos y su posterior
reaccion con aminas o aminoalcoholes para obtener los derivados correspondientes, los
cuales se caracterizaron mediante resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y *C. Esta ruta
permitid incorporar distintos grupos funcionales de interés y generar una serie de compuestos
estructuralmente relacionados, con variaciones quimicas dirigidas a evaluar su posible
actividad bioldgica, en la tabla 4 se muestran las propiedades fisicas, espectroscopicasy

rendimiento de los compuestos obtenidos.
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Tabla 4. Propiedades fisicas, espectroscopicas y rendimiento de los compuestos obtenidos.

Masa y % de ~ 1 ~ 13
Nombre aspecto  |rendimiento Sefiales de RMN *H Sefiales de RMN *°C
126 MHz, CDCls;
4-metoxi-N-fenilbencenosulfonamida 500 MHz, CDCls: OeE (G
284 mg, Y 136.80 (C14),
2 6 7.73 (d, J - 89 HZ, 2H, Harom’ 2'4),
17 el 7.29 —7.24 (dd, J=8.9, 1.2, 2H, Harom, 9-13) L (L)
O\\ SNH. 9 translucido ' P " S D LA ' 129.64 (C10y C12),
L NN, x 89 7.15—7.11 (M, 1H, Harom, 11), o (e
e e N | |eon unligero 7.09 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 2H, Harom, 10-12) 159Gy (O
| IR 3. =" [coloramarillo 6.91(d J=90Hz 2H Ho 3By 125.55 (C11),
“3%\9/ S claro. : (3’8 4‘(3 AU ZbcH's fg’)m' -9). 121.86 (C9y C13),
de @) el s 114.38 (C1y C5),
55.78 (C18).
Metil (2-bromoacetil)-L-serinato 126 MHz, MeOD:
" 500 MHz, MeOD: 6 170.70 (C7),
15H\<|3H N 242 mg, 84.52 (t, ] =4.35Hz, 1H, CHNH 6), 168.22 (C3),
clf-T? 1|0/ 16 aceite 78.42 3.94 (s, 2H, CH:Br, 13-14), 61.40 (C10),
13 translucido. 3.86 (dd, J=12, 5.95, 2H, CH,0H, 15-16) 55.48 (C6)
H 3 B (] [} ] I} ] ] ] ]
ooF W T g 3.76 (s, 3H, OCH, 12). 51.74 (C12),
T on, o 27.32 (C2).
126 MHz, CDCl3
o . 500 MHz, CDCls: ;
Fenilglicinato de etilo 57.19 (dd, J = 8.45, 8.45 Hz, 2H, Huon 7-9). 6114,771577((55?;)'
4 180 mg 6.75 (tt, J = 7.35, 1.05 Hz, 1H, Harom, 8), 129 54'(c7 C’g)
I aceite color 6.61 (dd, J = 8.7, 1Hz, 2H, Harom, 6-10), ' y '
6 w3 12 amarillo- | 9% 4.27 (s, 1H, NH, 1) e )
i Y ambar claro 4.24.(q, J = 7.2 Hz, 2H, OCH,, 12 1522 (S (CAL))
f | T 13 . 24(q,3=7. el 2, 12), 61.55 (C12),
8o 10 3.89 (d, J = 5.1 Hz, 2H, OCCH,2), 4610 (C2)
9 1.29 (t, J=7.2 Hz, 3H, CHsCH,, 13). 14 '42 (C13),
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Continuacion tabla 4.

151 MHz, CDCls:

N-((4-metoxifenil)sulfonil)-N-fenilglicinato 8 169.01 (C20),
?de ‘2:'30 600 MHz, CDCls: s ((CCS)’
?/18 6 759 (d, J = 89 HZ, 2H, Harom, 2'4), 130 66 (C3) !
o 7.28 —7.24 (m, 3H, Haom 10-11-12), 130.14 (C10y €12)
|1|/ 8 111.23 mg, 7.18 (dd, J = 7.9, 1.9 Hz, 2H, Harom, 9-13), 120.30 (C2 v Od)
2. 4 aceite 83.82 6.89 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom, 1-5), 128 58 (C9y C135
~|°’ 2n amarillo. 4.38 (s, 2H NCH;, 19), 1.28 25 (C11) ’
1m=$=0|7<]:|x 4.13 (q,J =7.1 Hz, 2H, OCCH,, 23), 114 0(') (Cly C;5)
9l N 20 23 3.84 (s, 3H, OCH, 18), 6159 (C23),
107 s e o 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H CH3CH;, 24). 55.71 (C18)
Ths 12 52.87(C19),
14.20 (C24).
126 MHz, CDCl3:
§170.59 (C24),
_ 168.32 (C20),
N-(4-metoxifenil)-N-((4- 5 756000 ('\Ifflzﬁ’cleﬁﬁl), 163.79 (C6),
metoxifenil)sulfonil)glicilserinato de 7.54 (d, J = 8.86 Hz, 2H, Haom. 2-4), 159.67 (C11),
metilo 7.06 (d, 3 = 9.0 Hz, 2H, Harom, 9-13). 13%)35256&(201‘2;1)
2 g 052 6.96 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Haron, 1-5), 19055 (Coy OL3)
b A e ©. mg 6.85 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Harom, 10-12), ; y ~29),
S v f"l"r 9 4.65(dt, J=7.2, 34 Hz, 1H, CHNH, 23), | 417%7'?:81603&2
Al N B cafe claro. 4.24, 411 (dd, J= 12,5.95 Hz, 2H, CH,OH, 25), 13 (C10y Cl2),
5 N I ~ 114.41 (Cly C5),
D R - 3.98 (d= 3.4 Hz, 2H, CH.N, 19), 63.10 (C25)
HB&“‘"?/ “‘«/ 30 3.90 (S, 3H, OCH3,18), 55.89 (Clg),
3.82 (s, 3H, OCHs, 29), 55,60 (C18)
3.81 (s, 3H, OCHs, 31), 55.24 (O31)
55.14, (C23),
53.07 (C29).
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4-metoxi-N-fenilbencenosulfonamida
En el espectro de RMN de 'H de la 4-metoxi-N-fenilbencenosulfonamida figura 11, muestra

seis sefiales en la region aromatica y alifatica que permiten proponer una estructura con dos
anillos aromaticos diferentemente sustituidos. La presencia de un doblete a 6 7.73 ppm (J =
8.9 Hz, 2H) y otro a 6 6.91 ppm (J = 9.0 Hz, 2H), ambos con integracion para dos protones
y constantes de acoplamiento orto idénticas, es caracteristica de un sistema aromatico para-
disustituido con patron AA'BB', donde los dos grupos sustituyentes generan entornos
electronicos claramente distintos: uno fuertemente electroatractor, responsable del
desapantallamiento a 6 7.73 ppm, y otro donor de electrones, que desplaza la sefial a 6 6.91
ppm a campo mas alto. Este patron es consistente con un anillo 1,4-disustituido portador de
un grupo sulfonilo y un grupo metoxilo. Por otro lado, las sefales a 6 7.29-7.24 ppm (2H), &
7.15-7.11 ppm (1H) y 8 7.09 ppm (2H) conforman un patrén de cinco protones aromaticos
distribuidos en una proporcion 2:1:2, caracteristico de un anillo fenilo monosustituido. La
integracion total de diez protones aromaticos indica la presencia de dos anillos bencénicos
en la molécula. La sefial a 6 3.84 ppm (s, 3H) se asigna inequivocamente a un grupo metoxilo
aromatico (-OCHs), cuyo singulete estrecho confirma la ausencia de protones vecinos
acoplables. En el espectro de RMN de '°C figura 12, confirma la propuesta estructural. Se
observan nueve sefales de carbono, consistentes con una molécula que posee un plano de
simetria que hace equivalentes por pares a varios carbonos aromaticos. La sefial a 6 163.34
ppm corresponde a un carbono aromatico sustituido con oxigeno (C—OCHs), valor
diagnostico para carbonos ipso de anillos metoxifenilo. A 6 136.80 ppm aparece otro carbono
aromatico cuaternario, asignable al carbono ipso del anillo fenilo unido al nitrogeno,
desapantallado por el efecto del 4&tomo de nitrégeno. Las sefiales entre 6 125-131 ppm
agrupan los carbonos aromaticos CH de ambos anillos, mientras que la sefial a 6 114.38 ppm
(C1 y C5) evidencia la alta densidad electronica en las posiciones orto al metoxilo. La sefal
a 8 55.78 ppm confirma la presencia del grupo —OCHs. La cantidad reducida de sefiales de
carbono respecto al nimero total de atomos presentes en la molécula se explica por la
equivalencia quimica de varios carbonos, particularmente en el anillo aromatico para-

disustituido.
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Metil (2-bromoacetil)-L-serinato
En el espectro de RMN de 'H registrado a 500 MHz en MeOD figura 13 muestra cuatro

sefales de proton asignables a la molécula. La sefial a 6 4.52 ppm (t, J =4.35 Hz, 1H) indica
un protén metinico (CH) con un unico vecino magnéticamente equivalente o dos vecinos con
constantes similares, desplazado a campo bajo por encontrarse simultaneamente en alfa a un
carbonilo y unido a un heteroatomo, lo que sugiere un fragmento -NH-CH(R)—. A 6 3.94
ppm aparece un singulete para dos protones (CHz), cuya falta de acoplamiento vecinal indica
que este metileno no tiene protones adyacentes; el desplazamiento a campo relativamente
bajo sugiere la presencia de un sustituyente fuertemente electroatractor, compatible con un
atomo de bromo y proximidad a un carbonilo, lo que permite postular el fragmento —CO-
CH:Br. La sefal a 6 3.86 ppm (dd, J = 12, 5.95 Hz, 2H) corresponde a dos protones
diastereotopicos de un —CHz— proximo a un centro quiral, con acoplamiento geminal (J = 12
Hz) y vicinal con un CH adyacente (J = 5.95 Hz); este patron es consistente con un grupo —
CH:OH en un sistema quiral. A 8 3.76 ppm el singulete de tres protones confirma la presencia
de un grupo éster metilico (~COOCH:;s). Cabe sefialar que la sefal a 6 3.31 ppm corresponde
a la sefal residual del solvente MeOD y no a un protén molecular. En el espectro de RMN
de '3C figural4 registrado a 126 MHz en MeOD, muestra seis carbonos. Las sefales a §
170.70 y 168.22 ppm corresponden a dos carbonos carbonilicos: el primero, mas
desprotegido, al éster metilico, y el segundo a una amida, cuyo apantallamiento relativo es
tipico de este grupo funcional. A 6 61.40 ppm aparece un carbono unido a oxigeno (—
CH:0H), y a 8 55.48 ppm un carbono alfa al nitrégeno y al carbonilo (-CH-NH-). El carbono
del metoxilo del éster resuena a & 51.74 ppm, y a & 27.32 ppm el —CH:Br, cuyo
desplazamiento refleja el efecto combinado del bromo y el carbonilo adyacente. En conjunto,
los datos espectroscOpicos son consistentes con una molécula que contiene un fragmento de
serina esterificada como metil éster, acilada en el nitrogeno con un grupo bromoacetilo, lo

que permite proponer la estructura del metil (2-bromoacetil)-L-serinato.
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Fenilglicinato de etilo
En el espectro de RMN de 'H del fenilglicinato de etilo, registrado a 500 MHz en CDCls

figura 15, permite identificar tres regiones de sefiales. En la region aromatica, los protones
resuenan en un patron de 2:1:2 (6 7.19, 6.75 y 6.61 ppm), sumando cinco protones aromaticos
totales, lo que indica un anillo fenilo monosustituido. Sin embargo, el desplazamiento
marcadamente a campo alto de los protones en 6 6.61 ppm (H en posicion orto al sustituyente)
respecto a los valores tipicos de benceno simple (~6 7.3 ppm) sefala inequivocamente la
presencia de un sustituyente fuertemente donor de electrones por resonancia en el anillo,
siendo el grupo amino (-NH-) el candidato mas consistente. La sefial ancha a 6 4.27 ppm (s,
1H) confirma la presencia del proton NH de una amina secundaria aromatica. A ¢ 4.24 ppm
el cuadruplete (J = 7.2 Hz, 2H) y a 6 1.29 ppm el triplete (J = 7.2 Hz, 3H) constituyen el
patrén inequivoco de un grupo etilo de éster (-OCH:CHs), donde la constante de
acoplamiento y la relacion de integracion 2:3 son diagnosticas. La sefial a 6 3.89 ppm (d, J =
5.1 Hz, 2H) corresponde a un —CH>— acoplado con un tnico proton vecino, ubicado entre el

nitrégeno y el grupo carbonilo, postuldndose el fragmento Ph—NH-CH>—COOE:t.

En el espectro de RMN de "*C, registrado a 126 MHz en CDCls figura 16, muestra ocho
sefales. A & 171.37 ppm el carbonilo del éster y a 0 147.27 ppm el carbono ipso del anillo
unido al nitrogeno, este tltimo muy desapantallado respecto a un carbono ipso tipico (~0 128
ppm), lo que confirma la presencia del amino directamente sobre el anillo. Los carbonos CH
aromaticos a o 129.54, 118.42 y 113.24 ppm reflejan el gradiente de densidad electronica
generado por el grupo amino: las posiciones meta (129.54 ppm) son las menos afectadas,
mientras que las posiciones orto y para (113.24 ppm) muestran el mayor apantallamiento. A
0 61.55 ppm el —-OCH2— del éster, a 6 46.10 ppm el —CH>— entre el nitrégeno y el carbonilo
(valor tipico para N—CH: de glicina), y a 6 14.42 ppm el —CHjs del etilo.
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N-((4-metoxifenil)sulfonil)-N-fenilglicinato de etilo
En el espectro de RMN de 'H del N-((4-metoxifenil)sulfonil)-N-fenilglicinato de etilo,

registrado a 600 MHz en CDCls figura 17, muestra nueve sefales que revelan una molécula
de mayor complejidad. En la region aromadtica se observan cuatro grupos de sefiales: un
doblete a 6 7.59 ppm (J = 8.9 Hz, 2H) y otro a 6 6.89 ppm (J = 8.9 Hz, 2H) que, por su patrén
AA'BB'y la diferencia de desplazamiento, indican un anillo para-disustituido con un grupo
electroatractor y uno donor, compatible con el fragmento 4-metoxifenilsulfonilo. Las senales
entre 6 7.28-7.18 ppm, integrando para cinco protones en patréon 3:2, corresponden a un
anillo fenilo monosustituido. La total ausencia de sefial de NH en el espectro, a diferencia
del compuesto 3, indica que el nitrogeno ha perdido su proton 1abil, es decir, es ahora un
nitrégeno terciario. Esto sugiere que tanto el grupo sulfonilo como el fragmento glicinato se
encuentran sobre el mismo nitrogeno, formando una sulfonamida N-sustituida. El singulete
a 0 4.38 ppm (2H) para un -NCHa— sin protones vecinos acoplables confirma el fragmento —
N(SO:Ar)-CH>—COO-. El cuadruplete a 6 4.13 ppm (J = 7.1 Hz) y el triplete a & 1.20 ppm
(J = 7.1 Hz) son el patron diagnostico del éster etilico. El singulete a 6 3.84 ppm (3H)
confirma el -OCH;5 del anillo aromatico. En el espectro de RMN de '*C figura 18, muestra
trece sefiales se observo la sefial carbonilica del éster a 6 169.01 ppm, junto con la sefial a 6
163.17 ppm correspondiente al carbono aromatico unido al grupo metoxi. Las sefiales
aromaticas entre 0 140.07 y 114.00 ppm confirmaron la presencia de ambos anillos.
Finalmente, las sefiales a 6 61.59, 55.71, 52.87 y 14.20 ppm correspondieron al OCH2, OCHs,
NCH: y CHs del grupo etoxi. La desaparicion de la sefial NH observada en el precursor y la
presencia del grupo NCH: junto con el patron aromatico del anillo sulfonilado confirman la

formacion del producto sulfonamidico propuesto.
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N-(4-metoxifenil)-N-((4-metoxifenil)sulfonil)glicilserinato de metilo.
En el espectro de RMN de 'H del N-(4-metoxifenil)-N-((4-metoxifenil)sulfonil)glicilserinato

de metilo, registrado a 500 MHz en CDCl; figura 19, en la regién aromatica se observan
cuatro dobletes (6 7.54, 7.06, 6.96 y 6.85 ppm), cada uno con integracion para dos protones
y constantes de acoplamiento orto caracteristicas (J = 8.9 Hz), lo que establece la presencia
de dos anillos para-disustituidos independientes con el patron AA'BB'. Los desplazamientos
de cada par revelan sus entornos: los protones a mayor campo (6 6.96 y 6.85 ppm) estan
adyacentes a grupos metoxilo, mientras que los mas desprotegidos (& 7.54 y 7.06 ppm) se
ubican cerca de grupos electroatractores como el sulfonilo o la amida. La sefial a ¢ 7.60 ppm
(m, 1H) corresponde al proton NH de una amida secundaria, cuyo desplazamiento a campo
bajo es caracteristico de este tipo de enlace. A 6 4.65 ppm el doble triplete (J = 7.2, 3.4 Hz,
1H) indica un protén metinico acoplado con dos grupos de vecinos magnéticamente distintos,
compatible con el fragmento -NH-CH(CH2OH)-COO-, es decir, el residuo de serina. Los
protones diastereotopicos a 6 4.24 y 4.11 ppm (dd, J = 12, 5.95 Hz, 2H) con acoplamiento
geminal de 12 Hz confirman el -CH>OH del residuo de serina en un entorno quiral. El doblete
a 0 3.98 ppm (2H) para el -CH2N- entre el fragmento glicinilo y el nitrégeno es analogo al
observado en los compuestos precedentes. La presencia de tres singuletes de tres protones
cada uno a 6 3.90, 3.82 y 3.81 ppm indica tres grupos metoxilo con entornos ligeramente
diferenciados: dos de ellos pertenecen a los anillos aromaticos (-OCHs aromaticos) y uno al
éster metilico del serinato. En el espectro de RMN de '*C figura 20, registrado a 126 MHz
en CDCls, los carbonos a 8 170.59 y 168.32 ppm corresponden a los dos grupos carbonilicos
de la molécula: el éster metilico del serinato y la amida del fragmento aminoacidico
respectivamente, diferenciados por el mayor desapantallamiento tipico del éster frente a la
amida. Las sefiales a 6 163.79 y 159.67 ppm revelan dos carbonos ipso de anillos aromaticos
sustituidos con oxigeno, confirmando los dos anillos metoxifenilo. El carbono a 6 132.69
ppm corresponde al carbono ipso unido al nitrégeno sulfonilado, y los carbonos aromaticos
entre 0 114—130 ppm completan los sistemas aromaticos de ambos anillos. Las sefiales a &
63.19, 55.89, 55.69, 55.24, 55.14 y 53.07 ppm correspondieron al CH.OH, los grupos metoxi,
el carbono metinico de serina y el CHz2N. En conjunto, la presencia del NH amidico, los dos
carbonilos, los tres grupos metoxi, el CH2OH y los dos sistemas aromaticos para-disustituidos

confirma la obtencion del glicilserinato sulfonamidico propuesto.
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Se obtuvieron cuatro moléculas (figura 21) ASF, AE1, ASN y ASHY con porcentajes de
rendimiento quimico entre 78-95%, las cuales son derivados estructurales inspirados
racionalmente en Belinostat debido a que conservan elementos farmacoforicos parciales
relacionados con la arquitectura tipica de inhibidores de HDAC, particularmente la presencia
de sistemas aromadticos hidrofobicos, enlaces sulfonamida y fragmentos carbonilo/ésteres
capaces de modular polaridad y reconocimiento molecular. Los derivados obtenidos retienen
principalmente la region “cap” sulfonamida y modifican o eliminan el zinc-binding group,

permitiendo estudiar como la pérdida de la coordinacion al metal afecta la actividad

bioldgica.
1
07 TCHs
o H 0
s , "‘-'I""'\-i".-:tb"- = .::L gt fﬁ"
o h. P e .\,'IE.J F ..-.-.]
Hﬁc-\. .-"EQ'\-.\\.____-T Hv- HSD'\-- __.d'\-\.,\_'\-\.\_:..__,-' HU
)
ASF ASN
_OH
hi
. L0
N7 CHy
o 5 H § _
o e '-.l-b"':"‘ H H
caliad -\.;:l Tl o M .-'L'\-\. e,
i L‘ | S, CHg 7 T 07 e
3 {J"’l e "'-.\_\._:ﬁ"
ASHY AE1

Figura 21. Moléculas objetivo finales.

Los resultados del ensayo de citotoxicidad mediante MTT (Ensayo de Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) de la tabla S5 reflejan un comportamiento
dependiente de la concentracion para todos los compuestos evaluados en las lineas celulares
Vero (rifion de mono verde africano/No tumoral), MCF7(cancer de mama humano), A549 (cancer
de pulmén humano) y PC-3 (cancer de prostata humano), evidenciado por una disminucion

progresiva de la viabilidad celular conforme aumenta la dosis.
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Ademas muestran que el compuesto de referencia Belinostat, presenta una marcada actividad
citotoxica, particularmente en la linea A549, donde alcanza valores de viabilidad cercanos al
6% a la concentracion de 10 pg/mL, asi como en MCF7, confirmando su eficacia como
agente citotoxico. No obstante, también muestra efectos sobre células no tumorales (Vero)
con una viabilidad celular 37.55% a la misma concentracion, lo que sugiere una selectividad
moderada. En comparacion, el compuesto ASF exhibe una potente actividad citotoxica en
todas las lineas celulares, alcanzando valores de viabilidad inferiores al 10% a altas

concentraciones (100 pg/mL), pero con una marcada falta de selectividad a esa concentracién

al afectar de manera similar a células normales. Aunque cabe destacar que para la linea
celular A549 a una concentracion de 6.25ug/mL se redujo la viabilidad a 41.41% mientras
que en linea celular Vero a la misma concentracion se mantuvo en 73.33%, lo cual nos
muestra un area de oportunidad donde a bajas concentraciones puede llegar a generar una
selectividad media y abre una ventana de oportunidad a desarrollar trabajos a futuro de
acuerdo a la especificidad celular y a la diversidad estructural sobre la modificacion
sistematica univariable sobre este modelo. Por otro lado, AE1 presenta una actividad
significativamente menor, manteniendo porcentajes de viabilidad (>50%) relativamente altos
incluso a concentraciones elevadas (100 pg/mL), lo que indica un perfil citotéxico limitado.
El compuesto ASN muestra un comportamiento intermedio, con una reduccion considerable
de la viabilidad en todas las lineas celulares a una concentracion elevada (100 pg/mL) lo que
sugiere poca selectividad y mostrando un perfil altamente citotoxico. Finalmente, ASHY
destaca como el compuesto mas potente del conjunto, con una dréstica disminucién de la
viabilidad celular en lineas tumorales; sin embargo, este efecto también se extiende a células
normales en concentraciones elevadas sin embargo, a una concentracion de 12.5 ug/mL la
viabilidad en Vero supera el 80% mientras que mantiene su actividad en A549 y PC-3 con

viabilidades de 50.91 y 19.19% respectivamente. como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados evaluacion de citotoxicidad por MTT.

Belinostat
Concentacion Vero MCF7 A549 PC-3
(ng/mL) X DS X DS X DS X DS
0.001 94.83 1.46 99,50 1.83 88.76 10.57 95.53 2.48
0.01 91.72 2.19 98.15 1.59 75.11 5.85 95,94 5.83
0.1 58.64 1.38 66.68 1.85 43.26 6.05 74.37 7.72
1 40.16 2.13 39.88 2.15 16.16 0.49 58.28 10.17
10 37.55 6.83 34.16 1.22 6.40 1.32 55.29 11.26
ASF
Concentacién Vero MCF7 A549 PC-3
(pg/mL) X DS X DS X DS X DS
6.25 73.33 7.13 78.08 3.49 41.41 13.23 76.14 6.00
12.5 54.25 0.56 60.36 4.24 34.85 7.62 79.03 7.99
25 42.08 0.81 48.97 3.36 28.30 5.40 69.33 10.85
50 29.36 0.76 34.67 2.41 24.95 2.27 61.72 13.84
100 8.35 1.93 7.45 2.08 7.32 0.70 32.86 7.67
AE1
Concentacién Vero MCF7 A549 PC-3
(pg/mL) X DS X DS X DS X DS
6.25 82.33 4.55 81.72 6.73 80.05 424 77.96 7.51
12.5 74.09 3.23 77.81 4.65 71.14 6.23 78.65 5.06
25 66.63 2.42 71.28 7.10 60.82 2.60 74.45 13.31
50 58.91 2.99 67.21 3.51 54.61 1.29 73.63 7.19
100 51.35 4.41 56.12 4.68 44.30 2.35 57.81 10.11
ASN
Concentacion Vero MCF7 A549 PC-3
(ng/mL) X DS X DS X DS X DS
6.25 79.83 6.99 92.01 0.95 72.41 1.04 76.94 6.43
12.5 70.44 3.69 81.42 5.99 56.41 3.75 80.73 11.37
25 54.78 2.50 63.71 3.96 39.89 1.80 67.07 6.44
50 40.37 2.30 45.74 0.65 31.31 1.30 61.12 3.80
100 27.15 6.01 36.71 2.24 24.30 4.66 56.97 4.66
ASHY
Concentacién Vero MCF7 A549 PC-3
(ng/mL) X DS X DS X DS X DS
1.5 99.74 5.23 97.17 6.11 88.75 2.55 91.42 5.60
3.125 94.14 3.66 93.27 2.85 79.74 3.57 78.03 13.19
6.25 92.80 3.04 88.43 2.28 68.10 477 55.89 13.96
12.5 81.34 0.76 78.65 2.35 50.91 2.47 19.19 2.63
25 70.40 2.34 67.04 0.93 26.75 4.05 13.46 1.09
50 1.52 0.88 52.07 5.96 3.86 1.05 4.20 0.65
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Al desarrollar el andlisis anterior observamos que ASF corresponde esencialmente al
fragmento sulfonamida diaromatico del Belinostat, este compuesto conserva la region
hidrofobica aromatica y el puente sulfonilo, pero carece completamente del linker o,p-
insaturado y del grupo hidroxamato. La disminucion parcial de viabilidad observada en
MCF7 y Vero sugiere que el nucleo diarilsulfonamida posee actividad bioldgica intrinseca,
probablemente relacionada con interacciones hidrofobicas o alteraciones de permeabilidad
celular, pero insuficiente para reproducir la potente inhibicion HDAC del compuesto original.
Esto apoya la idea de que el cap group contribuye al reconocimiento molecular, pero no es el
principal determinante de potencia como lo menciona 7. Wani [51] donde hacen un anélisis
docking/dindmica computacional y observan como la sulfonamida brinda la capacidad de
generar distintos tipos de interacciones cOmo se mencionaron previamente.

AEI representa un fragmento ain mas simplificado, compuesto por una anilina unida a un
éster etilico. Su elevada viabilidad celular indica una pérdida casi total de actividad
citotoxica. Estructuralmente, esto demuestra que la simple presencia de un carbonilo o un
fragmento aminoaromatico no basta para inducir efecto bioldgico significativo. La ausencia
de aromaticidad extendida, sulfonamida y zinc-binding group limita considerablemente sus

interacciones con blancos epigenéticos.

ASN integra simultdneamente el nucleo sulfonamida aromdtico y un fragmento éster
aminoacético, funcionando como una aproximacion hibrida entre ASF y AEl. Este
compuesto mostrd una reduccion de viabilidad mas pronunciada que ASF, especialmente a
100 pg/mL, lo que sugiere que la incorporacion de una cadena carbonilada incrementa
propiedades como lipofilia balanceada, permeabilidad o capacidad de interaccion
intermolecular. Ademads, el grupo éster puede actuar como un profirmaco susceptible a
hidrélisis enzimatica intracelular, generando posteriormente el correspondiente &acido
carboxilico [52]. Esta estrategia es relevante en quimica medicinal, ya que los ésteres suelen
incrementar la permeabilidad de membrana y favorecer la entrada celular antes de convertirse
metabolicamente en la especie dcida activa [53]. Aunque el éster no puede quelar Zn?*" como
el hidroxamato del Belinostat, podria actuar como precursor bioisostérico hacia un acido

carboxilico o favorecer orientacion conformacional del sistema aromatico.
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ASHY es el derivado estructuralmente mas complejo y el mas cercano al disefio tipo HDAC
inhibitor. Contiene: una sulfonamida aromadtica, una cadena de aminoacido funcionalizada, y
un éster terminal. Esta arquitectura incrementa notablemente el volumen molecular y la
polaridad, intentando aproximarse al arreglo tridimensional del Belinostat. Al igual que ASN,
el grupo éster presente en ASHY puede considerarse una funcionalidad profdrmaco capaz de
sufrir hidrélisis para originar el dcido carboxilico correspondiente, lo que potencialmente
modificaria afinidad, ionizacion y comportamiento farmacocinético intracelular. Sin
embargo, la actividad citotoxica fue moderada respecto al firmaco de referencia debido a que
el éster terminal no reemplaza adecuadamente la capacidad quelante del grupo hidroxamato,
pero obteniendo una mayor selectividad a concentraciones medias (12.5-6.25ug/mL) entre
células tumorales (A549 y PC-3) y células sanas (Vero). Esto es consistente con la SAR
conocida de inhibidores HDAC, donde la pérdida del zinc-binding group suele reducir
dréasticamente la afinidad enzimatica. Sin embargo, también recalca la aplicacion del uso del

profarmaco favoreciendo considerablemente la selectividad.

De manera general, los resultados muestran una clara tendencia estructura—actividad:
conforme las moléculas se alejan del farmacoforo completo de Belinostat, particularmente
del grupo hidroxamato conjugado, disminuye significativamente la citotoxicidad. La mayor
actividad observada para Belinostat confirma que la quelacion del ion Zn?* catalitico es
critica para la inhibicion eficiente de HDAC y, por ende, para la induccion de muerte celular.
Ademas, el hecho de que algunos derivados como ASF y AHY conserven actividad parcial
sugiere que el nicleo diarilsulfonamida si contribuye al reconocimiento bioldgico y podria
emplearse como plataforma para futuras optimizaciones quimicas. Esto justifica
considerarlos derivados estructurales de Belinostat y no moléculas completamente

independientes.

Como se muestra en la tabla 6 el Belinostat fue el compuesto mas potente en general,
especialmente en A549, con un ICso aproximado de 0.061 pg/mL, seguido de Vero y MCF7.
En PC-3 no alcanz6 el 50% de viabilidad dentro del intervalo probado, por lo que se reporta
como ICso >10 pg/mL. Entre los compuestos evaluados, ASHY mostré una actividad

importante en PC-3, con un ICso de 6.99 pg/mL, siendo el mejor resultado de los derivados
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en esa linea celular. También presentd buena actividad en A549, con 12.83 ug/mL. ASF fue
muy activo en A549, pero como el primer punto evaluado ya presentd viabilidad menor al
50%, su ICso sOlo puede reportarse como <6.25 pg/mL, y seria necesario evaluar
concentraciones mas bajas para calcularlo con precision. AE1 fue el menos citotdxico en la
mayoria de las lineas, ya que no alcanz6 50% de viabilidad en Vero, MCF7 ni PC-3 a 100
pg/mL. En conjunto, los datos sugieren que ASHY tiene mayor potencial frente a PC-3,

mientras que ASF y ASHY muestran mejor respuesta frente a A549.

Tabla 6. Calculos de ICsode compuestos obtenidos.

Compuesto Vero MCF7 A549 PC-3
Belinostat 0.29 0.42 0.061 >10
ASF 15.92 23.48 <6.25 66.25
AE1 >100 >100 68.17 >100
ASN 31.46 4242 16.36 >100
ASHY 30.7 >50 12.83 6.99

Al hacer el analisis del indice de selectividad (IS, tabla 7) Belinostat tiene un IS de 4.75 en
A549, porque su ICso en A549 es muy bajo (0.061 pg/mL) comparado con Vero (0.29
png/mL). Esto indica que A549 es mas sensible al Belinostat que Vero. Sin embargo, también
hay que considerar que el ICso en Vero es muy bajo, lo que significa que Belinostat también
es altamente citotoxico para células normales. Por eso, aunque su IS frente a A549 es alto, su

toxicidad general también es elevada.

Tabla 7. Indice de selectividad de los compuestos sintetizados.

Compuesto MCF7 A549 PC-3
Belinostat 0.69 4.75 <0.03
ASF 0.68 >2.55 0.24
N N
ST conclu?/ente =l conclu?/ente
ASN 0.74 1.92 <0.31
ASHY <0.61 2.39 4.39

Por otro lado, ASHY mostr6 un IS de 2.39 en A549 y de 4.39 en PC-3. Esto indica que ASHY

fue mas selectivo hacia células tumorales de pulmon vy, especialmente, hacia células de
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prostata. Aunque ASHY es menos potente que Belinostat porque requiere concentraciones
mayores para alcanzar el ICso, presenta una ventaja importante: su ICso en Vero fue mucho

mas alto (30.7 pug/mL), lo que sugiere menor toxicidad sobre células normales.

En conclusion, Belinostat es més potente, pero también mas agresivo, mientras que ASHY
es menos potente, pero mas interesante desde el punto de vista de selectividad, especialmente
contra PC-3, donde obtuvo uno de los mejores perfiles con un IS de 4.39. Esto sugiere que
las modificaciones estructurales realizadas no aumentaron la potencia frente al farmaco
de referencia, pero si ayudaron a obtener una respuesta mas dirigida hacia células

tumorales, con menor afectacion relativa sobre células normales.

Es importante senalar que para el farmaco de referencia no existen especificamente en el
conjunto exacto de lineas celulares utilizadas en este estudio, bajo condiciones
experimentales idénticas, lo que limita comparaciones directas con literatura previa. Sin
embargo, su uso como compuesto de referencia se justifica debido a su amplio
reconocimiento como inhibidor pan-HDAC aprobado clinicamente, su mecanismo de accion
bien caracterizado y su consistente actividad antiproliferativa reportada en diversas lineas
celulares tumorales. En este contexto, Belinostat funciona como un control positivo adecuado
que permite validar el ensayo bioldgico y establecer un punto de comparacion relativo para
la evaluacion de nuevos analogos, facilitando la interpretacion de tendencias de actividad y

selectividad dentro de la serie estudiada.

En la busqueda del mecanismo de accidn, se realizé un docking molecular para cada molécula
frente a HDAC3, HDAC6 y HDAC8 que son las isoformas mas reportadas como
desreguladas en céancer. Para interpretar los resultados se tomaron como pardmetros
principales la energia libre de union estimada, la constante inhibitoria tedrica Ki, la energia

intermolecular, la penalizacion torsional y la distribucion de clasteres.
La energia libre de union fue el primer criterio de comparacion, ya que valores mas negativos

sugieren una interaccion mas favorable entre el ligando y el sitio activo de la enzima. La Ki

estimada se utiliz6 como una aproximacion de potencia tedrica: valores en rango nanomolar
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o micromolar bajo se interpretaron como mas prometedores que valores milimolares. Sin
embargo, no se considerd unicamente la mejor energia individual, porque una pose aislada
puede no ser completamente representativa. Por eso también se evalud la convergencia de
clusteres, es decir, cuantas conformaciones repetian una orientacion similar dentro del sitio
activo. Una molécula con buena energia y muchas poses agrupadas en un mismo cluster se
considerd mas confiable que una molécula con una energia muy favorable pero presente s6lo

en una corrida.

Estos hallazgos son consistentes con lo reportado en la literatura reciente sobre andlogos
estructurales de Belinostat. Madrigal-Angulo et al. estudiaron dos bencenosulfonamidas
estructuralmente relacionadas con Belinostat y, mediante docking molecular contra HDAC?2,
encontraron que, al carecer del grupo hidroxamato, dichos compuestos no logran coordinarse
con el ion Zn*" y muestran una penetracion limitada en la cavidad catalitica en comparacion
con Belinostat, aunque conservan un modo de union similar gracias a la region aromatica; no
obstante, estos mismos compuestos mostraron actividad antiproliferativa in vitro comparable
a la de cisplatino y doxorrubicina en lineas de cancer de mama [54]. Este comportamiento es
analogo al observado en este trabajo para ASF, ASN y ASHY, donde la pérdida del
hidroxamato reduce la afinidad teorica por el sitio catalitico sin eliminar por completo la
citotoxicidad, atribuible al nucleo diarilsulfonamida. Esta interpretacion es coherente con la
literatura clésica sobre el mecanismo de inhibicion de HDAC: desde los trabajos
fundacionales sobre SAHA se documenté que los derivados que carecen del grupo
hidroxamico pierden actividad inhibitoria, confirmando el papel determinante de este grupo

en la quelacion del Zn?* catalitico [55].

De manera similar, la revision de Zhang et al. sobre grupos de union a zinc en inhibidores de
HDAC sefiala que las alternativas estructurales al hidroxamato tienden a ser menos efectivas
que el grupo hidroxamico original, lo cual respalda la tendencia estructura-actividad
observada en la serie ASF-AEI-ASN-ASHY [55]. En contraste, cuando se conserva el
hidroxamato y solo se modifica la region del cap, los resultados de potencia reportados en la
literatura son considerablemente superiores a los obtenidos en este trabajo. Zhang et al.

disefiaron una serie de analogos de Belinostat basados en N-hidroxicinamamida, de los cuales
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el compuesto mds activo  ((E)-3-(3-(hidroxiamino)-3-oxoprop-1-en-1-il)-N-(2-
metoxifenil)benzamida) alcanz6 un ICso de 11.5 nM en un ensayo pan-HDAC. Esto refuerza
la interpretacion de que el cap sulfonamidico contribuye al reconocimiento molecular, pero

no sustituye al hidroxamato como principal determinante de la potencia inhibitoria.

De acuerdo con la tabla 8 tomando como referencia HDAC3, la molécula mas destacada fue
ASF, ya que present6 la mejor energia de union de todo el conjunto, con -9.16 kcal/mol, una
Ki estimada de aproximadamente 192 nM y una convergencia perfecta de 50/50 poses en un
solo cluster. Esto indica que ASF no s6lo mostr6 una afinidad tedrica muy alta, sino también
una orientacion muy estable y reproducible dentro del sitio activo de HDAC3. Este resultado
sugiere una alta compatibilidad estructural entre ASF y la cavidad catalitica de HDAC3. En
comparacion, ASHY también mostré una interaccion favorable con HDAC3, con -7.36
kcal/mol y Ki de 4.03 uM, pero con mayor dispersion conformacional. AE1 present6 una
energia menor, de -6.72 kcal/mol, pero con una convergencia muy buena de 45/50 poses, lo
que indica que, aunque su afinidad estimada fue inferior a ASF y ASHY, su modo de unién
fue bastante estable. Por el contrario, ASN fue poco favorable frente a HDAC3, con -3.06
kcal/mol y Ki en rango milimolar, por lo que no se consideraria una molécula prometedora

para esta isoforma.

Tabla 8. Anadlisis del docking molecular realizado en AutoDock 4.2

AG Ki Energia Torciones
Molécula HDAC union . . g . Interpretacion general
estimada  intermolecular activas
keal/mol
Mejor resultado global.
ASF HDAC3 -9.16 192.15 nM —10.65 5 Alta afinidad y maxima
convergencia.
ASF  HDAC8 -7.73  2.16uM -9.22 5 Unién favorable y
relativamente estable.
Buena energia, pero baja
ASHY HDAC6  -7.60 2.7 uM —10.88 11 reproducibilidad de la
pose.
ASN HDAC6 — —7.38 3.9 uM 977 3 Muestra preferencia clara
: H ' hacia HDACE.
Afinidad favorable,
ASHY  HDAC3 =7.36 4.03 uM —10.64 11 aunque con dispersion
conformacional.

57




Continuacion tabla 8.

ASF

AE1

AE1

AE1

ASHY

ASN

ASN

HDAC6

HDAC3

HDACS

HDAC6

HDACS

HDAC3

HDACS

=7.30

—6.72

—6.61

—6.06

—5.80

—3.06

-1.35

4.46 uM

11.83 uM

14.18 M

36.23 uM

56.04 uM

5.73 mM

102.69 mM

—8.79

—8.21

—-8.11

—7.55

-9.08

—5.44

—3.73

11

Buena afinidad y mejor
estabilidad que ASHY en
HDACS6.

Afinidad moderada, pero
excelente convergencia

Unién moderada y pose
mayoritaria estable.

Menor afinidad relativa
frente a HDACS6.

Afinidad débil y alta
dispersion de poses.

Pose repetible, pero
energia débil.

Interaccion muy pobre;
no favorable.

En el caso de HDACSH, el andlisis mostré un comportamiento distinto. La mejor energia

individual fue para ASHY, con —7.60 kcal/mol y una Ki estimada de 2.70 uM, lo que sugiere

una interaccion favorable. Sin embargo, esta mejor pose aparecio solo en 1 de 50 corridas

(figura 22), lo que indica baja reproducibilidad y obliga a interpretar el resultado con cautela.

Esto significa que ASHY puede alcanzar una orientacion energéticamente muy favorable en

HDACO, pero esa orientacion no fue la mas frecuente durante el docking.
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Figura 22. Diagrama de Interaccion Molecular 2D de N-(4-metoxifenil)-/V-((4-metoxifenil)sulfonil)glicilserinato de
metilo (ASHY) con el sitio de la HDAC6.

ASN también mostré una afinidad importante hacia HDAC6, con —7.38 kcal/mol y Ki de
3.90 uM, siendo esta isoforma claramente su mejor blanco en comparacion con HDAC3 y
HDACS. ASF tuvo una energia muy cercana, de —7.30 kcal/mol, con Ki de 4.46 uM, pero
con una convergencia mas confiable que ASHY, ya que su claster principal agrup6 26/50
poses. Por ello, en HDAC6 puede decirse que ASHY fue la mejor por energia, pero ASF
mostré un acoplamiento mas ordenado y ASN evidenci6é una preferencia clara por esta

isoforma.

Para HDACS, la molécula con mejor comportamiento fue nuevamente ASF, con una energia
de -7.73 kecal/mol, Ki estimada de 2.16 uM y un cluster principal de 34/50 poses. Esto indica
una union favorable, estable y relativamente consistente. AE1 ocupé el segundo lugar, con -
6.61 kcal/mol y Ki de 14.18 uM, mostrando una afinidad moderada pero aceptable. ASHY
tuvo un desempefio mas débil frente a HDACS, con —5.80 kcal/mol y Ki de 56.04 uM,
ademds de una alta dispersion de clusteres, lo que sugiere una unién menos definida.

Finalmente, ASN fue la molécula menos favorable para HDACS, con -1.35 kcal/mol y Ki de
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102.69 mM, valores que indican una interaccién muy pobre y poco relevante desde el punto
de vista del docking. En conjunto, el andlisis indica que las moléculas no tienen el mismo

comportamiento frente a las tres isoformas de HDAC mostrando una selectividad dirigida.

ASF fue la molécula mas robusta y prometedora, principalmente por HDAC3, donde
combind la mejor energia, la Ki mds baja y la maxima convergencia conformacional.
Ademés, mantuvo buenos resultados frente a HDAC8 y HDACG6, por lo que puede

considerarse el candidato mas fuerte de la serie.

ASHY mostré afinidad interesante hacia HDAC6 y HDAC3, pero su alta flexibilidad,
reflejada en sus 11 torsiones activas, generé una mayor penalizacion torsional y una mayor
dispersion de poses, especialmente en HDAC6 y HDACS8. AE1 mostré un perfil mas
moderado, pero bastante estable, principalmente frente a HDAC3 y HDACS8. ASN, en
cambio, presentd una posible preferencia por HDAC6, ya que sus resultados frente a HDAC3

y HDACS fueron mucho mas débiles.

Como conclusion general del analisis computacional, tomando como referencia las isoformas
de HDAC evaluadas, HDAC3 fue el blanco donde se observo el resultado mas confiable,
especialmente con ASF, lo que sugiere que esta molécula posee una alta compatibilidad con
el sitio activo de dicha isoforma. HDACS fue favorecida principalmente por ASF y, en menor
medida, por AEI, mientras que ASN fue claramente desfavorable. Por lo tanto, el perfil
global sugiere que ASF es el mejor candidato general, con una posible preferencia hacia
HDAC3, mientras que ASHY y ASN podrian explorarse como candidatos relacionados con
HDAC®, siempre considerando que estos resultados son predictivos y deben complementarse
con analisis visual de interacciones, identificacion de residuos clave, redocking, dindmica
molecular y validacion experimental. HDAC6 mostr6 afinidad relevante para ASHY, ASN y
ASF, aunque en el caso de ASHY la baja convergencia de la mejor pose impide considerarla
concluyente sin validacion adicional, por lo que los resultados de la evaluacion biologica no
se pueden relacionar directamente a la inhibicion de las proteinas de interés dejando en un
trabajo futuro, la incorporacion de un ensayo enzimatico utilizando un kit especifico de
HDAC complementaria los resultados de citotoxicidad, ya que permitiria correlacionar la

actividad antiproliferativa observada con la inhibicion directa de las enzimas HDAC.
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Respecto a la metodologia combinada de citotoxicidad y docking molecular empleada en este
trabajo, Sixto-Lopez et al. siguieron un enfoque equivalente al disefiar derivados de acido
hidroxamico dirigidos a HDAC1, HDAC6 y HDACS, evaluandolos como antiproliferativos
en multiples lineas tumorales mediante docking y dinamica molecular [56]. La diferencia
principal respecto al presente estudio es que dicho trabajo conservo el grupo hidroxamato, lo
que probablemente explica la mayor acitividad reportada en comparacion con los valores de
indice de selectividad obtenidos para ASHY (2.39-4.39) en este trabajo. Esta comparacion
sugiere que una segunda generacion de andlogos que retenga parcialmente la capacidad de
quelacion del Zn**, en combinacion con el nucleo diarilsulfonamida ya identificado como
biologicamente activo, podria mejorar tanto la potencia como la selectividad de los

compuestos derivados de Belinostat.
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Capitulo VI

Conclusiones

Se obtuvieron cuatro moléculas organicas derivados estructurales inspirados racionalmente

en Belinostat con porcentajes de rendimiento entre 78-95%.

Su caracterizacion estructural se llevd acabo utilizando RMN 'H y *C. Las sefiales
observadas fueron congruentes con los protones y carbonos aromaticos, grupos metoxi,

carbonilos y fragmentos alifaticos esperados para cada estructura.

Se relacionaron las caracteristicas estructurales de los compuestos, como sistemas
aromaticos, enlaces sulfonamida y grupos carbonilo/éster, con su actividad citotoxica en
Vero, MCF7, A549 y PC-3 mediante MTT. Aunque los derivados fueron menos potentes que
Belinostat, mostraron mayor selectividad hacia células tumorales de pulmon y préstata. En
particular, ASHY presento IS de 2.39 en A549 y 4.39 en PC-3, con menor toxicidad sobre
Vero, lo que sugiere que las modificaciones estructurales favorecieron un perfil bioldgico

mas selectivo y menos agresivo que el farmaco de referencia.

Dentro del analisis computacional realizado en Autodock 4.2 se observé que HDAC6 mostrod
afinidad relevante para los compuestos obtenidos y sientan las bases para futuros estudios de
relacion estructura-actividad mas controlados, donde se modificaran individualmente las

regiones estructurales identificadas como relevantes.

62



Capitulo VII

Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos, especialmente a la selectividad de ASHY vy la afinidad
computacional de ASF, se propone realizar una segunda generacion de analogos donde se
modifique de forma sistematica una sola region del modelo farmacoférico a la vez: CAP,

linker o grupo quelante de zinc.

La incorporacion de un ensayo enzimatico mediante un kit especifico para HDAC permitiria
complementar los resultados de citotoxicidad, al facilitar la asociacion entre la actividad
antiproliferativa observada y una posible inhibicion directa de las enzimas HDAC. Este
enfoque contribuiria a la elucidacion del mecanismo de accion de los compuestos evaluados,
fortaleciendo la evidencia de que los efectos citotoxicos podrian estar mediados, al menos en

parte, por la modulacidn epigenética asociada a la inhibicion de histonas desacetilasas.
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