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Erase una vez la historia de una nifia nacida en un pequefio pueblo rodeado de
montafias que cuando escuchaba en la televisidn o en el colegio las palabras “laboratorio” o
“cientifico”, dejaba todo cuanto estaba haciendo, abria de par en par los ojos y admiraba, aln
sin saber muy bien qué significaba, aquello que sonaba algo asi como “labor investigadora.”

La nifia crecioé rodeada de mil familiares y amigos a los que quiere con locura. En su
casa siempre tuvo el ejemplo de una madre extrovertida, fuerte y luchadora que afrontaba la
vida con optimismo a pesar de los no pocos obstaculos que se presentaban; la figura de un
hermano alegre y maravilloso con el que se lo pasaba “bomba” inventando travesuras (como
meter las manos en pintura roja y salir a coger grillos a las tres de la tarde en pleno verano) y el
modelo de una tia angelical que era como una hermana y sin duda alguna, una bendicién del
cielo. Sus amigos eran vy son sus compafieros de viaje, sus confidentes, las personas con las
que compartia y comparte tanto los buenos como los malos momentos, en los que siempre
piensa a pesar de la distancia y en los que siempre podia y puede confiar aun habiendo
tomado caminos distintos en la vida. Mam4d, Manu, Belén, Jose, Helen (agapis), Sonia, Cynthi,
Vane, Marta, Mari, Patri, Nines, Angela, Raquel, Luis, Chema, Salvi y Juanjo gracias por creer
siempre en miy por brindarme vuestro apoyo incondicional.

A esa nina siempre le llamé la atencidon el trabajar en un laboratorio, el descubrir
nuevas cosas para ayudar a los demas, pero consideraba que ésto sdlo estaba al alcance de los
mejores, de personas excepcionales, entre las cuales ellas no se encontraba. Sin embargo, esta
forma de pensar cambid cuando en tercero de carrera -por cierto, Farmacia (que eligié por ser
una “mezcla entre Quimica y Medicina”)- el profesor de Quimica Farmacéutica, D. Antonio
Espinosa Ubeda animé a todo aquel interesado en iniciarse en la investigacién, a acudir a su
despacho.

En aguel momento, a la nifia que de pequefia abria los ojos al escuchar la palabra
“cientifico”, le parecié estar viviendo un suefio y no se creia lo que acababa de oir... resultaba
que jel trabajo en el laboratorio no sélo estaba al alcance de eminencias! iQuizas también ella
pudiera tener esa oportunidad! Pero si asi era... seguro que deberia de demostrar que tenia
suficiente conocimiento en quimica como para no “ser un peligro” en el laboratorio y para
saber hacer todo cuanto le mandaran... de hecho, eso fue lo primero que aquella nifia le
preguntd a su profesor cuando acudid a hablar con él. Concretamente, la pregunta fue: “D.
Antonio, pero para formar parte de vuestro grupo étendré que hacer alglin examen para que
decidais si sé o no lo suficiente, verdad?” El profesor, muy amablemente y sin poder evitar el
esbozo de una sonrisa le contestd: “No Lucia, es suficiente con que tengas interés y procures
mantener tu nota de expediente a lo largo de la carrera. Por ahora, piénsate bien cuando
puedes venir y cuando lo tengas claro, vuelve.” Para finalizar, el maestro afiadié: “Y recuerda
que habrd momentos dificiles, pero cuando lleguen afréontalos con alegria porque lo mas
importante que tienes que aprender es que hay que ser feliz SIEMPRE.” Gracias D. Antonio por
poner al alcance de mi mano, lo que parecia inalcanzable.

A partir de ese momento y con aquellas palabras grabadas a fuego en su mente, salié
del despacho de la tercera planta de la facultad de Farmacia con alegria e ilusién desbordantes
y con la satisfaccion de haber encontrado, aunque fuera por casualidad, las directrices que
marcarian sus proximos afios en la vida. Sus amigas Nieves, Ali, Isa, Rocio y Gema le



proporcionaron durante los cinco afios de Licenciatura el carifio suficiente que ella necesitaba
para esforzarse cada dia un poquito mas. Fueron muchas las experiencias que junto a ellas
vivid y que hicieron que esa nifia, cada vez mayor, se sintiera a las mil maravillas en Granada.
Como olvidar esos paseos en el Seat Marbella morado de Ali, cargado hasta los topes con las
seis magnificas, o las risas inaguantables en Quimica Organica debidas a motivos que no se
pueden revelar, los “vendajes de pies con papel de bafio y poder de ultrasecado” antes de
entrar a un examen tras una considerable nevada, las prendas de ropa que Ali se ponia del
revés en ciertas ocasiones, y en definitiva las innumerables historias con las que podria llenar
paginas y paginas... que contribuyeron a llenar de felicidad cada momento que juntas
compartimos.

Una vez terminada la carrera, la recompensa llegd, no sin antes haberse librado de los
malos ratos cada vez que veia errores a subsanar en la solicitud de su beca-contrato FPU. La
adjudicacion de esta beca supuso para la nifia, ya convertida en mujer, el mayor de sus logros
conseguido hasta el momento... la posibilidad de dedicarse seriamente a lo que desde
pequefia habia sofiado. Pero lo que nunca se habia imaginado era que la FPU significaria
también una ventana de apertura al mundo... de traspasar fronteras haciendo ciencia y de
conocer al resto del elenco de personajes de este cuento. De hecho, han sido muchas las
personas que esta nifia ha ido encontrando en la maravillosa andadura que decidié iniciar hace
unos afos, y la cual volveria a recorrer si tuviera la oportunidad de dar marcha atrds en el
tiempo.

Directores de Tesis, D. Miguel Angel, Antonio y Carlota, gracias por todo cuanto me
habéis ensefiado, por tratarme siempre con carifio, por ayudarme en todo cuanto ha estado en
vuestra mano y por haber puesto en mi camino a personas como Antonio Macchiarulo y
Ramodn Hurtado, los cuales me aceptaron desde el primer momento como un miembro mas de
su equipo, me trataron con carifio, me ensefiaron nuevas formas de hacer ciencia y me guiaron
en la tarea de “traducir” a articulo el trabajo realizado en el laboratorio. Mi mas sincero
agradecimiento al resto de profesores y companeros del Departamento, Joaquin, Encarna,
Dori, Maria José, Ana, Pepe, Santi, Vero, Meriem, Fatima, Nawal, Belén y Lourdes, gracias por
prestarme vuestra ayuda cada vez que ha sido necesario, tanto en el laboratorio, como en las
practicas con los chiquillos. Compafieros, iespero que os vaya a todos genial en el futuro!, y en
especial a ti Antonia (Eugenia)... por lo de veces que nos hemos reido dentro y fuera del
laboratorio, por haber mantenido siempre nuestra amistad y por tener ese nifio tan precioso
que hace que estés cada dia mas guapa. Gracias también a vosotros, Antonio y Luis, por todos
los sellos, boligrafos, tizas, rotuladores, botellas de hielo seco, tiras de pH,... que he necesitado
y de los que siempre tan amablemente, me habéis provisto.

No encuentro palabras suficientes para describir las inolvidables experiencias vividas
en ltalia, en el “Dipartimento di Chimica e Tecnologia del Farmaco” junto a compafieros y
amigos como Roberto, Chiara, Giacomo, Alessia, Andrea, Nicola, Gabriele, Marco, Albert y
Hayriye. Las “pausas-café” al aire libre en la entrada del departamento y los “pranzo” en la
“menza” repletos de pasta con “il nostro cuoco favorito” eran momentos de discusion,
intercambio de conocimiento, aprendizaje y también de relax y risas que me hicieron crecer en

el terreno de la Quimica Computacional y vivir cada nuevo reto intelectual con la maxima



motivacion que se pueda tener. Gracias a todos, os llevaré siempre en mi corazon... iy en
alguna que otra foto que en varias ocasiones se escapd!

Si inolvidable fueron los ocho meses de estancias en Italia, también merecié la pena y
de qué manera, el viaje emprendido junto a mi Quetzal del Carmen (Erandi), mi flor de loto
(Angela), Jessi, Cris, Ainoa, Peter Jackson (Pedro), mi Darling (Alan), Juan, Pilar y Rafa. Entre
todos contribuisteis a ampliar mi vocabulario con la creacién de un diccionario mafio que ya
quisiera para si la RAE... palabras como “zamugazo” y “chipiarse” eran incluidas diariamente en
él. Gracias también por haberme hecho participe de grandes momentos a nivel profesional
(como los viajes al Diamond con Erandi, la difraccion de cristales junto a Jessi, la fluorescencia
junto a Angela y los clonajes... ilos clonajes junto a todos!). Pero como no todo iba a ser
trabajar, también compartimos muy buenos ratos de zumba-relax entre MiniPrep y PCR, en
nuestras noches de Lizarrdn y Tubo, y cdmo no... ien los BIFl-chucks awards!, con tanta
medalla todavia estoy comiendo chocolate... Mi recuerdo también para los “sefiores esposos”
de Erandiy Jessi (Jorge y Noel), y cdmo no para los pequefios Leo e lyari.

Este cuento se aproxima a su fin, no sin antes hacer balance de una etapa que ha
merecido la pena en todos los sentidos y en la que el aprendizaje de nuevas técnicas de
investigacion y las relaciones personales se han aunado para formar el pilar sobre el que se
sustentan los resultados de la presente Memoria... porque felicidad y rendimiento van de la
mano... porque sin ilusion no se consigue nada en la vida, y porque para que todo lo anterior
funcione, es preciso que nos sintamos bien en el plano afectivo.

Es por eso que os la dedico a todos aquellos que sois conscientes de que sin vuestra
ayuda, dnimo y apoyo, no habria sido posible llegar hasta aqui. Debéis ser conscientes de que
hemos formado un equipo y de que el titulo que al final consiga, aunque lleva mi nombre,
también es vuestro.

Colorin colorado, este cuento...

Continuara...

iGracias!






A mi madre, mi hermano y a mi tia Belén, a Jose y

a mi mds querido ausente....nunca te olvido.
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1. Introduccion

La falta de selectividad de la mayoria de los tratamientos anticancerigenos usados
en la actualidad, la pérdida de eficacia de los mismos a medida que el tumor evoluciona
debido a las variaciones genéticas que tienen lugar y el desarrollo de resistencias como
consecuencia de estrategias celulares capaces de evadir la accidon del agente antitumoral,
hacen necesario el desarrollo de nuevos farmacos para combatir esta enfermedad cada
vez mas prevalente.

Dada la naturaleza genética del cancer, las nuevas estrategias terapéuticas se
fundamentan en el conocimiento de los genes que aparecen alterados durante el proceso
tumoral y de las proteinas que codifican, con el objetivo de utilizarlas como blanco de
accion de los nuevos farmacos. Uno de los protooncogenes que se encuentra mutado en
mas de la mitad de tumores humanos es el protooncogén ras, el cual participa en
cascadas de sefalizacion celular donde estd involucrada una amplia gama de proteinas
que suponen puntos de control para la activacion de la proliferacion celular y, por lo
tanto, de la progresion tumoral. Una de esas proteinas es la colina quinasa, que esta
involucrada en la biosintesis de uno de los fosfolipidos mas importantes para la
formacion de las membranas celulares, la fosfatidilcolina (PC).

A pesar de la diversa etiologia de la malaria en relacion con el cancer, ambas
enfermedades muestran ciertas similitudes. La primera de ellas es su alta incidencia

entre la poblacion mundial que las sitia como un problema de salud publica de grandes
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dimensiones y, en segundo lugar, el fallo terapéutico de los tratamientos actuales debido
a la aparicion de resistencias. En este sentido, la investigacion de nuevos farmacos
antimalaricos se estd centrando en dianas implicadas en la formacién de componentes
estructurales esenciales para el desarrollo del parésito. Un ejemplo de estas dianas lo
constituye la ChoK, que satisface la elevada demanda de lipidos (entre los que destaca
de nuevo la PC) que experimenta el plasmodio durante su multiplicacion.

Es en este punto, por tanto, donde encontramos el nexo de unidnentre ambas
enfermedades, y aunque la ChoK haya sido utilizada a lo largo de las ultimas décadas
sobre todo como diana para el disefio de nuevos farmacos anticancerigenos, mas
recientemente, tras haberse demostrado que el metabolismo lipidico es un proceso
esencial para la supervivencia, desarrollo y proliferacion de Plasmodium sp., también ha
sido propuesta como diana en este campo. En consecuencia, su inhibicion ha sido
utilizada como estrategia para frenar su actividad catalitica en ambos procesos,
encontrandonos hoy dia con una gran cantidad de inhibidores, algunos de los cuales han
conseguido llegar hasta la fase de ensayos clinicos. Varios ejemplos los constituyen los
compuestos TCD-717 y albitiazolium. El primero de ellos fue disefiado por nuestro
grupo de investigacion y actualmente se encuentra en fase I de ensayos clinicos para el
tratamiento de tumores solidos bajo una patente explotada por la empresa TCD-Pharma.
El segundo, a su vez, esta en fase Il como antimalarico.

Dada la relevancia que tienen el cancer y la malaria sobre la salud publica mundial,
en la presente tesis doctoral se utilizan técnicas de sintesis quimica, quimica
computacional, biologia molecular y cristalografia para plantear el disefio de nuevos
inhibidores de ChoK que, ademads, puedan utilizarse como herramienta para profundizar
en el conocimiento de ChoK a nivel mecanistico. Por otro lado, se pretenden identificar
no solo los grupos funcionales indispensables para conseguir una unién eficaz a la
enzima (farmacoéforo), sino también los residuos con los que todo inhibidor de esta

enzima debe interaccionar para bloquear su actividad catalitica.
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2. Antecedentes

2.1. Cancer
2.1.1. Epidemiologia

Segun la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) , se define el
cancer como un amplio conjunto de enfermedades que tienen en comun la rapida
creacion de células anormales capaces de crecer fuera de sus limites habituales, y que
mediante el proceso conocido como metastasis, pueden invadir tanto zonas adyacentes
como oOrganos distantes utilizando los sistemas sanguineo y linfatico. La metastasis es la
principal causa de muerte por cancer debido a que origina pérdida de la funcion

ordinaria del 6rgano invadido.

En 2013, el céncer ya figuraba entre las primeras causas de muerte a nivel mundial
tras las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y
las infecciones respiratorias, habiéndosele atribuido 8,2 millones de defunciones
ocurridas en todo el mundo en 2012."

Del total de casos anuales de cancer, un 60% se dan en Africa, Asia y América
Central y Latina, siendo los de pulmoén, higado, estomago, colon y mama, los mas
frecuentes a nivel mundial.'

La OMS sefiala que el tabaco, el alcohol, la mala dieta y la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo de cancer en todo el mundo y estima que
aproximadamente un 30% de las muertes mundiales por esta causa podrian evitarse

corrigiendo hébitos de vida poco saludables.'
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Segun las estimaciones de la misma organizacion, los casos anuales de céncer
tenderan a seguir aumentando, pasando de 14 millones en 2012 a 22 millones en las

ros r 1
proximas dos décadas.

2.1.2. Etiologia

A pesar de la gran cantidad de informacion con la que actualmente se cuenta sobre
la biologia del cancer, la falta de modelos animales y celulares que reflejen su extrema
complejidad, hacen que atn exista incertidumbre sobre sus mecanismos de génesis y
desarrollo.>” Asi, por ejemplo, la falta de conocimiento sobre transduccion de sefiales,
regulacion del ciclo celular, apoptosis, biologia de telomeros y angiogénesis, supone un
reto aun por superar para el tratamiento y la erradicacién del cancer. Ademas, los
cambios geno- y fenotipicos que se dan a lo largo del proceso tumoral y la gran
diversidad que se observa en la aparicion y el avance de dicha enfermedad por las
caracteristicas individuales de cada paciente,4 impiden que puedan generalizarse los
tratamientos.

No obstante, a pesar de la gran plasticidad de las células cancerosas, se observan
patrones comunes de comportamiento que han sido ampliamente estudiados. Asi, por
ejemplo, se conoce que la transformacion de una célula normal en tumoral es un
proceso multifasico caracterizado por la inestabilidad genémica.” El proceso de
malignizacion se inicia por acumulacion de al menos seis mutaciones (segun el “Cancer
Research UK™)® en los genes supresores de tumores y en los protooncogenes. En
consecuencia, ocurre un desequilibrio entre las tasas de proliferacion y muerte celular
que se traduce en un potencial replicativo ilimitado. Las células cancerigenas cuentan,
ademéas, con mecanismos de evasion de las sefiales apoptoticas’ y del sistema inmune,®
con una desregulacion del metabolismo energético’ y con una capacidad angiogénica'’
suficiente como para invadir otros tejidos y originar metéstasis. "'

Segtin la OMS, las mutaciones estan ocasionadas por interaccion entre los factores
genéticos del paciente y los agentes carcindgenos de tipo fisico, quimico o biologico.'?
Ademas, se ha observado que con la edad aumenta la incidencia de casos de cancer, lo
cual parece deberse al acimulo de mutaciones adquiridas a lo largo de la vida que no
han podido ser reparadas y a fallos en los mecanismos de reparacion del material

genético. Por otro lado, los cambios epigenéticos que afectan al ADN, al ARN o a las
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histonas, junto con los cambios genéticos juegan un papel fundamental en la progresion

tumoral.'?

2.1.3. Tratamiento

Son varias las estrategias usadas en la actualidad para tratar el cancer, como la
cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, la terapia bioldgica, la terapia hormonal, la
fototerapia y la crioterapia.'* Sin embargo, las maés frecuentemente aplicadas en la
practica clinica diaria son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. Las dos primeras
tienen éxito en caso de que el tumor se encuentre muy localizado y esté en una etapa
temprana de su desarrollo.'” La quimioterapia, sin embargo, se aplica a la mayoria de
los pacientes con cancer en cualquiera que sea la etapa en la que se encuentra el tumor.
Dicha herramienta presenta ciertos inconvenientes que deben ser solucionados por la
comunidad cientifica. Entre ellos cabe destacar su efimera efectividad y el
empeoramiento de la calidad de vida del paciente."

Con respecto a la efectividad, transcurrido un determinado periodo de tiempo del
inicio del tratamiento, se desarrollan resistencias a los farmacos empleados debido a la
inherente inestabilidad genética del tumor. Esta es la razén por la que la mayoria de los
tratamientos quimioterapicos se administran en forma de cécteles donde se incluyen
farmacos que actian a diferentes niveles celulares.'®

Por su parte, la pérdida de calidad de vida se debe a los efectos adversos sistémicos
que se desencadenan como consecuencia de la falta de selectividad o toxicidad de la
mayoria de las terapias actuales.'’

Dado el caracter genético del cancer, una de las estrategias empleadas actualmente
en el desarrollo de nuevas terapias antitumorales, se basa primero en el conocimiento de
los genes que pueden aparecer mutados durante la génesis y el desarrollo de la
enfermedad y luego, se investigan las proteinas que son codificadas por dichos genes
para usarlas como diana."” El objetivo de dicha aproximacién es el disefio de farmacos
selectivos que permitan reducir la toxicidad de los tratamientos actuales. Un ejemplo lo
constituye el imatinib,'® que se usa para el tratamiento de la leucemia mieloide cronica
y que muestra una gran selectividad por la tirosina quinasa.

En consecuencia, el gran avance experimentado en las Ultimas décadas sobre el
conocimiento de la fisiopatologia del cancer, aunque sea todavia insuficiente, esta

permitiendo el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas. De este modo, se alienta
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la esperanza de encontrar tratamientos con mejor actividad antitumoral y menor

toxicidad que tengan ademas, aplicabilidad en las distintas fases del proceso tumoral.

2.1.4. Metabolismo lipidico en cancer y ChoK

Uno de los protooncogenes que se encuentra mutado en mas de la mitad de tumores
humanos es el protooncogén ras,' el cual participa en cascadas de sefializacion celular
donde estan involucradas una amplia gama de proteinas que suponen puntos de control
para la activacion de la proliferacion celular y, consecuentemente, de la progresion
tumoral. Una de esas proteinas es la colina/etanolamina quinasa (ChoK),” que es una
enzima citosolica de amplia distribucion en la naturaleza cuyo nombre se debe a su
capacidad para fosoforilar tanto a colina (Cho) como a etanolamina en presencia de
ATP y Mg®". Esta transformacion catalitica constituye la primera etapa de la ruta
metabolica de Kennedy (Figura 2.1), conocida también con el nombre de ruta de la
CDP-colina®' y tiene una gran importancia en el metabolismo lipidico de células
eucariotas y de algunos procariotas. En ella, se biosintetiza la fosfatidilcolina (PC,
Figura 2.1) que junto con la fosfatidiletanolamina (PtdEtn) representan el 50% del
contenido total de fosfolipidos de las membranas celulares de animales y plantas.
Ademas, en mamiferos la PC es el fosfolipido mas abundante en el plasma, donde es el

componente principal de las lipoproteinas (AOCS Lipids Library).?

Estedarico
O
PV P P e e N |
0
\/\/\/\/\\\/\/\/’\/-TFO-CE 9 /
0 O-P-0—_ ' N—
Oleico é~ N\~ y

Fosfatidilcolina

Figura 2.1.Estructura quimica de la fosfatidilcolina.

Aunque en la célula la ruta de Kennedy supone la principal fuente de PC, ésta
también puede obtenerse tras catabolismo de la lisofosfatidilcolina (liso-PC) (por la 1-
acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa; AGPAT) o por metilacion de la PdEtn (mediada
por la enzima hepatica fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (PEMTC, en el

higado).ZI’23 En concreto, la ruta de Kennedy (que se encuentra activa principalmente
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durante la fase S del ciclo celular) se inicia una vez que la Cho (Figura 2.2) atraviesa la

membrana plasmatica.

/
HO—_ " N—
—~_ !
Colina

Figura 2.2.Estructura quimica de la colina.

La colina procede principalmente de la dieta y su penetracion a la célula es un
proceso altamente regulado que se da mediante difusion pasiva o transporte activo®. En
este ultimo caso, intervienen tres tipos de transportadores con distinta afinidad por la
Cho: a) los transportadores de cationes organicos (Organic Cation Transporters
OCTs), de baja afinidad; b) los transportadores de afinidad intermedia (Choline-specific
Transporter-Like proteinCTL1); c) la de gran afinidad dependiente de Na' (High-
affinity Choline Transporter CHT1), que son especialmente abundantes en las
neuronas. Tanto los transportadores de afinidad intermedia (CTL1) como los de gran
afinidad (CHT1) son inhibidos por hemicolinio-3 (HC-3), motivo por el que este primer
inhibidor de ChoK presenta toxicidad respiratoria.**

Una vez que la Cho se halla en el interior celular, ChoK cataliza su conversion a
PCho en presencia de ATP y Mg (Figura 2.3). A continuacién, la PCho se convierte
en citidina 5’- difosfocolina (CDP-Cho) tras la transferencia de un fosfato procedente de
citidina trifosfato (CTP). Dicha reaccion se cataliza por la enzima CTP: fosfocolina
citidiltransferasa. Posteriormente, CDP-Cho es transformada en PC por accion de CDP-
colina: 1,2-diacilglicerol colinafosfotransferasa (CPT), que incorpora diacilglicerol
(DAGQG). Por ultimo, PC es hidrolizada por la enzima fosfolipasa D especifica de PC
(PC-PLD), generando acido fosfatidico (PA) y Cho, que cierra el ciclo. A su vez, el PA
puede desacetilarse para generar DAG por parte de la enzima acido fosfatidico
fosfohidrolasa (PAP), o ser desacilado por la enzima fosfolipasa A2 (PLA2) para
generar acido lisofosfatidico (LPA) y acido araquidonico. Tanto DAG como LPA son

metabolitos lipidicos con actividad mitogénica.”
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DAG

CPT

CDP-Cho
PAP . PA Mg?2*
DAG <--—-=— APT
CT

Figura 2.3.Ruta de Kennedy para la biosintesis de fosfatidilcolina (PC).

En células eucariotas, existe una ruta metabolica similar a la CDP-colina donde se
biosintetiza PtdEtn a partir de etanolamina. Esta ruta recibe el nombre de CDP-

: . o . : 21
etanolamina y su enzima principal es la etanolamina quinasa (EK).

2.1.5. Mecanismo catalitico de ChoK

A pesar de la gran cantidad de informacién que se tiene respecto al papel bioldgico
y las rutas metabolicas donde participa ChoK, existe controversia en relaciéon a coémo
lleva a cabo la reaccion de transferencia del fosfato desde el ATP hasta la colina.

La primera aproximacién al mecanismo catalitico de la ChoK fue propuesta por
Konrad y col. en el afio 2006.%° Su hipétesis se sustentd por un lado, en el mecanismo
de fosforilacion que se daba en la mayoria de las quinasas, dada la notable conservacion
de residuos con la ChoK y, por otro, en los estudios de mutagénesis que previamente se
habian realizado con la ChoK de C.elegans Dicho mecanismo de catalisis, segin
Konrad, implicaba la participacion de un complejo ternario de la ChoK con sus
sustratos. Sin embargo, debido a la inexistencia de estructura cristalografica de dicho

complejo, se construyd computacionalmente un modelo en el que la enzima estaba

8
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unida simultineamente a ADP, Mg®" y PCho (Figura 2.4). En tal escenario, se postuld
que ciertos residuos serian responsables del correcto posicionamiento de los sustratos en
el sitio activo (Asn311, Ser121, Asn122, Argl46 y GIn308) mientras que otros, debido
a su caracter nucleofilico iniciarian la catalisis (Asp306 y Asp330). No obstante, no se
indicaba la sucesion de ataques nucleofilicos necesarios para la transferencia del fosfato

desde el ATP hasta la colina.

Asn31ll

\

O&‘C-_NH Asp330 GIn308

C o=t
" TN -
NH, O (@] NH Asp306
e “' ‘.\. Q H
K Q- ‘.‘,' . e S ,"_.—-"'O‘C/
N o] ko) CRE - i
L b "
X R OmmPa o a7 i
N | | S o
2 g Ip S |
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Ho' oH SN o c|3 7/
; N?
{ oo ( 7\
HoN ; 5 e Serl2
Ne=N Fosfocolina
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Figura 2.4.Primer mecanismo catalitico propuesto para ChoK. Es un mecanismo tipico de proteinas

quinasas que implica la formacion de un complejo ternario.*®

Mas recientemente, en el afio 2013, Pollard y col.”” basandose en estudios cinéticos,
presentaron un mecanismo de doble desplazamiento (Figura 2.5) segun el cual el
fosfato y- del ATP se transfiere a la colina en dos etapas que implican la formacion de
un intermedio fosforilado de ChoK. Asi, lo primero que se plantea es la union del ATP
a la enzima, la cual inmediatamente quedaria fosforilada en el Asp306 tras el ataque
nucleofilico de éste al fosfato y- del ATP. Tras la formacion del intermedio fosforilado,
el ADP saldria del sitio activo y entraria la colina, la cual seria fosforilada por el
Asp306, formandose un enlace covalente entre ambos. Por ultimo, ChoK suftriria un
cambio conformacional que disminuiria el pKa del Asp306 y que seria la causa de la

interrupcion del enlace covalente antes de la liberacion de la PCho.
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Figura 2.5. Segundo mecanismo catalitico propuesto para ChoK. Se propone la formacion de un

complejo intermedio fosforilado.”’

A pesar de la falta de consenso entre ambos mecanismos, tanto uno como otro han
sido observados en la superfamilia de las quinasas, si bien es cierto que el mas
extendido es el que implica la formacion de un complejo ternario antes del inicio de los
ataques nucleofilicos. El motivo por el que la formaciéon de un intermedio fosforilado
queda practicamente reducida a ciertas tirosina-fosfatasas es la falta de posicionamiento
adecuado de nucleofilos con potencia suficiente para atacar a los grupos salientes de los
sustratos.”® No obstante, esto no se observa para el caso de la ChoK dada la cercania
entre el fosfato y- del ATP y el Asp306. Precisamente, es en la importancia de este

residuo en la catélisis, el Gnico punto donde coinciden ambos mecanismos.

2.1.6. ChoK en humano s

2.1.6.1. Isoformas

La familia de la colina/etanolamina quinasa en humanos comprende dos genes
choK-u y choK-$, que codifican tres isoformas, ChoKal (457 aminoacidos, 52 kDa),
ChoKo2 (439 aminoacidos, 50 kDa) y ChoKp (395 aminoacidos, 45 kDa).” Las
isoformas ChoKa y ChoKp pueden expresarse de forma diferencial gracias a que los
promotores de los genes choKw y choK-f difieren entre si. De esta forma, su
transcripcion esta sometida a distintos mecanismos de control, lo cual sugiere un papel
fisiologico diferente para cada isoforma. Asi, en roedores la isoforma ChoKf se expresa
mayoritariamente en el corazén y en el higado, mientras que la ChoKa es especialmente
abundante en los testiculos.”® La homologia global entre ChoKa y ChoKp alcanza el
60% y es mayor en el dominio colina/etanolamina.”’ En la célula completa, ChoKo

tiene la capacidad de fosforilar tanto a la colina como a la etanolamina, mientras que la
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isoforma ChoKp solo afecta a la produccion de PEtn.>' ChoK no es activa como
mondmero, de tal forma que en el medio fisioldgico se encuentra como homo o
heterodimeros.”” Como ha sido demostrado por el grupo de Ishidate®’en roedores, la
actividad in vitro de los distintos dimeros es diferente en funcion de la isoforma
constituyente. Asi, se ha postulado que el oligdbmero maés activo es el a/a, seguido por el
o/B, siendo el B/P el menos activo. Ademas, la distribucion de tales dimeros depende del
tejido, siendo el o/p el mas abundante a nivel general.”

ChoKa es una diana de sefiales oncogénicas procedentes de los oncogenes rasy
rhoA Asi, mientras que Ras activa a ChoKa mediante los efectores Ral-GDS (Ral
Guanine Nucleotide Dissociation stimulatgr PI3K (Phosphoinositide 3-kinase),™ y
RhoA la activa mediante las ROCK quinasas (Rhoassociated proteikinase,* ninguna
de estas GTPasas oncogénicas afectan a ChoKp. Por tanto, la sobreexpresion de ChoKa
in vitro induce transformacion oncogénica, mientras que la
sobreexpresion/sobreestimulacion de ChoKp no parece ser suficiente para inducir
proliferacion celular.’’ Es por ello que todos los esfuerzos destinados a dilucidar el
papel de ChoK en el diagnostico (mediante anticuerpos monoclonales anti-ChoK),
pronostico y tratamiento del cancer deben de focalizarse en la isoforma ChoKa. Debido
a la homologia estructural que presentan ambas isoformas, la bisqueda de nuevos
agentes anticancerigenos capaces de interrumpir la actividad de ChoK debe de estar
centrada en la especificidad frente a ChoKo, ya que en caso de afectar también a la
isoforma ChoKp, se producirian deformidades 6seas y distrofia muscular’®. La
apariciéon de dichos efectos adversos ha sido demostrada por Aoyama y col. tras

delecién del gen choK+ en roedores.*

2.1.6.1.1. Isoforma a

La isoforma o de humanos (HSChoKa) aparece sobreexpresada en el 40-60% de los
canceres de mama,’> prostata,’® pulmon,”’ colon,” ovario® y vejiga,” los cuales
representan mas del 70% del total de casos de cancer en paises desarrollados.*' Debido
a tal sobreexpresion, los niveles de fosfocolina (PCho) se elevan de 10-20 veces por
encima de los niveles basales, segiin ha sido demostrado para adenocarcinomas.*” Las
causas de la sobreexpresion/estimulacion de ChoKa son dos: a) activacion continua por
parte de las RhoGTPasas Ral-GDS, PI3K y ROCK-quinasa, las cuales a su vez se

encuentran activas de manera permanente por accion de los oncogenes ras y rhoA; b)
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B4 prolactina,” estrogenos,*®*’ los factores de crecimiento® derivados de

insulina,
plaquetas (PDGF), fibroblastos (FGF) y epidermis (EGF),*> ***° el factor-1a inducible
por hipoxia’' y toxicos como el CCl*® En consecuencia, no solo se proporciona mas
cantidad de PC para la formaciéon de membranas plasmaticas, endosomas y exosomas,
sino que ademas, se exacerban rutas de sefalizacion responsables de la proliferacion
celular, ya que PC actiia como sustrato de la fosfolipasa D (PLD), la cual genera acido
fosfatidico. Dicho producto actiia como factor de crecimiento en base a tres acciones
principales: a) reclutando al factor SOS™ (Son of Sevenlesy a la serina/treonina
quinasa Raf-1;* b) estimulando la formacién de endosomas necesarios para la

activacion de la MAP quinasa;>* ¢) en mamiferos, activando a la rapamicina quinasa

(mTOR).”

2.1.6.1.1.1. Isoforma a en el diagnostico, prondstico y tratamiento del carer

Las implicaciones de la isoforma HSChoKa en la transformacién oncogénica, hacen
que pueda ser utilizada como medio para el prondstico,” diagnéstico®' y tratamiento de
tumores donde se encuentre sobreexpresada o hiperactivada (mama, pulmoén, vejiga,
colon y prostata).’’

Entre los afios 2005 y 2009 Lacal y colaboradores demostraron que los tumores de
pulmén’®” y vejiga® donde existiera sobreexpresion de HsChoKa tenian un mal
pronostico.

En 2006, el mismo grupo de investigacion postulé* que el desarrollo de
metodologias apropiadas para la deteccion de la sobreexpresion de HSChoKa en
tumores humanos, podria representar un avance importante en el diagndstico temprano
del cancer y que, por tanto, podria usarse como estrategia para conseguir un aumento de
la esperanza de vida de los pacientes. De este modo, el mismo grupo diseié anticuerpos
monoclonales anti-HsChoKa de gran especificidad frente a esta isoforma.*' Cinco afios
més tarde (2011), Barwick y col.”® presentaron la técnica de [''C]choline-PET-CT como
un método no invasivo para el estudio de los niveles de HSChoK en cancer de prostata y
en los nodulos linfaticos adyacentes cuando el tumor todavia no alcanza un centimetro
de tamano, siendo indicadores del estadio del tumor y de la respuesta al tratamiento.
Apuntaban ademds que esta técnica permitia un diagnéstico mas preciso que otras
técnicas convencionales, como la Resonancia Magnética por Imagen (MRI) o la

tomografia de emision de positrones (Positron emission tomographRET).
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Por ultimo, la utilidad de HSChoKa en el tratamiento de ciertos tipos de tumores se
debe a la necesidad extra de fosfolipidos que tienen las células neoplasicas como
resultado tanto de una rapida proliferacion, como de una elevada formacion de
endosomas (involucrados en la sefializacién mediada por factores de crecimiento)” y
secrecion de microvesiculas o exosomas (responsables de la inmunosupresion y de la

comunicacién intercelular).'

Por lo tanto, la terapia antitumoral se basa en una
interrupcion de la actividad de HSChoKa para reducir la concentracion de PC, implicada
tanto en la formacién de las membranas plasmaticas como en la generacion de segundos
mensajeros responsables de la proliferacion celular incontrolada.®” La estrategia mas
frecuente para conseguir la interrupcion de la actividad de HSChoKa consiste en el uso
de inhibidores;** y tal y como ha sido demostrado mediante ARN silenciante (short
hairpin RNA shRNA) capaz de unirse al ARN mensajero (mRNA) de la HsChoKal,
con tal estrategia se induce apoptosis en células tumorales, mientras que la viabilidad de
las células sanas no se ve afectada.®® Estas observaciones indican que la inhibicion de la

HsChoKa es una estrategia antitumoral per s€ y proporcionan una clara evidencia sobre

su potencialidad como diana selectiva de farmacos en la lucha contra el cancer.

2.1.6.2. Inhibidores de HsChoK

Tal y como ha sido demostrado a lo largo de las Gltimas décadas, la inhibicion de la
ChoK es una estrategia terapéutica valida para evitar procesos cancerigenos.®> Como ha
sido expuesto en los apartados anteriores, el privar a las células eucariotas y de ciertos
procariotas del producto catalitico de ChoK, la fosfocolina, supone un freno no sélo
para la formacion de membranas plasmaticas, sino también para la transmision de la
seflal mitogénica al nucleo de las células de mamiferos. En consecuencia, han sido
muchos los inhibidores obtenidos a lo largo de los ultimos tiempos. Los primeros de
ellos, se disenaron basandose en las relaciones estructura-actividad (SAR) de moléculas
derivadas de la colina o del HC-3. No obstante, la publicacion en el 2006 de la primera
estructura cristalina de la HSChoK ayud6 a racionalizar el proceso de seleccion de
grupos funcionales.”® De este modo, el conocimiento cristalografico ha supuesto un
notable avance en el desarrollo de inhibidores cuya estructura difiere de forma
considerable con la de las moléculas disefiadas en los primeros afios en los que se

abord¢ la estrategia de inhibicion de la ChoK.
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2.1.6.2.1. Derivados del HC-3

El hemicolinio-3 (HC-3) fue el primer inhibidor especifico de la HSChoKa que se
descubrid. Este hallazgo se produjo tras comprobarse que la fosforilacion de Cho en el
cerebro de raton se inhibia en su presencia, de modo que se estudid primero su efecto
sobre la enzima ChoK de raton aislada y posteriormente, sobre la humana.®
Previamente, los analogos estructurales de la colina® habian demostrado ser inhibidores

de la enzima pero con una escasa potencia e inespecificidad.

Se trata de una molécula compuesta por un anillo central de tipo bifenilico que
separa a dos cadenas similares a la colina, que en disolucion ciclan dando lugar a dos
anillos de oxazonio (Figura 2.6). Ambos anillos incluyen un amonio cuaternario
cargado positivamente y un grupo hidroxilo, que le confieren a la molécula una gran

polaridad en los extremos.

HO OH
O 0O
o O~ )<
oy

A

Figura 2.6. Estructura quimica del HC-3 en equilibrio entre las formas abiertas y ciclohemiacetélica

(D).

A pesar de su capacidad para inhibir a la HSChoKa, tanto la afinidad que muestra
por la proteina (Clso = 57 uM),67, como su actividad antiproliferativa (ECsp = 500 uM)
son muy bajas. En consecuencia, las grandes concentraciones a las que debe usarse el
HC-3 para hacer patente su efecto, son la causa de la toxicidad que genera a nivel
neuronal y respiratorio,®’ lo cual lo hace inviable para su uso como agente antitumoral
in vivo.

No obstante, a pesar de su toxicidad, nuestro grupo de investigacion considerd que
el HC-3 era un prototipo valido para disefiar mediante farmacomodulacion nuevos
inhibidores mas potentes y menos toxicos. Asi, se han sintetizado en las ultimas décadas

mas de 200 compuestos cuya actividad como agentes antiproliferativos ha sido
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ensayada en diversas lineas tumorales y su potencia como inhibidores ha sido
determinada frente al enzima, ya sea en extracto crudo o bien pura, tras expresarla en
levaduras o en bacterias.

Aproximadamente la mitad de estos inhibidores estan recogidos en la base de datos
electronica “Binding Database”, que puede consultarse para obtener informacion tanto
acerca de su estructura quimica como de su Clsy no so6lo frente a la proteina aislada sino

también frente a diferentes lineas tumorales.®®

2.1.6.2.1.1. Inhibidores biscatidnicos simétricos

En una primera fase del proceso de farmacomodulacién, se decidié mantener el
anillo bifenilico del HC-3, al que se le introdujeron un par de grupos ceto a ambos lados
y sales de amonio cuaternarias alifiticas y aromaticas,”’ que sustituian a los anillos de

oxazonio (Figura 2.7).

Figura 2.7. Estructura general de los derivados de HC-3 obtenidos en la primera etapa de

farmacomudulacion.

Tras llevar a cabo los ensayos de inhibicion y de actividad antiproliferativa
pertinentes, se concluyd que los grupos piridinio eran responsables de una mejor
actividad antiproliferativa que los restos de 3-hidroxiquinuclidino, debido a su mayor
lipofilia.

A continuacidn, se sintetizaron “compuestos mitad” del HC-3, como por ejemplo el
HC-15% (Figura 2.8), con objeto de investigar si las dos cabezas catidnicas eran
necesarias para la actividad inhibitoria. Se trataba de compuestos monocuaternizados
mediante los que se concluyd que aunque la segunda carga no era necesaria para la

actividad, en caso de estar presente, la mejoraba considerablemente.
\N;\
O o
@]
3

Figura 2.8.Estructura del prototipo para el disefio de los “compuestos mitad”, HC-15.”
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Posteriormente, se realizaron modificaciones que afectaban al mismo tiempo tanto
al espaciador como a la cabeza catidonica, manteniendo el nimero de 4tomos entre los
nitrégenos cuaternizados. Se utilizaron anillos de piridinio y quinolinio sustituidos o no

en la posicion 4 por diversos grupos funcionales (Figura 2.9).”!
O
U
Y v
® I
R= NS N BN
R, R,

Figura 2.9. Estructura general de los compuestos biscationicos (4) de la tercera etapa de

—Z ®
E\ /i

farmacomodulacion.

Finalmente, se concluyd que los resultados eran mas satisfactorios cuando los
sustituyentes eran sales de piridinio sustituidas en posicion 4 por grupos electron
donantes, como los grupos amino disustituidos debido a la deslocalizacion de la carga
positiva del anillo heteroaromatico. En consecuencia, cuanto mas electron-donante fuera
R4, més potente seria el compuesto como inhibidor de HSChoK, y también como agente
antiproliferativo.

En la siguiente fase del proceso de farmacomodulacion, se quiso averiguar cual era
la distancia optima que debia de haber entre las cabezas cationicas (anillos de piridinio
sustituidos en posiciéon 4 por grupos amino disustituidos) para conseguir maxima

actividad biolégica (Figura 2.10)*
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Figura 2.10.Modificaciones del espaciador realizadas en la cuarta etapa de la investigacion a partir

del compuesto prototipo 4.

Tras la sintesis de 6 series de compuestos cuya longitud del espaciador variaba entre
4-0 metilenos entre los bifenilos del HC-3, o incluso un tnico fenilo o un grupo ciclico
no aromatico de tipo ciclopropano, se estim6 que la longitud 6ptima para conseguir
tanto una buena inhibicion del enzima como una actividad antiproliferativa
significativa, venia dada por el grupo bifenilo (sustituido en las posiciones 3 y 3’0 en las
4y4.

De todos los compuestos sintetizados en esta etapa de la investigacion, el MN58b
mostré una actividad antiproliferativa inferior a 2 uM no sé6lo a nivel de tumores
hepaticos (HT-29), sino también de carcinoma de cérvix (HelLa), carcinoma
epidermoide (A431), carcinoma de mama (MCF-7), linfoma histocitico (U937) y
leucemia mieloide cronica (K562).”° Dada su buena actividad in vivo, se completé su

caracterizacion bioldgica mediante estudios de toxicidad y de mecanismo de accion
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tanto a nivel de células sanas, como en tumorales. Asi, se comprobo que MN58b inhibia
tanto a la isoforma al (Clsp = 5 pM) como a la B (Clso = 107.5 uM), y que dicha
inhibicién en células sanas conducia a un descenso de los niveles intracelulares de
PCho, que provocaba una parada reversible del ciclo celular en la fase G¢/G; por
defosforilacion de la proteina pRb. Dicha parada, se traducia en una reduccion de los
requerimientos de fosfolipidos mientras existiera la inhibiciéon y por tanto, no se
afectaba el metabolismo lipidico. Sin embargo, en células tumorales, el compuesto
MN58b (Figura 2.11) producia la activacion de las vias de apoptosis por accion de
ceramidas que se sintetizaban por las cé€lulas durante su desarrollo para suplir los

defectos de PCho, al no detenerse la fase Gy/G; del ciclo celular.®?

Figura 2.11.Estructura quimica del compuesto MN58b.

En la ultima etapa del disefio de andlogos de HC-3 con estructura biscatidnica, se
emplearon espaciadores de tipo 3,3 -bifenilo, 4,4 -bifenilo y 4,4 -bibencilo, combinados
con una cabeza catidnica de tipo quinolina donde se modifico tanto la naturaleza, como
la posicion de sus sutituyentes (Figura 2.12)”* El grupo quinolinio se elegio por ser
andlogo al fragmento de piridinio previamente empleado con éxito, para estudiar el

efecto del aumento de lipofilia sobre la viabiliad celular.
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Figura 2.12.Estructura general de los compuestos derivados de quinolinio (10).
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Las conclusiones que se extrajeron al final del proceso de evaluacién biologica
indicaban que la quinolina proporcionaba un incremento extra de lipofilia a la molécula,
en comparacion con la piridina, que mejoraba de forma notable la actividad
antiproliferativa de los compuestos, como era predecible. Ademas, al igual que se habia
observado previamente para los derivados de piridina, la introduccion de grupos
electron donantes en posicion 4 en el anillo de quinolinio tenia una vez mads, un efecto
positivo en la inhibicion de ChoK, por la razén previamente expuesta.

El compuesto mas relevante de esta fase de investigacion fue el RSM-932A (Clk de
2.0 uM frente a la enzima humana purificada),'* que carece de toxicidad en ratones
cuando se utiliza una dosis que inhibe el crecimiento de tumores solidos en un 77%.
Actualmente ha alcanzado la fase I de ensayos clinicos
(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01215864) con el nombre de TCD-717 (Figura
2.13)° ¢ incluso estd siendo utilizado en estudios para escalar a humanos la dosis

méxima tolerada en ratones y poder asi, pasar a ensayos de fase I1.7°

he g8

RSM-932A
Figura 2.13.Compuesto RSM-932A

2.1.6.2.1.2. Inhibidores triscationicos

La introduccion de una tercera carga positiva en forma de una nueva cabeza
cationica (Figura 2.14), dio como resultado una mejor inhibicién del enzima que se
atribuyo a la interaccidon con un nuevo sitio o a una mayor probabilidad estadistica de
unién. Sin embargo, la actividad antiproliferativa disminuia notablemente debido a una
disminucién de la lipofilia que se traducia en una mayor dificultad para atravesar las

membranas celulares.’’
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Figura 2.14.Estructura general de los compuestos triscationicos (11).

2.1.6.2.1.3. Inhibidores macrociclicos (ciclofanos y bisciclofanos)
Como la totalidad de los derivados preparados con anterioridad eran estructuras
abiertas flexibles, se disenaron varias series de ciclofanos y bisciclofanos (Figura 2.15)

para estudiar el efecto de la rigidez en la inhibicion de la proteina y a nivel celular.”®

N
K ’\l ’ - I ~ |
NH  NH , n, NG R, N® R
Compuesto Isémero 1y, R )
N > 3Br
| | 12 P.p R
\N > 13 mm R
N'e 14 p,m 16: R, =R, H; R: H

@
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15 mp 17: R, = R,; R: Me
18: R+ R,: (CH=CH),; R: H

Figura 2.15.Estructura general de los ciclofanos (12-15 y bisciclofanos (16-18).

En este caso, los mejores datos de inhibicion de la proteina y de actividad
antiproliferativa fueron obtenidos para los compuestos que presentaban el anillo
bencénico inferior disustituido en las posiciones 1,4.

Los compuestos de estructura bisciclofanica resultaron ser inactivos como
inhibidores de HSChoK y como agentes antiproliferativos, debido a que la tercera carga

positiva los convierte en demasiado polares.
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2.1.6.2.1.4. Inhibidores bispiridinicos y bisquinolinicos aciclicos, vy
bispiridinicos ciclicos
Una de las aportaciones mas reciente por nuestro grupo de investigacion al arsenal
de inhibidores de HSChoK se realizé en Junio del 2013 en forma de derivados de
piridina o de quinolina simétricos biscatidnicos aciclicos y como ciclofanos

bispiridinicos con espaciador alifatico (Figura 2.16)
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Figura 2.16.Estructura general de los compuestos aciclicos (19) y bispiridinicos ciclicos (20).

Los primeros, resultaron ser muy buenos inhibidores de HSChoKa2 mostrando un
mecanismo de competencia mixto y unos valores de Clsy en el rango de 0.08-1.35 uM.
Ademas, presentaban muy buena actividad antiproliferativa frente las lineas celulares
SKBR-3 y MCF-7 (ECso= 1-10 uM). Por su parte, los derivados ciclicos no mostraron
actividad antiproliferativa.

No obstante, la aportacion mads interesante e innovadora de ambas familias de
compuestos es su actividad leishmanicida frente a Leishmania majoly L.donovani En
este caso, aunque la potencia de los compuestos bispiridinicos ciclicos era menor que la
de los derivados abiertos, la toxicidad que presentaban frente a células de mamifero era
menos acusada y por lo tanto, su margen de seguridad mas amplio, que el de incluso la
anfotericina B y la miltefosina. Estudios del mecanismo de accion de los dos
representantes mas activos de ambas familias (VGP-106 yVGP-318) revelaron que los
dos se acumulaban en la mitocondria de Leishmania sp., produciendo una alteracion del

potencial de membrana y en consecuencia, una disfuncioén de la misma.

2.1.6.2.2. Disefio de inhibidores basados en la estructura 3D de HsChoK al

La publicacion de la estructura cristalina de la isoforma HSChoKal tanto en su

forma apo (sin sustrato) como holo (con sustrato), unida tanto a sus productos de
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reaccion como al HC-3, proporciond una herramienta util y eficaz para el disefio de
nuevos inhibidores de HsChoKa. Hasta entonces, el disefio de inhibidores habia estado
basado en relaciones estructura-actividad de tal manera que se incluian en las nuevas
moléculas, grupos que ya habian demostrado ser eficaces en etapas anteriores.

Las estructuras cristalinas evidenciaron la naturaleza de los sitios de union del ATP
y de la colina, lo cual permiti6 disefiar inhibidores dirigidos inicamente hacia un sitio o
hacia los dos. Asi, en los ultimos cuatro afios se han sintetizado derivados
monocationicos de adenina con capacidad para unirse a los dos sitios activos y
derivados bis- o monocationicos asimétricos que interaccionan exclusivamente con el
sitio de la colina. Ademas, técnicas computacionales de cribado virtual (Virtual
screening; VS) y de cribado farmacoldgico de alto rendimiento Kighthroughput
screening; HTS) han proporcionado dos inhibidores de HSChoKal de estructura
quimica diversa a todos los descritos con anterioridad a su fecha de publicacion, que

carecen incluso, de carga positiva fija.

2.1.6.2.2.1. Inhibidores monocatiénicos derivados de adenina y derivados
biscationicos asimeétricos
En esta reciente etapa del desarrollo racional de inhibidores de ChoK, se opt6 por
introducir en la estructura quimica, un grupo de adenina que hiciera las veces del

nucledtido presente en el ATP (Figura 2.17)%
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Figura 2.17.Estructura general de los derivados de adenina (21) y biscatiénicos asimétricos (22).

Sin embargo, la inhibiciéon de la proteina y la actividad antiproliferativa que
) . T e 81
mostraban eran peores que las obtenidas con los derivados biscatiénicos asimétricos” .

Este hecho junto con las evidencias cristalograficas obtenidas recientemente para el
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compuesto BR33 (compuesto 14, PDB ID: 4CG8), parecia indicar que la estrategia de
disefio por la que se pretende ocupar también el sitio del ATP, aun no estd lo
suficientemente depurada como para mejorar la actividad bioldgica de los compuestos
biscationicos (simétricos o asimétricos) dirigidos exclusivamente al sitio de la colina.
Dicho de otro modo, la inhibicion de HSChoKa con compuestos que se introduzcan sélo
en el sitio de la colina (derivados biscationicos) es suficiente para inhibir de forma

adecuada a la proteina.

2.1.6.2.2.2. Inhibidores monocationicos derivados de aminofenol 'y
biscatidénicos simétricos derivados de 1,2-bis(  p-metilfenoxi)etano

Su disefio, al igual que el de los derivados de adenina anteriores tenia por objeto
ocupar el sitio de unidon del ATP, pero esta vez con grupos aminofenol y afines que
habian demostrado mimetizar al resto de adenina del ATP en estudios preliminares de
docking. Ademads de estos grupos, también se incluyeron en su estructura los restos de
quinuclidina, dimetilaminopiridina y pirrolidinopiridina para conseguir unién con el
bolsillo hifrofébico de la colina (Figura 2.18)%

Otro grupo interesante de compuestos es el constituido por derivados biscatidonicos
simétricos del grupo funcional 1,2-bis(p-metilfenoxi)etano, donde se utilizaron como
cabezas catidnicas restos de quinuclidina, quinuclidinol, dimetilaminopiridina y
quinolina. El aspecto mdas destacable en el disefio de estos inhibidores fue la
introduccion de oxigeno por primera vez en los espaciadores con un doble objetivo. Por
un lado, aumentar el caracter polar de los compuestos y por tanto, su solubilidad sin
modificar partes de la molécula fundamentales para su unién al enzima, y por otro lado,
dotar a tales compuestos de donadores de puentes de hidrogeno para mejorar el perfil de

interacciones con la proteina (Figura 2.18)*
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Figura 2.18.Derivados de aminofenol (23-24) y compuestos biscationicos simétricos (25-28).

Los estudios bioldgicos evidenciaron una vez mas, la idoneidad del espaciador
bifenilico y de los restos de dimetilaminopiridina o quinolina para conseguir unos
buenos resultados de inhibicion de ChoK y de actividad antiproliferativa. Por su parte,
los estudios computacionales de union al enzima (docking) mostraron que todos los
compuestos de estas series, se unian al sitio de la colina, y en concreto los derivados
biscationicos simétricos derivados de quinolina adoptaban una conformacion sinclinal

gracias al efecto gauche de los oxigenos sobre el esqueleto O-C-C-O del espaciador.

2.1.6.2.2.3. Inhibidores biscatiénicos simétricos derivados de 2,2 -bipiridina

Una vez mas, la estructura cristalina de la HsSChoKal fue utilizada por nuestro
grupo de investigacion para el disefio de un nuevo grupo de inhibidores derivados del
compuesto RSM-932A. Esta vez, los estudios preliminares de docking mostraron que el
espaciador de tipo bipiridina podria resultar més favorable para conseguir una unién de
gran afinidad al enzima puesto que se observo la formacién de puentes de hidrogeno
entre los pares electronicos libres de los nitrogenos de los ligandos y ciertos residuos del
sitio activo. En consecuencia, se realizd un cambio bioisostérico de los carbonos en

posiciones 2 y 2" del bifenilo por dos atomos de nitrégeno, para conseguir ademas
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aumentar la solubilidad de las moléculas (Figura 2.19). Los resultados bioldgicos
mostraron que a pesar de los puentes de hidrégeno formados, la inhibicién de la
proteina no se mejord con respecto al compuesto RSM-932A, pero si la actividad
antiproliferativa frente a dos lineas celulares (HL-60 y HT-29) y el perfil de seguridad

frente a células sanas.
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Figura 2.19.Derivados de 2,2 -bipiridina (29).

2.1.6.2.2.4. Cribado virtual y cribado de alto rendimiento

Los compuestos CK37 y V-11-023907 (Figura 2.20), ademas de haber sido
descubiertos en el 2012 y 2013 respectivamente, haciendo uso de técnicas
computacionales, presentan otras peculiaridades con respecto a los inhibidores
tradicionalmente disefiados por nuestro grupo de investigacion. Su naturaleza quimica
es totalmente diversa debido a su reducido tamafio (que junto con una buena actividad,
los hace ser mucho mas eficientes), a la carencia de carga positiva permanente y a la
inclusion en su estructura de grupos funcionales nunca antes utilizados en inhibidores

de HsChoK.
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CK37 V-11-023907

Figura 2.20.Inhibidores de HSChoK descubiertos con técnicas computacionales.

En el caso del compuesto CK37,** ademas de ser inhibidor competitivo para la
colina (50% inhibicion de HSChoKa a 10 pM; 67% inhibicion de la proliferacion de
HeLa a 10 pM), suprime la cascada de sefalizacion de MAPK y de PI3K/AKT,
desorganiza el citoesqueleto de actina y reduce el plegamiento de la membrana
plasmatica. Ademas, CK37 bloquea de forma notable el crecimiento de tumores de
pulmoén en ratones por disminuir los niveles de fosfocolina y afecta a la fosforilacion de
ERK y AKT in vivo.

Por su parte, el compuesto V-11-023907 presenta como principal caracteristica la
formacion de un puente de hidrogeno con el Asp306 que contribuye a bloquear la
accion de dicho residuo, impidiéndose su ataque nucleofilico al fosfato y- del ATP. Por
este motivo, este compuesto se comporta como inhibidor de HSChoKa (Cls, frente a la
proteina: 0.47 uM), pero a pesar de unirse al sitio de la colina, no compite por dicho
sustrato. La explicacion a este hecho se basa en el mecanismo de accion de tipo ping-
pong propuesto en el mismo trabajo y se postula que V-11-023907 se une
exclusivamente a la forma no fosforilada del enzima y no al intermedio fosforilado al

que se une la colina.

2.1.6.2.3. Conclusiones

En definitiva, los inhibidores méas potentes de todos los descritos previamente,
contienen dos cabezas cationicas derivadas del piridinio que estdn conectadas entre si
mediante un espaciador de naturaleza hidrofobica, como en el caso del HC-3. En
general, todos sus andlogos tienen una estructura mas extendida que ¢l mismo y

relaciones de estructura quimica-actividad han mostrado que la potencia inhibitoria de
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HsChoK se correlaciona bien tanto con la carga positiva del anillo nitrogenado, como

con el tamano del espaciador hidrofébico.

2.1.6.3.  Estructuras cristalinas de ChoK

Desde el afio 2006 se han publicado una gran cantidad de estructuras cristalinas de
ChoK en diversas especies de organismos, no s6lo en humanos (HSChoK) sino también
en Caenorhabditis elegang las de sus homologas en P.knowlesi P.falciparumy C.
parvum (Figura 2.21). No obstante, es la estructura de la ChoK humana la que mas
veces ha sido resuelta tanto en su forma apo como holo, dadas sus implicaciones en
cancer. Dichas evidencias cristalograficas proporcionan una gran cantidad de
informacion tridimensional a nivel estructural del sitio activo que sin duda alguna,
facilita el disefio de nuevos inhibidores.

La primera vez que se observo la estructura tridimensional de ChoK fue en el afio
2003, cuando Peisach y col. consiguieron cristalizar la ChoK de Caenorhabditis elegans
(C.elegansPDB ID: 1INW1),** la cual mostraba un 42% de identidad con la isoforma
HsChoKoa2.Con anterioridad a esta fecha, tan solo se tenia informacion de las regiones
conservadas con proteinas afines de la familia de las proteinas quinasas. Se habian
identificado en su secuencia los aminoacidos conservados que conformaban los motivos
Brenner y colina quinasa, cuya funcion habia sido previamente descrita en las quinasas
y en las aminoglicosido fosfotransferasas.”® De este modo ya se conocia que ambos
motivos participaban en la fosforilacién y en la unién de un sustrato especifico (en este
caso la colina), respectivamente. Ademas, los alineamientos de las secuencias de
aminoacidos de la ChoK en distintas especies y con ciertas quinasas, habian
evidenciado residuos altamente conservados a los que se le asign6 una hipotética
participacion en: a) la unidon de los sustratos al sitio activo; b) en la catalisis; c) en la
estabilizacion de una conformacién cataliticamente activa de otros residuos implicados
en la catalisis.*” No obstante, no se tenia informacion sobre como ni donde podrian estar
situados en la estructura tridimensional no solo los motivos Brenner y colina, sino

también los residuos conservados.
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2003 2006 2008 2009 2010 2013 2014
[ |
1NW1: C.elegans (apo) 3C51: PKCK + colina+Mg2 4CG8: HsCKa 1+ compuesto 14
3F2R: HsCKa + HC-3 4CG9: HsCKa 1+ compuesto 12
3FEG: HsCKB+ ADP+ AMP+|pHC-3+ Mg2 4CGA: HsCKa 1+ compuesto 5
217Q: HsCKal(apo) 3MES: CpCK+ ADP+ acido tartamico+ Mig2+
2CKO: HsCKa2(apo) 3LQ3: HsCKB+ ADP+ pHC-3+Mg2+
2CKP: HsCKa2+ ADP
2CKQ: HsCKa2+ PC 3FI8: PfCK +ADP+OPE+Mg2+ 3ZM9: HsCKa 1+ compuesto 1
21G7: HsCKB (apo) 3G15: HsCKal + ADP+ HC-3+ Mg2+ 4DA5: HsCKa 1+ compuesto V-11-023907

4BR3: HsCKa 1+ compuesto 2

Figura 2.21. Cronograma de las aportaciones cristalograficas para ChoK (apo y holo) tanto en
humanos, como en otras especies de parasitos (PKCK: Plasmodium knowlesPfCK: Plasmodium

falciparum CpCK: Cryptosporidium parvm).

Tras la resolucion del patron de rayos X de la ChoK de C.elegansse dio respuesta a
todas estas dudas y ademas, se vio que el plegamiento que presentaba dicha enzima era
tipico de las quinasas. Asi, se describi6 por primera vez el caracter oligomérico de
ChoK, los dominios N- y C-terminal, se localizaron los hipotéticos sitios de union del
ATP y de la colina y se describi6 la interfaz entre monoémeros™ (Figura 2.22).

Se vio que la interfaz estaba compuesta principalmente por dos a-hélices idénticas
pertenecientes cada una a un mondmero que se disponian en paralelo y cuya union
estaba mediada principalmente por interacciones de tipo hidrofobico entre residuos de la
misma naturaleza y por unos pocos puentes salinos que se establecian entre glutamatos

y argininas.
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Figura 2.22.Estructura cristalina de C.elegangPDB ID: 1INW1) con detalle de la interfaz entre los

’ 82
dos monoémeros.

Un afio mas tarde de la cristalizacion de ChoK en C.elegangsse realizaron estudios
de mutagénesis en la misma proteina con el objetivo de identificar residuos criticos para

su actividad catalitica a nivel del sitio del ATP y de la colina.™

2.1.6.3.1. Estructuras cristalinas de HsChoK a

Usando las coordenadas de la ChoK proporcionadas por el cristal de C.elegansy las
del ATP, Mg*" y colina presentes en los cristales de otras quinasas, nuestro grupo de
investigacion construyo en el afio 2006 un modelo de homologia de la ChoK humana
con el objetivo de identificar mediante dinamica molecular (MD) los residuos que
participaban en la estabilizacion del ATP, del Mg®" y de la colina.* Los resultados
obtenidos en la MD mostraban que las interacciones mas estables entre los sustratos y el

enzima se establecian a través de los residuos que producian pérdida de actividad de la

29




Lucia Serran Aguilera 2. Antecedentes

ChoK cuando se mutaban en C.elegans De este modo se postuld que la localizacion
de los sitios de unioén del ATP y de la colina en humanos era la misma que en el cristal
de C.elegans

Sera en este mismo afio cuando empiezan a surgir los primeros cristales de las
isoformas al, a2 y B de la HSChoK, tanto en su forma apo como holo. Asi, actualmente
nos encontramos cristales de la HSChoK donde la proteina aparece en complejo con sus
productos de reaccion (sin llegar a haberse obtenido nunca un complejo ternario) o con
diversos inhibidores, como el HC-3 o derivados, u otros recientemente descubiertos por

técnicas de cribado de alto rendimiento (HTS).

2.1.6.3.1.1. HsChoK apo: isoformas al,a2y B

A finales del afio 2006, Malito y col. por un lado y el Consorcio de Genémica
Estructural (Structural Genomics Consortigmpor otro, depositaron en la Base de
Datos de Proteinas (Protein Data BankPDB) las estructuras cristalinas de todas las
isoformas apo deHsChoK (HsChoKal, PDB ID: 217Q; HsChoKa2, PDB ID: 2CKO;*
y HsChoKf, PDB ID: 2IG7). En todos estos cristales, excepto en el de la HSChoKal, la
proteina aparecia como homodimeros. Ademads, se observd que las diferencias
estructurales mas importantes con respecto a la forma apo de la ChoK de C.elegans
afectaban a residuos que no eran importantes desde el punto de vista catalitico. Por
tanto, en todas ellas se observaban nuevamente los dominios N- y C-terminal tipicos de
las quinasas, los motivos Brenner y colina y por primera vez, pudo determinarse la
composicion en a-hélices y laminas B de una ChoK humana. No obstante, las
diferencias encontradas en 2004 por Aoyama y col. a nivel de la secuencia de
aminoécidos de las tres isoformas,” no pudieron ser observadas en estos cristales
debido a que su gran movilidad imposibilité obtener sus mapas de densidad. Dichas
diferencias hacian referencia al nimero de aminoacidos constitutivos de cada isoforma,
de tal manera que ya se habia establecido que la HSChoKal se diferenciaba de la
HsChoKa2 tnicamente en un conjunto de 18 aminoécidos. Esta pequefia secuencia
comenzaba en la posicion 155 de la isoforma HSChoKal y era el motivo por el cual ésta
se componia de 457 residuos, mientras que la HSChoKa2 presentaba 439. Ademas,
también se sabia que la HSChoK§p diferia de las dos isoformas anteriores en un 40% de
su secuencia y que estaba constituida por 395 aminoéacidos.

Por tanto, no fue hasta la publicacién de la estructura cristalina de la isoforma

HsChoKoa2 en complejo con ADP y colina cuando se obtendrian nuevos datos relativos
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a los verdaderos sitios de union de ambos sustratos. Esto permitié estudiar los
aminoacidos constitutivos del sitio activo y validé el modelo de homologia publicado

unos meses antes por nuestro grupo de investigacion.

2.1.6.3.1.2. HsChoK a2-holo: con sus productos de reaccion (ADP y PCho)

Las estructuras cristalinas de la isoforma HSChoKa2 en complejo con sus productos
de reaccion ADP (PDB ID: 2CKP)* y PCho (PDB ID: 2CKQ),26 revelaron detalles
estructurales sobre los sitios de union de los sustratos (Figura 2.23). Por primera vez se
tuvo evidencia inequivoca de que el ATP se unia a una cavidad localizada en la
conjuncion de los dominios N- y C- terminal, mientras que la colina lo hacia en un
bolsillo constituido por aminoacidos de caracter hidrofobico (Tyr333, Tyr354, Trp420,
Trp423, Tyr440) circundado por residuos cargados negativamente (Glu215, 217, 218,
309, 349, 357, 434 y Asp353) en el dominio C-terminal.

a)

Figura 2.23. a)Superposicion de las estructuras cristalinas de HSChoKa2 en complejo con ADP
(PDB ID: 2CKP) y PCho (PDB ID: 2CKQ). b) Residuos constitutivos de los sitios de unién de

ambos sustratos.?
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Fue entonces cuando se describieron por primera vez los residuos mas relevantes
que participan tanto en el correcto posicionamiento de los sustratos, como en la reaccion
catalitica. Asi, se observd que el resto de adenina del ADP o ATP se estabiliza mediante
puentes de hidrégeno (formados con los residuos Glu206, GIn207 e 11e209),
interacciones hidrofobicas (Leul44 y Leu313) e interacciones de tipo m-m (con la
Phe208). Por su parte, el resto de ribosa también interacciona con el sitio activo
mediante enlaces de hidrégeno (Ser211 y Arg213) e interacciones hidrofébicas (Leul24
y Leu313). Por tltimo, los grupos fosfato son reconocidos por la enzima principalmente
mediante puentes de hidrogeno (con los residuos Argl17, Asnl122 y Argl46) y enlaces
metalicos donde se coordinan a dos moléculas de Mg*" (Asp330).

En el caso del sitio de la colina, dado que la mayoria de los residuos que lo forman
tienen caracter aromatico, se establecen mayoritariamente interacciones de tipo m-cation
con la carga positiva del grupo trimetilamonio del sustrato. El grupo fosfato de la PCho
se encuentra orientado hacia el ADP y forma enlaces de hidrégeno con ciertos residuos
que lo anclan en este bolsillo hidrofébico (Leul20, Ser121, GIn308 y Asn311). Dentro
del sitio de la colina, en 2006 Konrad y su grupo de investigacioén presentaron al residuo
Asp306 como potencial base catalitica.® Esta funcion ha sido nuevamente confirmada

en 2013 por Pollard y col.?” en el mecanismo catalitico de ping-pong que han propuesto.

Seglin los estudios de mutagénesis llevados a cabo en la ChoK de C.elegangpor
Kent y col. en 2004,* unicamente se produce pérdida total de la actividad catalitica
cuando los residuos Asp330, Trp420 o Asp306 son mutados, debiendo de ser por tanto,

especialmente relevantes durante la catalisis enzimatica.

Ademas, tras superposiciéon de la forma apo con la holo unida a PCho pudo
observarse un cambio conformacional que afectaba al dominio N-terminal y por el que
se producia una aproximacion de 10 A del mismo hacia el dominio C-terminal (Figura
2.24). Dicho desplazamiento solo ocurria para cerrar el sitio activo tras la union de la
PCho, motivo por el que se postulo su relevancia en el proceso catalitico. De esta forma,
los sustratos accederian al sitio activo en una conformacion abierta del dominio N-
terminal, y una vez dentro, dicho dominio permaneceria cerrado mientras estuviese
desarrollandose la catélisis. Este cambio conformacional representa una modificacion
postraduccional y también se observa en la superfamilia de las quinasas. En la mayoria

de ellas, se ha identificado una apertura del l6bulo de activacion tras la fosforilacion de
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uno de sus aminodcidos que aumenta la actividad catalitica de la proteina en mas de 3

veces, puesto que se facilita el acceso del sustrato al sitio activo.

Figura 2.24. Superposicion de la forma apo (PDB ID: 2CKO) con la holo unida a PCho (PDB ID:

2CKQ) donde se observa el cierre del dominio N-terminal tras unién de la PCho.*®

2.1.6.3.1.3. HsChoKa, B-holo: con inhibidores (HC-3)

Una vez descritos los residuos que participaban en la estabilizacion de los productos
de la reaccion catalitica en los sitios de unién del ATP y de la colina, posteriormente se
consigui6 cristalizar la HSChoK con su primer inhibidor, el HC-3 (Figura 2.25). Esto
se consiguio entre los anos 2008 y 2010 no so6lo con la isoforma HsChoKal (PDB ID:
3G15).* sino también con la HSChoKp (PDB ID: 3LQ3 6 3FEG).*

El estudio comparativo de ambos cristales, aportd nuevos datos sobre la enzima y al
diferente comportamiento de ambas isoformas frente a un mismo ligando. Asi, se
observd que en ambas estructuras, el HC-3 se unia al bolsillo hidrofébico del dominio
C-terminal. Uno de sus anillos de oxazonio ocupaba el mismo sitio de unidén que la
PCho, proporcionando una explicacion a su accion inhibitoria, mientras que el otro por

el contrario, estaba parcialmente expuesto al disolvente (Figura 2.25.a).
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a)

Figura 2.25. a)Superposicion de la isoforma HSChoKal co-cristalizada con HC-3 (mostrada en
verde, PDB ID: 3G15)y de la HSChoKp en complejo con P-HC-3 (mostrada en rosa, PDB ID:
3LQ3 6 3FEG). b) Sitio de la colina en HsChoKal. d) Sitio de la colina en HsChoKp. d)

ey, .. . . 85
Superposicion de los sitios de la colina en ambas isoformas.

Sorprendentemente, la molécula de HC-3 co-cristalizada con HSChoKp se fosforild
durante el proceso de cristalizacion (Figura 2.25.9, sugiriendo que ambas isoformas
tienen distinta capacidad catalitica. A esta observacion junto con al hecho de la mayor
potencia como inhibidor del HC-3 en las isoformas HSChoKal y HSChoKa2 que en
HsSChoKp, se le pudo dar una explicacion basada en estudios de mutagénesis. Asi, se
demostrd que el sitio de unidon de la colina presenta una mayor flexibilidad en las
isoformas a debido la existencia de una leucina (Leu401 en al 6 Leu419 en a2), que se
corresponde con fenilialanina (Phe352) en el caso de la isoforma B (Figuras 2.25.by
2.25.0. Dicha leucina permite el desplazamiento hacia atras del Trp420 (numeracion de
la isoforma al) para acomodar al HC-3, motivo que justifica la mayor afinidad de HC-
3 por las isoformas a. Por otra parte, se indicd que la fosforilacion del HC-3 en la

isoforma 3 estaba debida a una interaccion mas débil del anillo de oxazonio con los
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residuos del bolsillo hidrofébico de la colina. La causa de dicha evidencia radicaba no
solo en la menor flexibilidad del sitio de la colina, sino también en la conformacion
abierta que el loop localizado entre las o-hélices 9 y 10 (La9al0, Figura 2.25.a)
adoptaba en la isoforma HSChoKp, siendo responsable de la interrupcion de las fuerzas
de van der Waals entre el inhibidor y los residuos Ile433 y Glu434. De este modo, se
favoreceria un equilibrio entre las formas de hemiacetal (ciclico) e hidroxicetona
(abierto) del HC-3 que dejaria accesibles grupos hidroxilo para el ataque nucleofilico
del Asp242 de la isoforma HSChoKp, que es el residuo propuesto como posible base
catalitica (Asp306 en HSChoKal).

2.1.6.3.1.4. HsChoKa1l-holo: inhibidores derivados del HC-3 o de diversa
naturaleza quimica
Como a continuacion se muestra, durante los afos 2013 y 2014, la isoforma
HsChoKal ha sido cristalizada con diversos inhibidores; todos excepto uno,
sintetizados por nuestro grupo de investigacion. Dichas moléculas muestran una amplia

diversidad estructural, siendo algunas de ellas, derivadas del HC-3.

2.1.6.3.1.4.1. Derivados del HC-3: compuestos 1, 2y 14

Sin duda alguna, una de las aportaciones cristalograficas mas relevantes que se ha
producido en relacion a la HSChoKal, se hizo en el afio 2013 con un inhibidor disefiado
racionalmente por nuestro grupo de investigacion (PDB ID: 3ZM9).*® Dicho inhibidor,
conocido como compuesto 1 (BR-7),* ocupaba tanto el sitio del ATP mediante un resto
de adenina, como el de la colina a través de un resto de dimetilaminopiridina conectado
a la adenina por un espaciador flexible (Figura 2.26.a), explicandose asi su gran
afinidad por la enzima. Los estudios de dindmica molecular (MD) y “Elastic Network
Model” ¥ que se realizaron, indicaron que ChoK era capaz de experimentar fenomenos
de alosterismo con cooperatividad negativa y asimetria entre sus dos monoémeros. Esto
implicaba por una parte que la union del inhibidor al primer mondmero del enzima,
inducia un cambio conformacional desde la interfaz hasta el sitio activo del segundo
monomero (sobre todo al del ATP) por el que se producia una unién de menor afinidad
del inhibidor, en relacion a su unién al primero. Ademads, implicaba la existencia de tres

posibles estados conformacionales (abierto/semiabierto, cerrado, supercerrado)
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rapidamente interconvertibles entre si que se diferenciaban en el tamafo del sitio activo

(Figura 2.26.b).

a)

Figura 2.26. a) Modo de unién del compuesto 1. b) Estados abierto-cerrado, semiabierto-

semiabierto y cerrado-abierto que muestran la asimetria de los dos monémeros.™

En consecuencia, la causa del debilitamiento de las interacciones del inhibidor con
el segundo monomero era una apertura del sitio activo a nivel del ATP que aumentaba
la distancia de los puentes de hidrégeno con los residuos Glu207 e 11e209, lo cual se
veia reflejado en un peor valor de constante de asociacion.

En definitiva, en presencia del compuesto 1 coexistian los estados conformacionales
asimétricos de los dos mondmeros (por ejemplo, abierto/cerrado), y este era el motivo
por el que el inhibidor presentaba diferente afinidad por cada uno de ellos. A su vez,
dichos estados eran inducidos por los profundos cambios conformacionales que tenian

que producirse en el primer mondmero para albergar al compuesto 1.
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Después de esta estructura cristalina, se han publicado cuatro cristales de
compuestos disefiados y sintetizados por nuestro grupo de investigacion que han
permitido por una parte, dilucidar por primera vez los grupos funcionales que podrian
ser mas relevantes en el disefio de nuevos inhibidores (PDB ID: 4BR3)** y por otra,
proponer un nuevo sitio de unidn localizado en el bolsillo hidrofobico de la colina (PDB
IDs: 4CG8, 4CG9, 4CGA).*

De este modo, en el primer caso, se mostrd por primera vez al compuesto 2 (BR-
3)*® y se evidencié el modo de unién de los fragmentos de adenina y 1-bencil-4-
(dimetilamino)piridinio, que segun los resultados aportados por calorimetria isotérmica
de titulacion (ITC), eran los que presentaban una union mas eficiente a la isoforma
HsChoKal. En relacion a la propia enzima, las estructuras cristalograficas presentadas
en este estudio demostraron una gran flexibilidad a nivel del sitio de la colina por la
notable rotacion que experimentaban los residuos Tyr333 y Trp420 para permitir la

union de los ligandos (Figura 2.27).

a) ChoKa1 + compuesto 2 b) ChoKa1+ HC-3+ADP /compuestos 1+2
‘ 420
Y333 w420 09 ADP
P194 Ny (‘ . o
<: \ compuesto 1 ;
B5 B3 1329 ./ W423 W423
Q207 L144 (2 Y440 compuesto 2 ) Y44Q

XA N Y354
I20’9 }L‘Iza R117 . 7 Y354 compuesto 2\ .‘_,’ e
‘ y . “am ! ; ‘ . \. , _4 \
D & b K
AN, ‘ HC3 ¥ F435

F208 & R213 p11

F361 é
DBIE F361

Figura 2.27. a)Modo de unioén del compuesto 2. b) Cambios conformacionales de los residuos

Tyr333 y Trp420 tras unién del compuesto 2.*

El compuesto que permitié dilucidar un nuevo sitio de unién dentro del sitio activo de la
colina, fue el compuesto 14 BR-33° PDB ID: 4CG8).*’ Dicho sitio estaba formado
por los residuos Trp248, Thr252, Tyr256, Tyr333, Leud19, Trp420 y Trp423 (Figuras

2.28.a y2.28.0, la mayoria de los cuales experimentaban una notable rotacion para
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permitir el acceso del compuesto 14 (Figura 2.28.b). De todas estas rotaciones,
resultaban criticas las de la Tyr333 (20°), la de la Tyr256 (90°) y la del Trp420 (45°-
62°), evidenciandose nuevamente que la flexibilidad del sitio de la colina era debida en

gran parte a la gran facilidad para rotar de estos residuos.

Figura 2.28. a)Conformacion torcida adoptada por el compuesto 14 en el sitio de la colina de
HsChoKal. b) Rotacion de los residuos para albergar al compuesto 14. c)Nuevo subsitio que se

abre en el sitio de la colina tras union del compuesto 14.%°

Esta no ha sido la unica ocasion en la que se han descrito nuevos subsitios de union
dentro de los sitios activos principales ya que en 2009 P.Srivani y col.” estudiaron
computacionalmente el modo de unién de 39 inhibidores biscationicos simétricos.
Observaron que una de las dos cabezas cationicas se insertaba profundamente en el
bolsillo hidrofébico, mientras que la segunda ocupaba otra posicion dentro del sitio de
la Cho en funcion de la naturaleza del espaciador. De este modo, describieron 3 posibles

formas de unién y por tanto, 3 subsitios dentro del sitio de la Cho (Figura 2.29).
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Figura 2.29, Posibles sitios de union de los compuestos biscationicos segin P. Srivani.

Por lo tanto, superponiendo el nuevo sitio de union propuesto por el doctor
R.Hurtado en el 2014 y los tres postulados por P.Srivani, se identifican en la proteina

diversos puntos con capacidad de anclaje de inhibidores (Figura 2.30).

Figura 2.30. Posibles sitios de unién dentro del sitio activo de HSChoKal (amarillo: sitios propuestos
por Srivani; rojo: sitio ordinario de unién de la colina; azul: nuevo subsitio descubierto por R.Hurtado

para el compuesto 14).
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2.1.6.3.1.4.2. Otros inhibidores NO derivados del HC-3

En el ano 2013, la técnica del HTS (cribado de alto rendimiento) permitié descubrir
el compuesto V-11-023907como nuevo inhibidor de HSChoKal, y ademas, con dicha
molécula se corrobord el mecanismo catalitico de ping-pong propuesto por Pollard y
col. para la enzima.”’ La particularidad que muestra el cristal de este compuesto (PDB
ID: 4DAS) es la formaciéon de un puente de hidrégeno entre el Asp306 y el hidrégeno
del nitrogeno cuaternario de la quinuclidina (Figura 2.31). Este residuo ha sido siempre
propuesto como la base catalitica que usa ChoK para iniciar los ataques nucleofilicos.
Otro dato curioso que se observo fue que, a pesar de que el compuesto V-11-023907
aparecia unido en el cristal al sitio de la colina, mostraba un perfil de inhibiciéon no
competitivo con dicho sustrato. La explicacion que se le dio a esta aparente dicotomia
fue que el compuesto podria unirse a una forma de la enzima diferente a la que se unia
la colina. De tal manera que la colina se uniria al intermedio fosforilado de la enzima,

mientras que el compuesto V-11-023907 lo haria a la forma libre.

Figura 2.31.Estructura cristalina de HsChoKal co-cristalizada con el compuesto V-11-023907.

2.1.6.3.1.5. Conclusiones

Las evidencias cristalograficas obtenidas a lo largo de mas de diez afos sobre la

ChoK de diversas especies han permitido profundizar en su conocimiento. De este
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modo, actualmente se tiene certeza de cuales son los residuos que participan en la
estabilizacion de los sustratos en el sitio activo, de la comunicacion entre monomeros a
través de fendmenos de alosterismo con cooperatividad asimétrica y de la gran
flexibilidad que muestra HSChoKa a nivel del sitio de la colina. Esto ultimo es una
pequeiia muestra de la gran versatilidad de la enzima para aceptar ligandos de muy
diversa naturaleza, llegando incluso a explorarse nuevos sitios de union en el de la
colina, que han sido recientemente descritos. Todos estos datos proporcionan una
valiosa informacion para el disefio racional de nuevos inhibidores de HsSChoKa que

muestren una mayor afinidad por la enzima y que tengan por tanto, una mayor potencia.
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2.2. Malaria
2.2.1. Epidemiologia

La malaria es la enfermedad protozoaria mas importante a nivel mundial puesto que
en 2012, contagié a 207 millones de personas y causo la muerte de 627000 de ellas,
siendo la segunda causa de muerte en Africa y una de las enfermedades infecciosas mas
prevalentes.”’ Es una enfermedad parasitaria evitable y curable que ocupa el primer
puesto en la lista de enfermedades debilitantes y el segundo en el de las enfermedades
olvidadas.

Aproximadamente la mitad de la poblacion mundial estd en riesgo, ya que es
endémica en 108 paises. Aunque la mayoria de muertes tienen lugar en el Africa sub-
sahariana, existen otras zonas endémicas como Asia, América Latina, Oriente Medio y
algunas regiones de Europa (Figura 2.32)7% El sector de la poblacion donde se detectan
un mayor numero de muertes debidas a malaria es en el de los nifios, los cuales mueren
uno a cada minuto en Africa, segun la OMS.”!
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Figura 2.32.Distribucion mundial de la malaria. Fuente: World Malaria Report 2013.%
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Dada la movilidad actual entre paises, pueden detectarse casos de paludismo en
regiones del mundo donde no existen condiciones favorables para el desarrollo del
vector. Concretamente, segin datos de la OMS, en el afio 2010 se detectaron 125000
casos en la Unidn europea, de los cuales 3793 se dieron en Espafia.”> De este total, se
produjeron mas de 500 muertes en el continente y se elevaron a 27 las defunciones
contabilizadas en Espafia. Sin embargo, las medidas de prevenciéon y control para
malaria, estdn reduciendo significativamente los mas de 200 millones de casos de
infeccion que anualmente se detectan y por tanto, se vaticina una reduccion del 75 %

durante el periodo 2005-2015.”"

2.2.2. Etiologia

La malaria en humanos estad producida por cuatro especies de parasitos del género
Plasmodium(P.falciparum P.vivax P.malariaey P.ovalg que se transmiten mediante
las picaduras del mosquito Anopheles sp. Al participar un hospedador intermediario
(hombre) y otro definitivo (mosquito), la intensidad de la transmisién no so6lo depende
de factores relacionados con el parasito, sino también de aquellos que afectan al ser
humano y al vector, como por ejemplo las condiciones climaticas.”’ De este modo, una
humedad superior al 52% y una temperatura de entre 20-25° favorece el numero y la
supervivencia de los mosquitos, motivo por el cual el pico de infeccion suele coincidir
justo con el fin de la estacion lluviosa. Por otro lado, los agentes causales mas
frecuentes son P.falciparum y P.vivax puesto que ambos son responsables de
aproximadamente el 80% de infecciones. P.falciparumademas, es el agente mas letal.”’
La inmunidad adquirida en humanos es otro factor importante a tener en cuenta, puesto
que cuantos mas aflos se haya estado expuesto a la infeccion, menor sera la intensidad

con la que se padezca la enfermedad. Por eso la mayoria de muertes por malaria se

producen en nifos.

A diferencia del céncer, tanto la etiologia de la malaria, como los cambios
fisiopatologicos a los que da lugar en el ser humano, estan perfectamente descritos. Asi,
en el ciclo vital de Plasmodium sp. la fase de reproduccion sexual se da en el mosquito
Anopheles sp., mientras que las formas sexualmente inactivas se encuentran en el ser

humano (Figura 2.33)*
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Figura 2.33.Ciclo bioldgico de Plasmodium spFuente: National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID).”*

El ciclo de infeccion se inicia con una etapa exoeritrocitica tras la inoculacion de
esporozoitos(ten preparado que sabes lo que es cada término) contenidos en la saliva de
la hembra del AnophelesTranscurridos 30-60 minutos de la picadura, los esporozoitos
alcanzan el higado, donde se multiplican por esquizogonia dentro de los hepatocitos,
dando lugar a merozoitos que al cabo de 6-15 dias entran en el torrente sanguineo tras
ruptura del hepatocito. En el caso de P.vivaxy P.ovalelos esporozoitos pueden quedar
latentes en el interior de las células hepaticas durante largos periodos, recibiendo el
nombre de hipnozoitos. Cuando se reactivan, se replican y por lo tanto, dan recidivas
varios meses después. Una vez en el torrente sanguineo, comienza el ciclo eritrocitico
del parasito que tiene una duracion de 48h en el caso de P.falciparum P.ovaley P.vivax
o de 72h cuando la infeccion es producida por P.malariae En esta fase, los merozoitos
se unen por su extremo apical a la superficie del globulo rojo produciendo una escision
de proteinas que facilita su entrada.

Una vez en el interior del eritrocito, los merozoitos maduran para convertirse en

trofozoitos que se dividen nuevamente por esquizogonia para generar esquizontes que
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pueden romper el eritrocito para liberarse como merozoitos al torrente sanguineo o bien
permanecen en el interior para transformarse en gametocitos femeninos
(macrogametocitos) y masculinos (microgametocitos). En esta fase intraeritrocitica,
comienzan las manifestaciones clinicas de la enfermedad, caracterizadas por anemia y
fiebres recurrentes cada 2 dias en el caso de infeccion por P.falciparum P.ovaley
P.vivax 6 3 dias si se trata de P.malariae Ademas, los formas intraeritrociticas de
Plasmodium spexpresan proteinas capaces de migrar a la superficie del eritrocito para
adherirse al endotelio vascular. De este modo, no sélo se evita la eliminacion de los
globulos rojos infectados por el bazo, sino que también se impide el reconocimiento por
parte del sistema inmune. Como consecuencia, se producen complicaciones
hemorragicas y aparecen esplenomegalia e incluso rotura esplénica.

En caso de que una hembra de Anophelesio infectada pique a un enfermo, adquiere
los gametocitos, y asi se inicia el ciclo sexual de PlasmodiumLos gametocitos maduran
en su intestino hasta convertirse en gametos que se fusionan para formar un huevo
primero movil (ooquineto) y luego fijo (ooquiste). En ellos se generan miles de
esporozoitos que migran a las glandulas salivares para infectar a un nuevo individuo tras
picadura del vector. En regiones donde la malaria es altamente endémica, las personas
se infectan tan a menudo que desarrollan inmunidad adquirida, es decir, son portadores

asintomaticos.

2.2.3. Tratamiento

Un exitoso control de la malaria que contribuya a reducir la transmision del parasito
no solo depende de un diagnostico temprano que ayude a prevenir el numero de
muertes, sino también del control del vector mediante mosquiteras e insecticidas y el
uso de tratamientos eficaces.”’

En todos los paises endémicos, la OMS ha puesto en marcha una “Politica Nacional
para el Tratamiento de la Malaria” donde se especifican los fAirmacos que deben usarse
en casos de malaria sin complicaciones o severos, durante el embarazo y cuando el
tratamiento de primera linea falla.” Sin embargo, a pesar de que las pautas establecidas
en dichas politicas nacionales son claras, las resistencias a los antimalaricos en ciertas
zonas endémicas se estan convirtiendo en un serio problema.”’ La resistencia mas
representativa es la que ha desarrollado P.falciparuma las primeras generaciones de

farmacos derivados de la cloroquina y de la sulfadoxina-pirimetamina.”®
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El descubrimiento del primer tratamiento antimalarico se realizo hace casi 400 afios
en al amazonas, después de que se observara la curacion de los pacientes que tomaban
infusiones de corteza de Cinchona sp.C.calisaya yC.succirubra). Dicha actividad fue
posteriormente atribuida al alcaloide quinina (Quinimax®), que se caracterizé por
primera vez por los quimicos franceses Pelletier y Caventou en el afio 1820.”
Posteriormente, varias 4-aminoquinolinas fueron sintetizadas basandose en el anillo de
la quinina. Sin embargo, dado su reducido precio y elevada seguridad, fue la cloroquina
(Figura 2.34) la unica elegida como componente esencial de la “Global Malaria
Eradication Campaign”, lanzada en el 1955.® A finales del 1960, comenzaron a
aparecer las primeras resistencias a la cloroquina por parte de P. falciparumen América
Latina y el sudeste asidtico y gradualmente se fueron propagando por las regiones
endémicas.

Actualmente, para asegurar una elevada tasa de curacion, acortar la duracién del
tratamiento y retrasar la aparicion de resistencias, la OMS recomienda la cloroquina
(Resochin®) y otros antimaldricos de diferente clase en combinacion con artemisina
(Figura 2.34) en un cocteles que forman parte de la ACT o “Artemisinin-based

Combination Therapy”.”!

Cl

Cloroquina Artemisina

Figura 2.34.Formulas quimicas de la cloroquina y de la artemisina.

La artemisina es un endoperdxido sesquiterpénico natural que se aisla de la
Artemisia annua, la cual ha sido usada como planta medicinal en China durante miles
de afios.”'"

Entre los derivados de artemisina mas frecuentemente usados (Figura 2.35)
destacan la dihidroartemisina, el artesunato y el artemeter, mientras que los farmacos

que comunmente los acompafian son la lumenfantrina (Riamet®™), la mefloquina
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(Lariam®™), la atovacuona/proguanil (Malarone®), la primaquina (Primaquine®), la

sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar”™) y la piperaquina (Eurartesim®).
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Figura 2.35. Estructura quimica de los antimalaricos lumefantrina, mefloquina, atovacuona,

primaquina, sulfadoxina, pirimetamina y piperaquina.

Esta terapia se caracteriza por una rapida acciéon y se usa en casos de infeccion
severa por cualquier especie de Plasmodiumtanto de P.falciparumcomo del resto de
especies que aun siguen siendo sensibles a los antimalaricos de primera generacion. No
obstante, la ACT presenta tres problemas responsables de fallo terapéutico.

En primer lugar, su poca accesibilidad debida a su elevado coste'"!

y a la existencia
de pocas co-formulaciones en paises con pocos recursos econémicos.'” En segundo
lugar, la falta de adherencia al tratamiento por complicados regimenes terapéuticos.”” Y
en tercer lugar, la aparicion de resistencias como consecuencia del uso de la artemisina
como monoterapia en algunas regiones endémicas tales como Camboya, Tailandia y
Vietnam.’>'*

La falta de alternativas terapéuticas eficaces, es la causa de que la malaria se esté

convirtiendo en una seria amenaza para la salud publica. Si con el paso de los afos la
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resistencia a la artemisina y sus derivados continua desarrollandose y se propaga a otras
zonas endémicas, se pondra en riesgo la salud publica a nivel mundial.”’

La vacunacion contra las diferentes especies de Plasmodium sp. es la mejor opcion
terapéutica para la prevencion de la enfermedad y para evitar la transmision del parasito.
Esto justifica los grandes esfuerzos que en las tultimas décadas ha dedicado la
comunidad cientifica para conseguir su desarrollo, y aunque actualmente existen 20
vacunas en fase experimental, ain no hay ninguna autorizada. No obstante, la
investigacion sobre RTS, S/ASO1 (GlaxoSmithKline)’' contra P. falciparum estd muy
avanzada. Se trata de un antigeno disefiado por ingenieria genética con un epitopo
constituido por secuencias de la proteina CSP del esporozoito de P.falciparumy del
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) que se han incluido en un
adyuvante quimico (AS01) capaz de impulsar ¢ intensificar la respuesta inmune'®. En
concreto, en este momento dicha vacuna es objeto de evaluacion mediante un gran
ensayo clinico de fase III que se estd llevando a cabo en nifios de siete paises africanos
(Burkina Faso, Gabon, Ghana, Kenya, Malawi, Mozambique, y Tanzania). La OMS
recomendara su uso en funcion de los resultados finalmente obtenidos en los ensayos
clinicos. Se prevé que esos resultados estén listos a finales de este mismo afio y que la
OMS formule una recomendacién acerca de si la vacuna debe incluirse entre los medios

de lucha antipaltidica en 2015.

2.2.4. ChoK en el metabolismo lipidico de Plasmodium sp.

Al igual que en humanos, la ChoK en Plasmodium sp.RfChoK) cataliza la
fosforilacion de colina o etanolamina en presencia de ATP y Mg2+, no obstante la

afinidad por la etanolamina es muchisimo menor'®

. No obstante, a diferencia de en
humanos debido a que en el genoma de este parasito solo existe un gen que codifica a
PfChoK, ésta carece de isoformas y es activa como monémero. '’

En Plasmodium spa PC es junto con la PtdEtn, el fosfolipido mas abundante de la
membrana celular, representando entre un 40-50% del contenido lipidico total.'®
Concretamente, durante la multiplicacion intraeritrocitica del plasmodio, se produce un
aumento de su contenido fosfolipidico de 6 veces,'”® dada la intensa neogénesis de
membranas.

Al igual que en humanos, la ruta de Kennedy o de la CDP-colina es la via mas

comun para la sintesis de fosfatidilcolina (PC) y en consecuencia, las enzimas
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involucradas (PfChoK, PfCCT, PfCEPT) han sido validadas como diana de nuevas

terapias antimalaricas (Figura 2.36).'%

No obstante, existe ademas una ruta alternativa
conocida con el nombre de ruta de la serina descarboxilasa—fosfoetanolamina
metiltransferasa (SDPM) que se inicia con una metilacion repetida de la
fosfoetanolamina (PEtn) hasta dar lugar a PCho (Figura 2.36). Esta ruta también
merece especial atencion para el desarrollo de antimalaricos selectivos porque no esta

presente en mamiferos.
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Figura 2.36. Rutas de Kennedy y de la serina descarboxilasa—fosfoetanolamina metiltransferasa

(SDPM) para la sintesis de fosfatidilcolina en Plasmodium sp’

En el caso de Plasmodium s| la penetracion de la colina desde el plasma del
hospedador hasta el interior del parasito también se ve facilitada por transporte
activo.'”” Sin embargo, a diferencia de en humanos, dicho metabolito antes de pasar al
citoplasma del plasmodio ha de atravesar la membrana plasmatica del eritrocito. En el
primer caso, su flujo hacia el interior se ve facilitado por transportadores denominados
PPM (Parasite Plasma mbraneCarrier), mientras que los localizados en el eritrocito
se conocen con ¢l nombre de NPP (New Permeation PathwaySegin evidencias

aportadas por estudios cinéticos, los transportadores PPM son mas rapidos que los NPP
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y son funcionalmente parecidos a los transportadores de cationes organicos de humanos
y otros organismos eucariotas (OCT, Organic Cation TransportejsRecientemente se
ha demostrado que existen antimalaricos cuya accion se debe entre otros motivos, a un
bloqueo de ambos o uno solo de dichos transportadores. Por ejemplo, el antimalarico
T16 es capaz de inhibirlos a los dos, mientras que el HC-3 bloquea principalmente al

PPM 108
2.2.4.1. ChoK en otros organismos

ChoK tiene una amplia distribucion en la naturaleza y aunque hasta ahora la mayor
cantidad de informacidon que se tiene en relacion a ella esta referida a células de
humanos y Plasmodium sp., también ha sido estudiada aunque en menor profundidad en
otros eucariotas y en algunos procariotas. De todas estas especies, las mas relevantes
desde el punto de vista de la utilidad que pueda tener ChoK como target son ciertos
parasitos de humanos, plantas y animales, asi como algunos microorganismos
responsables de infecciones. Varios ejemplos los constituyen hongos epidermofitos de
humanos y animales como Candida albicans®'"® Microsporum gypseu/M'!'
Epidermophyton floccosuh? bacterias que causan enfermedades respiratorias como
Streptococcus pneumonidé algunas especies parasitas de plantas tales como Cuscuta
reflexal!'® protozoos pertenecientes al género Cryptosporidium spdel que se tiene su
estructura cristalina o también Toxoplasma sp'° y Trypanosoma sp’

Dadas sus implicaciones en el metabolismo lipidico, ademds de en humanos y
Plasmodium spChoK ha sido propuesta como diana terapéutica en Trypanosoma sp:
Toxoplasma gondiiNo obstante, para estos ultimos dos casos aun no se han hecho
estudios con inhibidores, abriéndose un extenso campo de investigacion para la quimica

farmacéutica.

2.2.5. Inhibidores de Pf ChoK

Las crecientes resistencias a la cloroquina por parte de las diferentes cepas de
Plasmodium sp. y en especial dd.falciparum (responsable del 80% de los casos de
malaria), han sido la causa de una intensa investigacion para la renovacion del arsenal
terapéutico de los antimalaricos haciendo uso de diversas estrategias.''® Entre ellas se
incluyen las siguientes: a) cribado de moléculas procedentes de fuentes naturales (como

la planta medicinal Cecropia pachystachya,que también tiene actividad
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antileishmanica);'''** b) modificaciones quimicas de los antimaldricos existentes
(cloroquina o artemisina);'*' c¢) ensayo de la actividad antimaldrica de farmacos
aprobados para el tratamiento de otras enfermedades (como el lopinavir, para el
tratamiento del HIV);'** d) modelado molecular usando cribado virtual y docking (en
enzimas como la SHMT, LDH, ENR, proteinas quinasas, topoisomerasas y la

espermidina sintasa).'?’

El objetivo es encontrar fArmacos no sélo potentes y seguros,
sino también asequibles desde el punto de vista econémico para conseguir adherencia al

tratamiento y garantizar asi su eficacia.

Todas las estrategias previamente mencionadas, tienen por objetivo encontrar
moléculas capaces de interrumpir rutas metabolicas esenciales para la supervivencia del
parasito en los diferentes estadios de su ciclo reproductivo, prestando especial atencion
a las formas infectivas hepaticas (que tienen especial importancia en las recidivas de
P.vivay. Entre ellas, las rutas anabdlicas de lipidos implicados en el crecimiento del
plasmodio constituyen un ejemplo, ya que pueden abordarse mediante el empleo de
inhibidores de sus diversas proteinas validadas como diana. Més concretamente, la
interferencia con la sintesis de novode PtdCho y PtdEtn ha demostrado ser una

estrategia antimalarica valida.'**

2.2.5.1. Derivados de amonio mono y biscuaternarios

Aunque han sido varios los compuestos que deben su actividad al bloqueo de la
sintesis de novode PtdCho y PtdEtn, como el PG12 (que inhibe a la PfCCT) o la
amodiaquina (que inhibe a la PfPMT), sin duda, los avances mdas notables en este
sentido se han producido con el disefio de andlogos de la colina. Estas moléculas,
incluyen en su estructura uno o dos amonios cuaternarios'” y la mayoria, no sélo
interrumpen el metabolismo lipidico por interferencia con las enzimas implicadas en la
ruta de la CDP-colina, sino que también impiden el transporte de colina a través de la
membrana del parasito. Entre ellas, algunas de las moléculas mas representativas son la
129,130

G25,20127128 o] albitiazolium (también conocido como compuesto T3)

HDTAB. 1!

y el
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Figura 2.37. Estructuras quimicas de los compuestos G235, albitiazolium y HDTAB.

El compuesto G25 se encuentra actualmente en fase II de ensayos clinicos y ademas
de inhibir el crecimiento in vitro de cepas de P.falciparum farmaco-resistentes,
demostrod revertir el proceso infeccioso en modelos de roedores y primates. Aun
teniendo un mecanismo de accion poco claro, parece deber su potencia como
antimalarico no so6lo al bloqueo del transporte de colina, sino también a la interrupcioén
de la sintesis de novo de la PtdCho y de la PtdEtn'*®

En el caso del albitiazolium, también se encuentra en fase Il de ensayos clinicos
(SAR97276) y debe principalmente su actividad al bloqueo de transporte de colina tanto
hacia el eritrocito (por los transportadores NPP), como al interior del parasito (a través
de los transportadores de cationes organicos). No obstante, a dosis mucho mayores de
las necesarias para el bloqueo de los transportadores, inhibe a las tres enzimas
principales de la ruta de la CDP-colina (PfChoK, PfCEPT y PfCCT), asi como a la
PfEK, afectando principalmente a la biosintesis de PtdCho.'*’

El HDTAB por su parte, demostrd ser especialmente eficaz durante el estadio de
trofozoito ya que ademas de inhibir el transporte de colina hacia el interior del parasito,
su accion se centra principalmente en la inhibicion de la PfChoK, la cual se
sobreexpresa durante dicha etapa intraeritrocitica. '

No obstante, a pesar de su marcada actividad antimalarica, estas moléculas son

eficaces exclusivamente durante la etapa intraeritrocitica del parasito.

2.2.5.2. HC-3y derivados

Como ya habia sido demostrado previamente para células humanas, el HC-3 es un
agente capaz de bloquear los transportadores de colina. En el caso de los eritrocitos
infectados por Plasmodium sp., eHC-3 conserva esta misma actividad, pero ademas,
inhibe a la PfChoK. Para demostrar su actividad antimalarica se hacen necesarios

estudios de actividad in vivo que ain no han sido desarrollados. No obstante, los
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compuestos derivados del HC-3 sintetizados por nuestro grupo de investigacion en las
dos ultimas tesis doctorales (Figuras 2.13 y2.14)%’132 han demostrado inhibir a baja
dosis la proliferacion del parésito durante su etapa intraeritrocitica. Los mecanismos por
los que se observa dicha actividad antimalarica estan siendo estudiados hoy dia,
habiéndose hipotetizado la PfChoK como diana mas probable. Ademas, no se descarta
la existencia de otros mecanismos involucrados, dada la mejor actividad de tales
derivados de HC-3 en el parasito que en células cancerigenas humanas.'*

Para los compuestos derivados del HC-3, MN58b y RSM-932A sin embargo, ya se

ha demostrado su capacidad inhibitoria frente a PfChoK."**

A tal respecto conviene
destacar que ambos son inhibidores competitivos. No obstante, MN58b compite con la
colina, mientras que RSM-932A es sinérgico con respecto a colina y ATP. Ademas,
parece ser que RSM-932A impide la transferencia del fosfato a la colina una vez que se
forma el intermedio fosforilado de la enzima que Pollard y col.'** proponian. Por otro
lado, ambos compuestos se comportan como potentes agentes antimalaricos frente a
cepas resistentes y no resistentes a la cloroquina, induciendo la acumulacion de

trofozoitos y esquizontes. Por tanto, impiden el desarrollo intraeritrocitico del parasito y

retrasan su etapa de maduracion.

2.2.6. Estructuras cristalinas de ChoK en parasitos

Dado que ChoK no solo estd implicada en procesos cancerigenos, sino también en

el desarrollo y proliferacion de multiples organismos, en los afnos 2008, 2009 y 2010,
fue cristalizada en Plasmodium knowlesiPDB ID: 3C5I), P.falciparum (PDB ID:
3FI8) y C.parvum (PDB ID: 3MES, respectivamente (Figura 2.38).

3C51 3FI8 3MES

Figura 2.38.Estructuras cristalinas de ChoK en P.knowles{PDB ID: 3C5l), P.falciparum(PDB ID:
3FI8) y C.parvum(PDB ID: 3MES).
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A diferencia de las distintas isoformas de la HSChoK, ChoK en estos tres parasitos
es monomérica, tal y como queda reflejado en las estructuras cristalinas. En todas ellas
se observa el plegamiento tipico de los dominios N- y C-terminal, donde aparecen
unidos sus sustratos de reaccion. No obstante, a pesar de la aparente similitud que estos
homologos guardan con la HsChoKal, aun no se han descrito con detalle las tres
estructuras cristalinas de los pardsitos, asi como tampoco se han comparado con la
HsChoKal. Esto podria seria de interés para la quimica farmacéutica, puesto que si se
demostrara una alta conservacion de sus secuencias a nivel del sitio activo, los
inhibidores que hasta ahora han sido disefiados tomando como referencia la estructura
cristalina de la HsSChoKal, también podrian emplearse para inhibir a la ChoK en estos

parasitos.
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3. Objetivos

Entre los objetivos de la presente Tesis Doctoral se encuentran los siguientes:

1. Disefio de nuevos inhibidores de HsChoKal
Han sido muchos los inhibidores de ChoK humana (HSChoK), de estructura

triscatidonica, biscationica (simétrica o asimétrica), monocatiénica y ciclofanica

propuestos hasta la fecha. Sin embargo, poca es la informacion que se tiene en relacion

a los grupos funcionales que se deben mantener en todos los casos para conservar la

afinidad de los compuestos por la enzima.

Con objeto de establecer cudles son dichos grupos funcionales, se aplicaran técnicas
de modelado molecular (docking y cribado virtual) para proponer un modelo de
farmacoforo que ademas, se utilizara con dos finalidades:

e Cribar librerias de moléculas comercialmente disponibles para encontrar nuevos
prototipos de estructura quimica diferente a los inhibidores convencionales de
HsChoK, que a su vez sean mas eficientes desde el punto de vista de su union a la
enzima, es decir, conseguir que cada atomo del ligando interaccione con el receptor
de una forma mas energéticamente favorable.

¢ Obtener nuevos derivados monocationicos asimétricos del hemicolinio-3 (HC-3)
que presenten buena afinidad por la HSChoK y que en consecuencia, se comporten
como inhibidores de la misma. De este modo, se plantea la sintesis y
caracterizacién inequivoca mediante técnicas de resonancia magnética nuclear (‘H-

RMN, C, HMBC y HSQC) y espectrometria de masas de tres familias de nuevas
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moléculas (familias A, B y C), donde se incluyen un total de 35 compuestos
(Figura 3.1). En la estructura quimica de la primera familia, se distinguiran dos
zonas: una cabeza cationica y un espaciador de tipo fenilo; en la segunda familia,
ademas de la cabeza cationica, se incluird un espaciador bifenilico y por ultimo, en
la familia C, se podran distinguir una cabeza catidnica, un espaciador bifenilico y

una amina terciaria.

: Q O Amina terciaria
Cabeza cationica . . Cabeza cationica . . \Cabeza catiénica

A C
Cabeza catiénica: Amina terciaria:
To ,ll ®
L _ _ P> N ( j ( ; O Q
N
N -

B

(;

Figura 3.1.Estructura quimica general de los compuestos de las familias A, By C.

Las cabezas catidnicas de los tres grupos anteriores, han sido elegidas en base al
farmacoforo y a las relaciones estructura quimica-actividad establecidas previamente
por nuestro grupo de investigacion. En consecuencia, se han seleccionado grupos
funcionales derivados de la piridina (dimetilamino/pirrolidinopiridina) y de las
quinolinas (quinolina-fenilo/ quinolina-azepina). Por otro lado, las aminas terciarias en
la familia C se han incluido como parte de los compuestos para dotarlos de potenciales
donadores de puentes de hidrogeno. Los aminas terciarias elegidas mostrardn un peso
molecular creciente  (dimetilamina, dietilamina, pirrolidina, piperidina y
perhidroazepina) para entender el efecto de un aumento gradual de la lipofilia en la

actividad inhibitoria y antiproliferativa.

2. Determinacion de la afinidad por HsChoKal

La evaluacion de la afinidad por la HSChoKal tanto de los potenciales inhibidores

procedentes del cribado virtual como de los derivados monocationicos, se llevara a cabo

56



| Lucia Serran Aguilera 3. Objetivos

mediante espectroscopia de fluorescencia. Dicha técnica es muy util en el caso de ChoK
debido a la presencia de triptofano en el sitio de la colina. Todos los compuestos finales
seran ensayados frente a HSChoKal y algunos también frente a HSChoKf para estudiar
su selectividad. Para ello, previamente se clonaran, expresaran y purificaran ambas

enzimas.

3. Determinacién de la actividad biologica en células cancerigenas

La afinidad que un compuesto muestra por una proteina es un pardmetro que se
mide en ausencia de los sustratos naturales de dicha enzima. Por tanto, aunque esta
relacionado con la actividad inhibitoria, no tiene por qué correlacionarse en todos los
casos. Basta con que el compuesto que se esta evaluando se una a un sitio de la proteina
distinto al sitio activo, para obtener un buen parametro de afinidad y ninguna inhibicion.

En consecuencia, los compuestos de la presente Tesis Doctoral, seran ensayados en
presencia de los sustratos naturales de la HSChoK para determinar su actividad
inhibitoria in vitro (Clsg). Se usara la fraccion citosodlica de células tumorales de la linea
HepG2 (donde estd contenida la HSChoKal) para la evaluaciéon de todos los
compuestos y la enzima recombinante pura expresada en E.coli para ensayar solamente

aquellos derivados que hayan demostrado ser mas activos en el primer ensayo.

Por ultimo, se llevardn a cabo estudios de actividad antiproliferativa en células
cancerigenas de diversas lineas tumorales como HepG2 (cancer de higado) para el caso
de todos los compuestos, y en Jurkat (leucemia), MCF7 (cancer de mama), HCT116
(cancer de colon), HT29 (adenocarcinoma de colon) y A549 (cancer de pulmoén) soélo

para los compuestos que muestren mejor actividad antiproliferativa frente a HepG2.

4.  Cristalizacion de las moléculas mas afines a HsChoKal

La cristalografia es una herramienta de vital importancia para el disefio racional de
farmacos, ya que permite conocer cudles son los residuos del sitio activo que quedan
mas accesibles para la interaccion con los ligandos. En consecuencia, proporciona
informacion sobre la bioconformacion que el ligando debe adoptar para interrumpir la
actividad catalitica de la enzima. Ademas, variaciones en la estructura quimica del
compuesto compatibles con su unidn al sitio activo, pueden incluso inducir cambios
conformacionales de los residuos que pueden aprovecharse para explorar nuevos sitios

de unidn.
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Asi, en la presente Tesis Doctoral, se co-cristalizardn los compuestos sintetizados
que muestren una mayor afinidad por el enzima (HSChoKal) y unas buenas
caracteristicas de solubilidad. De este modo, los compuestos seran utilizados como
herramientas para indagar en: a) el mecanismo de reconocimiento de diversos grupos
funcionales por parte de la enzima; b) identificacion de nuevos sitios 0 modos de uniéon
que puedan ser explorados para conseguir una inhibicion mas selectiva de la ChoK en

futuros proyectos.

5. Estudio computacional comparativo de los sitios activos de ChoK en las especies
donde hasta ahora ha sido cristalizada: humanos, Plasmodium sp. y Cryptosporidium
parvum.

A pesar de la amplia distribucion en la naturaleza de ChoK y de sus implicaciones
en el metabolismo lipidico en multiples especies, su inhibicion s6lo ha sido utilizada
como estrategia para el disefio de farmacos en el caso de humanos y Plasmodium sp.
Nada se sabe sobre las consecuencias que tendria la interrupcion de su actividad
catalitica en otras especies donde también ha sido estudiada, como por ejemplo
Toxoplasma gondiiStreptococcus pneumonijaleeishmania sp., hongos dermatofitos
(Mycrosporidim gypseumo Cryptosporidium parvumEn todos ellos, en caso de
resultar viable la inhibicion de ChoK, ésta podria utilizarse como estrategia para evitar
su proliferacion y se abriria un nuevo campo hasta ahora inexplorado para la quimica
farmacéutica.

Por eso, en la presente Tesis Doctoral, se han usado técnicas de modelado
molecular (alineamientos de secuencia y dindmica molecular) para estudiar la
conservacion de los sitios activos entre las ChoK homologas que actualmente han sido
cristalizadas (humanos, Plasmodium sp. €ryptosporidium parvum Nuestro objetivo
es dilucidar si los inhibidores de la ChoK humana (HsChoKa) y de Plasmodium sp., lo
son también de la ChoK de otras especies, como de C.parvumpara aportar la primera

evidencia sobre su potencial utilidad en el tratamiento de otras enfermedades.

6. Determinacién de la actividad biolégica de los derivados de HC-3 en eritrocitos

infectados por Plasmodium sp.

Basandonos en antecedentes previos de actividad antimalérica de algunos derivados
de HC-3, tales como los compuestos MN58b y RSM-932A, asi como en los resultados

de los estudios comparativos de los sitios activos de las homodlogas (objetivo 5), algunos
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de los compuestos de la presente Tesis Doctoral, seran también ensayados in vitro frente
a PfChoK mediante espectroscopia de fluorescencia. Para ello, también sera necesario
realizar el clonaje, la expresion y la purificacion de la enzima recombinante pura
(PfChoK).

Ademas, se medira la inhibicion del crecimiento de P.falciparumen eritrocitos
infectados para conocer la actividad como agentes antimaléricos de los compuestos que

hayan mostrado una mayor afinidad por PfChoK.
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4. Resultados y discusion

Resumen .
Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral pueden englobarse dentro de cuatro
categorias. La primera incluye resultados de quimica computacional, la segunda de quimica

sintética, la tercera de bioquimica y biologia celular, y la cuarta de cristalografia.

- Resultados de quimica computacionalgracias a la aplicacion de técnicas
computacionales, tales como docking, cribado virtual y dinamica molecular, se ha propuesto un
modelo de farmacoforo que ha contribuido al descubrimiento de nuevos prototipos de estructura
quimica novedosa y de reducido peso molecular, que presentan afinidad por la HSChoKal del
orden de micromolar bajo y una selectividad por dicha enzima de 3-160 veces superior que por
HsChoKp. Ademas, se ha llevado a cabo un estudio comparativo entre ChoK homologas
(humanos, P.falciparumy C.parvun) que ha puesto de manifiesto grandes similitudes a nivel de
sus sitios activos. Los ensayos de inhibicion realizados con un derivado del HC-3 evidencian
que la Clsy de dicho compuesto frente a las tres proteinas es muy similar, lo cual valida el
estudio computacional llevado a cabo y sefiala la potencialidad de tales derivados para el
tratamiento de cancer, la malaria y la criptosporidiosis, usando como diana terapéutica la ChoK.

- Resultados de quimica sintétical modelo de farmacéforo previamente propuesto, se
ha optimizado con grupos funcionales que han mostrado su idoneidad para la inhibicion de la
HsChoKal durante afios en nuestro grupo de investigacion. Finalmente se han obtenido nuevos
derivados de HC-3 que presentan mejor actividad bioldgica que los compuestos del cribado
virtual frente a HSChoKal y también frente a distintas lineas celulares tumorales. Se trata de
treinta y cinco sales monocationicas de bromo derivadas de fenilo (familia A) y bifenilo
(familias B y C) donde se observa un incremento gradual de afinidad, potencial inhibitorio y
actividad antiproliferativa a medida que se va aumentando la complejidad de la estructura

quimica. Ademas de las rutas sintéticas utilizadas, en este apartado se presenta un estudio
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espectroscopico para la identificacion inequivoca de los atomos de hidrogeno y de carbono de
los compuestos finales.

- Resultados de biologia celular y bioquimica: la evaluacién bioldgica tanto de los
compuestos del cribado virtual como de los obtenidos tras optimizacion del farmacoforo se ha
realizado mediante técnicas de fluorescencia de triptofanos frente a las enzimas recombinantes
HsChoKal, HSChoKp (en el caso de ambos grupos de compuestos), PfChoK (sélo para los
derivados de HC-3) y CpChoK (uinicamente para el compuesto empleado para validar el estudio
comparativo de sitios activos entre homoélogas). En todos los casos, se ha llevado a cabo el
clonaje, la expresion y la purificacion de dichas enzimas, que también han servido para realizar
los ensayos de inhibicion enzimatica y los experimentos de cristalografia. Por otro lado, también
se presentan los resultados obtenidos de los ensayos antiproliferativos realizados in Vvitro sobre
las lineas tumorales HepG2, Jurkat, MCF7, HCT116, HT29 y A549. Por ultimo, los resultados
sobre inhibicion de PfChoK obtenidos con el compuesto RSM-932A sirvieron como punto de
partida para la evaluacion bioldgica como antimalaricos de los compuestos sintetizados sobre
eritrocitos infectados por P.falciparum Debido a que la actividad como agentes antipalidicos es
notablemente superior a su actividad como anticancerigenos, se plantea una posible
participacion de mecanismos de transporte activo tipico del plasmodio o incluso, una sinergia
con dianas del parésito que no se ven afectadas en las células humanas. Tales mecanismos estan
siendo actualmente estudiados con otros compuestos de estructura quimica similar.

- Resultados de cristalografia: algunos de los compuestos tanto del cribado virtual, como
de los obtenidos tras sintesis quimica se han co-cristalizado con HsChoKal. De esta forma, se
ha obtenido informacion sobre el mecanismo de reconocimiento que usa la enzima en cada caso
y se ha constatado que los compuestos mas potentes como inhibidores son aquellos que se
estabilizan mediante un mayor nimero de interacciones con los residuos del sitio activo.
Ademas, se ha observado que con independencia de los espaciadores de los inhibidores, la
Tyr354, siempre establece interacciones 7-n con uno de los fenilos de tales compuestos, lo cual
indica la importancia de este residuo en el reconocimiento molecular. Por otro lado, en algunos
de las estructuras cristalinas, la ChoK ha hecho gala de una gran flexibilidad a nivel de los
residuos Trp420 y Tyr333, cuyas rotaciones han permitido la apertura de nuevas cavidades a

nivel del sitio de la colina.
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4.1. Parte 1: Disefio computacional del farmacoéforo

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral es proponer nuevas estructuras
quimicas con capacidad para unirse e inhibir a la HSChoKal, para lo cual se plante6 la
posibilidad de elucidar un modelo de farmacoéforo que sirviera tanto para explorar
librerias de compuestos comercialmente disponibles, y encontrar asi, nuevos prototipos
o cabeza de serie, como para disefar y sintetizar nuevas moléculas derivadas del HC-3.

En este apartado se detallard el protocolo utilizado para el disefio de dicho
farmacoforo (Figura 4.1.1) a partir de inhibidores biscatidnicos simétricos de
HsChoKal previamente sintetizados por nuestro grupo de investigacion y de la
estructura tridimensional de la enzima. En dicho protocolo se incluyen técnicas
computacionales estandar (docking y dinamica molecular), estudios de afinidad frente a

la proteina y cristalografia.

RRRPN

Figura 4.1.1. Modelo de farmacéforo finalmente propuesto a partir de inhibidores biscationicos

simétricos de HsSChoK al.

4.1.1. Estudios computacionales sugieren un modelo de farmacéforo

incluido en el fragmento de 1-bencil-4-(  N-metilanilino)piridinio

Para iniciar los estudios computacionales, se construy6 una libreria de 83 derivados
de HC-3 que habian sido previamente disefiados por nuestro grupo de investigacion y
que se encontraban registrados en la base de datos “Binding Database” *® (Figura 5.2 de
la Parte Experimental). En dicha plataforma web pueden consultarse de forma gratuita
los datos de afinidad e inhibicion de los ligandos de casi 7000 dianas terapéuticas.

La actividad biolégica de las 83 moléculas de la libreria variaba de poco a muy

activas de acuerdo a sus valores de Clsy obtenidos para lineas celulares cancerosas o
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frente a la HSChoK parcialmente purificada de extractos celulares. La mayoria de las
moléculas, al igual que el HC-3, contenian un grupo bifenilo como espaciador entre dos
cabezas cationicas, las cuales se adoptaron como criterio para clasificar a estos
compuestos en simétricos o asimétricos (Figura 4.1.2.a). La mayoria de ellas
presentaban cabezas cationicas derivadas de la piridina y de la quinolina, a excepcion de
dos fragmentos de 3-quinuclidinol y 3-dimetilamino-1-propanol menos frecuentes.
Concretamente, los derivados de piridina tenian el anillo aromatico covalentemente

unido a un nitrégeno terciario responsable de deslocalizar sus electrones.
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Figura 4.1.2 Disefio del farmacoforo a) Estructura quimica general de los 83 derivados del HC-3
que sirven como punto de partida del estudio. b) Pose adoptada en el estudio de docking por el compuesto
CHEBI 421818 c) El anillo de fenilo condensado con la piridina no parece ser importante para la
inhibicion de la enzima. d) Combinaciones de los grupos farmacoféricos features (R: anillo, P: carga
positiva, N: 4&tomo de nitrogeno y H: resto hidrofébico) para encontrar la mejor hipotesis farmacoférica

(combinacion 12, hipétesis-2). e) Farmacoforo con la nomenclatura RRRPN.

En una primera etapa, se llevo a cabo un estudio de docking de las moléculas de la
libreria en HSChoKal (coédigo PDB: 3G15) para comprobar si habia algin modo de
unioén a la enzima que fuera exclusivo de los compuestos activos, es decir, se intentaron
identificar conformaciones caracteristicas o residuos comunes con los que pudieran
interaccionar. Con esta primera aproximacion, en caso de obtenerse un resultado

favorable, se podrian disefiar nuevos potenciales inhibidores dirigidos hacia los residuos
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diana. Sin embargo, los resultados no mostraron diferenciacion alguna entre el modo de
unidn de los compuestos activos y de los inactivos, por lo que fue imposible relacionar

las distintas actividades inhibitorias con el perfil de interaccioén de cada grupo.

En consecuencia, y debido al poco éxito de la estrategia anterior, se acometidé una
nueva aproximacion basada en la identificacion de un farmacoforo, que segun la
definicion de Peter Gund del afio 1977 es un “conjunto de rasgos estructurales en una
molécula que son reconocidos en un receptor y que son responsables de la actividad
biologica de esa molécula.”. Para esto, se intentd predecir qué grupos funcionales del
HC-3 podrian ser los responsables de su efecto inhibitorio, para lo cual se generd una
primera hipdtesis farmacoforica (hipotesis-1) que estaba constituida por 6 grupos
quimicos caracteristicos del HC-3 y que se denot6 como RRDDAP (R: anillo
aromatico; D: donador de puentes de hidrégeno; A: aceptor de puentes de hidrogeno; P:

carga positiva) (Figura 4.1.3)
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Figura 4.1.3.Esquema representativo de la hipotesis-1, basada en el HC-3 y en los volimenes de

exclusion (representados como esferas verdes en el sitio de la colina).

Ademas de la definiciéon de los hipotéticos grupos funcionales del farmacoforo, en
este tipo de estudio computacional resulta conveniente incluir informacién relativa al
sitio activo para tener en consideracion a los residuos con los que interacciona el
ligando y por tanto, para obtener resultados mas fiables. Esto se consigue mediante la
definicion de volumenes de exclusion,'*® que pueden definirse como el espacio del sitio

activo donde no puede acceder ningin grupo funcional de un ligando para evitar
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conflictos estéricos. En nuestro caso, los volimenes de exclusion hacen referencia a la
zona dentro del sitio de la colina que no puede ser ocupada por ningn grupo funcional
de los ligandos de la libreria. Tal y como se especificara en la Parte Experimental, en el
calculo computacional los volumenes de exclusion se han definido como el espacio que
queda entre una esfera de radio 5 A con centro en el HC-3 y los residuos del sitio
activo. A pesar de tomar como precaucion la definicion de los volumenes de exclusion,
esta segunda estrategia resultd nuevamente infructuosa, puesto que la hipotesis solo
seleccion6 14 compuestos de la libreria entre los que habia ademas, compuestos
inactivos que incluso se consideraron mas similares al HC-3 que los propios ligandos
(activos) en base a su valor de fithess scoreEste parametro es indicativo del grado de
concordancia quimica entre el farmacoforo propuesto y un determinado ligando, de
modo que cuanto mas positivo sea, mas parecidos serdn ambos y en consecuencia, si el
farmacoforo incluye a los grupos funcionales responsables de la actividad del
compuesto de referencia sobre la enzima (en nuestro caso el HC-3), cuanto mas
parecido sea el ligando que se estd analizando (en nuestro caso los 83 compuestos de la
libreria), mas probabilidad tendra éste de ser activo. Por tanto, si una determinada
hipotesis farmacoforica asigna a compuestos inactivos valores de fitness score mejores
que los que le otorga a los compuestos activos, no sera valida como hipétesis y habra
que probar con otras combinaciones de los grupos funcionales o partir de otra molécula
de referencia.

En nuestro caso, dado que la hipotesis-1 fue incapaz de diferenciar a los compuestos
activos de los inactivos, se llevd a cabo una tercera etapa de investigacion donde se optod
por elaborar una nueva hipotesis farmacoforica utilizando otra molécula de referencia.
En concreto, la atencion se focalizod en uno de los compuestos mas activos de la libreria,
que demostré ademas tener una gran similitud quimica con el HC-3, ya que obtuvo la
mejor puntuacion de fitness score en la etapa anterior. Dicha molécula se denomina
364022, segin su codigo CHEMBL (Chemical European Molecular Biology
Laboratory) y seglin la informacion recogida en el Binding Databasgtiene un valor de
Clsp de 2,3 uM (Figura 4.1.2.h. Ademas, tal y como sugirieron los estudios de
docking realizados en la primera fase de este estudio, se une al sitio de la colina a través
del fragmento de 1-bencil-4-(N-fenil)quinolinio, mientras que el resto de la molécula (la
otra mitad) queda expuesta al disolvente (Figura 4.1.2.0. Esta observacion permitio

hipotetizar que probablemente el farmacoforo estuviera contenido en dicha mitad, por lo
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cual se inici6 el estudio de la contribucion de cada grupo funcional a la unién con la
enzima. En primer lugar, se pretendio ver si el anillo de benceno condesado del grupo
quinolina era indispensable. Para eso, se compar6 el fragmento de 1-bencil-4-(N-
fenil)quinolinio con la mitad de una pareja de compuestos similiares que se
diferenciaban exclusivamente en la presencia de dicho anillo. Esta pareja fue la
constituida por los compuestos CHEMBL-191595 y CHEMBL-364145 (Figura
4.1.2.9, donde a juzgar por la igualdad de Clso (0,4 pM) dicho fenilo condensado no

parecia hacer ninguna contribucion a la actividad inhibitoria de los compuestos.

Por este motivo, se eligi6 el fragmento de 1-bencil-4-(N-metilanilino)piridinio para
generar con sus grupos funcionales doce hipotesis (Figura 4.1.2.0) que se obtuvieron al
combinar la carga positiva del anillo de piridina (grupo farmacofoérico a), un grupo
donador de puentes de hidrégeno (grupo farmacoférico b), un grupo alifatico
hidrofobico (grupo farmacoforico c), y tres anillos aromaticos (grupos farmacoforicos
d-f). De estas manipulaciones quimicas saldria finalmente una segunda hipotesis
farmacoforica (hipotesis-2) dotada de los elementos estructurales mas importantes para
la unidén a la proteina (farmacéforo). Esta vez se consiguid explicar la actividad de 8
compuestos (4 activos y 4 inactivos) donde se diferenci6 claramente a los activos de los
inactivos de acuerdo a las puntuaciones de fitness score (Tabla 4.1.1), de modo que los

valores mas positivos correspondieron a los compuestos de mejores valores de Clso,
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Tabla 4.1.1.Compuestos seleccionados por la hipotesis farmacoférica fin@le acuerdo a sus valores
de fitness score, los compuestos activos quedan posicionados en las primeras posiciones de la tabla,

mientras que los inactivos aparecen a continuacion, sin ser mezclados con los primeros.

CHEMBL, BDB| Clgo(uM) |Fitnesg CHEMBL, BDB | Clso(uM) | Fitness
364145 0,400 | 0,366 349948 100,000 | 0,278
191873 1,300 | 0,365 165437 100,000 | 0,204
191595 0,400 | 0363 349401 >1000,000 | 0,185
364361 1,500 | 0,354 165570 136,700 | 0,185

En consecuencia, a partir de la hipotesis finalmente seleccionada, se propuso un
modelo de farmacéforo a partir del fragmento de 1-bencil-4-(N-metilanilino)piridinio
para los inhibidores de HSChoKal. Dicho farmacéforo consta de 5 grupos funcionales
que se unen de acuerdo a unos determinados valores de angulo de enlace y distancias.
Tales grupos funcionales son una carga positiva, un atomo de nitrégeno y tres grupos

aromaticos, motivo por el cual el farmacoéforo se designa como RRRPN (Figura
4.1.2.9.
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4.2. Parte 2. Primera aplicacion del farmacoforo: Cribado virtual
(Virtual screening, VS)

Como se comentd anteriormente, el modelo de farmacoforo se usé de forma
simultdnea tanto para el cribado virtual de nuevos cabeza de serie en librerias de
compuestos comercialmente disponibles, como para el disefio y la sintesis de nuevas
moléculas con potencial capacidad inhibitoria de HsSChoKal y actividad
antiproliferativa en lineas tumorales caracterizadas por la sobreexpresion de nuestra
diana. En este apartado se describira el modo en el que se realizo el cribado virtual de
tres librerias de compuestos comercialmente disponibles (Enamine, Chembridge y Life

Chemicals) y cuales fueron los resultados finalmente obtenidos (Figura 4.2.1).

a'nlne, embridge
e g

2] 4 =

Figura 4.2.1. Aplicacion del modelo de farmacoforo en el cribado virtual para la seleccion final de

11 compuestos y la cristalizacion de uno de ellos.

4.2.1. Experimentos de cribado virtual basados en el farmacoforo
proporcionan nuevos prototipos con afinidad por HsChoK al que han sido
validados mediante fluorescencia de triptéfanos

La mejor hipdtesis farmacoforica (hipdtesis-2 o farmacéforo) se utilizd en esta
segunda etapa de busqueda de compuestos simples y de reducido peso molecular con
1136,137

afinidad por ChoK. Para ello, se implementdé un protocolo de cribado virtua

constituido por tres fases de seleccion de estructuras (Figura 4.2.2.a).
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En una primera fase, el farmacoforo se utilizd para seleccionar en las librerias
Enamine, Chembridge y Life Chemicals nuevos prototipos quimicamente similares a él.
Como resultado de este primer cribado, se seleccionaron 8621 compuestos en total que
quedaron reducidos a 72 después de elegir inicamente aquellos con un valor de fitness
score superior a 0.366, que fue la puntuacion obtenida por el compuesto activo mas
parecido al farmacoforo durante la etapa final del desarrollo de éste (Tabla 4.1.1).

A continuacién, con estas 72 moléculas se llevd a cabo un estudio de docking en el
sitio activo de la HsChoKal para seleccionar aquellas 20 cuya interaccion energética
con la enzima fuera la mas estable. Para ello, se analiz6 el valor de “Prime MM-GBSA
docking score” (menor de -36.790 Kcal/mol), que es un pardmetro que se corresponde
con un valor de energia que se le da a cada ligando en base a la intensidad de las
interacciones de tipo hidrofébico, electrostaticas, puentes de hidrogeno o fuerzas de Van
der Waals que establece con los residuos del sitio activo. De esta forma, cuanto mayor
sea la intensidad de dichas interacciones, menor serd el valor de energia que se le
asignard, puesto que mayor serd la estabilidad del complejo que forma con la proteina.
De este modo, cuanto mas negativa sea la energia o Prime MM-GBSAdocking scorg

tedricamente mas afinidad mostrara el ligando por su diana.

69



Lucia Serran Aguilera 4. Resultados y Discusion |

a) b) | Y

0=g-N._ )§
Nl e @*
we O 0y
\Q\Q/ NHz 0 A :

f, \\

Z1 18255046 Enamine 7299687940, Enamine 7072171, Chembridge 717481308, Chembridge

| [e]
o]

— NH

}namlne. Chembridge, l m @ 0/
Q N

Hipdtesis-2+ volimenes de exclusion ‘ N O I\FJ Br
\ sz | N
(DAO

N‘N

/%

1767960, Enamine 255423206, Enamine 255423206, Enamine 5145780, Chembridge

—= N:\N
/ ~NH
~ o / S
cl
N HCI
(L
N
6568134, Chembridge 5664997, Chembridge 5217714, Chembridge

Figura 4.2.2. a)Etapas de seleccion de los hits. b) Compuestos finalmente seleccionados junto a sus

codigos comerciales y las compaiiias donde fueron adquiridos.

Finalmente, de la lista resultante de 20 compuestos, so6lo 11 se seleccionaron en una
ultima fase donde se tuvo en cuenta su disponibilidad comercial y su precio (Figura

4.2.2.h.

En la siguiente etapa de la investigacion, la actividad de los 11 compuestos
finalmente seleccionados fue evaluada frente a la HSChoKal usando espectroscopia de
fluorescencia de triptofanos.'*® De estas moléculas, 6 se unieron a la enzima mostrando

un valor de Kgs de entre 0,44 a 7,9 uM (Figura 4.2.3 y Tabla 4.2.1).
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Figura 4.2.3. a)Compuestos que se unieron a HSCK al con unos valores de Ky del rango de uM

bajo. b) Extincion de la sefial de fluorescencia de los triptofanos de HSChoKal medida a concentraciones
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crecientes del compuesto 5664997como perfil representativo del resto de compuestos. La flecha negra

indica la disminucion de dicha sefial.

Para evaluar la union selectiva de estos compuestos a la isoforma HsChoKal, se
llevaron a cabo los mismos experimentos, pero en la isoforma HSChoKf. Un trabajo
reciente indica claramente que un efecto potente como anticancerigeno mediante la
induccion de apoptosis Unicamente puede conseguirse cuando se disminuye
especificamente la expresion de HSChoKa sin afectar a los niveles de HsChoKp."* En
consecuencia, es importante conseguir compuestos potentes y selectivos de HSChoKal.
De acuerdo a los valores de Ky obtenidos, estos compuestos son selectivos frente a
HsChoKal, siendo los compuestos 6568134y 5664997 el menos y el mas selectivo de
todos, respectivamente (Tabla 4.2.1). La selectividad ha sido previamente explicada por
una mayor flexibilidad del Trp420 en HSChoKal en comparacion con una menor
libertad de movimiento de su homologo (Trp353) en HsChoKp.* Esto se debe a la
localizacion de una leucina detras del Trp420 en HSChoKal en vez de un residuo mas
voluminoso de tipo fenilalanina detras del Trp353 en HSChoK}p.

Otro importante rasgo caracteristico de estos compuestos procede del analisis de sus

valores de eficiencia (Ligand efficiency L.E.)"*’

en comparacion con los que se les
atribuyen a los derivados de HC-3. Esta propiedad se define como el cociente de la
energia libre de Gibbs (AG) y el numero de atomos distintos a hidrogeno de las
moléculas e indica la contribucion energética de cada uno de ellos en la union a la
enzima. Por este motivo, al tratarse de un término energético, cuanto mas negativa sea
la eficiencia, mas contribuirdn todos los adtomos a la unién y en consecuencia, a la
actividad del ligando. La mayoria de las moléculas de este estudio presentan mejor valor
de eficiencia que compuestos previos mas voluminosos y pesados, como el HC-3, el
compuesto 1 (codigo PDB: 3ZM9)™ o el compuesto 2 (codigo PDB: 4BR3)*® (Tabla
4.2.1). En concreto, el compuesto5664997 que es el que presenta mejor valor deKy es
la segunda molécula mas eficiente con un valor de L.E. de -0,34 K ,/mol*atomo
mientras que el compuesto 5217714 a pesar de tener un valor moderado deKy, presenta
una L.E. de -0,38 K.y/mol*atomo, y en consecuencia es la molécula més eficiente
(Tabla 4.2.1) de los prototipos. Una posible explicacion al hecho de que tanto elHC-3
como sus derivados muestren un peor valor de L.E., es que una parte considerable de su

estructura se encuentra expuesta al disolvente sin establecer interaccion con ningun

residuo del sitio activo (Figura 4.1.2.b), tal y como indicaban el estudio de docking
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realizado en la primera fase del disefio del farmacoforo y las estructuras cristalinas de

los compuestos 1y 2.

Tabla 4.2.1Valores de K, de los 6 prototipos frente a HSChoKal y HSChoKp. Todos ellos son de 3 a
160 veces mas selectivos para HsSChoKal que frente a HSChoK. El compuesto 56699 7muestra la union
de mayor intensidad a la HSChoKa 1, la mayor selectividad para esta isoforma y es también uno de los
compuestos con la mejor L.E. Si los prototipos se comparan con el HC-3, la mayoria de ellos son mas

eficientes en su union a la proteina porque presentan el mejor valor de L.E.

HsChoKal | HsChoKp HsChoKal HsChoKal
Selectividad L.E.
Compuesto (Proveedor) Ky (uM) | Ka(uM) (Kg ChoKB) / (KgChoKal) | (Kca/mol*atomo)
5664997(Chembridge) 0,438 + 0,1 70+£9 160 -0,34
2744582706 Enamine) 0,526+ 0,1 | 36,5+3,2 69 -0,32
5217714(Chembridge) | 2,60+0,7 | 59,5+3,7 23 -0,38
514578Q0(Chembridge) | 4,14+13 | 41,3+738 10 -0,27
6568134(Chembridge) 74+16 | 23+08 3 0,21
7118255046 Enamine) 7,9+0,5 68,3+23 9 -0,20
HC-3 0,180 = 0,05 -0,26

4.2.2. Los ensayos biolégicos muestran que el compuesto 5664997 es
el mas activo como agente antiproliferativo, mientras que el
compuesto 5145780 es el mejor inhibidor de  HsChoK al.

Los ensayos de fluorescencia detectan la unioén de un ligando a su diana en base a la
disminucién de la sefal fluorescente que emiten los residuos de triptofano, tirosina o
fenilalanina cercanos al sitio donde el compuesto se una. A su vez, dicho decrecimiento
es la manifestacion de un cambio conformacional que dichos residuos sufren como
consecuencia de la union del ligando. No obstante, el ligando puede unirse a zonas

accesibles de la proteina que sean ricas en los residuos anteriores o bien, en regiones

alejadas que se comuniquen mediante alosterismo con las primeras (Figura 4.2.4).
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Figura 4.2.4. Zonas de HsChoKal donde existen restos de triptéfano, fenilalanina y tirosina. El

aminoacido triptéfano se muestran en rojo.

En nuestro caso, la espectroscopia de fluorescencia ha sido elegida como técnica
para determinar la capacidad de unién de los compuestos candidatos a inhibidores de la
HsChoKal en el bolsillo hidrofobico de la colina dada la abundancia de restos de
triptofano, tirosina y fenilalanina en el sitio activo del enzima (Trp420, Trp423, Trp248,
Tyr333, Tyr354, Tyr440, Phe437, Phe437). Los resultados mostrados en el apartado
anterior, indican que para el caso de seis moléculas, existe disminucion de la sefial de
fluorescencia, y en consecuencia, estas moléculas se unen a la HSChoKal.

Para determinar si la unién se produce en el sitio activo y por tanto, para descartar
que se dé en otras regiones donde existan residuos aromaticos o incluso en zonas
carentes de los mismos donde tras la unién del ligando se produzca un cambio en el
plegamiento de la proteina que se traduzca en una modificacion conformacional del
triptofano de cualquier parte, es necesario realizar ensayos de inhibicion enzimatica y
cristalografia. La principal diferencia que la inhibicion enzimatica muestra con la
espectroscopia de fluorescencia es que se realiza en presencia de los sustratos naturales

del enzima y por tanto, una disminucion de los niveles del producto de reaccion sera
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debida a la interrupcion de la catalisis por parte del ligando, que obviamente, estara
ocupando el sitio activo o ejercerd un efecto alostérico sobre el mismo.

Los ensayos de inhibicion enzimatica frente a HSChoKal que se llevaron a cabo
con los seis compuestos anteriores, indican que la méxima inhibicién a la que dan lugar
a una concentracion de 50 uM alcanza el 41 % para el compuesto 5145780 En el resto
de los casos, excepto para el compuesto de mayor Ky, se ronda el 20 % de inhibicion a

esta misma concentracion (Tabla 4.2.2).

Tabla 4.2.2.Inhibicion de ChoK (en el homogeneizado) y actividad antiproliferativa frente a la linea
celular HepG2 de los compuestos que mostraron union a la enzima en los estudios de fluorescencia. Los
datos de inhibicion y de actividad antiproliferativa fueron calculados frente a concentraciones de 10 y 50

puM del compuesto, no obstante, los datos a 10 pM no se muestran debido a que no se observd ningun

efecto.
Inhibicién Actividad _ECs
Compuesto (Proveedor) antiproliferativa | antiproliferativa
HsChoKal (%)

HepG2 (%) (HM)
5664997(Chembridge) 23.25+527 Toxico
Z744582706 Enamine) 18,85 +£3,15 47,43 £0,70 74,27 £4,71
5217714(Chembridge) 15,24 + 4,75 nd nd
5145780(Chembridge) 40,58 £ 0,21 48,05 + 4,63 72,88 £ 8,41
6568134(Chembridge) 11,71 £3,92 37,80 £2,00 88,78 + 11,27
27118255046 Enamine) nd nd nd

nd: no detectable; el compuesto no mostro ningtin efecto en el ensayo.

Estos resultados junto con los valores de Kg4en ¢l rango de uM bajo (Tabla 4.2.1),
parecen indicar que los prototipos podrian haberse unido a una zona de la proteina
distinta al sitio activo y que no son capaces de producir por alosterismo un cambio
conformacional que impida la reaccion catalitica. No obstante, otra explicacion posible
podria ser la existencia de estados intermedios de fosforilacion de la enzima en
presencia de ATP y Mg”" que supongan un impedimento estérico para la unién de los
compuestos al sitio activo. Esta segunda explicacion estaria en concordancia con el
segundo mecanismo de accion catalitico que Pollard y col. han propuesto recientemente
para la HsChoKa1.?” En él se plantea una catalisis en varios pasos que se iniciaria con la
union del ATP y del Mg*" al sitio activo y el posterior ataque del Asp306 al fosfato y
del nucleodtido, quedando asi la enzima fosforilada. En nuestro caso, como el ensayo
implica una primera etapa de preincubacion a 37°C de la enzima con el ATP, el Mg”" y

el inhibidor, y a continuacién se inicia con la adicién de [metil-'*C]colina, antes de que
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se aflada la colina marcada (ver Parte Experimental, seccion 5.6.1.4), el Asp306 ya
habria desplazado al ligando del sitio activo en una determinada poblacién de la
proteina, con lo cual, la reaccion catalitica tendria lugar y el efecto inhibitorio no seria
muy notable. Con el objetivo de dilucidar cudl de las dos explicaciones podria ser la
causa de la poca inhibicion enzimatica que se observa, se llevaron a cabo experimentos
de cristalografia. La actividad antiproliferativa frente a HepG2 de los seis prototipos, a
excepcion de la del compuesto 5664997, aunque es mayor que su potencia inhibitoria,
ronda el 50 % de disminucion de viabilidad celular a una concentracion de 50 pM
(Tabla 4.2.2). El compuesto 5664997por su parte, muestra toxicidad en esta linea
celular, pero sin embargo, se comporta como un agente antiproliferativo de ECsy en el
rango de pM bajo en las lineas tumorales A549 (adenocarcinoma de pulmoén), HT29 y
HCT116 (adenocarcinoma colorrectal), MCF7 (adenocarcinoma de mama) y Jurkat
(leucemia aguda de células T). En concreto, es especialmente potente frente a A549 y
HT29 con una ECspde 9,59 + 2,64 uM y 7,44 + 0,72 uM, respectivamente (Tabla 4.2.3
y Figura 4.2.5). La notable potencia como agente antiproliferativo del compuesto
5664997frente a las lineas celulares A549 y HT29, no concuerda con los reducidos
valores de inhibicion enzimatica obtenidos (23 % a 50 uM), lo cual indica un efecto
inespecifico (off-targe) sobre otras proteinas involucradas en procesos de muerte
celular. El resto de compuestos no mostraron efecto en ninguna de las cinco lineas

celulares cancerigenas previamente citadas.
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Tabla 4.2.3.Estudios de actividad antiproliferativa del compuesto 5664997en varias lineas celulares. Los

valores de ECs, aparecen expresados como la media de tres experimentos independientes + S.D.

ECso (uM)
Compuesto
A549 HT29 HCT116 MCF7 Jurkat
5664997 | 9,59+2,64 | 7,44 + 0,72 | 1996+ 1,66 | 17,89 +1,95 | 17,37+ 0,46
Yo
Viabilidad | "] " i
Celular | ¥ o L
) 4] B
43 40 i
2 4 A549 2 { HT29 a1 1HCT116
M=4 M=d Mad
X 5 15 oW a 5 0. 15 | 35 Y 5 w15 m
100 1 100
50 1 8 4
50 1 60 1
40 44 7
= {MCF7 20 4 Jurkat
H=3 : MN=3
N R

Concentracion (ul}

Figura 4.2.5.Disminucion de la viabilidad celular en distintas lineas celulares frente a concentraciones

crecientes del compuesto 5664997.

4.2.3. El compuesto 5217714 se une a los sitios del ATP y de la colina.

A pesar de que los estudios de docking llevados a cabo durante el cribado virtual

sugirieron claramente que los compuestos que muestran afinidad por la HSChoKal se

unian al sitio de la colina (Figura 4.2.6), los resultados obtenidos en los ensayos de

inhibicién del enzima, plantearon dudas al respecto. En consecuencia, se llevaron a cabo

estudios de cristalografia con los seis prototipos para tener evidencias experimentales

sobre su sitio de union.

A pesar del gran nimero de intentos llevados a cabo con cada uno de los seis

compuestos anteriores, s0lo se consiguid la estructura cristalina de HsChoKal en

complejo con el compuesto 5217714 con una resolucion de 2,25 A Figura 4.2.7 y

Tabla 4.2.4).
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Figura 4.2.6. Pose adoptada en los estudios de docking por los prototipos. De acuerdo con los

resultados obtenidos, todos parecen unirse al sitio de la colina.
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Figura 4.2.7. Imagen del crecimiento progresivo del cristal de HSChoKal en complejo con el
compuesto 5217714.

El modelo final se obtuvo con una buena estadistica (R = 0,224, R = 0,268 para
HsChoKal1/5217714,Tabla 4.2.4) después de un proceso iterativo de construccion y
refinado. La estructura cristalina es un dimero en el que cada mondmero esta constituido
por un dominio pequeiio N-terminal y un dominio C-terminal mas grande. Mientras que
el sitio de union del ATP esté localizado en una hendidura formada por los residuos de
ambos dominios N- y C-terminal, el sitio de la colina se encuentra en un bolsillo
profundo e hidrofébico del dominio C-terminal. Sorprendentemente, dos moléculas del
compuesto 5217714 fueron visualizadas en los sitios de la colina y del ATP en uno de
los mondmeros, mientras que s6lo una molécula se identifico en el sitio de la colina del
segundo monomero (Figura 4.2.8.a). Estas evidencias confirman que los prototipos

procedentes del cribado virtual se unen al sitio activo de la HSChoKal.
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Tabla 4.2.4.Parametros que caracterizan a la estructura cristalina de rayos X y estadisticas del proceso de

refinado. Los valores entre paréntesis estan referidos a la celdilla de mayor resolucion.

CKal-5217714
Grupo espacial P212121
Longitud de onda (&) 1,0507 NOTA:
Resomeion () 132.39-2.25 Las estadisticas del
esolucion
(0,00006-0,19753) Ramachandran plot fueron
N . b a=56.13 eterminadas con
imensiones de la celda
" b= 12018 PROCHECK.
c= 13239 El test de Ramachandran|
Reflexiones 43397 permite realizar la
lidacién de 1 truct
Completencss 99.9 (99,4 | dacton e fa eStuctura
3D de una proteina en base a
Riym 0,058 (0,672)
los 4angulos diedros del
1/s(1) 34,8 (5,0)
esqueleto carbonado de los
Redundancia 23,2 (14,0)
aminoacidos; cuando  sul
Ryork / Riree 0,2242/0,2675 -
valor no estd permitido hay|
RMSD de la geometria .
0,013 que modificar la
ideal, enlaces (A) .
conformacion del
RMSD de la geometria .
1,544 aminoacido hasta dar con el
ideal, angulos (°) , .
o 4angulo diedro correcto.
<B> protei 44
proteina ( 2) ,30 PROCHECK es una web de
<B>5217714A") 83,27 validacion de la
<B> disolvente (A% 46,10 .
estereoquimica de las
B 7 7
<B> Etilenglicol (A%) 52,63 estructuras cristalinas que
Ramachandran plot: proporciona  de forma
Mas favorecidos (%) 96,38 gratuita el Instituto Europeo
Permitidos (%) 2,61 de Bioinformatica.
Prohibidos (%) 1,01
Céodigo PDB Sfav
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Figura 4.2.8.Estructura cristalina del complejo HsSChoKal/5217714a) b) ¢) d) e) y f) Vistas de los
compuestos 5217714 HC-3 y ADP (c6digo PDB: 3G15), fosfocolina (codigo PDB: 2CKQ), compuesto
1 (codigo PDB: 3ZM9), compuesto 2 (codigo PDB: 4BR3) y compuesto 14 (cédigo PDB: 4CG8) unidos
al sitio activo de HsChoKal, respectivamente. Los puentes de hidrogeno y las interacciones

electrostaticas estan representadas en lineas discontinuas verde y rosa, respectivamente.

La molécula 1, que es la que ocupa una localizacion profunda en el sitio de union de
la colina, también tiene una densidad electronica mejor definida que la molécula 2
(Figura 4.2.8.a). La moléculal establece interacciones de tipo n-n con el Trp423 y la
Phe435, una interaccion cation-n con el Trp420 y un puente de hidrogeno con el Glu349
(Figure 4.10.a). La molécula 2 por su parte, establece interacciones electrostaticas con el
Asp330 y un puente de hidrégeno con la Asn311 (Figura 4.2.8.a).

Gracias a estas interacciones, el compuesto 5217714presenta dos modos de union
que permiten por un lado, competir con los 4&tomos de magnesio (este metal se coordina
por los residuos Asp330 y Asn311 y por los grupos fosfato del sustrato) y con los
grupos fosfato del ADP (Figura 4.10.b), y por el otro, mimetizar la carga positiva
presente en el HC-3*, la colina/fosfocolina, y los derivados del HC-3 tales como el
compuesto 1,*° el compuesto 2% y el compuesto 14% (Figuras 4b, 4c, 4d, 4e y 4f). En

todos estos compuestos la carga positiva es clave para mantener la interaccion cation-n

80



Lucia Serran Aguilera 4. Resultados y Discusion

con el Trp420. El compuesto 1 al igual que el compuesto 5217714 también se localiza
en los sitios de union del ATP y de la colina, y en consecuencia, seglin los cristales,
ambos actuarian como inhibidores competitivos de ambos sustratos. Sin embargo, los
ensayos de inhibicion llevados a cabo con HSChoKal demuestran que la potencia
inhibitoria del compuesto 5217714es muy débil, sugiriendo que su desplazamiento del
sitio activo se produce tras la formacién del intermedio enzimatico fosforilado
propuesto por Pollard y col. cuando la enzima se encuentra en presencia de ATP y
Mg

A pesar de la precision que los estudios de docking mostraron al indicar que los
prototipos se unian al sitio de la colina, se observaron algunas desviaciones tras analizar
una superposicion de la pose adoptada en el docking del compuesto 5217714 con la que
se obtuvo por cristalografia (Figura 4.2.9). Estas desviaciones hacen referencia al
numero de moléculas del compuesto que estan presentes en el sitio activo, a la
bioconformacion del prototipo, como a la localizacion de su carga positiva dentro del
bolsillo hidrofébico, y a la rotacion de algunos residuos importantes que estdn
involucrados en la unién. En concreto, los estudios de docking son incapaces de
predecir: a) la presencia de dos moléculas de compuesto 5217714 al sitio de la colina
(Figura 4.2.9.a); b) su bioconformacion cis, donde la distancia real entre los restos
aromaticos es de 5,242 A en vez de los 8,003 A observados en el docking (Figura
4.2.9.D; c) la localizacion del nitrogeno cuaternario, que en la estructura cristalina esta
desviada 2,971 A de la pose del docking (Figura 4.2.9.b y d) la notable rotacion de
mas de 40° que algunos residuos como el Asp330 (Figura 4.2.9.9 y el Trp420 (Figura
4.2.9.09 adoptan en la estructura cristalina. Todos estos datos tomados en conjunto son
evidencias de las limitaciones actuales que presentan los programas de docking, y en
consecuencia, deben de ser consideradas en la interpretacion de cualquier resultado

tedrico.
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D330 pose del ©) <)
.\\Et‘ ﬁ\t‘k docking pose del cristal (Cis}
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(molécula 2

Figura 4.2.9. Diferencias en la pose del compuesto 5217714obtenida tras los experimentos de
docking y de cristalografia. Los residuos en la estructura cristalina estan coloreados en gris, mientras que

las poses predecidas por docking y cristalografia se muestran en azul y amarillo, respectivamente.

4.2.4. Conclusiones

ChoK juega un papel esencial en la biosintesis de los fosfolipidos de la membrana celular
durante la proliferacion celular. En humanos la isoforma o se ha validado como diana
terapéutica para el tratamiento del cancer y en consecuencia, durante los ultimos afios un gran
numero de derivados del HC-3 con actividad inhibitoria de HSChoKal han sido descubiertos.
En general, estos compuestos tienen un elevado peso molecular, pero los grupos funcionales que
son realmente importantes para la union a la enzima y para su actividad biologica, ain no han
sido dilucidados. Con el objeto de analizar los grupos quimicos claves para la actividad de
dichos derivados de HC-3, se ha llevado a cabo un estudio computacional donde se ha
propuesto un modelo de farmacoforo formado por cinco entes quimicos incluidos en el
fragmento de 1-bencil-4-(N-metilanilino)piridinio. En una etapa posterior, este farmacoforo se
ha usado para llevar a cabo un cribado virtual de varias librerias comerciales de compuestos que
ha concluido con el descubrimiento de seis compuestos monocatiénicos de reducido peso
molecular que presentan mejores eficiencias que los inhibidores previamente publicados.
Aunque los estudios de docking sugieren la unién de estas seis moléculas al sitio de la colina, la
estructura cristalina del complejo HSChoKa1/52177140btenida en la ultima fase del estudio,
evidencia para este compuesto un mecanismo dual de competencia por ATP/Mg™* y colina. Sin
embargo, la potencia como inhibidores frente a HsSChoKal de los prototipos descubiertos es
escasa, proponiéndose como causa, el desplazamiento del sitio activo que sufren por accion del
Asp306 una vez que éste se fosforila. En conclusion, se ha propuesto un modelo de farmacéforo
donde se incluyen los entes quimicos esenciales que todo inhibidor de HSChoKal derivado del
HC-3 debe tener. Sin embargo, aunque el farmacoforo es condicion necesaria en la busqueda de

nuevos inhibidores de HsChoKal simples y eficientes, parece no ser condicion suficiente, y por
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tanto, en el descubrimiento de nuevos ligandos que sean cabezas de serie para desarrollar

nuevos agentes anticancerigenos también hay que tener en cuenta la fosforilacion del Asp306.
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4.3. Parte 3: Segunda aplicacion del farmacéforo: optimizacion

mediante sintesis quimica; obtencién de nuevos derivados de HC-3

4.3.1. Consideraciones generales

De forma paralela al cribado virtual, se sintetizaron nuevos compuestos derivados
del farmacoforo donde estan presentes todos o algunos de los cinco entes quimicos (tres
anillos aromaticos, carga positiva y nitrégeno disustituido) que lo definen y donde se
introducen nuevos grupos funcionales mediante los que se mejora. La finalidad de este
estudio es doble. Por un lado, se pretende optimizar el farmacoforo estudiando si alguno
de los cinco grupos funcionales que lo definen es prescindible, para lo cual, se
farmacomodularé el fragmento de 1-bencil-4-(N-metilanilino)piridinio. Por otra parte,
se quiere conseguir un mayor grado de afinidad por la HSChoKal y en consecuencia,
una mejor potencia inhibitoria y antiproliferativa que la mostrada por los prototipos
procedentes del cribado virtual. En total, se han sintetizado 35 productos finales
disefiados para interaccionar con la enzima a través del sitio de la colina, tal y como
sucede con el farmacoforo. Se trata de sales de piridinio o quinolinio, de acuerdo a la
naturaleza de su cabeza cationica, que se engloban en tres familias, denominadas familia
A, familia B y familia C en funcién de su espaciador y de la presencia o no de aminas
terciarias como sustituyentes del mismo.

A continuacion, se detallan las estructuras de los compuestos finales.

- Familia A

Dentro de esta familia (Tabla 4.3.1) distinguimos los derivados del bencilo y se
contabilizan cuatro compuestos en funcion de si la cabeza cationica sea derivada de
piridina (4-(N,N-dimetilamino)piridina o 4-pirrolidinopiridina) o de quinolina (7-cloro-
4-(N-metilanilino)quinolina o 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina). Son los
compuestos mas sencillos sintetizados en la presente Tesis Doctoral y también los de

estructura quimica mas parecida al fragmento de 1-bencil-4-(N-metilanilino)piridinio.
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Tabla 4.3.1.Compuestos finales de la familia A.

Compuesto | Espaciador R
Te

N
| N
A.l _
N

T

N@

| AN

A.2 Q
®

A3

Cl

A4

Las cabezas cationicas son comunes para el resto de las familias y fueron elegidas
en base a que: a) nos permiten estudiar si puede prescindirse del grupo fenilo unido al
nitrogeno exociclico del farmacoforo y si la fusion de un anillo de fenilo al de piridina
optimiza el farmacoforo; b) han demostrado su idoneidad para el disefio de inhibidores
de ChoK a lo largo de los ultimos afios (ver seccion de “Antecedentes”). De este modo,

se usaran cuatro cabezas cationicas que son analogas entre si (Figura 4.3.1).
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Figura 4.3.1.Cabezas cationicas seleccionadas.

En consecuencia, con los compuestos derivados de piridina se llevara a cabo una
farmacomodulacion modulativa del farmacoforo, puesto que el fenilo del grupo N-
metilanilino se sustituye por grupos saturados ciclicos. Sin embargo, en los derivados de
quinolina, se realiza una mejora del farmacoforo mediante farmacomodulacion
conjuntiva, ya que se fusiona un grupo fenilo al anillo de piridinio. No obstante, la
introduccion de la 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina como cabeza catidnica,
implica ademds un proceso de farmacomodulacion modulativa, ya que al igual que en
los derivados de piridina, se sustituye el grupo fenilo del N-metilanilino del farmacéforo
por un resto de perhidroazepino. Como resultado de todas estas transformaciones, de los
cuatro compuestos finales de esta serie, los cinco grupos funcionales del farmaco6foro se
mantienen Unicamente en el compuesto A.3, en el resto de los casos, son 4 los entes
quimicos conservados, puesto que no esta presente el fenilo previamente mencionado.

Por un lado, se pretende estudiar si estas sencillas estructuras muestran afinidad por
la enzima tal y como apuntaba el farmacéforo o si por el contrario, requieren de la
introduccion de mas grupos funcionales para mejorar su union. En caso de que se unan,
otro de los objetivos es determinar las diferencias de afinidad entre los derivados de
piridina y los de quinolina tanto en base al anillo de fenilo fusionado con la piridina,
como a los sustituyentes del amino exociclico en posicion 4. El modo de union de los
compuestos de esta familia a la HSChoKal se detallard en el apartado de cristalografia,
donde se realiza el estudio del compuesto A.2. Por tltimo, se quiere determinar su
actividad inhibitoria in vitro tanto frente a la enzima como a distintas lineas celulares

cancerosas.
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- FamiliaB

En esta familia se incluyen los derivados del bifenilo y al usarse las mismas cabezas
catidnicas que en la familia A, se obtuvieron cuatro compuestos finales (Tabla 4.3.2).
En este caso, las estructuras se optimizaron mediante la introduccion de un grupo fenilo
mas en el espaciador, con la intencion de aumentar la afinidad por la enzima mediante
interacciones de tipo m-m con los residuos aromadticos presentes en el sitio de la colina.
Esta pequefia modificacion, permitira comparar la afinidad, la actividad inhibitoria y la
capacidad antiproliferativa de estos derivados con los de la familia A. Los residuos del
sitio activo con los que se establecen interacciones se detallaran en el apartado de

cristalografia, donde se estudia el modo de unién del compuesto B.2 a la HIChoKal.

Tabla 4.3.2.Compuestos finales de la familia B.

Compuesto Espaciador R
T
N
| AN
B.1 _
N
T
N
| AN
C
O
T
R | N\ Cl
B.3 =
O
Cl
B.4

Gz \ At
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- FamiliaC

En la familia C también se engloban compuestos de estructura bifenilica, pero a
diferencia de la familia B, en los compuestos de esta serie se ha insertado ademas una
amina terciaria en posicion para respecto a la cabeza cationica (Tablas 4.3.34.3.6). De
este modo, se han obtenido derivados bifenilicos asimétricos estructuralmente similiares
al HC-3, disefiados para que inserten los entes quimicos del farmacoforo en el sitio de
la colina y expongan la amina terciaria hacia el exterior del sitio activo (Figura 4.3.2).
Asi, se facilitaria la solvatacion por el agua del medio y se formaria un complejo
enzima-ligando de mayor estabilidad que en las familias anteriores.

De este modo, se distinguen cuatro subfamilias de compuestos, que son los
estructuralmente mas complejos de la presente Tesis Doctoral. Asi, nos encontramos
con la sufamilias: C.1 para derivados de 4-(N,N-dimetilamino)piridina; C.2, para los
derivados de 4-pirrolidinopiridina; C.3, para la 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina; y

C.4, para la 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina.
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Tabla 4.3.3.Compuestos finales de la subfamilia C.1.
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Tabla 4.3.4.Compuestos finales de la subfamilia C.2.
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Tabla 4.3.5.Compuestos finales de la subfamilia C.3.

Compuesto Espaciador R, R,
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Tabla 4.3.6.Compuestos finales de la subfamilia C.4.

Compuesto Espaciador R, R, R
J\llw
Cc4.1 -Cl
/N\
4.2 o ® " | -OocH,
NS cl| 7>
| N s
I
s | O | Y |
. Rl Rz @ Q
T
NZ N
c.4.4 Q Q

En las subfamilias C.1, C.2 y C.3, se incluyen cinco compuestos diferentes en
funcion de la amina terciaria empleada (dimetilamina, dietilamina, pirrolidina,
piperidina, perhidroazepina), mientras que en la subfamilia C.4 s6lo se sintetizaron los
derivados de dimetilamina y de perhidroazepina. Durante la purificacién de algunos
compuestos de la familia C, se obtuvieron ademas los derivados protonados en la amina
terciaria cuya formacion fue espontanea durante el proceso de sintesis. En este caso, los
compuestos son bifenilicos biscationicos y el efecto de la segunda carga positiva sera
estudiado en los apartados de fluorescencia y actividad biologica (inhibitoria de ChoK y
antiproliferativa de distintas lineas celulares cancerigenas).

En el apartado de cristalografia, se detallard el modo de union de los compuestos

C.2.1, C.3.1y C.3.4 a laHsChoKal.

92



Lucia Serran Aguilera 4. Resultados y Discusion

*

- amina - '_
terciaria disolvente

" sitio de la colina =

Figura 4.3.2.Estructura cristalina de HSChoK a1 en complejo con HC-3 (PDB ID: 3G15).% Uno de
los anillos de oxazonio estd insertado en el sitio de la colina, mientras que el otro se dirige hacia el
disolvente. Es este ultimo el que se sustituye por una amina terciaria en los compuestos finales de la

familia C.

4.3.2. Metodologia sintética

Como se ha mencionado en las consideraciones generales, en el caso de las
familias A y B las moléculas sintetizadas constan de dos partes bien diferenciadas: a) el
espaciador; b) la cabeza catidonica; mientras que para el caso de la familia C, son tres
las partes en que pueden dividirse: a) el espaciador; b) la cabeza cationica y c) la amina
terciaria.

El analisis retrosintético para las familias A y B es distinto al de la familia C, pero
en los tres casos para la obtencion del producto final se hace necesario sintetizar, en
primer lugar, los espaciadores bromados y las cabezas catidnicas. Seguidamente, en el
caso de la familia C, ambos se unirdn con la amina terciaria correspondiente por uno de
los dos restos bromados libres. Tanto la introduccion de la cabeza cationica, como de la
amina terciaria, se llevan a cabo mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica
bimolecular (Sn2), la cual debe ser especifica para un solo bromo en el caso de la
familia C.

A continuacion, se detallan los principales aspectos a considerar en el

procedimiento sintético utilizado en cada familia.
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Familias A y B el intermedio bromado comercial (bromometilfenilo o
bromometilbifenilo) se pone en contacto unos 28 ¢ 33 minutos a elevada temperatura
con el derivado de quinolina o piridina, respectivamente, usando 2-butanona como
disolvente. La 2-butanona es el disolvente de eleccién porque gracias a su caracter
aprotico evita que el nitrogeno heterociclico de los anillos de piridina o quinolina
forme puentes de hidrogeno con el disolvente que disminuyan su potencia

nucleofilica y que reduzcan en consecuencia, el rendimiento de la reaccion.

Familia C: en este caso, la sintesis implica primero la formacion del intermedio
monocationico segun el protocolo especificado con anterioridad por nuestro grupo de
investigacion’’ para posteriormente, introducir la amina terciaria en el bromo libre.

Segun el protocolo anterior, el intermedio monocuaternizado se obtiene usando como
disolvente 2-butanona a temperatura ambiente en presencia de dos equivalentes del
espaciador bisbrometilado por cada equivalente de la priridina o de la quinolina
sustituida. Por otro lado, para la formacion del producto final se usa como disolvente
la dimetilformamida anhidra (DMF) en medio basico (carbonato potasico), a 70° C.
Es este el disolvente de eleccion porque solubiliza totalmente al intermedio
monocationico y a la amina, facilitando el ataque nucleofilico de la amina al grupo
saliente. Por su parte, el carbonato potdsico actua como base débil, neutralizando las

moléculas de acido bromhidrico liberadas tras la Sn2.

4.3.3. Andlisis espectroscopico

Todos los compuestos finales se han identificado por espectroscopia de RMN, tanto

de 'H (300, 400, 500 y 600 MHz) como de *C (75, 125 6 150 MHz) y espectrometria

de masas de alta resolucion (HRMS). Se han realizado también para cada familia,

estudios de RMN bidimensional tipo HSQC y HMBC.

Para facilitar el analisis espectroscopico, los compuestos aparecen organizados por

familias, tal y como se describe en el apartado 4.3.1. Los datos espectroscopicos de

todos los compuestos finales aparecen recogidos en las Tablas 4.3.1-4.3.16 en ellas se

muestran los valores de desplazamiento quimico (0) en ppm y entre paréntesis, la

multiplicidad y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. La multiplicidad de senales se

indica mediante las abreviaturas: s, singlete; d, doblete; dd, doble doblete; t, triplete; q,

cuadruplete y m, multiplete.
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Para cada familia se incluye un esquema con las estructuras y numeracion de los
productos finales. De esta forma, y para facilitar el analisis de los mismos, la estructura
general de los compuestos de las familias A y B se divide en: a) cabeza cationica y b)
espaciador, mientras que para el caso de los compuestos de la familia C, su estructura se
divide en tres fragmentos: a) la cabeza cationica, b) el espaciador y c¢) la amina
terciaria. La sal de piridinio se establece como la funcion principal de los compuestos y,
por tanto, la numeracién y nomenclatura se hace acorde a las reglas establecidas por la

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) en este caso.
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4.3.3.1. Andlisis espectroscopico de los derivados de bencilo. Familia A.

Figura 4.3.1.Estructura quimica de los compuestos de la familia A.

4.3.3.1.1. Anélisis espectroscépico de  *H-RMN.

Dentro de esta familia se presentan los compuestos finales A.1-A.4 (Figura 4.3.1),
derivados del bencilo. Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos
en las Tablas 4.3.1 y4.3.2. Todos estos espectros se han realizado utilizando como
disolvente metanol deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas. La
caracterizacion inequivoca de cada proton se ha realizado utilizando la espectroscopia
bidimensional de tipo HSQC y HMBC (Ver Anexo). En esta ultima, se han establecido
correlaciones proton-carbono a una distancia de dos enlaces. Los desplazamientos
quimicos que a continuacion se presentan para los compuestos A.1 y A.2 coinciden con
las recientemente publicados para ambos.® En la presente Tesis Doctoral se detalla la
asignacion de sus atomos de hidrogeno y de carbono tanto para ambos, como para el
resto de compuestos de la familia.

En general, los espectros de "H-RMN analizados contienen tres zonas de resonancia
de protones: a) zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes al anillo
de piridina o quinolina (cabeza cationica) y al fenilo (espaciador); b) zona alifatica,
donde se registran los protones del metileno unido al nitrégeno piridinico o quinolinico;

y, ¢) zona alifatica, donde se incluyen los sustituyentes en posicion 4 del anillo de
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piridinio o quinolinio (-R). Por lo general, se observa una gran conservacion de los
pardmetros espectroscopicos en los 4 productos finales pertenecientes a esta serie.

En la zona aromatica, debido a la diversa naturaleza quimica de los anillos de
piridina y quinolina entre si y de €stos con el fenilo, se hara primero el analisis de los
protones pertenecientes a la cabeza cationica y a continuacion, el de los protones del
fenilo. De este modo, inicialmente se describirdn los 4&tomos de hidréogeno de la piridina
incluida en los compuestos A.1 y A.2 y a continuacion, se analizard la quinolina de A.3
yA4.

En el caso de la piridina (compuestos finales A.1 y A.2), los protones H-3,5.,
aparecen como un doblete (6 6,87-7,01 ppm) debido al acoplamiento a corta distancia (J
=7,7- 7,8 Hz) con H-2,6,1,, que se muestran también como un doblete a campo mas bajo
(0 8,21-8,23 ppm) debido al efecto desapantallante del nitrégeno cuaternario del anillo
de piridinio.

En el caso de los atomos de hidrogeno del anillo de quinolinio (compuestos A.3 y
A.4), resuenan en orden de campo creciente de la siguiente manera: H-2quin, H-5quin, H-
8quin, H-6quin Y H-3quin. Por otro lado, en el caso del compuesto A.3, los hidrogenos del
anilino resuenan como un multiplete junto a H-3,5 y H-4 (6 7,35-7,44 ppm). En ambos
compuestos, el proton H-24,in, €s €l méas desapantallado de todos, ya que estd influido
por la carga positiva del nitrogeno y el efecto resonante del sistema aromatico,
apareciendo a § 8,51-8,63 ppm como un doblete acoplado con H-34,in con una constante
de acoplamiento de 7,8-9,0 Hz. H-34.n es el proton mas apantallado del sistema
quinolinico, apareciendo como un doblete a un desplazamiento quimico de 6,88-6,89
ppm. H-8,in aparece como un doblete, se acopla con H-64uin y resuena a & 7,98-8,08
ppm. Con este ultimo hidrogeno, se acopla ademas H-54uin que también aparece como
un doblete, pero a campo mas bajo que el H-84,in debido al efecto desapantallante que
ejercen sobre €l tanto la carga positiva del nitrégeno cuaternario, como el nitrogeno del
sustituyente en posicion 4. H-64uin por su parte, aparece como un doble doblete (6 7,64-
7,80 ppm) debido al acoplamiento a corta distancia con H-5qun (J = 1,6-1,9 Hz) y a
larga distancia con H-8quin (J = 9,0-9,2 Hz).

Por su parte, las sefiales correspondientes a los atomos de hidrogeno del fenilo que
actia como espaciador, aparecen con distinta multiplicidad en funciéon de la cabeza
cationica que incluya el compuesto final. De este modo, en los compuestos A.1 y A.2,

todos los protones del fenilo aparecen bajo una misma sefial de tipo multiplete. Por el
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contrario, en los derivados de quinolina (A.3 y A.4), aparece a campos mas altos una
sefal correspondiente a un multiplete (& 7,28-7,30 ppm), donde se incluyen los
hidrégenos H-2,6 seglin se muestra con la correlacion a dos enlaces del grupo metileno
(-CH,N") en el espectro de HMBC (Ver Anexo). La multiplicidad de dicha sefial indica
que los protones H-2,6 ademas de acoplarse con los hidrégenos H-3,5, también pueden
hacerlo con los protones del metileno vecino. El resto de &tomos de hidrogeno del fenilo
en ambos compuestos (H-3,5 y H-4) se engloban bajo un multiplete que aparece a
campos mas bajos (6 7,35-7,44 ppm). Dado que la distancia que separa a ambos
multipletes en el espectro de 'H-RMN apenas alcanza las 0,05 ppm, se pone de
manifiesto que H-2,6, H-3,5 y H-4 son protones muy parecidos, tal y como puede
deducirse con el multiplete bajo el que todos quedan englobados en los compuestos A.1
yA.2.

La segunda zona del espectro corresponde a los hidrégenos del metileno que une la
cabeza cationica con el espaciador (-CH,N"), los cuales resuenan como un singlete (5
5,37- 5,82 ppm). Los desplazamientos a campos mas bajos corresponden a los metilenos
unidos a quinolina (& 5,80-5,82 ppm), los cuales estan mas desapantallados que los
unidos a piridina (6 5,37-5,38 ppm).

Por ultimo, en la zona alifatica del espectro aparecen las sefiales correspondientes a
los protones del sustituyente en posicion 4 del anillo de piridinio o quinolinio. Los seis
atomos de hidrogeno del sustituyente dimetilamino del compuesto A.1 resuenan como
un singlete a 6 3,26 ppm, de igual forma que el grupo metilo del N-metilanilino
localizado en el compuesto A.4 (6 2,46 ppm); cuando el sustituyente es pirrolidino
(compuesto A.2), H-25,; aparecen como un triplete por su acoplamiento a corta
distancia con H-3 4., que resuenan como un multiplete a campo més alto (6 2,12 ppm).
De forma similiar, en el caso del perhidroazepino del compuesto A.3, los protones H-
2 7.4, aparecen como un triplete a campo mas bajo (6 4,09 ppm) que H-3,6,,, los cuales
resuenan como multiplete a campo mas bajo (6 2,01- 2,08 ppm) que los protones mas

apantallados de este sustituyente, es decir, H-4 5,, (6 1,72- 1,76).
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Tabla 4.3.1. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados de bencilo A.1-A.2.

Comp. | H-2,6py | H-3,5p R H-2, 6ph | H-3, 5pn | H-4pn | -CHoN"
Al 8,23 7,01 3,26 7,38- 7,44 5,38
' (d,7,8) | (d,7,8) (s) (m) (s)
A2 8,21 6,87 2,12 (m, H-3,441) 7,38-7,45 5,37
: (d,7,7) | (d,7,7) | 3,56 (t, 6,9, H-2,50ir) (m) (s)

Tabla 4.3.2. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados de bencilo A.3-A.4.

Comp. H-2quin H-3quin H-5quin H-6quin H-8quin R1 R2
A3 8,62 689 | 855 (dz'slog 808 | 246 | 7,37-7.44(m, H-
’ (d, 9,0) d,74) | (d,7,5) 9'0)’ ’ (d, 1,9) (s) 2,6ph, H-2,3,4,5,6ani)
8.51 7.10 8,37 7,64 7.08 1,72- 1,76 (m, H-4,54,)
A4 . 7.8) @38 | @ 92 (dd, 1,6, . 2,0) 2,01- 2,08 (m, H-3,642)
v T T 9,2) ' 4,09 (t, 5,5, H-2,74,)
Tabla 4.3.2. Continuacion.
Comp. H-2,6pn H-3,5pn | H-4pn -CH,N'
A3 7,29 7,37- 7,44 5,82
‘ (d, 6,9) (m) (s)
Ad 7,29 7,35- 7,43 5,80
‘ (d, 6,9) (m) (s)

4.3.3.1.2. Anélisis espectroscopico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos A.1-A.4 se
recogen en las Tablas 4.3.3y 4.3.4. Los espectros de °C y DEPT han permitido
determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que como ya se ha citado
previamente, los estudios de HSQC y las correlaciones a dos enlaces en el espectro de
HMBC, han posibilitado la asignacion inequivoca de cada protén con su carbono en
cada molécula. Al igual que los espectros de 'H-RMN, todos los espectros
anteriormente enumerados se han realizado utilizando como disolvente metanol
deuterado.

En los espectros de "C-RMN, se distinguen dos zonas: a) zona aromatica,
correspondiente a los carbonos pertenecientes al anillo de piridina o quinolina y al
fenilo; b) zona alifatica, donde se incluyen el metileno unido al nitrégeno piridinico o
quinolinico; y los sustituyentes en posicion 4 del anillo de piridinio o quinolinio (-R;

dimetilamina, pirrolidina, N-metilanilino o perhidroazepina).
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En el caso de los compuestos A.1 y A.2, la sefal que aparece a campo mas bajo se
corresponde con el carbono cuaternario de la piridina. Se observa que cuando el
sustituyente en dicho carbono es dimetilamino, la sefial correspondiente a este carbono
presenta mayor desplazamiento (156,75 ppm) que cuando el sustituyente es pirrolidino
(153,84 ppm). En cuanto al resto de atomos de carbono de dicho anillo, C-2,6,y;
muestran menor desplazamiento (107,74-108,28 ppm) que C-3,5,,, que aparecen a
campo mas bajo (141,51- 141,73 ppm).

En el caso de los derivados de quinolina (compuestos A.3 y A.4), se aprecia
primero la sefal correspondiente a los carbonos sobre los que se ejerce un mayor efecto
inductivo —| por parte del nitrogeno cuaternario, el cloro en posicion 7 o el nitrégeno
del grupo sustituyente de la posicion 4. De este modo, los carbonos quinolinicos donde
se ejerce un mayor efecto —I por orden decreciente son: C-4quin > C-2quin > C-7quin (8aquin
en el caso del compuesto A.4)> C-8aguin (C-7quin €n A.4)> C-6quin (C-5quin €n A.4)> C-
Squin (C-6quin €n A.4)> C-8uin (C-4aquin en A.4) > C-4aguin (C-8quin €n A.4)> C-3quin. En
consecuencia, C-34,in s el carbono mas apantallado de todos los aromaticos en ambos
compuestos (6 100,48- 106,49 ppm). Todos los carbonos del grupo anilino del
compuesto A.3, aparecen a campo mas bajo (0 129,03-138,52 ppm) que los carbonos
del grupo fenilo (6 125,17 — 134,20 ppm). Ademas, en este compuesto, los carbonos C-
3,5 y C-3,5.i1 pueden ser intercambiables por falta de correlaciones en el espectro de
HMBC que permitan identificarlos inequivocamente (ver Tabla 4.2.4). En el compuesto
A.3 los carbonos cuaternarios mas desapantallados son por orden decreciente: C-7quin>
C-8aguin> C-1ai> C-1> C-4aguin, mientras que en el compuesto A.4 son: C-8agin> C-
Tquin> C-1> C-4aguin. Como puede apreciarse, el carbono C-4agqi, es el menos
desapantallado de todos los cuaternarios..

Respecto a los carbonos aromaticos del grupo fenilo cabe destacar que en los
derivados de piridina y también en el compuesto A.4 aparecen todos correlativamente
en un rango del espectro comprendido entre 127,84 y 130,38 ppm, de tal manera que los
carbonos mas apantallados son los C-3,5 seguidos del C-4 y por ultimo, de los C-2,6. En
A.1y A.2, estos carbonos aparecen en la region del espectro delimitada por las sefiales
de C-1 a campo bajo y por la de C-3,5,,, a campo mads alto, mientras que en A.3, a
campos bajos se encuentra el C-5qin y @ campo mads alto, el atomo C-6quin. En el caso
del compuesto A.3, también aparecen en este orden, pero entre las sefiales de los

carbonos C-4 y los atomos C-2,6 se encuentra el carbono C-6gin.
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En la zona alifatica del espectro, aparecen las sefiales correspondientes a los
carbonos metilénicos —CH,N" (57,64-60,38 ppm). Igualmente, se registran las sefiales
de los atomos de carbono correspondientes a los sustituyentes en posicion 4 del anillo
de piridinio o quinolinio. Los dos carbonos del sustituyente dimetilamino dan una senal
a 0 38,98 ppm, mientras que el carbono del grupo metilo del compuesto A.3, se localiza
a campo mas alto (8 19,82 ppm). En el sustituyente pirrolidino, la sefial correspondiente
a C-2,5pir, se localiza a campo mas bajo (6 48,30 ppm) que la sefial de C-3,4i (6 24,76
ppm). Por ultimo, el desplazamiento quimico de los carbonos del grupo perhidroazepino
que aparecen a campo mas bajo es de 55,23 ppm para los carbonos C-2,7,,, seguidos por
los carbonos C-3,6,, (0 28,29 ppm), siendo los carbonos C-4,5,, los que se localizan a

campo mas alto (6 27,63 ppm).

Tabla 4.3.3. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo A.1-
A2.

Comp. C'2,6pyr C'4pyr C'3,5pyr R C'lph C'2,6ph C'4ph C'3,5ph 'CH2N+
Al 141,73 | 156,75 | 107,74 38,98 134,79 | 127,93 | 128,88 | 129,06 | 60,38

A2 141,51 24176 (C314pirr)
153,84 | 108,28 48.30 (C2.54in) 134,96 | 127,84 | 128,81 | 129,00 | 60,38

Tabla 4.3.4. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo A.3-
A4,

Comp. C'unin C'3quin C'4quin C'5quin C'unin C'7quin C'8quin C'4a C'8a
A3 147,65 100,48 155,98 | 125,63 | 127,71 | 140,67 | 124,02 | 123,51 | 139,38
A4 146,16 104,25 160,68 | 131,52 | 126,53 | 140,94 | 118,85 | 118,94 | 142,06
Comp. R: R, C-1pn C-2,6pn C-4pn C-3,5pm -CH,N*
125,172 (C-3,5ani)
19,82 129,86 (C-4ani) a
A3 ’ anil 134,20 126,38 128,48 57,64
(CHs) 130,47 (C-2,6ani) 129,03
138,52 (C-1ani)
27,63 (C-4,527)
A4 28,29 (C-3,6az) 135,68 127,86 129,76 130,38 58,44
55,23 (C'Z,?az)

a . .
. intercambiables

4.3.3.1.3. Andlisis de espectrometria de masas HRMS.

El analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los
correspondientes valores encontrados:

A.1: calculado para C14H;7N, "2 213,1392; encontrado: 213,1387.
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A.2: calculado para Ci6HioN,': 239,1548; encontrado: 239,1542.
A.3: calculado para Ca3H20N,Cl': 359,1315; encontrado: 359,1306.
A.4: calculado para C2oH24N,CI': 351,1628; encontrado: 351,1631.
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4.3.3.2. Analisis espectroscopico de los derivados de bifenilo. Familia B.

Figura 4.3.2.Estructura quimica de los compuestos finales de la familia B.

4.3.3.2.1. Anélisis espectroscoépico de  *H-RMN.

Dentro de esta familia se presentan los compuestos finales B.1-B.4, derivados del
bifenilo. Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en las Tablas
4.3.5y 4.3.6. Todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente
metanol deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas. La identificacion
de cada proton se ha realizado utilizando el analisis bidimensional de HSQC, las
correlaciones a dos enlaces en el espectro de HMBC (Ver Anexo) y la asignacion
recientemente publicada para el compuesto B.1.**

Al igual que en los compuestos finales de la familia A, en los espectros de 'H-RMN
de los compuestos B.1-B.4 se pueden identificar tres zonas de resonancia de protones:
a) zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes al anillo de piridina o
quinolina y al bifenilo; b) zona correspondiente al metileno unido al nitrégeno
piridinico o quinolinico; y, ¢) zona alifatica, donde se incluyen los sustituyentes en
posicion 4 del anillo de piridinio o quinolinio (-R). Debido a la conservacion de las
zonas b y ¢ entre los compuestos finales de las familias A y B, en este apartado sélo se
comentard la zona a. Para obtener datos acerca de los parametros espectroscopicos de

las zonas b y ¢, consultar seccion 4.2.3.1.3 Tablas 4.2.5y 4.2.6.
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En el caso de los compuestos B.1 y B.2, los atdbmos de hidrogeno del espaciador
bifenilico resuenan en la zona del espectro comprendida entre las sefales de tipo doblete
de los hidrogenos H-2,6,,; a campo mas bajo (6 8,24-8,26 ppm) y H-3,5,,r a campo mas
alto (6 6,87- 7,02 ppm). Sin embargo, para el caso de los compuestos B.3 y B.4 dichos
protones aparecen en la zona del espectro delimitada por el doble doblete del a&tomo de
hidrégeno H-64uin @ campo mas bajo (6 7,62-7,84 ppm) y por el doblete del proton H-
3quin @ campo mas alto (6 6,94-7,12 ppm). En todos los casos, los protones del
espaciador bifenilico que presentan un desplazamiento quimico a campos mas bajos (o
7,66-7,69 ppm) son los mas internos (H-2,6, H-2",6") y en concreto, los hidrogenos H-
2,6, debido al desapantallamiento que experimentan por parte tanto del fenilo vecino
como del nitrogeno cuaternario. Las sefiales a las que dan lugar en el espectro las dos
parejas de protones anteriores son dos dobletes (J = 8,2-8,4 Hz), ya que ambos se
acoplan con los protones vecinos (H-3,5 y H-3",5", respectivamente). No obstante, en el
caso del compuesto B.4, H-2,6 y H-2",6" se solapan entres si y con la sefial de H-6qyin,
dando lugar a un multiplete. Por su parte, los protones H-3,5 y H-3",5" aparecen en
todos los casos como un multiplete a campos mas altos que H-2,6 y H-2",6". Tal
multiplicidad es el resultado del acoplamiento de H-3,5 con los protones del metileno
vecino, mientras que por su parte H-3",5"se acopla con H-4"y con H-2",6". Por su parte,
el proton mas apantallado del bifenilo es el H-4" que aparece como triplete (J = 7,4 Hz)
en los compuestos B.1 y B.2 o como multiplete en los dos compuestos restantes debido
al solapamiento de su sefal con el multiplete de H-3,5 y H-3",5". En el compuesto B.3,
bajo este multiplete registrado inmediatamente antes del proton H-34,, también se
incluyen los protones del grupo anilino. Por tltimo, también merece la pena comentar
que en B.3 y B.4 el resto de protones de la quinolina aparecen a campos mas bajos que
el H-6quin, y de campos mas a menos bajos, el orden seria el que se presenta a
continuacion: H-24uin> H-5quin>H-8quin™> H-6quin. En el caso del compuesto B.3, el H-54,in

se solapa con el H-2,i» en el mismo doblete.
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Tabla 4.3.5. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados de bifenilo B.1-B.2.

Comp. [ H-2,6py | H-3,5p R H-2,6on | H-3, 5pn
B1 8,26 7,02 3,26 7,69 7,51- 7,40
' (d, 7,8) (d, 7,8) (s) (d, 8,2) (m)
5.2 8,24 6,87 2,12 (q, 6,8, H-3,4p) | 7,68 | 7,43-7,48
' (d, 7,8) (d, 7,8) 3,56 (t, 6,9, H-2,55i) | (d, 8,4) (m)
Tabla 4.3.5. Continuacion.
Comp. [ H-2",6pn | H-3,5pn H-4"pn -CH,N'
B1 7,61 7,51- 7,40 7,36 5,42
' (d, 7.4) (m) (t, 7.4) (s)
B2 7,61 7,43-7,48 7,35-7,37 541
' (d, 8,2) (m) (m) (s)

Tabla 4.3.6. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados de bifenilo B.3-B.4.

Comp. H-2quin H-3quin H-5quin H-6quin H-8quin R1 R2
B3 8,63 6,94 8,63 7,84 8,17 2,47 | 7.37-7.48 (m, H-3,5, H-
: (d,85) | (d,7,5) | (d,85) | (dd,1,9,9,1) | (d,1.8) | (s) 3,5, H-4", H-2-6.m1)
8,55 7,12 8,37 758-7,66 | 8,06 1,63- 1,77 (m, 4H, H-45;, H-55;)
B.4 @78 | @78 | @92 m @ 2.0) 2,06- 2,10 (M, 4H, H-3a;, H-647)
D D e o 4,07 (t, 5,6, 4H, H-247, H-74,)
Tabla 4.3.6. Continuacion.
Comp. H2,6pn H-3,5pn H-2',6pn H-3",5pn H-4"pn -CHoN"
7,67 7,37- 7,48 7,60 7,37- 7,48 7,37- 7,48
B.3 L ’ ’ ’ 1 1 ’ L 5,87 S
(d.8.3) (m) (.7.2) (m) (m) ©
B4 7,58- 7,66 7,31- 7,44 7,58- 7,66 7,31- 7,44 7,31- 7,44 5,81
' (m) (m) (m) (m) (m) (s)
4.3.3.2.2. Andlisis espectroscopico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos B.1-B.4 se
recogen en las Tablas 4.3.7 y4.3.8. Los espectros de °C y DEPT han permitido
determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios de
HMBC y HSQC previamente citados, han posibilitado la asignacion inequivoca de cada
proton con su carbono. Al igual que los espectros de 'H-RMN, todos estos espectros se
han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado, correlaciones a dos
enlaces y la asignacion de protones recientemente publicada para el compuesto B.1.

Al igual que en los compuestos finales de la familia A, en estos espectros de *C-
RMN, se distinguen dos zonas: a) zona aromatica, correspondiente a los carbonos
pertenecientes al anillo de piridina o quinolina y al bifenilo; b) zona alifatica, donde se
incluyen el metileno unido al nitréogeno piridinico o quinolinico; y los sustituyentes en

posicion 4 del anillo de piridinio o quinolinio (-R; dimetilamina, pirrolidina, N-
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metilanilino o perhidroazepina). Debido a la conservacion de la zona b entre los
compuestos finales de las familias A y B, en este apartado s6lo se comentara la zona a.
Para para mas informacion sobre la zona b, consultar seccion 4.3.3.1.2 yablas 4.3.7 y
4.3.8.

En la primera zona, existe un mayor grado de concordancia entre los espectros de
B.1 yB.2 que en el caso de los compuestos B.3 y B.4, dada la similar naturaleza de los
sustituyentes de la piridina en posicion 4. De este modo, para el primer subconjunto de
compuestos finales de esta familia (B.1, B.2) puede observarse que todos los carbonos
pertenecientes al espaciador bifenilico (a excepcion del carbono cuaternario C-17)
aparecen en la zona del espectro comprendida entre los carbonos C-2,6,,, (6 141,62-
143,11 ppm) y C-3,5,, (6 108,28-109,14 ppm). Lo mismo sucedia para los carbonos del
grupo fenilo de la familia A. Dentro de este conjunto, aparecen a campo mas bajo los
carbonos cuaternarios (C-1>C-4). Los carbonos aromaticos por su parte, se distribuyen
de manera que los atomos de carbono C-2,6 y C-3,5 se localizan entre los carbonos C-
37,57 (8 128,58-130,00 ppm) y C-4", C-27,6" (8 126,57-127,99 ppm), segun el siguiente
orden de campo mas bajo a mas altos: C-3",5> C-3,5> C-2,6> C-4> C-2",6". Dicho
comportamiento también se observaba en los compuestos A.1y A.2.

En el caso de los derivados de quinolina (compuestos B.3 y B.4), los atomos de
carbono aromaticos pertenecientes al espaciador bifenilico se localizan en la zona del
espectro delimitada por el C-6quin y por el C-5quin (6 125,63-127,79 ppm en B.3 y
125.21-130.08 ppm en B.4). El orden de aparicion de dichos atomos en ambos
compuestos es el siguiente de campo mas bajo a campo mas alto: C-3",5> C-2,6> C-
4> C-3,5> C-2°,6’. Por su parte, los carbonos cuaternarios C-1, C-4 y C-1, aparecen a
campo mas bajo que los anteriores, junto al resto de atomos de carbono de la quinolina
sobre los que se ejerce un mayor efecto inductivo —| por parte del nitrégeno cuaternario,
el cloro en posicion 7 o el nitrogeno del grupo sustituyente de la posicion 4. Dicho
comportamiento es también muy parecido al que se observa para los compuestos A.3 y
A.4. Puesto que el orden de apariciéon de los carbonos quinolinicos y el resto de
cuaternarios es practicamente el mismo que para el caso de los compuestos equivalentes
de la familia A, consultar la seccion 4.2.3.1.% las Tablas 4.2.7y 4.2.8, para mayor

informacion sobre su desplazamiento quimico.
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Tabla 4.3.7. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo B.1-

B.2.
Comp. | C-26pyr | C-4py | C-35p R C-1pn | C-2,6pn | C-4pn | C-3,5pn
B.1 143,11 | 158,04 | 109,14 40,36 14136 128,92 | 135,07 | 129,90
B.2 141,62 24,71 (C-3,4pin)
153,77 108,28 48.70 (C-2.541) 139,94 127,47 133,78 128,48
Tabla 4.3.7. Continuacion.
Comp. C-1'pm C-2',6'pn C-4'pn C-3 5 | -CHoN'
B.1 143,48 127,99 128,86 130,00 61,47
B.2 141,98 126,57 127,43 128,58 60,08

Tabla 4.3.8. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo B.3-

B.4
Comp. C-2quin | C-3quin | C-4quin | C-5quin | C-6quin | C-7quin | C-8quin | C-4aquin | C-8aquin R1, Rz
B.3 147,65 | 100,59 | 156,00 | 125,63 | 127,79 | 140,78 | 118,31 117,21 139,41 | 19,75 (CHy)
125,18 (C-
3,5':-1nil)
130,48 (C-
2,63ni|) 133,91
(4ani|)
138,58 (C'lanil)
B.4 144,72 | 102,37 | 159,30 | 130,08 | 125,21 | 139,64 | 117,45 | 117,56 140,69 | 26,86 (C-4,5a,)
26,99 (C-3,6a2)
53,84 (C-2,74)
Tabla 4.3.8. Continuacion.
Comp. C-1pn C-2,6pn C-4pn C-3,5pn C-1'pn C-2',6'pn C-4'pn C-3', 5 -CH,N"
B.3 139,93 | 127,51 | 133,11 127,00 141,69 126,55 127,37 128,54 57,36
B.4 139,93 | 127,44 | 133,18 127,09 141,57 126,52 127,32 128,51 56,79

4.3.3.2.3. Andlisis de espectrometria de masas HRMS.

El andlisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores calculados

para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los

correspondientes valores encontrados:
B.1: calculado para CooH2 1N, 289,1705; encontrado: 289,1698.
B.2: calculado para Cy;Hy4N; " 315,1861; encontrado: 315,1863.
B.3: calculado para CaoH24N,CI': 435,1628; encontrado: 435,1626.
B.4: calculado para CogH sNoCl': 427,1941; encontrado: 427,1933.
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4.3.3.3. Analisis espectroscopico de los derivados de bifenilo con aminas

terciarias. Familia C.

amina
] terciaria

3 2' 3 2 vUvUv

47 g 1 o o |
amina 5 g N—2 amina N \ NN

terciaria 5 6 6</ \? 3 terciaria
5 S—
C1l / C.2

amina
terciaria

C3

Figura 4.3.3.Estructura quimica de los compuestos finales de la familia C.

El analisis espectroscopico de los compuestos finales de esta familia se ha
subdividido en cada una de las subfamilias (C.1, C.2, C.3y C.4) que se han descrito en
las consideraciones generales (Figura 4.3.3). La identificacion de cada proton y de
todos los carbonos se ha llevado a cabo utilizando las técnicas de espectroscopia
bidimensional HSQC y HMBC (Ver Anexo). Concretamente, las correlaciones en el
HMBC se han realizado a una distancia maxima de dos enlaces y el resultado obtenido
en cuanto a la caracterizacion es concordante con el presentado en tesis anteriores para

ey C 132
otros compuestos monocationicos asimetricos.
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4.3.3.3.1. Andlisis espectroscopico de la subfamilia C.1.

Dentro de esta familia se presentan los compuestos finales C.1.1-C.1.8(Figura
4.3.4), derivados del bifenilo y de la dimetilaminopiridina. Ademas de los compuestos
finales esperados, en algunos casos también se presenta la estructura quimica de sus
equivalentes protonados en la amina terciaria (compuestos C.1.4, C.1.6 y C.1.8).
Dichos compuestos se formaron espontdneamente durante el transcurso de la reaccion
debido a la liberacion de acido bromhidrico tras la sustitucion nucleofilica a la que la

amina terciaria da lugar (ver seccion 4.2.2).

amina amina
terciaria  COMPUESIO (erciaria  Compuesto
v \’Vi\/\f
N ot N cLs
- L
3 27 3 2 """l\"" miva
, o
4 ,l ,@Br@ fN\ C.1.2 (Nj C.1.6
i 2
amina 5§ g
terciaria 5 6 NG A\ ~
S N— A A
C.1 / < 7 C.1.3 Q C.1.7
JVlW
1 _H
o N ON

\/— ; C.l4 C.18

Figura 4.3.4.Estructura quimica de los compuestos finales de la sufamilia C.1.

En esta subfamilia, los compuestos que han servido como referente para asignar a
partir de sus espectros bidimensionales (HSQC y HMBC) los protones y los carbonos
del resto de compuestos de la serie han sido el C.1.1y el C.1.4 (Ver Anexo). De esta
forma, se ha analizado un representante de los compuestos no protonados y otro de los
protonados para estudiar el efecto de la protonacion de la amina terciaria en el
desplazamiento quimico de las senales correspondientes los distintos protones y

carbonos de los compuestos finales.
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4.3.3.3.1.1. Andlisis espectroscépico de  *H-RMN.

Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en las Tabla 4.3.9.
Todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado y
son concordantes con las estructuras propuestas. En general, todos los compuestos de
esta subfamilia, muestran una gran conservacion en cuanto al nimero de senales, su
multiplicidad y sus desplazamientos quimicos. Esto se debe a la similitud de las aminas
terciarias usadas. No obstante, los compuestos protonados si que presentan ciertas
peculiaridades con respecto a sus equivalentes no protonados en las tres zonas del
espectro. Dichos rasgos diferenciales, ademas de comentarse en el texto a continuacion,
aparecen indicados en la Tabla 4.3.9.

Al igual que en los compuestos finales de las familias A y B, en los espectros de 'H-
RMN de los compuestos C.1.1-C.1.8 se incluyen tres zonas de resonancia de protones:
a) zona aromatica, correspondiente a los protones pertenecientes al anillo de piridina y
al bifenilo; b) zona correspondiente a los metilenos unidos al nitrégeno piridinico y a la
amina terciaria; y, ¢) zona alifatica, donde se incluyen los protones de la dimetilamina
localizada en la posicion 4 del anillo de piridinio (-R) y de la amina terciaria
correspondiente en el caso de cada compuesto final.

La primera de las tres zonas mencionadas anteriormente, es la seccion del espectro
localizada entre las sefales de los protones que presentan un desplazamiento quimico de
8,25-8,31 ppm a campo mas bajo y de 7,01-7,03 ppm a campo mas alto. Al igual que
en el resto de compuestos finales previamente descritos que incluian la piridina como
cabeza cationica, el desplazamiento quimico mas bajo en esta primera zona corresponde
a los atomos de hidrégeno H-2,6,,,, mientras que el desplazamiento mas alto es de los
hidrogenos H-3,5,,;. Ambos resuenan como doblete debido al acoplamiento entre si. El
resto de sefiales de esta zona del espectro son las pertenecientes a los protones del

espaciador bifenilico (Figura 4.3.5).

3 22 3 2
amna 5 g 5 g4 cabeza
terciaria catidnica
Figura 4.3.5.Protones del espaciador bifenilico.

En el caso de los compuestos finales no protonados de esta familia, tales protones

resuenan como dos dobletes a campo mas bajo y un multiplete a campo mas alto. Los
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dos primeros dobletes corresponden a los dtomos de hidrégeno H-3,5 (6 7,69-7,71 ppm)

y H-2",6" (6 7,61-7,68 ppm), es decir a los mas internos del anillo de bifenilo, y deben

su multiplicidad al acoplamiento a corta distancia con los protones del carbono vecino

(H-2,6 y H-2",6’, respectivamente). El multiplete por su parte, segin las correlaciones

observadas en los espectros de HSQC/HMBC, corresponde a los hidrogenos H-2,6 y H-

3,5 (& 7,45-7,55 ppm). Ambos aparecen como multiplete debido a su acoplamiento

con los protones vecinos H-3,5 y H-2",6", respectivamente y con los atomos de

hidrégeno localizados en el metileno adyacente. Curiosamente, para el caso de los

compuestos protonados, los dos dobletes localizados a campo bajo en sus equivalentes

sin protonar, se colapsan dando lugar a un multiplete (6 7,70-7,73 ppm) (Figuras 4.3.6-
4.3.8). Por el contrario, el multiplete que se registraba a campos mas altos en los
compuestos sin protonar, se desdobla en dos dobletes, de los cuales uno conserva el

desplazamiento quimico del multiplete inicial (& 7,50-7,52 ppm), y el otro, migra unas

0,10 ppm a campos mas bajos (6 7,61-7,68 ppm) (Figuras 4.3.6-4.3.8). En este caso,
segin la asignacion de HMBC, el multiplete localizado a campos mas bajos

corresponde a los atomos de hidrogeno H-3,5 y H-2",6", por su parte el doblete mas

desapantallado es asignado a los protones H-3",5" y por ultimo, el doblete mas

apantallado es la sefial a la que dan lugar los hidrégenos H-2,6 (ver Tabla 4.3.9).

La segunda zona del espectro, designada previamente como “zona b”, incluye los
atomos de hidrogeno pertenecientes a los metilenos unidos simultaneamente al
espaciador bifenilico y a la cabeza catidonica o a la amina terciaria. Ambos tipos de
protones, aparecen como singlete. A campo mas bajo siempre se localiza el singlete
correspondiente al metileno unido a la cabeza cationica (6 5,41-5,46 ppm), debido al
mayor efecto desapantallante del nitrogeno cuaternario de la piridina en comparacion
con el nitrogeno de la amina terciaria. Sin embargo, el desplazamiento quimico del
singlete del metileno unido a la amina terciaria, se modifica considerablemente hacia
campos mas bajos cuando se produce la protonacion de dicha amina. Asi, se pasa de un
desplazamiento quimico de 3,72-3,98 ppm en compuestos no protonados a 4,24-4,36
ppm. Esta observacion responde a la cuaternizacion de dicho nitrogeno, y por tanto, a
un mayor desapantallamiento de los protones vecinos.

Por ultimo, la tercera zona del espectro incluye el singlete de los seis protones
alifaticos de la dimetilamina unida a la posicion 4 de la piridina (6 3,24-3,26 ppm), y

ademas, las sefales de cada una de las aminas terciarias incluidas en cada compuesto
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final, cuyas sefiales parecen a un desplazamiento quimico de 1,18-3,25 ppm (Tabla
4.3.9). Cuando se compara el desplazamiento quimico de los hidrégenos vecinos al
nitrégeno de la amina terciaria en los compuestos sin protonar, con el que estos mismos
hidrégenos muestran en el compuesto protonado, se observa que al igual que en el caso

del metileno, las sefiales se desplazan unas 0,5 ppm a campo mas bajo.
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Figura 4.3.6. Cambios en los protones aromaticos del compuesto C.1.3.tras la protonacion de la

amina terciaria (C.1.4).
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Figura 4.3.7. Cambios en los protones aromaticos del compuesto C.1.5 tras la protonacion de la

amina terciaria (C.1.5).
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Tabla 4.3.9. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los
compuestos finales derivados del bifenilo y la dimetilaminopiridina C.1.1-C.1.8. Los cambios mas

significativos de los compuestos protonados respecto a los no protonados se muestran con un asterisco.

Comp. 2'2' 3';' R H-2,6pn | H-3,5p | H-2,6'pn | H-3,5pn | CHoN® | CHuNan | A. terciaria
1 Ppyr 1~pyr
c11 8(’d31 7(’33 324 | 0% 7(’51 7,68 750 | 545 3,76 | 2,44
B 7 9’) 7 9’) ) (’m) ) A:) (d, 84) (’m) (s) (s) (s, 6H)
118(,72-
c12 8(’57 7(’31 3.24 77‘&‘371 7,70 7,65 7.47- | 543 3,90 | CH,CHy)
Tl 7g | 79 | O | | @84 | @8a | 7EImM) | ) () |280(c 7.2
, , -CH,CHy)
1,84-1,90
825 | 701 | 5,0 | 745 | 54 261 745 | ga | ggr | (M H340)
ci3 | (@ @, S| T4 | ey | des | T4 S ot | 267277
7,9) 7,9) (m) Y Y (m) (m, H-2,5i)
2,002,11
828 | 703 | 5,0 | 15 | 77% | 7% J61 saa | azor | (M H-34u0)
cia | ( @, Sl oy | 77 7,73 arn | % 2 | 330332
6,4 6,4 Y (m) (m) Y (m, H-2,5;ir)
1,47-1,56
(m, H-4)
828 | 701 | g, | 745 | Lo 762 745 | 4o | a7 | 166055
ci5 | (d @, S 750 | ey | dae | 750 S 02| B35
7,9) 7,9) (m) T " (m) 2,62 (t, 4,9,
H-2,6,15)
1,58-1,70
- - (m, H-4pp)
1o 8(,d30 7(,32 324 | 751 ;;2 ;;(2) 7.63 5.45 a24¢ | 183(q 5.5,
o 7090 | 79 | © | @82 | "o (m) @82 | (s () | H-3,5),
, , 3,13% (t, 4,9,
H-2,6,10)
1,64-1,72
) _ (M, H-4,5,,)
c17 8(’39 7(’32 325 | L4 7(’50 7,64 [y 5,44 398 | 1,73-1,80
o ! ! (s) ' y (d, 8,2) ! (s) (s) (m, H-3,64)
7.,5) 7,5) (m) 8,2) (m) 2,96 (t, 5,1,
H-2,74)
1,73-1,77
. . (M, H-4,5,,)
c1s 8(’d30 7(’32 326 | 752 | DI | D72 7,68 546 | 436* |1,89-1,93
L. ' ' s) | @8y | " ! @8 | (s ) | (M H-36w)
7,4) 7,4) (m) (m) 3,29-3,31*
(m, H-2,74)

4.3.3.3.1.2. Andlisis espectroscépico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos C.1.1-
C.1.8 se recogen en la Tabla 4.3.10. Los espectros de>C y DEPT han permitido
determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios de HSQC
y HMBC previamente citados, han posibilitado la asignacion inequivoca de cada proton
con su carbono (Ver Anexo). Al igual que los espectros de 'H-RMN, todos estos
espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado.

En estos espectros de *C-RMN, se distinguen dos zonas: a) zona aromatica,
correspondiente a los carbonos pertenecientes al anillo de piridina y al bifenilo; b) zona

alifatica donde se incluyen los metilenos (unidos al nitrégeno piridinico y a la amina
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terciaria), los a&tomos de carbono de la dimetilamina en posicion 4 del anillo de piridinio
y los de las aminas terciarias. Al igual que en el caso de los espectros de 'H-RMN,
existe una gran concordancia en los desplazamientos quimicos que presentan los &tomos
de carbono en todos los compuestos finales de esta subfamilia. En el caso de los
compuestos protonados, las modificaciones en el desplazamiento de los carbonos, son
menos significativas que en los espectros de "H-RMN.

La primera zona del espectro mencionada anteriormente, estd delimitada por los
atomos de carbono pertenecientes a la piridina. De este modo, los carbonos que se
registran a campo mas bajo son el C-4,; (6 156,36- 158,04 ppm) seguido por C-2,6,y; (6
141,58-142,08 ppm), mientras que a campo mas alto, se localizan los atomos C-3,5,y: (6
107,62-108,12 ppm). Entre ambas parejas de atomos de carbono se encuentran por
tanto, los atomos de carbono del bifenilo, tanto los aromaticos como los cuaternarios.
En primer lugar aparecen los carbonos cuaternarios en un rango de desplazamiento que
oscila entre 130,96 y 141,64 ppm y a continuacion, a campo mas alto, los a&tomos de los
carbonos aromaticos, por pares. De este modo, inmediatamente después de la sefial
correspondiente a los carbonos C-2,6,,, aparecen por orden los siguientes carbonos
hacia campo mas alto: C-1"> C-4> C-4> C-1> C-3",5> C-2,6> C-2,6"> C-3,5. En los
compuestos protonados, esta zona junto a la seccion del espectro donde aparecen los
carbonos de las aminas terciarias es la que presenta menos variaciones, si bien en el
caso del compuesto C.1.6, como consecuencia de la protonacién se observa la
aproximacion de los dos ultimos pares de carbonos (C-3,5 y C-2",6").

En la segunda zona del espectro de '*C-RMN, la sefial que aparece a campo mas
bajo en los compuestos no protonados, corresponde al metileno unido a la amina
terciaria (6 55,73-62,65 ppm). Sin embargo, cuando el compuesto final esta protonado,
las sefiales de ambos metilenos se intercambian y se aproximan, reduciéndose a mas de
la mitad la distancia en ppm entre ellos. Este comportamiento podria explicarse por la
mayor similitud que existe entre el nitrégeno cuaternario de la amina alifatica y el
nitrogeno endociclico de la piridina, que entre el nitrégeno terciario y el cuaternario. En
esta zona del espectro, también se registran los atomos de carbono terciarios de la
dimetilamina sustituyente del anillo de piridina. Su desplazamiento quimico apenas se
modifica entre los diferentes compuestos finales de esta serie, oscilando entre las 38.74

y las 39,37 ppm. Por ultimo, en esta region alifatica nos encontramos con los carbonos
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de las distintas aminas terciarias (Tabla 4.3.10), las cuales al igual que en la zona

aromatica, no varian el desplazamiento quimico de sus carbonos tras la protonacion.

Tabla 4.3.10. Desplazamientos quimicos de BC-RMN de los compuestos finales derivados de
bencilo y dimetilaminopiridina C.1.1-C.1.8. Los cambios mas significativos de los compuestos protonados

respecto a los no protonados se sefialan con un asterisco.

Comp. | C-2,6p | C-4py | C-3,5ps R Clp | C-2,6m C-4pn C-35m
C.1.1 | 142,03 | 156,86 | 108,08 | 39,36 | 134,30 | 128,90 140,10 127,05
C.1.2 | 141,58 | 156,36 | 107,62 | 38,90 | 130,96 | 128,55 140,54 127,03
C.1.3 | 141,73 | 156,63 | 108,04 | 39,25 | 132,04 | 128,88 141,19 127,51
C.14 | 141,79 | 156,66 | 107,83 | 39,03 | 134,09 | 128,60 141,13° 126,76
C.15 | 141,95 | 156,91 | 108,05 | 39,28 | 134,03 | 128,89 139,83 126,88
C.1.6 | 142,08 | 156,91 | 108,12 | 39,37 | 134,66 | 129,02 141,127 127,49
C.1.7 | 141,66 | 156,65 | 107,70 | 38,74 | 134,25 | 128,59 139,91 126,02
C.1.8 | 141,80 | 156,65 | 107,85 | 39,08 | 134,39 | 128,73 140,807 127,31

Tabla 4.3.10. Continuacion.

Comp. | C-1'yn | C-2',6"pn C-4'pn C-3',5'ph | CHaN™ | CHaNam A, terciaria
€11 141,48 127,71 135,16 130,61 60,26 62,65 43,54 (2C, -(CHs)2)

Cl1.2 140,78 8,05 (2C, -CH,-CHy)
127,31 133,14 130,49 55,44 59,73 46,69 (2C, -CH,-CHa)

C.13 141,25 22,76 (2C, C-3,4pin)
127,80 134,52 130,83 58,06 60,25 53.67 (2C. C-2.5pin)

C.l4 22,76 (2C, C-3,4pin)

Ak * *
141,56 127,53 | 141,06 129,89 60,15 59,35 53.63 (2C. C-2.5pin)

CL15 | 14164 23,52 (1C, C-4yp)
: 127,71 | 134,99 | 130,70 | 60,38 | 62,44 | 24,81 (2C, C-3,5pp)
53,89 (2C, C-2,6pip)
CL16 | 14151 22,01 (1C, C-4yp)
: 127,86 | 141,05+ | 131,86 | 60,63* | 60,27* | 23,39 (2C, C-3,5pp)
53,09 (2C, C-2,6,ip)
CL7 | 14117 23,28 (2C, C-4,54,)
: 127,44 | 13455 | 130,35 | 59,77 | 60,15 | 26,00 (2C, C-3,64)
54,29 (2C, C-2,74)
C18 | 141 a1 23,59 (2C, C-4,54,)
: 127,59 | 140,73** | 131,47 | 60,29* | 60,01* | 26,15 (2C, C-3,622)
54,25 (2C, C-2,7)

- intercambiables

4.3.3.3.1.3. Analisis de espectrometria de masas HRMS.

El andlisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los
correspondientes valores encontrados. Ademas, gracias a este analisis de espectrometria
se confirma la protonacion de los compuestos C.1.2,C.1.4 yC.1.6 encontrandose en el
espectro una sefial a relacién m/z = m/2 correspondiente a la formula empirica (M-Br)*".
C.1.1: calculado para G3HysN3 ' 346,2286; encontrado: 346,2282.

C.1.2: calculado para CasH3N3 ™2 374,2596; encontrado: 374,2600.
C.1.3: calculado para C,sH3oN3 " 372,2440; encontrado: 372,2444.
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C.1.4: calculado para C25H31N32+: 186,6254; encontrado: 186,6284. C.1.5: calculado
para CaH3,N3 "2 386,2591; encontrado: 386,2595.

C.1.6: calculado para C26H33N32+:193,6332; encontrado: 193,6336. C.1.7: calculado
para Co7HuN;3 '™ 400,2747; encontrado: 400,2749.

C.1.8: calculado para C27H35N32+: 200,6410; encontrado: 200,6414.

118



Lucia Serran Aguilera 4. Resultados y Discusion

4.3.3.3.2. Andlisis espectroscopico de la subfamilia C.2.

Dentro de esta subfamilia se presentan los compuestos finales C.2.1-C.2.5(Figura
4.3.9), derivados del bifenilo y de la pirrolidinopiridina. En este caso, so6lo un
compuesto se protond espontaneamente durante el transcurso de la reaccion quimica
(C.2.1). En esta nueva subfamilia, también existe una gran conservacioén en cuanto al
numero de sefiales, su multiplicidad y sus desplazamientos quimicos en cada uno de los
compuestos finales. Debido a la similitud del sustituyente en la posicion 4 de la piridina
entre la subfamilia C.1 (dimetilaminopiridina) y C.2 (pirrolidinopiridina), el orden en el
que aparece cada atomo de hidrogeno o de carbono en los espectros de 'H-RMN y de
BC-RMN es el mismo segun el espectro bidimensional de HSQC vy las correlaciones a
dos enlaces del HMBC. En consecuencia, en esta seccion s6lo se comentaran las
diferencias mas significativas en cuanto a la multiplicidad o los desplazamientos

quimicos de las sefiales entre ambas subfamilias.

amina

terciaria compuesto
Hol e  c21
AN

|
3 2 3 2 /N\ C.2.2
y 14 1 €] R
L) e !
amina S N—\2 c.2.3
terciaria © 6 5 6 6</ \?3
5

|
2
C.2 @ E\‘) C.2.4
. : ,
@ C.25

Figura 4.3.9.Estructura quimica de los compuestos finales de la subfamilia C.2.

Los compuestos que se han usado como referencia para asignar a partir de sus
bidimensionales (HSQC y HMBC) los protones y los carbonos del resto de compuestos

de la serie han sido el C.2.1y el C.2.5por analizar el orden de aparicion de las sefiales
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en el compuesto protonado y en el representante mas complejo de los no protonados
(Ver Anexo). De esta forma se asignan las sefiales de forma inequivoca en presencia o

ausencia de protonacion en la amina terciaria.

4.3.3.3.2.1. Andlisis espectroscépico de  *H-RMN.

Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en las Tabla
4.3.11. Todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol
deuterado y son concordantes con las estructuras propuestas. Al igual que en el caso de
todas las familias anteriores, en los espectros de 'H-RMN de los compuestos C.2.1-
C.2.5 se incluyen tres zonas de resonancia de protones: a) zona aromadtica,
correspondiente a los protones pertenecientes al anillo de piridina y al bifenilo; b) zona
correspondiente a los metilenos unidos al nitrogeno piridinico y a la amina terciaria; y,
¢) zona alifatica, donde se incluyen los protones de la pirrolidinopiridina localizada en
la posicion 4 del anillo de piridinio (-R) y de la amina terciaria correspondiente en el

caso de cada compuesto final.

En la primera de las tres zonas mencionadas anteriormente, la principal diferencia
que presentan los compuestos de esta subfamilia con los de la subfamilia C.1 es la
multiplicidad de los atomos de hidrogeno correspondientes al bifenilo. Mientras que en
la subfamilia C.1 aparecen dos dobletes y un multiplete en la zona del espectro
delimitada por los protones H-2,6,,, y H-3,5,,:, en este caso, en todos los compuestos a
excepcion del C.2.1, se muestran dos multipletes (uno ad 7,60-7,78 ppm y otro a o
7,38-7,55 ppm). Cada uno de estos multipletes integran por cuatro atomos de hidrogeno
en todos los compuestos excepto en el C.2.4 y C.2.5, donde el primer multiplete
engloba a seis protones y el segundo, a dos. No obstante, tal y como se ha mencionado
con anterioridad, los espectros de HMBC y HSQC, revelan que el orden de aparicion de
los atomos de hidrogeno en esta subfamilia es el mismo que el de la subfamilia C.1 a
pesar de la diferente multiplicidad de sus senales (ver Tabla 4.3.9). La multiplicidad de
ambas sefales se debe posiblemente a que los hidrogenos mas cercanos al metileno, es
decir, los incluidos bajo el multiplete que aparece a campo mas alto (H-2,6 y H-3",5"),
podrian acoplarse ademas de con los protones adyacentes del fenilo, con los hidrogenos
del metileno vecino. Por el contrario, el multiplete correspondiente a los protones mas

internos del espaciador (H-3,5 y H-2",6") podria ser debido al acoplamiento no sélo con
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los 4tomos de hidrogeno vecinos del anillo de fenilo donde se incluyen, sino también
con los protones mas cercanos del anillo de fenilo vecino. Asi por ejemplo, segun este
razonamiento, los hidrégenos H-3,5 se acoplarian a los H-2,6 y a los H-2",6". Las
razones por las que aparecen mas desapantallados los protones internos del espaciador,

ya han sido expuestas en la seccion 4.3.3.3.1.1.

Para el caso del compuesto protonado (el C.2.1), en la zona aromatica
correspondiente al espaciador bifenilico, las sefales que aparecen son idénticas a las que
muestran los compuestos protonados de la subfamilia C.1, es decir, primero un
multiplete a campos mas bajos (6 7,68-7,75 ppm) y a continuacién, un doblete (6 7,52
ppm, J = 8,2 Hz). Al igual que para el caso de los compuestos protonados de la
subfamilia C.1, y segtn la asignaciéon por HMBC y HSQC, el primero corresponde a los
hidrégenos H-3,5 y H-2",6" mientras que el segundo, se relaciona con H-2,6 y con H-
3°,5". Como consecuencia de esta analogia las razones de la multiplicidad y el
desplazamiento observados de cada sefial son las mismas que para los compuestos

protonados de la subfamilia C.1 (ver seccion 4.2.3.3.1.1).

En la segunda zona del espectro, correspondiente a los atomos de hidrégeno
metilénicos, aparecen al igual que en la subfamilia C.1, dos singletes. El de campo mas
bajo es el singlete del metileno unido a la pirroldinopiridina (6 5,40-5,43 ppm), mientras
que el de campo mas alto es el del metileno unido a la amina terciaria (& 4,28-4,64
ppm). En este caso, no podemos comparar la variacion de desplazamiento quimico que
experimenta el metileno unido a la amina terciaria protonada del compuesto C.2.1, ya

que en la reaccion solo se formé el producto protonado.

Por ultimo, la tercera zona del espectro incluye las sefiales de la pirrolidinopiridina
localizada en la posicion 4 de la piridina y del resto de las aminas terciarias de los
compuestos de esta subfamilia. En todos los casos, los protones H-2,5,;; se muestran
como un triplete a campo mas bajo (6 3,53-3,55 ppm, J = 6,9 Hz) que el multiplete
correspondiente a los atomos de hidrogeno H-3,4.; (6 2,08-2,14 ppm, J = 6,8-7,0 Hz).
El desplazamiento quimico y la multiplicidad de las sefiales de las aminas terciarias
incluidas en cada compuesto final de esta serie pueden consultarse en la Tabla 4.3.11.
Tal y como puede apreciarse, existen minimas modificaciones de desplazamiento

quimico con respecto a las aminas de la subfamilia C.1.
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Tabla 4.3.11. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados del bifenilo y la pirrolodinopiridina C.2.1-C.2.5.

H-

H-

H-

H-

H-

H-

Comp. 2,60y | 3,50 R 260 | 35m | 2,6 | 3.5'm CHuN' | CHoNam | Aterciaria
2,10
8,24 6,90 (m, H- 7,52 7,68- 7,68- 7,66
) ) 3,4pirr) ) ) ) ) 5,42 4,41 2,80
c21 | (@, @ | 350 @ | 775 | 7,75 (d, ©) © | ©
77) | 76) |22 | 82 (m) (m) 8,2
6,9, H-
2,5pirr)
2,09 —
2,13 738 7,65 1,37 (t, 6,0, -
8,28 6,88 | (m, H- ‘_ - 765—- | 7,38 — 5.40 463 CH>CH3)
c22 | (d, d | 34m) | S, | 771 | 771 | 748 - o |323@74,
77 | 7.7 | 3,53 (t, ' (m) (m) (m) -CH,CH)
6.9, H- | M
2,5pirr)
298~ 1,82 1,87
823 | 686 | (mH- | "* | 780 | 760 | 7.42- (m, 4H, H-
bl - 5,40 4,64 3,4pirram)
c23 | (@, d, | 3.4pn) 772 | 752
7.7) 7.7) 3.55 (t 7,52 7,72 m) m) (s) (s) 2,56 (t, 6,8,
! ! 6,9 H-' (m) (m) H-2,5piram)
2,5pirr)
Tabla 4.3.11. Continuacion.
H- H- H- H- H- H- . -
COMP- | 26 | 385p | R | 26 | 35m | 2,6 | 3.5 | CHEN | CHeNam | Aterciaria
1,61-1,72
2,10 - (m, H-4
2,14 265 pipe@M)
8,24 6,86 | (m, H- 7,49- ‘_ 765—- | 7,65- 542 428 1,82 -1,90
c24 | (@, (d, |34m) | 755 | .o | 7.78 | 7,78 ©) & | mH
7.8) 7,8) | 3,55(t, (m) (,m) (m) (m) 3,5pipe@m)
6,9, H- 3,17 -3,28
2,5pirr) (m, H-
2,6pipeam)
2,10 1,72-1,76
(m, H- (m, H-455,)
8,26 6,87 | 3,4pir) 7,44- | 7,66- | 7,66 - 7,66 - 543 1,89 -1,96
c25 | (@, @, |3,55 751 | 7,74 | 7,74 | 7,74 & | 440() | (M, H-36x)
7,7) 7,7) | (t, 6,9, (m) (m) (m) (m) 3,31
H- t, 3,3, H-
2,5pirr) 21762)
4.3.3.3.2.2. Andlisis espectroscépico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos C.1.1-

C.1.8 se recogen en las Tabla 4.3.12. Los espectros de'*C y DEPT han permitido

determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios de

HMBC (a dos enlaces) y HSQC previamente citados, han posibilitado la asignacion
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inequivoca de cada proton con su carbono (Ver Anexo). Al igual que los espectros de
'H-RMN, todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol
deuterado. Debido a que no se encuentra ninguna diferencia en la asignacion de los
carbonos de esta familia con respecto a la subfamilia C.1, para obtener mas informacion
acerca del orden en el que aparecen, ver seccion 4.2.3.3.1.2. Los desplazamientos

quimicos de cada atomo de carbono, pueden consultarse en la Tabla 4.3.12.

Las Gnicas diferencias en los espectros de C-RMN de los compuestos de esta
subfamilia con los de la subfamilia C.1, son: a) en el compuesto C.2.5 los carbonos
cuaternarios C-4 y C-4" se registran bajo una misma sefial, a diferencia de lo que ocurre
en la subfamilia C.1 y en el resto de compuestos finales de esta serie donde aparecen
como sefiales independientes y consecutivas; b) las sefiales de los carbonos de la
pirrolidina unida a la posicién 4 de la piridina son dos picos correspondientes a los

carbonos C-2,5,i (8 48,27-52,40 ppm) y C-3,4,irr (6 22,80-26,13 ppm).

En el caso del compuesto C.2.1, al igual que para los compuestos protonados de la
subfamilia C.1, es significativa la poca diferencia de desplazamiento quimico entre los
carbonos de sus dos grupos metileno (0,39 ppm), puesto que en general, para los
compuestos de esta serie (no protonados), existen mas de 3 ppm de diferencia entre

ambos.

Tabla 4.3.12. Desplazamientos quimicos de BC-RMN de los compuestos finales derivados de
bencilo y pirrolidinopiridina C.2.1-C.2.5.

C-

Comp. C'2,6 pyr C'4pyr C'3,5pyr R C'lph C'2,6ph C'4ph 3 5
» 9ph

24,72 (2C, C-3,4pir)
48,35 (ZC, C'2,5pirr)

24,88 (ZC, C'3,4pirr)
48,69 (2(:, C'2,5pirr)

22,89 (2C, C-3,4pin) | 134,03
48,27 (ZC, C'Z,Spirr)

22,80 (2C, C-3,4pir) | 134,39
52,40 (ZC, C'2,5pirr)

26,13 (ZC, C'3,4pirr)
49,79 (2(:, C'2,5pirr)

C.2.1 | 141,67 | 153,73 | 108,37 134,60 | 128,62 | 140,62 | 127,59

C.2.2 | 142,01 | 153,90 | 108,40 134,03 | 128,72 | 139,60 | 126,31

c.23 141,93 | 153,90 | 108,58 127,73 | 139,60 | 126,72

C.2.4 | 141,77 | 153,69 | 108,22 128,55 | 139,41 | 127,19

C.25 | 141,75 | 153,66 | 108,45 136,98 | 128,84 | 139,45 | 127,43
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Tabla 4.3.12. Continuacion.

Comp. | C-1'pnh | C-2,6'pnh | C-4'pn | C-3,5pn | CHoN" [ CHzNam A terciaria
c21 140,85 127,49 | 129,02 131,35 59,98 60,37 41,65 -(CHz3)
140,81 8,00 (2C, -CH2CH3)
c.2.2 127,51 | 129,27 131,61 55,65 60,26 46,08 (2C, -CH,CHs)
140,81 21,13 (2C, C-3,4pin)
c23 127,47 | 128,02 128,31 53,67 60,26 25,31 (2C, C-2,5pin)
140.66 20,68 (1C, C-4 pipe)
C.24 ' 127,45 | 130,90 131,61 54,68 59,96 21,13 (2C, C-3,5pipe)
24,64 (2C, C-2,6pipe)
140 69 55,72 (2C, C-2,742)
Cc.25 ' 127,67 | 130,85 131,93 61,49 61,61 27,49 (2C, C-4,54,)
24,48 (2C, C-3,6a7)

4.3.3.3.2.3. Analisis de espectrometria de masas HRMS.

El analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores

calculados para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los

correspondientes valores encontrados. Ademas, al igual que para los compuestos de la

subfamilia C.1, gracias a este andlisis de espectrometria se confirma la protonacion del

compuesto C.2.1, encontrandose en su espectro una seial a

correspondiente a la formula empirica (M-Br)*".

relaciéon m/z =

C.2.1 [M- Br]+/2: calculado para CasH31N;™: 186,1220; encontrado: 186,1223.

C.2.2: calculado para C»7H34N3": 400,2753; encontrado: 400,2748

C.2.3: calculado para C»7H3,N3: 398,2596; encontrado: 398,2590.

C.2.4: calculado para GsH3aN; 412,2753; encontrado: 412,2740.

C.2.5: calculado para CoHi6N5 ' 426,2913; encontrado: 426,2909.

m/2
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4.3.3.3.3. Andlisis espectroscopico de la subfamilia C.3.

Dentro de esta subfamilia se presentan los compuestos finales C.3.1-C.3.10(Figura

4.3.10), derivados del bifenilo y de la 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina.

amina amina

L Compuesto L CompueStO
terciaria terciaria
N c3.1
/N\ o |
LT N C3.7
N2 ca2 Q
3 2 3 2 o >
@N/H

amna 5 g 5 g
terciaria

C.3.3 Q C.3.8
T

C.35

C.3.1O
N C.3.6

Figura 4.3.10.Estructura quimica de los compuestos finales de la subfamilia C.3.

Los compuestos C.3.2 C.3.4 C.3.6 C.3.8y C.3.10se formaron espontdneamente
durante el transcurso de la reaccion tras la protonacion de la amina terciaria de sus
compuestos equivalentes (C.3.1 C.3.3 C.3.5 C.3.7y C.3.10. En consecuencia, al
igual que en la subfamilia C.1 en esta pueden apreciarse dos subgrupos de compuestos
finales. En uno de ellos, se engloban los compuestos sin protonar y en el otro, los
protonados. Las diferencias estructurales existentes dentro de cada subgrupo son
debidas a la amina terciaria empleada en cada caso, pero tal y como se ha demostrado
para las subfamilias anteriores, dicha amina no introduce variaciones importantes en
cuanto al niumero de sefales, su multiplicidad o los desplazamientos quimicos. Sin
embargo, cuando se realiza la comparacion de las sefales a las que dan lugar los
compuestos protonados con respecto a los no protonados, se observan modificaciones,

sobre todo en el espectro de 'H-RMN, de multiplicidad y de desplazamiento quimico.
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Por otro lado, segin el espectro bidimensional de HSQC y las correlaciones a dos
enlaces observadas en el HMBC el orden en el que aparecen los protones bifenilicos, de
los metilenos y los protones de las aminas en cada subgrupo, es el mismo entre si y
también igual al expuesto previamente para las subfamilias C.1 y C.2. No obstante,

dicho orden se altera para algunos carbonos aromaticos y cuaternarios.

En esta subfamilia, los compuestos que se han usado como referencia para asignar a
partir de sus bidimensionales (HSQC y HMBC) los protones y los carbonos del resto de
compuestos de la serie han sido el C.3.1 y el C.3.2 por su mayor sencillez en
comparacion al resto de compuestos finales, y para contar con un representante de cada

subgrupo (protonados/no protonados).

4.3.3.3.3.1. Andlisis espectroscépico de  'H-RMN.

Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en la Tabla 4.3.13.
Todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado y
son concordantes con las estructuras propuestas. Al igual que en el caso de todas las
familias anteriores, en los espectros de 'H-RMN de los compuestos C.3.1-C.3.10 se
incluyen tres zonas de resonancia de protones: a) zona aromatica, correspondiente a los
protones pertenecientes al anillo de quinolina, anilino y al bifenilo; b) zona
correspondiente a los metilenos unidos al nitrdgeno quinolinico y a la amina terciaria (o
terciaria protonada); y, ¢) zona alifatica, donde se incluyen los protones del metilo
perteneciente al grupo N-metilanilino de la posicion 4 del anillo de quinolina (-R) y de

la amina correspondiente en cada compuesto final.

En la primera de las tres zonas, los protones del anillo quinolinico, los del grupo
anilino y los del espaciador bifenilico ocupan diferentes secciones. De esta forma, la
zona del espectro que ocupan los protones del anillo bifenilico esta delimitada a campo
mas bajo por los hidrogenos del anillo quinolinico (todos excepto el H-34uin) y @ campo
mas alto por los del grupo anilino. Asi, los protones que aparecen en la “zona a” a
campo mds bajo son todos los del anillo de quinolina (a excepcion del H-3quin) en el
mismo orden de desplazamiento quimico que el que presentaban en los derivados
quinolinicos de las familias A (compuesto A.3) y B (compuesto B.3), es decir: H-2quin,
H-54uin, H-8quin, H-64uin. No obstante, en este caso, en todos los compuestos a excepcion

de C.3.5y C.3.6 los protones H-2uin ¥ H-5qun aparecen juntos bajo el mismo
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multiplete, que es a su vez el que se registra a campo mas bajo (6 8,55-8,73 ppm). En
C.3.5y C.3.6 aparecen como doblete, pero su sefal también es la mas desapantallada de
todos los protones. Los atomos de hidrégeno del grupo anilino ocupan una seccion del
espectro menos desapantallada que los del anillo de bifenilo, pero localizada a campo
mas bajo que el H-34uin (6 6,80-6,89 ppm). Por ello, los protones del espaciador
bifenilico se ubican en la seccion delimitada a campo mas bajo por el H-64,in y a campo
mas alto por los d&tomos de hidrogeno del anillo de anilino. Dentro de esta seccion, los
protones del espaciador que aparecen mas desapantallados segun las correlaciones a dos
enlaces en el espectro de HMBC, son los mas internos del anillo (H-3,5 y H-2",6").
Dichos hidrogenos aparecen como un multiplete en todos los compuestos de esta
subfamilia, a excepcion del compuesto C.3.1, donde cada uno aparece como un doblete.
Tal y como se desprende del compuesto C.3.1, el multiplete al que H-3,5 y H-2",6" dan
lugar, corresponde en realidad un par de dobletes colapsados debido a la similitud del
entorno en el que ambas parejas de protones se localizan. El mayor desapantallamiento
de los protones internos del bifenilo también se observa para la familia B y en las
subfamilias C.1 y C.2, de tal manera que puede consultarse su justificacion en la
seccion 4.2.3.3.1.1. En cuanto se refiere a los atomos de hidrogeno H-2,6 y H-3",5’
ambos aparecen a campo mas alto que los protones internos del espaciador. A diferencia
de lo observado en las subfamilias C.1y C.2, en este caso ambas parejas de protones no
aparecen como dobletes en todos los compuestos. H-2,6 suele aparecer colapsado con
los protones del anillo de anilino (a excepcion de en los compuestos C.3.1,C.3.4,C.3.5
y C.3.7), mientras que H-3",5" no se registra como un doblete en la mayoria de los
compuestos protonados (C.3.2,C.3.4 yC.3.6) y en el caso de C.3.5, ya que se colapsa
con las sefales de H-3,5 y H-2",6". En el caso de los compuestos protonados, las
principales variaciones en esta zona con respecto a sus equivalentes no protonados, se
localizan sobre todo en la seccion correspondiente a los protones del espaciador
bifenilico. En ella, se observa que los 4tomos de hidrogeno que experimentan una
mayor modificacion tras la protonacion de la amina terciaria son H-3",5" y H-2,6. Tal y
como puede observarse en las Figuras 4.3.11-4.3.15, las mayores migraciones
corresponden a los protones H-3",5", que tras la protonacion se desplazan a campo mas
bajo en todos los compuestos. Dicho comportamiento tiene justificacion si
consideramos que la protonacion de la amina terciaria, la convierte en una amina

cuaternaria alifatica mas electron atrayente que la amina terciaria de partida. De esta
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forma, H-3',5'queda mas desapantallado que sus equivalentes en los compuestos no

protonados.

En la segunda zona del espectro, correspondiente a los atomos de hidrégeno
metilénicos, aparecen dos singletes, que al igual que en las subfamilias C.1y C.2, el de
campo mas bajo es el singlete del metileno unido a la quinolina (6 5,82-5,90 ppm),
mientras que el de campo mas alto es el del metileno unido a la amina terciaria (6 3,95-
4,771 ppm, para los compuestos no protonados). Como también se advierte en las
subfamilias C.1 y C.2, la protonacion de la amina terciaria inicial lleva consigo un
notable desplazamiento de entre 0,18-0,70 ppm a frecuencias mayores que la senal

perteneciente al metileno directamente unido a ella.

Por tltimo, la tercera zona del espectro incluye las sefiales del metilo del resto de N-
metilanilino y de las aminas de los compuestos de esta subfamilia. En todos los casos,
los protones del metilo aparecen como un singlete entre las 2,35 y 2,43 ppm. El
desplazamiento quimico y la multiplicidad de las sefiales de las aminas terciarias
incluidas en cada compuesto final de esta serie pueden consultarse en la Tabla 4.3.13.
Tal y como puede apreciarse, existen minimas modificaciones de desplazamiento
quimico con respecto a las aminas de las subfamilias C.1 y C.2. Sin embargo, la
protonacion de la amina lleva consigo un notable desapantallamiento de los protones del
carbono directamente unido al nitrégeno cuaternizado (Figuras 4.3.11-4.3.15). Dicha
migracion a campos mas bajos ronda las 0,3-0,5 ppm, tal y como puede observarse en la

Tabla 4.3.13.
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Tabla 4.3.13. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados del bifenilo y la 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina C.3.1-C.3.10.

Comp. | H-2qun | H-3qun | H-5quin H-6quin H-8quin R1 Ro H-2,6
7,31 (d, 8,3, H-
216anil)
7,65
8,68- 6,85 8,68- 8,09 2,35 | 7,35(d, 8,3, H- 7,40
c.31 8,70 (d ) 8,70 (ddr 1,8, 9,0, (d ) ( ) 3,5anil) (d )
7.4 H-dani, H- 1,7 s ,8,3
(m) (m) 6onr) 7,65 (dd, 1,8,
9,0, H'4anily H‘
6quin)
7,37-7,38 (d,
8131 H'2|63nil)
i ) 7,40-7,42 (m, i
8,61 6.8 8,61 7.78-7.79 8.12 243 | 10742 (H_ 7,40-7,42
C32 8,64 8,64 (m H-6,,: ’ "~
o d, 7,4) Hoel™ | @1 | (o |35 (m, H-2,6, H-
(m) Hh (m) -2.6) e 3, 5am)
7,69-7,73 (m, H-
3.5, H-2,6, H-
4'anil)
808 6,84 8 58. 7,72 807 | 238 | 7,32-7.37 (m, 7,82-7,37
C.3.3 : @74 8.60 (M) @6.83.90 | @17 © 7H, H-2,6, H-2- (m, H-2.,6, H-
m) 7, ,8,3,9, L Banil) 2-6.ani)
8,70- 8,70- 7,33-7,38 (m, H-
cad 873 6,87 873 7,69 8,11 236 | 55 7,40
- (d, 7,4) - (dd, 8,3,9,0) | (d 1,7) (s) (d, 8,2)
cas 8,67 6,80 8,60 7,62 8,06 2,36 7,32-7,34 7,38
- d,91) | @74 | @75 |@dd8s390 | (17 (s) (M, H-2-62n1) (d, 8,3)
cae | % 6,88 8,63 7,74 810 | 239 7,36-7,39 7,36-7,39
.. (d’ 9‘1) (d, 7,4) (d, 7’5) (dd, 8,3, 9’0) (d, 1’7) (S) (m, H(—SZ,G), H-2- (m,2Hé2,6), H-
anil ~Oanil
can 8o 6,84 oo 7,75 809 | 239 7,32-7,34 7,37
- - d 7.4) m) | @.8390) | @17) | @) (M, H-2-6am) (d 81)
8,62- 6.89 8,62- 718 § 12 2 42 7,36-7,41 7,36-7,41
Cc.3.8 8,64 8,64 (m, H-2,6, H-2- | (m, H-2,6, H-
m | @ | @8390 1 @LD 6 Bam) 2-Bari)
8,58- 8,58- 7,35-7,41 7,35-7,41
c3g | 862 o 862 o R (M, H-2,6, H-2- | (m, H-2,6, H-
m | @ | @839 1 @LD 6 6un) 2-6.m)
8,65- 8,65- 7,36-7,43 7,36-7,43
C3.10 | 868 o 8,68 o o - (m, 7H, H-2,6 H- | (m, H-2,6 H-2-
my | @D | ©@48390 ) LD ) 2-6ant) Bani)
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Tabla 4.3.13. Continuacion. Los cambios de los compuestos protonados con respecto a los
no protonados se sefialan con un asterisco.

Comp. H-3,5 H-2",6 H-3',5’ CHaN™ CHz;Nam A.terciaria
c31 7,60 7,58 7,50 5,89 4,02 2,61
2 (d, 8,3) (d, 8,3) (d, 8,3) (s) (s) (s)
C32 7,78-7,79 7,69-7,71 7,69-7,71* 5,89 4,71 3,30
" (m) (m) (m) (s) (s) (s
c33 7,63-7,64 7,63-7,64 7,51 5,83 4,11 1,25 (t, 7,4, -CH,CH>)
" (m) (m) (d, 8,1) (s) (s) 2,98* (c, 7,2, -CH,CHs)
c34 7,62-7,66 7,62-7,66 7,62-7,66* 5,90 4,37 1,33 (t, 7,4, -CH,CHs)
o (m) (m) (m) (s) (s) 3,20* (c, 7,2, -CH,CHs)
C35 7,50-7,62 7,50-7,62 7,50-7,62 5,84 4,08 1,94 (q, 3,3, H-3,4,i)
" (m) (m) (m) (s) (s) 3,00* (t, 6,9, H-2,5ir)
C36 7,569-7,68 7,59-7,68 7,569-7,68* 5,88 4,38 2,06 (q, 3,3, H-3,4pi)
" (m) (m) (m) (s) (s) 3,32* (t, 6,9 H-2,5pi)
1,59 (m, H-4,p)
Ca7 7,63;17),65 7,62;;]7),65 (d7,;171) 5(,5)2 3(,3)5 170 (q, 6.1, *;j_&spm)
T 2,79-2,95* (m, H-2,6p)
7,67-7,70 7,67-7,70 7,58* 5,88 4,23 1,58-1,70 (m, H-4p;)
C.3.8 (m) m) d.8.2) ) ©) 1,82 (q, 6,1, H-3,5;i)
r 3,06-3,19* (m, H-2,64p)
7,67-7,68 7,67-7,68 7,56 5,86 4,18 1,69-1,73 (m, H-4,5,,)
C.3.9 (m) m) .8.2) ) ©) 1,82-1,86 (m, H-3,64,)
r 3,11-3,16* (M, H-2,7,)
7,62% 1,69-1,73 (M, H-4,5,,)
C.3.10 7'62;17)'74 7'6?&17)'74 d 82) 5(’5)9 4(’53)6 1.86-1.91 (m, H-3.6,,)
3,28-3,34* (M, H-2,74,)
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Figura 4.3.11.Cambios en las zonas aromatica y alifatica tras protonacion de la amina de C.3.1.
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Figura 4.3.12.Cambios en las zonas aromatica y alifatica tras protonacion de la amina de C.3.3.
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Figura 4.3.13.Cambios en las zonas aromatica y alifatica tras protonacion de la amina de C.3.5.
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Figura 4.3.14.Cambios en las zonas aromatica y alifatica tras protonacion de la amina de C.3.7.
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Figura 4.3.15.Cambios en las zonas aromatica y alifatica tras protonacion de la amina de C.3.9.

4.3.3.3.3.2. Anélisis espectroscépico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos C.3.1-
C.3.10 se recogen en las Tablas 4.3.14 y4.3.15. Los espectros de °C y DEPT han
permitido determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios
de HMBC (a dos enlaces) y HSQC previamente citados, han posibilitado la asignacion
inequivoca de cada protén con su carbono. Al igual que los espectros de "H-RMN,
todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado.

En estos espectros de “C-RMN, se distinguen dos zonas: a) zona aromatica,
correspondiente a los carbonos pertenecientes al anillo de quinolina, anilino y al
bifenilo; b) zona alifatica donde se incluyen los metilenos (unidos al nitrégeno
quinolinico y a la amina terciaria o cuaternaria alifatica), los atomos de carbono del
metilo en posicidon 4 del anillo de quinolinio y los de las aminas terciarias. A diferencia
de las subfamilias C.1 y C.2, en los compuestos protonados de esta subfamilia, se

observan modificaciones de los desplazamientos quimicos de los carbonos que se
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registran en la zona aromatica, reflejando, por tanto, que la protonacion también se
detecta en el espectro de *C-RMN.

La primera zona del espectro mencionada anteriormente, estd delimitada por los
atomos de carbono C-44,n a frecuencias mayores y C-3qin @ campo mas alto. A
diferencia de lo que ocurria en el espectro de 'H-RMN, no existen secciones claramente
definidas e independientes para los 4&tomos de carbono de quinolina, del anilino o del
espaciador bifenilico. No obstante, al igual que en los compuestos A.3 y B.3, si que se
aprecia que los carbonos cuaternarios de todo el sistema, a excepcion de C-4aquin,
aparecen antes (a campo mas bajo) que los a&tomos de carbono aromaticos. El orden en
el que se registran en los compuestos no protonados es el que sigue: C-4quin> C-7quin >
C-4> C-1"> C-8agin> C-1> C-4’. No obstante, en los compuestos protonados, se
cambia el orden de los carbonos C-4, C-7quin y C-17, tal que asi: C-4quin> C-1"> C-7quin>
C-4> C-8ag,in> C-1> C-4’. Por otro lado, los carbonos aromaticos del bifenilo en los
compuestos no protonados, se registran en la seccion del espectro localizada entre C-4’
y C-54uin segun el siguiente esquema: C-3",5> C-2,6> C-27,6"> C-3,5. Concretamente,
C-2,6" y C-3,5 se localizan tan proximos en el espectro, que casi colapsan. Dicha
observacion, pone de manifiesto la similitud de su entorno quimico, al estar localizados
mas internamente en el espaciador bifenilico. En los compuestos protonados, los
carbonos aromaticos bifenilicos se registran en la zona del espectro localizada entre C-1
(a campo mas bajo) y C-4’(a campo mas alto) siguiendo el orden que a continuacién se
detalla: C-3",5> C-2",6"> C-3,5> C-2,6.

En definitiva, tanto para el caso de los carbonos cuaternarios bifenilicos como para
los aromaticos localizados en tal espaciador, se dan respectivamente variaciones
notables de desplazamiento quimico y de orden de aparicion en el espectro. De este
modo, para el caso de los compuestos protonados se observa la aparicion a frecuencias
menores de los carbonos aromaticos directamente unidos a la cabeza cationica (C-2,6).
Por su parte, los atomos de carbono cuaternarios experimentan un cambio en el
desplazamiento quimico, siendo especialmente evidente en el caso del carbono
cuaternario C-4’, que migra unas 2-11 ppm a campos mas altos.

Los atomos de carbono del anillo de anilino por su parte, aparecen distribuidos por
toda la zona “a”.

En la segunda zona del espectro de BC-RMN, la sefial que aparece a campos mas

bajos, corresponde al metileno unido a la amina terciaria (& 57,25-67,38 ppm). En esta
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zona, solo para los compuestos C.3.5,C.3.7 yC.3.9 se observa una aproximacion de las
sefales de los carbonos metilénicos tras la protonacion de la amina terciaria en sus
compuestos equivalentes C.3.6, C.3.8 yC.3.10.

En la “zona c¢”, también se registra el atomo de carbono terciario del metilo del
grupo N-metilanilino. Su desplazamiento quimico apenas se modifica entre los
diferentes compuestos finales de esta serie, oscilando entre las 19,22 y las 20,85 partes
por millon (ppm).

Por ultimo, en esta region alifatica nos encontramos con los carbonos de las
distintas aminas, tanto cuando el compuesto esta protonado, como cuando no lo esta
(ver Tabla 4.3.15). La protonacion no afecta al desplazamiento quimico de ninguno de

los carbonos de dichas aminas.

Tabla 4.3.14. Desplazamientos quimicos de BC.RMN de los compuestos finales derivados de

bencilo y 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina C.3.1-C.3.10.

Comp. | C-2qun | C-3qun | C-4qun | C-5qun | C-6gun | C-7qun | C-8quin C-4a C-8a R1 R

125,84 (C-
3anil C'Sanil)
131,34 (C-
2anils c:'Ganil)
135,05 (C-
4'anil)

139,12 (C-
1ani|)

C.3.1 | 148,68 | 101,59 | 155,45 | 127,13 | 128,60 | 141,52 | 119,13 | 118,07 | 140,21 | 20,85

124,54 (C-
3,5ar|il)
129,88 (C-
2,6anil)
135,58 (C-
4'anil)
137,87 (C-
1anil)

C.3.2 | 147,05 | 100,06 | 155,45 | 126,10 | 127,11 | 140,11 | 117,63 | 116,77 | 138,83 | 19,22

125,10 (C-
3,5ar|il)
129,88 (C-
216anil)
134,31 (C-
4’anil)

138,34 (1C,
C-laﬂ”)

C.3.3 | 147,57 | 100,60 | 155,97 | 125,88 | 127,65 | 140,72 | 118,17 | 117,39 | 139,40 | 19,88
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Tabla 4.3.14. Continuacion.

Comp.

c:'2quin

c:'3quin

c:'4’quin

c:'Squin

c:'unin

C'7quin

c:'8quin

C-4a

C-8a

R1

Rz

C.34

148,15

100,91

155,97

126,38

129,24

140,93

118,51

117,46

139,55

20,13

125,45 (C-
315anil)
130,67 (C-
2,6anil)
134,07 (1C,
c:‘4anil)
138,62 (C-
1ani|)

C.3.5

147,60

100,90

155,93

126,43

130,63

140,73

118,32

117,86

139,60

20,14

125,15 (C-
3,5ani)
130,63 (C-
216anil)
135,26 (C-
4ani|)
138,12 (C-
1anil)

C.3.6

147,84

100,91

155,93

122,85

127,80

140,75

118,31

117,28

139,40

19,85

125,24 (C-
3,5ar|il)
130,49 (C-
216anil)
133,94 (C-
4’anil)
138,50 (C-
1anil)

C.3.7

145,40

100,85

155,98

126,33

127,45

140,98

119,57

117,42

139,47

19,89

123,93 (C-
315anil)
130,28 (C-
2,6anil)
136,25 (C-
4’anil)
139,28 (C-
1ani|)

C.3.8

147,73

100,61

155,98

125,78

129,35

140,74

118,25

117,30

139,38

19,76

125,19 (C-
3,5ar|il)
133,99 (C-
4’anil)
138,52 (C-
1ani|)
130,46 (C-
2,6anil)

C.3.9

147,55

100,67

155,98

125,72

127,68

140,84

118,19

117,39

140,57

19,74

125,09 (C-
3,5ar|il)
138,43 (C-
4ani|)
139,41 (C-
1ani|)

C.3.10

147,73

100,57

156,02

125,78

129,52

140,78

118,32

117,28

140,41

19,74

125,25 (C-
3,5ar|il)
138,62 (C-
4ani|)
139,45 (C-
1ani|)
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Tabla 4.3.15. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo y 7-

cloro-4-(N-metilanilino)quinolina C.3.1-C.3.10.

Comp. C-1 C-2,6 C-4 C-3,5 C-r Cc-2,6’ cC-4 c-3.% CH,N™ | CHam Aterciaria

C31 134,67 | 128,40 | 141,39 | 127,92 | 141,35 | 128,29 | 133,14 | 131,76 58,28 62,19 43,51 (CHs)

C.3.2 134,38 | 126,60 139,53 126,82 | 141,85 | 127,08 | 126,40 | 132,97 56,67 67,38 46,78 (CHs)

8,08 (-
CH2CHjy)
46,37 (-
CH,CH)

C.33 133,75 | 127,51 140,64 127,11 | 140,57 | 127,13 | 130,84 | 130,42 55,70 57,25

8,13 (-
CH,CHj)
46,95 (-

CH,CHy)

127,61

C34 134,23 140,38 | 127,61 | 141,62 | 127,80 | 128,00 | 131,59 55,72 57,62

22,89 (C-
3,4’pirr)
53,90 (C-
2,5pirr)

C.35 134,03 | 127,69 140,64 127,19 | 140,47 | 127,54 | 133,57 | 130,63 57,43 58,55

22,52 (C-
3y4pirr)
53,99 (C-
2,5pirr)

125,93

C.3.6 133,94 | 127,31 140,37 127,37 | 141,35 | 127,60 130,82 57,37 57,52

23,76 (C-
4pip)
25,11 (C-
315pip)
53,99 (C-
216pip)

C.3.7 136,18 | 127,09 139,78 126,54 | 139,60 | 126,54 | 133,99 | 130,30 56,55 62,85

21,58 (C-
4pip)
22,97 (C-
315pip)
52,74 (C-
216pip)

127,76

C.3.8 133,85 | 127,16 140,50 127,21 | 141,34 | 127,57 131,49 57,31 60,18

24,04 (C-
4,54,)
26,17 (C-
3,54,)
54,54 (C-
2,72)

C.3.9 134,22 | 127,52 140,74 127,10 | 140,69 | 127,10 | 133,73 | 130,95 57,31 60,54

23,03 (C-
4,54,)
26,21 (C-
3,5a7)
54,47 (C-
2,74)

C.3.10 | 133,99 | 127,20 140,67 127,41 | 140,81 | 127,64 | 127,83 | 131,46 57,20 60,22

4.3.3.3.3.3. Analisis de espectrometria de masas HRMS.

El andlisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los
correspondientes valores encontrados. Ademas, al igual que para los compuestos de la
subfamilia C.1, gracias a este analisis de espectrometria se confirma la protonacion de
los compuestos C.3.2,C.3.4, C.3.6,C.3.8 yC.3.10 encontrandose en su espectro una

sefal a relacion m/z = m/2 correspondiente a la formula empirica (M-Br)2+.
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C.3.1:calculado para C3,H3N;CI: 492.2207; encontrado: 492.2196.

C.3.2: calculado para C3,H3N;CIP: 246.6104; encontrado: 246.6083. También aparece
el pico del producto sin protonar, pero segun espectros de RMN, la cantidad en la que se
encuentra no es apreciable.

C.3.3: calculado para C34H;35N5Cl 520.2520; encontrado: 520.2513.

C.3.4: calculado para C34H3N;CI2: 260.6260; encontrado: 260.6253. También aparece
el pico del producto sin protonar, pero segun espectros de RMN, la cantidad en la que se
encuentra no es apreciable.

C.3.5: calculado para C34H33N5C1: 518.2363; encontrado: 518.2349,

C.3.6: calculado para C34H34N3C12+: 259.6182; encontrado: 259.6207. También aparece
el pico del producto sin protonar, pero segun espectros de RMN, la cantidad en la que se
encuentra no es apreciable.

C.3.7: calculado para C3sH;35N5Cl 532.2520; encontrado: 532.2508.

C.3.8: calculado para C35H36N3C12+: 266.6260; encontrado: 266.6287. También aparece
el pico del producto sin protonar, pero segun espectros de RMN, la cantidad en la que se
encuentra no es apreciable.

C.3.9: calculado para C3¢H37N;CI 546.2676; encontrado: 546.2626.

C.3.10: calculado para C36H38N3C12+: 273.6388; encontrado: 273.6373. También
aparece el pico del producto sin protonar, pero segiin espectros de RMN, la cantidad en

la que se encuentra no es apreciable.
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4.3.3.3.4. Andlisis espectroscopico de la subfamilia C.4.
Dentro de esta subfamilia se presentan los compuestos finales C.4.1-C.4.4,

derivados del bifenilo y de la 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina (Figura 4.3.16).

amina R compuesto
terciaria
T _Cl cal
N
H\\@
N -OCH C4.2
3 2 3 2 i .
Cc4.3
anfina - -Cl
terciaria © © 5 6
. yvvv
| |
C4 @<lj> @ C.4.4

Figura 4.3.16.Estructura quimica de los compuestos finales de la subfamilia C.4.

En esta subfamilia, solo se sintetizaron los derivados de la dimetilamina y de la
perhidroazepina, puesto que los ensayos bioldgicos sobre la actividad antiproliferativa
con los compuestos finales del resto de subfamilias indicaron que los cambios en los
resultados obtenidos eran mas significativos entre los derivados con amina menos y mas
voluminosa, respectivamente. Los compuestos C.4.2 y C.4.4 se formaron
espontaneamente durante el transcurso de la reaccion tras la protonacion de la amina
terciaria y la sustitucion del cloro en la posicion 7 de la quinolina de sus compuestos
equivalentes (C.4.1y C.4.3). De esta forma, el compuesto C.4.2incluye en la posicion
7 un grupo metoxilo y la dimetilamina, se encuentra protonada. Por su parte, el
compuesto C.4.4 se caracteriza por presentar una azepina en la posicion 7 de la
quinolina y protonacion en la azepina del otro extremo de la molécula. Las sustituciones
del halogeno en 7 (-Cl) se produjeron por un mecanismo de tipo Sy2 por parte de la
amina utilizada en la reaccion y el metanol que se emplea durante la purificacion del
producto final. Por ello, las diferencias mas significativas que se observan en los
espectros de RMN de esta subfamilia aparecen como consecuencia de si haya o no

sustitucion en dicha posicion. En base a esto pueden crearse dos subgrupos de
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compuestos finales. En uno de ellos, se engloban los compuestos con el cloro en 7

sustituido (ya sea por la amina o por el grupo metoxilo; compuestos C.4.2 yC.4.4) y en

el otro, los compuestos que se esperaba obtener al plantearse la sintesis, es decir, los

derivados no sustituidos (C.4.1 y C.4.3). Las diferencias estructurales existentes entre

los compuestos C.4.1 yC.4.3son debidas a la amina terciaria empleada en cada caso,

mientras que para los compuestos C.4.2 y C.4.4 ademas de encontrarnos distintas
aminas protonadas, existen también diferencias en el sustituyente de la posicion 7 (R).

Como se observa en las subfamilias anteriores, dicha amina no introduce variaciones

importantes en cuanto al nimero de sefales, su multiplicidad o los desplazamientos

quimicos. No obstante, cuando se produce la sustitucion en la posicién 7 por un grupo

distinto al haldégeno inicial (ya sea metoxilo o azepina), se observan modificaciones de

desplazamiento quimico tanto en el espectro de "H-RMN como en el de *C-RMN en

comparacion con los compuestos sin sustituir. No obstante, segin el espectro

bidimensional de HSQC y las correlaciones a dos enlaces observadas en el HMBC el

orden en el que aparecen los protones bifenilicos, los metilenos y los protones de las

aminas con sus carbonos correspondientes en cada subgrupo, es muy parecido entre si y

en el caso de los compuestos clorados, también igual al expuesto previamente para las

subfamilias C.1, C.2y C.3.

En esta subfamilia, los compuestos que se han usado como referencia para asignar a

partir de sus bidimensionales (HSQC y HMBC) los protones y los carbonos del resto de

compuestos de la serie han sido el C.4.3 y el C.4.4. Como puede observarse en la

Figura 4.3.16, se eligié un compuesto donde ¢l cloro de la posicion 7 de la quinolina se
conservo (C.4.3) y otro con sustitucion de dicho halégeno (C.4.4) para asignar

inequivocamente todas las sefales. De esta forma, las sefiales del compuesto C.4.1 se

establecen extrapolando los datos obtenidos en la asignacion de los atomos de

hidrégeno y de carbono del producto final C.4.3, mientras que los del compuesto C.4.2

se asignan a partir de los resultados obtenidos para el C.4.4 (Ver Anexo).

4.3.3.3.4.1. Andlisis espectroscépico de  *H-RMN.

Los datos espectroscopicos de 'H-RMN, se muestran resumidos en la Tabla 4.3.15.
Todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado y
son concordantes con las estructuras propuestas. Al igual que en el caso de todas las

familias anteriores, en los espectros de 'H-RMN de los compuestos C.4.1-C.4.4 se
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incluyen tres zonas de resonancia de protones: a) zona aromatica, correspondiente a los
protones pertenecientes al anillo de quinolina y al bifenilo; b) zona correspondiente a
los metilenos unidos al nitrogeno quinolinico y a la amina terciaria (o terciaria
protonada); y, ¢) zona alifatica, donde se incluyen los protones de sustituyente en la
posicion 7 (R) y de la amina correspondiente en cada compuesto final.

En la primera de las tres zonas, los protones del anillo quinolinico y los del
espaciador bifenilico ocupan diferentes secciones en ambos subgrupos. De esta forma,
la zona del espectro que ocupan los protones del anillo bifenilico esta delimitada a
frecuencias mayores por los hidrogenos H-24uin y H-5quin y @ frecuencias menores por H-
3quin. A diferencia de lo que ocurria en la subfamilia C.3 con los protones H-2qin y H-
S5quin, éstos aparecen como dobletes independientes uno inmediatamente a continuacion
del otro y no como multiplete. Por otro lado, es destacable la modificacion del
desplazamiento quimico del proton H-84uin tras la sustitucion del cloro en posicion 7 por
perhidroazepina o por metoxilo. Dicho dtomo sufre un apantallamiento que lo desplaza
1.5 ppm a campo mas alto en los compuestos C.4.2 y C.4.4, con lo que en vez de
registrarse inmediatamente después del H-54un en los compuestos clorados (C.4.1 y
C.4.3), se situa detras del H-3in. En los dos subgrupos, H-8,in resuena como doblete.
Por su parte, H-64,in se solapa con los hidrogenos aromaticos H-3",5" en los compuestos
con cloro (C.4.1y C.4.3), y por el contrario aparece como doble doblete a campo
inmediatamente mas bajo que H-3qin cuando existe sustitucion del halégeno.

Dentro de la seccion que ocupan los protones del espaciador bifenilico, el orden de
aparicion de las sefiales se conserva en ambos subgrupos (Tabla 4.3.15) y también en
los compuestos no protonados del resto de las subfamilias de la familia C (Tablas 4.3.9,
4.3.11y 4.3.13). Por lo que respecta a los atomos de hidrogeno H-2,6 y H-3",5", ambos
aparecen a frecuencias menores que los protones internos del espaciador. Al igual que
en las subfamilias C.1 y C.2, H-2,6 resuena como doblete en todos los compuestos de
esta serie (a excepcion del C.4.1) debido a su acoplamiento a corta distancia con H-3,5.
Por su parte, H-3",5" se registra como multiplete en todos los compuestos ya que se
acopla con H-2",6" y con los hidrogenos del metileno unido a la amina.

En la segunda zona del espectro, correspondiente a los atomos de hidrégeno
metilénicos (& 4,27-5,83 ppm), aparecen dos singletes y al igual que en el resto de las
subfamilias el de campo mas alto es el correspondiente al metileno unido a la amina

terciaria.
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Por tltimo, la tercera zona del espectro incluye las sefiales de los sustituyentes en la
posicion 7 y las de las aminas localizadas en el otro extremo de la molécula. El
desplazamiento quimico y la multiplicidad de las sefiales de los sustituyentes en la
posicion 7 y de las aminas terciarias incluidas en cada compuesto final de esta serie

pueden consultarse en la Tabla 4.3.15.

Tabla 4.3.15. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de '"H-RMN de los

compuestos finales derivados del bifenilo y la 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina C.4.1-C.4.4.

Comp. H'2quin H'3quin H'5quin H'unin H'8quin azeplna R
7,60-7,63 1,66-1,73 (m, H-4,5,,)
cal | d8'§88) ( d7'%38) ( d8,383) ( d8,(2)00) 2.01-2.09 (m. H-3.6.) | -
v O e (m) e 4,06 (t, 5,5, H-2,74,)
c.4.2 (d8'§48) (ds'gzs) (ds'slazs) (dd i 7) (d6'§48) 182%2 Em ::312:3 égﬁ:s o
7 7 9, + 25,9, ' 78) | 396 (1 5,5, H-2,7.)
1,65-1,73 (m, H-4,55 H-
856 | 712 | 837 8,02 | 45.,am)
Ca3 | @78 | @88 | @92 | "8L7E3M | (20) | 204-207 (M, H360) |
407 (t. 5,5, H-2,7.0)
1,38-1,44 (m,
1,74-1,78 (M, H-4,5,, H- | H-4,5.)
834 | 68 | 816 712 6,54 | 4.54am 1,59-1,64 (m,
C.4.4 ) (
44 1478 | 78 | @98 | @d 25, 97) | (d,26) | 205209 (m, H-3,6n) | H3.6.)
402 (t. 5,6, H-2,7.) 3,57 (t, 5,9, H-
2y7az’)
Tabla 4.3.15. Continuacion.
Comp. H-2,6 H-3,5 H-2,6" | H-3,5 | CHoN" CHz;Nam A.terciaria
} 7,68- 7,68- 7,60- 5,83 4,36
caq | 188740 1 793 7,73 7,63 2,85 (s, (-CHs),am)
(m) m) m) m) ) ()
7.64- 7.64- 5.60 4,70
caz | d7'292) 769 | J'ZSO) 7,69 © o 3,02 (s, (-CHs),am)
T (m) T (m) S S
239 760- | 7.69- | 761 5,83 434 i:gijgf (m, H-4,5q, H-
CA43 | '8 7(n71)3 7(n71)3 7(2)3 ©) © 1,87- 1,90 (M, H-3,6,,am)
3.21(t, 5,1, H-2,7.am)
7,36 7,68 7,68- 7,58 571 4,27 1121:&7)8 (. .5
Cad | 482 7(n71)2 7,72 (m) 7(2)2 © © 1.89-2,00 (M, H-3,6,,am)
3.25-3.29 (M, H-2.7.,am)
4.3.3.3.4.2. Andlisis espectroscépico de  *C-RMN.

Los datos de desplazamiento quimico de los carbonos de los compuestos C.4.1-
C.4.4 se recogen en las Tabla 4.3.16. Los espectros de?C y DEPT han permitido

determinar los carbonos cuaternarios y secundarios, mientras que los estudios de
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HMBC (a dos enlaces) y HSQC previamente citados, han posibilitado la asignacion
inequivoca de cada protén con su carbono. Al igual que los espectros de 'H-RMN,
todos estos espectros se han realizado utilizando como disolvente metanol deuterado.

En estos espectros de “C-RMN, se distinguen dos zonas: a) zona aromatica,
correspondiente a los carbonos pertenecientes al anillo de quinolina y al bifenilo; b)
zona alifatica donde se incluyen los metilenos (unidos al nitrogeno quinolinico y a la
amina terciaria o cuaternaria alifatica), los atomos de carbono de las aminas terciarias y
los de los sustituyentes en posicion 7. En general, puede afirmarse que existe una gran
concordancia en los desplazamientos quimicos que presentan los a&tomos de carbono en
los dos subgrupos de esta subfamilia. Sin embargo, existen ciertas diferencias a nivel de
los carbonos cuaternarios que merecen ser comentadas.

En la primera zona del espectro, las sefiales de los atomos de carbono aromaticos
del bifenilo estdn delimitados por aquellas de los carbonos quinolinicos (C-8quin @
campo bajo y C-34,in a campo alto, en los derivados clorados) o cuaternarios bifenilicos
(C-1 a campo bajo y C-4a a campo alto, en C.4.2 y en C.4.4), segliin el siguiente
esquema: C-3",5> C-3,5> C-2",6"> C-2,6.

El aspecto més destacable en relacion a las diferencias que se observan en el
espectro de C-RMN para los atomos de carbono aromaticos quinolinicos y
cuaternarios en ambos subgrupos es la modificacion de desplazamiento quimico que
sufren los carbonos C-6quin, C-8quin, pero sobre todo C-7guin tras la sustitucion del cloro
por los grupos metoxilo o perhidroazepina. Concretamente, dicho carbono se desplaza
hasta 12 ppm a frecuencias mayores cuando se sustituye el halogeno.

Como viene observandose en todas las subfamilias anteriores, en la segunda zona
del espectro de *C-RMN, la sefial que aparece a campo mas bajo, corresponde al
metileno unido a la amina terciaria.

Para consultar los desplazamientos de las distintas aminas, tanto cuando el

compuesto esta sustituido, como cuando no lo esta ver Tabla 4.3.16.
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Tabla 4.3.16. Desplazamientos quimicos de 3C-RMN de los compuestos finales derivados de bencilo y 7-

cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina C.4.1-C.4.4.

Comp. | C-2qun

C'3quin

C'4quin

c:‘Squm

C‘unm

C'7quin

C'Squin

C-4a

C-8a

azepina

C.4.1 | 144,89

102,81

159,26

130,18

125,22

139,59

117,44

117,57

140,66

26,88
(C-
4,55,)
27,01
(C-
3,547)
53,92
(C-
2,72)

C.4.2 | 143,44

100,67

158,79

129,24

95,53

152,74

126,63

111,88

142,52

27,03
(C-
4,55)
27,50
(C-
3,547)
53,44
(C-
2,72)

42,18

OCH;)

C.4.3 | 144,86

102,90

159,26

130,17

125,23

139,64

117,45

117,59

140,70

26,89
(C-
4,55)
27,02
(C-
3,62)
53,89
(C-
2,72)

C.4.4 | 143,49

100,52

158,64

129,54
=4)

95,53

151,60

111,72

109,02

142,35

27,02
(C-
4,55)
27,52
(C-
2,72)
53,43
(C-
3,62)

26,03
(C-
2,7.z)
26,34
(C-
3,62)
49,37
(C-
2,7.z)
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Tabla 4.3.16. Continuacion.

Comp. C-1 C-2,6 C-4 C-35 C-1 c-2.6 C-4 C-3,5 | CHN" | CH,Nam | Aterciaria

C.4.1 | 13404 | 127,23 | 140,20 | 127,55 | 141,70 | 127,38 | 13010 | 13128 | 56,72 | 6036 | L2
((CHaz)2am)

8,62

C.4.2 | 134,95 | 127,29 | 139,70 | 127,46 | 142,03 | 127,33 | 130,99 | 133,53 | 56,82 60,94
((CHa),am)

26,08
(C-
4,5,,am)
26,13
C43 134,95 | 126,71 | 139,93 | 127,55 | 141,68 | 127,27 | 129,82 | 131,41 | 57,20 60,17 (C-
3,6.,am)
54,34
(C-
2,7,,am)

26,10
(C-
4,5,,am)
26,14
C44 134,00 | 127,23 | 140,31 | 127,55 | 141,44 | 127,31 | 129,54 | 131,37 | 56,77 60,20 (C-
3,6.,am)
54,35
(C-
2,7,,am)

4.3.3.3.4.3. Andlisis de espectrometria de masas HRMS.

El analisis de HRMS muestra una concordancia perfecta entre los valores
calculados para las formulas empiricas (M-Br)" de los compuestos de esta familia y los
correspondientes valores encontrados. Ademas, al igual que para los compuestos de la
subfamilia C.1, gracias a este analisis de espectrometria se confirma la sustitucion del
cloro en posicion 7 de la quinolina por metoxilo en el compuesto C.4.2y por azepina en
C44.

C.4.1: calculado para C5;H35N;Cl': 484,2089; encontrado: 484,2070.
C.4.2: calculado para C32H39N30C12+: 247,1605; encontrado: 247,1587.
C.4.3: calculado para C3sHy N3CI: 538,2989; encontrado: 538,2981.
C.4.4: calculado para C41H54N42+: 301,2169; encontrado: 301,2162.
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4.3.4. Ensayos biologicos

4.3.4.1. Consideraciones generales

Para lograr el principal objetivo de la Quimica Farmacéutica, es decir, el
descubrimiento de nuevos farmacos, es necesario que el disefio y la sintesis de los
nuevos prototipos se realice de forma simultdnea a su evaluacion biologica para
descartar las moléculas inactivas y continuar con el estudio de aquellas que dan lugar al
efecto deseado.

En este apartado se discuten los resultados de los ensayos biologicos de los
compuestos sintetizados en la presente Tesis Doctoral. En primer lugar, se mostrara un
analisis de su afinidad frente a HSChoKal y HSChoKp, asi como de los ensayos de
inhibicion enzimatica y de actividad antiproliferativa realizados frente a diversas lineas
celulares. Finalmente, se presentard la estructura cristalografica de HSChoKal en
complejo con los compuestos mas activos para estudiar su modo de union. Con todo

ello se pretenden obtener conclusiones utiles para el futuro disefio de nuevos inhibidores

de HsChoKal.

4.3.4.2. Ensayos de espectroscopia de fluorescencia sobre HsChoK

Los compuestos seleccionados para este primer experimento fueron todos los de las
familias A y B y solo aquellos de la familia C con las cabezas cationicas de menor y de
mayor tamafo, respectivamente. Ademas, para evaluar el efecto de la carga positiva y
del grupo fenilo de los distintos compuestos en la afinidad por la proteina, se hizo
espectroscopia de fluorescencia con los grupos funcionales que forman la cabeza
catidnica, pero sin carga ni fenilo. Esto es, sobre los grupos 4-dimetilaminopiridina, 4-
pirrolidinopiridina, 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina y 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-

il)quinolina (Figura 4.3.17).
| N\ | N\ | N\ Cl | N\ Cl
= Q 7 =
N

Figura 4.3.17.Grupos funcionales sin carga de la cabeza cationica.
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De todos los compuestos seleccionados, los Unicos que mostraron muy poca
afinidad (35-82 uM) por la ChoK fueron los derivados sin carga positiva ni fenilo
(Tabla 4.3.17), demostrandose asi la importancia que tienen ambos en el farmacoforo
para conseguir la union eficiente de los ligandos. No obstante, aunque su efecto sea
poco notable, alguna afinidad muestran por la enzima lo cual es gracias a los anillos
aromaticos. Ademas, se observa mejora de la afinidad en los derivados de quinolina, por
lo que el benceno adicional del anillo quinolinico y del grupo N-metilanilino, algin tipo
de interaccion deben de establecer con la proteina. En general, los compuestos menos
afines fueron los de la familia A (K4 comprendida entre 0,4 y 24 uM, Tabla 4.3.17) y
los mas afines, los de la familia C (0,069-0,654 uM, Tabla 4.3.17) seguidos de la
familia B (0,185-1,7 uM, Tabla 4.3.17), que fueron reconocidos por la proteina con una
afinidad muy parecida. En consecuencia, puede afirmarse que los compuestos finales se
unen a la HSChoKal con una afinidad creciente a medida que se va aumentando la
complejidad de su estructura quimica, lo cual podria estar en relacion con el tipo y el

numero de interacciones que son capaces de establecer con los residuos del sitio activo.

Tabla 4.3.17. Compuestos seleccionados para los ensayos de fluorescencia y valores de Ky frente a
HsChoKel y HsChoKp. Entre paréntesis aparece el numero de veces que son mads selectivos de

HsChoKal.

DMAP PPIR QUIN-Phe QUIN-Az
Kg M) HsChoKal 35+ 18 49+3 82+ 12 45+3
Familia A Al A2 A3 A4
Kg M) HsChoKal 14+0,7 24+35 0,878 0,047 | 0,400 + 0,040
Kg M) HsChoKp 36+5 (4lv) | 33+5(83v)
Familia B B.1 B.2 B.3 B.4
Ky M) HsChoKal | 1,7+0,045 | 0,678 0,002 | 0,185+0,024 | 0,368 +0,80
Ky M) HsChoKp 20+5 (108v) | 633 (171v)
Familia C c11 c21 c3.1 c4.2
Kq M) HsChoKal | 0,400 0,014 | 0.400 0,100 | 0,069 0,015 | 0,100 £ 0,028
Kg M) HsChoKp 4+0,3(10v) | 9+1,3(130v)
Familia C Cc17 C25 C39 c43
Kg M) HsChoKal | 0,303 0,075 | 0,654 0,136 | 0,414=0,148 | 0,556 = 0,045
Ky M) HSChoKB | 297 (96v) | 44=8(67v) | 17+3 (4lv) | 1726 (31v)
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A continuacion, se detallan las particularidades de cada familia:

- Familia A

La cuaternizacion del nitrogeno endociclico de los restos de 4-dimetilaminopiridina,
4-pirrolidinopiridina, 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina y 7-cloro-4-(perhidroazepin-
1-il)quinolina mediante un grupo bencilo, es la causa de que los compuestos finales de
esta familia se unan a la proteina, es decir, podrian ser grupos imprescindibles en el
farmacoforo. No obstante, para el caso de los derivados de piridina (compuestos A.1 y
A.2), la union es mas débil que la de los derivados de la quinolina (A.3 y A.4). Este dato
pone de manifiesto el efecto beneficioso que tiene sobre el farmacoforo la fusion de
benceno al anillo piridinico para dar lugar al sistema quinolinico, lo cual podria deberse
a un mayor nimero de interacciones hidrofobicas con los aminodcidos del bolsillo de la
colina. No obstante, la mayor afinidad que muestra el compuesto A.4 con respecto al
A.3 evidencia que el anillo de fenilo del grupo N-metilanilino de la hipdtesis

farmacoforica no es imprescindible para conseguir una union eficiente a la proteina.

- Familia B

La afinidad por la HsSChoKal de los compuestos finales de esta familia es mayor
que la de los compuestos de la familia anterior. No obstante, es mas notable la mejora
que experimentan en la K4 los derivados de piridina (B.1 y B.2) en relacién a sus
analogos de la familia A, que los derivados de quinolina (B.3 y B.4). Nuevamente, se
observa que los derivados de quinolina se unen mejor a la proteina que los piridinicos y
en concreto, el compuesto con 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina (B.3) muestra una
afinidad mayor que el B.4. No obstante, esta vez las diferencias de K4 entre ambos
grupos de compuestos (B.1, B.2 y B.3, B.4) no es tan acentuada como en el caso de la
familia A.

En consecuencia, puede inferirse que la afinidad de los compuestos de la familia A
por la HSChoK puede mejorarse introduciendo un grupo fenilo adicional en el
espaciador, tal y como se observa para los compuestos finales de la familia B. Ademas,
la similitud de afinidades entre los derivados piridinicos y quinolinicos demuestra una
vez mas que el grupo fenilo del N-metilanilino del farmacéforo no es imprescindible
para conseguir union a la proteina. No obstante, en caso de estar presente, la mejora, al

igual que el fenilo adicional del grupo quinolinio.
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- Familia C

Para los compuestos de la familia C, se observa que en general los valores de Ky
son mejores que los de la familia B y que ademaés, son muy parecidos entre si, tanto para
los derivados piridinicos como para los quinolinicos. No obstante, en general, los
derivados quinolinicos son un poco mas afines a la proteina que los derivados
piridinicos. Esto evidencia una vez mas que el benceno adicional presente en la
quinolina, aunque no es imprescindible para la estabilizacion de los ligandos, en caso de
estar presente proporciona un punto mas de interaccion con HSChoK. Por otra parte,
aunque los valores de afinidad estdn muy conservados entre los compuestos de la misma
subfamilia, el volumen de la amina parecen influir en la calidad de la union a la
proteina. Asi, a excepcion de los derivados de dimetilaminopiridina (subfamilia C.1;
afinidades muy parecidas), la afinidad por la HSChoKal es mejor cuando la amina es de
pequefio volumen (dimetilamina), esté o no protonada. De este modo, los compuestos
de K4 mas baja son los derivados quinolinicos C.3.1 y C.4.2. Por ultimo, nuevamente
uno de los compuestos mds afines por la ChoK presenta como cabeza catidnica el grupo
7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina (C.3.1), no obstante, la similitud de Ky existente
con otros compuestos de esta familia (como el C.4.2 y el C.1.1), evidencia que el fenilo
del grupo N-metilanilino no es esencial para conseguir union a la proteina.

En conclusion, las aminas terciarias de reducido volumen (con independencia de su
estado de protonacion) conducen a una mejora de la afinidad de los compuestos por la
HsChoKal en comparacion con los derivados de la familia B. Esto en el caso de las
aminas terciarias, podria deberse a la formacién de puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua presentes en el medio por su posible exposicion al disolvente, tal y
como sugiere el cristal de HSChoKal/HC-3 (PDB ID: 3G15). Sin embargo, en el caso
de las aminas cuaternarias, podrian ser las interacciones de tipo m-cation con los
residuos aromaticos del sitio activo, las responsables de esta mayor afinidad. Por su
parte, posiblemente las aminas mas voluminosas (como la perhidroazepina) dan lugar a
un empeoramiento de la afinidad en los compuestos de las subfamilias C.2-C.4 en
relacion a la afinidad de sus analogos de la familia B por hacer que el compuesto
muestre un modo de union donde se interrumpan por conflicto estérico interacciones
significativas presentes en el patron de interaccion de sus andlogos de la familia B.

En definitiva, la afinidad de los compuestos por la proteina aumenta a medida que

se introcen nuevos grupos funcionales en los fragmentos iniciales, no obstante, dicho
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aumento es mas notable tras la insercion del fenilo adicional en el espaciador y de la
amina terciaria, cuando ésta es poco voluminosa, con independencia de su estado de
protonacion. Ademas, en general, se observa una mejora de la afinidad cuando se
fusiona un benceno adicional al anillo de piridina (conformando el anillo de quinolina).
Consecuentemente, todos estos datos pueden traducirse a que probablemente de todos
los restos quimicos presentes en el farmacoforo (tres anillos aromaticos: bencilo,
piridina y N-metilanilino, carga positiva y nitrogeno exociclico), los mas importantes
para conseguir una union eficiente a la ChoK sean la carga positiva deslocalizada en el
anillo aromatico de piridina, el grupo bencilo unido al atomo con carga y el nitrégeno
exociclico. El grupo funcional restante, es decir, el benceno del grupo N-metilanilino
parece no ser imprescindible, pero en caso de estar presente, en algunos casos (como en
las familias B y C) puede contribuir levemente a mejorar la afinidad de los compuestos.
Por otro lado, la optimizacion del farmacoforo puede conseguirse mediante
espaciadores bifenilicos, aminas terciarias o cuaternarias de reducido volumen y anillos
quinolinicos. No obstante, la mejora de afinidad a la que dan lugar estos ultimos, no es
tan pronunciada como la que se observa por acciéon de los dos primeros (bifenilo y
aminas).

La explicacion desde el punto de vista de reconocimiento molecular para todas estas
observaciones se proporcionara en el apartado correspondiente de cristalografia.

Por otro lado, como recientemente se ha evidenciado que un efecto potente como
anticancerigeno unicamente puede conseguirse cuando se disminuye especificamente la

139 ge evalué la union

expresion de HsChoKal sin afectar a los niveles de HSChoK§p,
selectiva de algunos derivados de sintesis a la isoforma HSChoKal. Para ello, al igual
que en el caso de los compuestos procedentes del cribado virtual, se realizaron
experimentos de fluorescencia frente a la isoforma HSChoKp. De acuerdo con los
valores de K4 obtenidos, estos compuestos son selectivos para HSChoKal, siendo los
compuestos C.2.1 y B.4 los que muestran una menor y mayor selectividad,
respectivamente (Tabla 4.3.17).El caracter selectivo de los ligandos se atribuye a una
mayor flexibilidad del Trp420 en la HSChoKal en comparaciéon con la de su homoélogo
(Trp353) en HSChoKp, puesto que en la isoforma al existe detras del triptéfano una
leucina, en vez de la fenilalanina de la isoforma B. Por ello, la selectividad de los

compuestos podria estar ligada a su modo de unién a la ChoK y més concretamente, a la

necesidad de retroceso del triptofano para albergar al ligando en el sitio de la colina. De
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esta forma, a la vista del dato de selectividad, para albergar al compuesto B.4,
probablemente sea necesario que el Trp420 retroceda para aumentar el tamafio de la
cavidad (dado el volumen del derivado) o para interaccionar con algin grupo funcional
del ligando. En el caso de la isoforma o dicho desplazamiento seria posible, mientras
que en el caso de la isoforma HSChoKp, estaria impedido por la fenilalanina. Por el
contrario, la menor selectividad del compuesto C.2.1 se deberia a que su union al
bolsillo de la colina no implicaria un retroceso tan pronunciado del triptofano en ambas

isoformas.
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4.3.4.3. Ensayos de inhibicion de HsChoK

La actividad inhibitoria competitiva de un compuesto depende de la capacidad que
tenga para impedir la entrada de todos o algunos de los sustratos de catalisis al sitio
activo bloqueando el espacio que dichos sustratos ocupan. Para ello, debe de establecer
interacciones suficientemente estables con los residuos del sitio activo como para hacer
que la enzima tenga mas afinidad por ¢l que por sus sustratos. Teniendo en cuenta el
segundo mecanismo catalitico propuesto para HsChoK,”” esto implica que los
potenciales inhibidores que hayan sido disefiados para actuar a nivel del sitio de la
colina, deben de evitar el ataque nucleofilico del Asp306 al fosfato y del ATP o en caso
de que éste se produzca, para ser eficaces no podrian ser desplazados del sitio activo tras
la fosforilacion de dicho residuo. En caso de que un ligando no pudiera evitar lo
anteriormente expuesto, se facilitaria su expulsion del bolsillo hidrofobico e
inmediatamente después entraria la colina, por lo que se podria catalizar la reaccion.
Estudiando la naturaleza del sitio de la colina, la disposicién adecuada se consigue con
interacciones numerosas y de gran intensidad con los residuos aromaticos del bolsillo
hidrofobico, para lo cual se deben de reunir en un mismo ligando, grupos funcionales
que las faciliten. Estos grupos funcionales podrian ser los que conforman el modelo de
farmacoforo propuesto en la presente Tesis Doctoral, es decir, una carga positiva, tres
anillos aromaticos y un nitrogeno exociclico donde se localice uno de esos anillos.
Ademas, como evidencian los estudios de fluorescencia, dicho farmacoforo se optimiza
sobre todo con espaciadores bifenilicos y aminas terciarias o cuaternarias y con cabezas

catidnicas quinolinicas.

De acuerdo con todo lo anteriormente expuesto, estan los resultados de actividad
inhibitoria, puesto que en general se observa que la inhibiciéon es mejor cuanto mas
voluminoso es el ligando, es decir, conforme se va pasando de la familia A,ala By
posteriormente, a la C (Tablas 4.3.18- 4.3.23). En concreto, los mayores porcentajes de
inhibicion (> 90 % a 50 uM) se alcanzan en las subfamilias C.3y C.4, correspondientes
a derivados quinolinicos con bifenilo sustituido por amina. Los resultados de inhibicion
concuerdan con las medidas de fluorescencia, de modo que se confirma que si la
afinidad del ligando por la proteina es mejor (lo cual viene determinado por las
interacciones que establezca con los residuos del sitio activo), también aumentara la
actividad inhibitoria. Asi, los porcentajes de inhibicion indican que dentro de la familia

C, las mayores actividades corresponden a los derivados con aminas menos
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voluminosas en todos los casos, a excepcion de los compuestos finales de la subfamilia
C.1, donde los resultados de inhibiciéon son muy parecidos con independencia del

tamafio de la amina (al igual que los valores de Ky).

- Familia A

Al igual que sugerian los datos de afinidad, los derivados sin carga ni bencilo, no
inhiben a la HsChoKal. Sin embargo, la cuaternizacion del nitrégeno aromatico
mediante el bencilo, lleva consigo algo de inhibicidén puesto que como previamente se
ha indicado, los compuestos de la familia A se unen al sitio de la colina con una
afinidad de entre 0,4-24 uM (Tabla 4.3.18). En este caso, también vuelve a ponerse de
manifiesto el aumento de inhibicidon en los derivados quinolinicos, de tal manera que
mientras que el compuesto A.1 no inhibe nada, el A.3 si que manifiesta algo de
inhibicion (19 % a 50 uM). Lo mismo se observa para los compuestos A.2 y A.4, donde
tiene lugar un aumento de actividad inhibitoria del 11 % para el compuesto A.4 (39 %)

en relacion al A.2 (28 %).

Tabla 4.3.18. Inhibicion enzimatica de la familia A.

o Cl

e Br © I
@_\@Br@ < >—I\(I_9Br < >_§9 < > N@Br
AN 7 N\ 7 N\ 7\
_ N N
- e oS
Al A2 A3 A4

Compuesto % Inhib. HsChoKal
Clso HsChoKal
10 uM 50 uM
Al - - nd
A.2 11,08+1,62 | 27,84 £1,72 n.d
A.3 - 18,58 £2,00 n.d
A4 - 38,77+10,83 n.d
n.d. dato no determinado
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- Familia B

En el caso de los compuestos de la familia B, la fluorescencia indicaba que la

introduccion de un fenilo adicional en el espaciador conducia a un aumento de la

afinidad por la enzima con respecto a los derivados de la familia A. Segln los datos de

inhibicion (Tabla 4.3.19, esta observacion se confirma para el caso de los derivados

quinolinicos. En concreto el compuesto B.3, presenta una Clsy de 12,55 uM, mientras

que la Clso del compuesto B.4, es de 16 uM.

Tabla 4.3.19. Inhibicion enzimatica de la familia B.

w

N— N
) e /©
B.1 B.2 B.3 B.4
Compuesto | % Inhib. HSChoKal
CIgO HsChoKal
10 uM 50 uM
B.1 - -
B.2 - -
B.3 n.d 12,55+0,16
B.4 n.d 16,04 £ 0,35
n.d. dato no determinado

156



Lucia Serran Aguilera 4. Resultados y Discusion

- Familia C

Los valores de Ky sugerian que en general, no hay muchas diferencias de afinidad
entre compuestos equivalentes (con la misma amina) de las diferentes subfamilias, pero
que es mejor para los derivados con aminas de reducido volumen y en este caso, mejor
que la de los compuestos de la familia B.

Los datos de los ensayos de inhibicion estan de acuerdo con estas observaciones,
puesto que el porcentaje de inhibicion disminuye a medida que aumenta el volumen de
la amina (terciaria o cuaternaria) en todas las subfamilias, excepto en la C.1 (Tablas
4.3.19- 4.3.23), donde la capacidad inhibitoria estd muy conservada y se sitia en valores
de Clsp del rango 0,82 (C.1.1) - 3,34 (C.1.8) uM. Cuando la amina es de reducido
volumen, la inhibicién se mejora conforme el tamafio de la cabeza catidonica aumenta.
De este modo, dentro de las subfamilias C.2, C.3y C.4 los mejores inhibidores son los
derivados con dimetilamina, los cuales presentan mejor actividad que el analogo
correspondiente de la familia B. En concreto, la Clsy de los mejores inhibidores de las
subfamilias C.2-C.4 es de 3,18 uM para el C.2.1, 2,18 uM para el compuesto C.3.1 y
0,41 uM para el compuesto C.4.2. Por tanto, parece ser que cuando la cabeza catidonica
es distinta a la 4-dimetilaminopiridina, las aminas voluminosas posicionan el ligando en
el sitio activo de un modo en el que las interacciones con los aminoacidos estan menos
favorecidas que en el caso de las aminas de menor tamafo, por lo que al estar menos

estabilizado, el ligando podria ser mas facilmente desplazado.

Tabla 4.3.20. Inhibiciéon enzimatica de la subfamilia C.1.

amina

terciaria COMPuesto
C)
Br /N\ c11< ) c130 ClSQ c17
i @ N
amina
terciaria 7" N “"W

s

C.1 /\Clzg 0140 cw@ C.1.8
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Compuesto % Inhib. HsSChoKal
Clso HsChoKal
Subfamilia C.1 10 uyM 50 uM
Cil1 59,65+4,53 | 70,44+2,06 0.82+0.14
C1.2 71,8842,92 | 81,19+1,19 n.d
C.13 57,14+2,51 | 71,68+3,54 n.d
Cl4 55,9140,54 | 70,47+0,51 n.d
C.1.5 n,d 68,77+10,83 n.d
C.1.6 48,21+1,89 | 65,99+2,47 n.d
C1.7 56,31£3,01 | 69,09+3,84 3.3440.01
C.1.8 53,1742,53 | 71,50+3,80 n.d

n.d. dato no determinado
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Tabla 4.3.21. Inhibicién enzimatica de la subfamilia C.2.

amina
terciaria  COMPUesto
@ ww s
O-Ogr e on
arfa N AN C.2.4

terciaria 2\ |

5:5
— C2.2
N e T
| N 2.
C.2 Q | Y Q C25

Compuesto % Inhib. HsChoKal
Cl5y HsChoKal

Subfamilia C.2 10 uM 50 uM
cz21 49,76+2,26 | 72,014£3,25 3.18+0.73
Cc.2.2 14,34+7,65 | 44,15+7,62 n.d
C.23 29,54+2,54 | 50,85+2,04 n.d
c24 19,38+4,98 | 45,39+2,33 n.d
C.25 4,05+0,37 | 34,95+3,15 n.d

n.d. dato no determinado
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Tabla 4.3.22. Inhibicion enzimatica de la subfamilia C.3.

amina

terciaria compuesto
V\I\"\I
B® N @31
~O—\¢ T
4 N ~n@®
amina N c.3.2
terciaria a Jvlvv\
N
N
c3 /@ [\ 83
N8
H\N@
f \ C34

| |
®:N/H c36 @ C.3.9
Y ™
N @_N' 310

Compuesto % Inhib. HsSChoKal
Clso HsChoKal
Subfamilia C.3 10 uM 50 uM
C3.1 53,474£0,20 | 82,63+2.81 2,18+0,07
C.3.2 - 27,71+ 0,70 n,d
C.3.3 78,12+1,37 | 88,99+1,70 nd
C34 82,85+1,02 | 92,37+0,39 nd
C.35 35,1741,32 | 65,31+3,16 n,d
C.3.6 24,23+1,48 | 59,25+8,94 nd
C.3.7 35,06+8,63 | 53,17+5.97 nd
C.3.8 15,26+0,59 | 46,65+6,49 n,d
C.3.9 3,62+0,04 | 26,85+2,40 6,74+0,13
C.3.10 - 27,85+3,76 n.d
n.d. dato no determinado
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Tabla 4.3.23. Inhibicion enzimatica de la subfamilia C.4.

amina

terciaria
C)
Br R

o .
anfina N i
terciaria 7\ [\\1
R M
Ho|l @
C4 N

R

-Cl

-OCH;

compuesto

Compuesto % Inhib. HsSChoKal
Clsq HsChoKal
Subfamilia C.4 10 uyM 50 uM
C.4.2 n.d n.d 0,41+0,01
c.4.3 16,5240,63 | 50,51+0,72 3,61+0,60
C4.4 52,15+1,84 | 85,76+1,84 1,17+0,01
n.d. dato no determinado
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4.3.4.4.

Ensayos de actividad antiproliferativa

A diferencia de los experimentos de afinidad y de actividad inhibitoria, los

requisitos que un buen inhibidor de la proteina debe cumplir para que ademds sea un

buen agente antiproliferativo es que su lipofilia sea suficiente para atravesar la

membrana celular y que sea selectivo de la diana terapéutica de interés para evitar

toxicidad.

Tabla 4.3.24 Lipofilia (logP) de los compuestos finales calculados con el software Pallas 3.8.

Compuesto Lipofilia Compuesto Lipofilia Compuesto Lipofilia
(annlogp2005) (annlogp2005) (annlogp2005)

FAMILIA C FAMILIA B FAMILIA A

Subfamilia C.1

C.1.1 -0.41 B.1 -0.61 Al -2.23

C.1.2 0.37

C.1.3 0.15

cl4 0.42

C.1.5 0.64

C.1.6 0.57

c1i.7 0.82

C.1.8 0.60

Subfamilia C.2 B.2 0.18 A2 -1.76

c21 0.42

C.2.2 0.97

C.2.3 0.62

c24 0.74

C.25 1.03

Subfamilia C.3 B.3 3.06 A3 1.46

C.3.1 3.11

C.3.2 2.66

C.3.3 3.67

C.34 3.45

C.35 3.78

C.3.6 3.64

C.3.7 4.48

C.3.8 4.21

C.3.9 5.11

C.3.10 4.48

Subfamilia C.4 B.4 3.23 A4 0.96

C4.1 3.41

c4.2 2.10

C43 441

c.4.4 4.73

Los inhibidores de la presente Tesis Doctoral, han sido disefiados para que actuando

sobre HSChoKal, puedan impedir la proliferacion celular de lineas tumorales. En

concreto, las distintas lineas celulares sobre las que se ha ensayado el efecto
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antiproliferativo de los compuestos finales de las familias A, B y C han sido HepG2,
A549, HT29, HCT116, MCF7, Mia Paca y Jurkat. Los motivos por los que se han
elegido varias lineas celulares y en concreto, las anteriores, son: a) presencia del
oncogén ras activo; b) diversidad de rutas de sefializacion que se encuentran activas en
cada una de ellas, y en consecuencia, diversidad de dianas (entre ellas las quinasas) que
puedan estar sobreexpresadas o hiperactivadas; c) diferente composicion de membranas
celulares en funcion del tipo celular, y por tanto, distinta penetracion de los compuestos

en funcion de su lipofilia.

- Resultados en HepG2

Los ensayos se iniciaron con HepG2 por motivos de accesibilidad (experimentos
llevados a cabo en Granada bajo la direccion de Diia. Carmen Marco) y también debido

a que es una de las lineas celulares mas resistentes frente a firmacos que existe.'*'*!

- Familia A

Los grupos constituyentes de la cabeza cationica aisladamente, parecen no tener la
suficiente lipofilia como para atravesar la membrana de las células HepG2, puesto que
no se manifiesta ningin efecto antiproliferativo (Tabla 4.3.25). Sin embargo, la
introduccion del grupo bencilo se traduce en un aporte de lipofilia que permite a los
compuestos de la familia A alcanzar el citoplasma. Como era de esperar, la actividad
antiproliferativa es mayor para los derivados quinolinicos. De este modo, se pasa de un
7 % de actividad antiproliferativa a 50 uM del compuesto A.1 a un 46 % en A.3, y de
un 23 % en A.2 aun 46 % en A.4, lo cual se debe a dos motivos. En primer lugar, la
mayor lipofilia que presentan con respecto a los derivados piridinicos les permite
alcanzar concentraciones mayores en el citoplasma y en segundo lugar, porque al unirse
con mas afinidad al sitio activo y ser mejores inhibidores que sus analogos, bloquean de
manera mas efectiva el funcionamiento de ChoK. No obstante, el efecto que se observa
a 50 uM no es lo suficientemente satisfactorio como para conseguir una ECsy de

reducido valor.
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Tabla 4.3.25. Actividad antiproliferativa de la familia A.

C%C%

©

Br
@
“\

@cﬁ

N_
/
A.l A2 A.3 A4
Inhibicién proliferacion
Compuesto ECso (uM)
HepG2 (%)
10uM SOuM - HepG2 | ysug | w29 | MCF7 | HCTI16 | MiaPaca | Jurkat
Al - 7,05+0,43 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
A2 - 23,21+3,80 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
A3 - 46,4242 .61 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
A4 37042278 | 46,175280 | nd o5 | 507300 | s25 | 23974055 | >25 | 23.604124
- FamiliaB

A pesar de que los compuestos B.1 y B.2 no muestran buenos valores de inhibicion

de la HsChoKal, se ha observado para ellos un cierto efecto antiproliferativo (Tabla

4.3.26). En consecuencia, dicha actividad seria atribuible a la inhibicién inespecifica de

otras enzimas implicadas en las rutas de muerte celular. Para los dos restantes

inhibidores (B.3 y B.4), se observa que la viabilidad celular disminuye con respecto a

sus analogos de la familia A debido a la mayor lipofilia que aporta el fenilo adicional

del espaciador, a la mejor afinidad por HSChoKal y a su mayor efecto inhibitorio de la

enzima. No obstante, al igual que para el caso de la familia A, los compuestos finales de

la familia B no son buenos agentes antiproliferativos frente a HepG2 puesto que son

tOXicos.
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Tabla 4.3.26. Actividad antiproliferativa de la familia B.
N
Q /
N_
/ .
B.1 B.2 B.3 B.4 Q

Compuesto | Inhibicion proliferacion

ECso uM)
HepG2 (%)
10pM S0uM HepG2 | xs49 | HT29 | MCF7 | HCT116 | Mia Paca | Jurkat
B.1 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
B.2 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
B.3 - 5435+ 1,23 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
B.4 - 50,34 +1.98 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
- FamiliaC

Como era de esperar por los resultados de afinidad e inhibicion de ChoK, asi como
por su mayor lipofilia, los compuestos de esta familia son agentes antiproliferativos mas
potentes que los de las familias anteriores (Tablas 4.3.27- 4.3.30). Por otra parte, se
observa una actividad antiproliferativa creciente conforme aumenta el tamafio de la
cabeza cationica, lo cual se asocia con afinidades, efectos inhibitorios y lipofilia en
aumento. En concreto, los compuestos mas potentes son los derivados quinolinicos
(subfamilias C.3y C.4).

En esta ocasion, la menor afinidad y capacidad inhibitoria por aminas voluminosas
se contrarresta con la mayor lipofilia, de modo que no puede asociarse una mayor
actividad antiproliferativa con los compuestos mas lipofilos, ni tampoco con los mas
afines a la proteina, ya que ambos pardmetros se complementan. Asi, los compuestos
mas afines o mas potentes como inhibidores (con aminas poco voluminosas, como la
dimetilamina) son los menos lipofilos y por tanto, los que presentan mas dificultades
para atravesar la membrana celular. Esto implica como resultado que no se observen
variaciones importantes de actividad antiproliferativa entre los compuestos de una

misma subfamilia.
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Por otro lado, los resultados muestran que la protonacion de la amina terciaria no
modifica la capacidad antiproliferativa de los compuestos, aunque a priori cabria
esperarse una disminucion de la misma por la existencia de una carga positiva mas
(Tablas 4.3.27- 4.3.30).

Por ultimo, aunque las mayores disminuciones de la viabilidad celular se consiguen
con los derivados quinolinicos, dicha reduccion se manifiesta con toxicidad en todos los
compuestos a excepcion de C.4.3 y C.4.4. Aunque los mecanismos por los que se
observa dicha necrosis no han sido estudiados, posiblemente sea la falta de selectividad
frente a HSChoKal la responsable de tal observacion. Tal y como puede observarse en
las Tablas 4.3.22 y4.3.23, los derivados quinolinicos son muy potentes como
inhibidores (Clsp < 5 uM) de modo que al acumularse en grandes cantidades en el
interior celular y no ser selectivos, podrian inhibir con potencia a otras dianas
sobreexpresadas o hiperactivadas que sean estructuralmente similares a la HSChoKal,
como otras quinasas involucradas en mecanismos de muerte celular. Al potenciarse el
efecto inhibitorio por sinergia en varias dianas, podria manifiestarse toxicidad.

En el caso de los compuestos C.4.3 y C.4.4, se consigue una buena actividad
antiproliferativa sin toxicidad frente a HepG2 porque ambos son buenos inhibidores de
HsChoKal, presentan lipofilia suficiente como para penetrar en el citoplasma y

probablemente ambos sean selectivos de nuestra diana.

Tabla 4.3.27. Actividad antiproliferativa de la subfamilia C.1.

amina

terciaria COMPUesto
S}
; @ N \ /
amina
terciaria 7 \ “"W

\va

c.1 /\012@ c14Q ClGQH c.18
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Inhibicién proliferacion
Compuesto ECso (uM)
HepG2 (%)

Subfamilia C.1 | 10 uM S0uM HepG2Z 1 4549 | HT29 | MCF7 | HCT116 | Mia Paca | Jurkat
C.l11 7,15+4,99 | 11,71£2,00 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.12 10,26+2,26 | 11,56+3,98 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.3 - - n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.l14 16,91+4,36 | 31,00+4,12 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.15 - - n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.16 - 24,25+5,20 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.7 - - 38,92+0,23 | nd n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.8 - 21.89+8.15 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
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Tabla 4.3.28. Actividad antiproliferativa de la subfamilia C.2.

amina

- compuesto
terciaria p
@ s [V, V.
O O ® Br P c2d N C.2.4
/ ~ 2.
anfina N N e
terciaria /
— / \ c22 N
Y . T
C.2 Q C.2.5
< 7 c.2.3
Inhibicién proliferacion
Compuesto ECso (uM)
HepG2 (%)

Subfamilia C.2 | 10 uM S0uM HepG2 1 As49 | HT29 | MCF7 | HCT116 | Mia Paca | Jurkat
c.21 22,23+0,86 | 42,08+5,69 | 64,68+1,50 nd n.d n.d n.d n.d n.d
C.2.2 44,24+6,01 | 49,94+2,08 | 47,78+9,40 nd n.d n.d n.d n.d n.d
Cc.23 28,37+£5,03 | 64,78+2,79 | 30,46+8,70 n.d n.d nd nd nd n.d
C24 13,44+1,50 | 43,64+£2,16 | 71,02+5,10 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.25 - 22,25+8,60 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
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Tabla 4.3.29. Actividad antiproliferativa de la subfamilia C.3.

amina

terciaria compuesto
wh s s ~,‘ltva
\ cai | © NS
BE i N o N Cc35 Q c.38
° T, -
/ N @ — v
tamlna /N A NZ, C.3.2 ™ H ll\l
erciaria L wlw @ N C.36 Q C.3.9
N \ /
N Cc3.3
c3 / @ /R - poo
W
H

Inhibicién proliferacion

Compuesto ECso (uM)
HepG2 (%)

SUbg.lg‘ oM 0uM HepG2 A549 HT29 MCF7 HCT116 | MiaPaca | Jurkat
C3.1 Toxico a SuM n.d 7,2+0,21 2,65+1,55 | 14,65+3,15 | 7,18+0,52 8,40+1,90 1,63+0,24
C32 15,5842,75 | 43,98+0,69 | 55,17+6,15 | n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.33 Toxico desde 1 pM nd n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.34 Toxico desde 1 uM n.d 12,11+1,72 | 0,87+£0,02 | 13,93+2,64 | 10,10<1,74 | 11,27+3,22 | 2,45+0,29
c35 5 uM téxico y no efecto nd n.d n.d nd nd n.d n.d

entre 50 nM-1puM
C.3.6 Toxico desde 1 uM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.3.7 Toéxico a SuM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.3.8 Toéxico a SuM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Toéxico a 5 uM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.3.9
C.3.10 Toéxico a 5 uM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
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Tabla 4.3.30 Actividad antiproliferativa de la subfamilia C.4.

amina R compuesto
terciaria
@ vvwvy
Br R | Cl ca43
@ N o
anfina N N\" ) ca1
terciaria 7\ N Cl
PN
— e W v
N Hol @ NoH lll C.4.4
c.4 Q NO  -OCH; Ca4.2 @ Q
Inhibicion
Compuesto proliferacion ECsy M)
HepG2 (%)
Subfamilia
c.4 10 uM S0uM 1 HepG2 A549 HT29 MCF7 HCT116 | Mia Paca Jurkat
C.4.2 Toxico a 25 uM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
+
CA43 | 3220+139 | muertas | 3892+023 |00\ 05 | 420238 | 16,5742.99 | 2345265 | 19.40£323 | 4.48 40,60
+
CAad4 1 51,69:4,06 | muertas | 14604383 | ¢ 15\ 67 | 1750060 | 8074182 | 12262224 | 7574175 | 3.35+0.63

- Resultados en A549, HT29, HCT116, MCF7, Mia Paca y Jurkat

Las rutas de sefalizacion que se encuentran activas durante un proceso cancerigeno
son distintas no sélo a lo largo del desarrollo tumoral'**, sino también entre individuos y
tipos celulares diferentes debido a la existencia de perfiles de mutacion genética (y en

. .. . 87 . . . , .
consecuencia, enzimaticos) diversos”'. Es precisamente en la diversidad genética entre
tipos cancerigenos en la que se fundamentan las técnicas mas recientes de diagnostico’™
143 o . A o

. Por eso, aunque a priori un farmaco concreto pueda resultar inactivo o tdxico para
un determinado tipo de cancer, puede ser efectivo para el tratamiento de esta

enfermedad cuando afecta a otros 6rganos.'*'*

Segun los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antiproliferativa frente a
HepG2, los mejores anticancerigenos son los compuestos C.4.3 y C.4.4. Los
compuestos de la subfamilia C.3 también son muy buenos inhibidores de HSChoKal,
pero presentan toxicidad frente a HepG2. Con el objetivo de testar los efectos en otras
lineas cancerigenas de C.4.4, C.4.3, asi como de dos representantes de la subfamilia C.3

con los mejores valores de inhibicion de HSChoKal (C.3.1 yC.3.4), se calcularon sus
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Clsp frente las lineas celulares A549 (pulmoén), HT29 (colon), HCT116 (colon), MCF7
(mama), Mia Paca (pancreas) y Jurkat (linfocitos).

Por otro lado, aunque los compuestos de las familias A, B, C.1y C.2 no fueron los
mejores en cuanto a actividad antiproliferativa frente a HepG2, se eligieron los
compuestos A.4, C.1.1, C.1.7, C.2.1y C.2.5 para llevar a cabo el mismo tipo de
experimentos. El motivo por el que se eligié el compuesto A.4 es que su actividad
antiproliferativa en HepG2 es junto con la del compuesto A.3 la mejor de la familia A y
parecida a la de los compuestos B.3 y B.4, de modo que asi se puede tener idea del
comportamiento de los derivados quinolinicos de ambas familias en otras lineas
celulares cancerigenas. Por su parte, los productos finales de las subfamilias C.1y C.2,
que no habian resultado suficientemente lipofilos frente a HepG2, se ensayaron para
estudiar si dicha falta de lipofilia constituia nuevamente una limitacion para demostrar

su efecto en el resto de lineas celulares.

Compuesto A.4

Este compuesto, que a priori no parecia ser demasiado interesante como agente
antiproliferativo frente a HepG2, mostr6 una actividad de 5 uM frente a la linea celular
HT-29 (Tabla 4.3.24). En esta linea celular, la falta de lipofilia demostrada frente a

HepG2 no parece limitar su efecto.

Compuestos C.1.1, C.1.7, C.2.CY.5
No demostraron efecto antiproliferativo en ninguna linea celular (méxima
concentracion probada: 25 uM, Tablas 4.3.27 y4.3.30). En consecuencia, su falta de

lipofilia también es una limitacion para la penetracion en el citoplasma de estas células.

Compuestos C.3.1y C.3.4

Ambos mostraban toxicidad frente a la linea celular HepG2. Sin embargo, son
buenos agentes antiproliferativos para algunas de las lineas celulares cancerigenas
anteriormente citadas y no muestran toxicidad (Tabla 4.3.29). En concreto, el
compuesto C.3.1 es muy activo en cinco de las seis lineas celulares con las que se ha
trabajado (A549, HT29, HCT116, Mia Paca y Jurkat), presentando un valor medio de
ECsy de 5,4 uM. Por su parte, el compuesto C.3.4 result6 muy activo en HT29 y en
Jurkat, donde presentd un valor medio de ECsy de 1,5 uM.

Compuestos C.4.4y C.4.3
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Curiosamente, al igual que el compuesto C.3.1,C.4.4resulto activo en cinco lineas
celulares (A549, HT29, MCF7, Mia Paca y Jurkat) con un valor medio de ECs igual al
del compuesto C.3.1, es decir, 5,4 uM. El compuesto C.4.3 por su parte, resultd activo
frente a las mismas lineas celulares que C.3.4, es decir, HT29 y Jurkat, pero en este

caso, su valor medio de ECsg resulto ser algo mayor e igual a 4,3 uM (Tabla 4.3.30).

En definitiva, para llegar a conseguir un buen efecto antiproliferativo, no soélo se
necesita inhibir de forma potente a la HSChoKal, sino que ademas, se debe dotar a los
compuestos de lipofilia suficiente como para que puedan atravesar la membrana celular,
y alcanzar el citoplasma, donse se encuentra su diana. No obstante, a pesar de que el
disefio vaya dirigido a conseguir ambos objetivos, la falta de selectividad de los
compuestos en determinadas lineas celulares (como HepG2), puede ser causa de
toxicidad.

En general, y a la vista de los resultados de fluorescencia, de inhibicién enzimatica
y de actividad antiproliferativa, aunque los grupos funcionales propuestos por el modelo
inicial de farmacoforo (carga positiva, tres anillos aromaticos y nitrégeno exociclico)
sean condicidon necesaria para la union del compuesto a la proteina (todos excepto el
fenilo del N-metilanilino), la actividad antiproliferativa se mejora a medida que se
incrementa la lipofilia. En consecuencia, la optimizacion del farmacoforo implica, tal y
como se apuntaba en los apartados anteriores, la introduccion de un fenilo adicional
tanto en el espaciador como en el anillo de piridina para dar lugar al sistema quinolinico
y de aminas de reducido volumen (protonadas o no).

En definitiva, la farmacomodulacion del farmacoforo puesta de manifiesto en las
familias B y C, ha permitido su optimizacion y por ese motivo, los resultados
finalmente obtenidos tanto a nivel de afinidades por HSChoKal, como actividad
inhibitoria y antiproliferativa para los derivados de la familia C, son mejores que para
los compuestos procedentes del cribado virtual. La sintesis quimica nos ha permitido
conocer qué grupos funcionales pueden utilizarse para optimizar el farmacoforo y en
consecuencia, también los compuestos del cribado virtual, tarea que sera abordada en

futuras etapas de la investigacion.
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4.3.5. Estudios de cristalografia
4.3.5.1. Las estructuras cristalinas demuestran que los compuestos se

unen al sitio de la colina.

La espectroscopia de fluorescencia sugiridé que los compuestos de las familias A, B
y C se unen a la HsChoKal a nivel del sitio de la colina (Tabla 4.3.17), al igual que los
ensayos de inhibicidn, puesto que todos los derivados producen una disminucion mas o
menos notable de los niveles de fosfocolina (Tablas 4.3.18-4.3.23). No obstante, se
llevaron a cabo estudios de cristalografia con al menos un representante de cada familia
(productos A.2, B.2, C.2.1,C.3.1 yC.3.2) para tener evidencias experimentales a este
respecto y para explicar el aumento gradual de afinidad y de potencia inhibitoria.

Las estructuras cristalinas de HSChoKal en complejo con cada uno de los
compuestos (Figura 4.3.19) se obtuvieron con una resolucion de entre 1,55-2,30 A
(Tabla 4.3.30) y una buena estadistica (R = 0,189-0,201, Ry = 0,214-0,257, Tabla
4.3.30) después de un proceso iterativo de construccion y refinado.

Todas las estructuras cristalinas son homodiméricas a excepcion de los complejos
HsChoKal1-C.2.1 y HSChoKal-C.3.1, que son monoméricos. Al igual que en el
complejo con el compuesto 5217714 procedente del cribado virtual, se observa que cada
monoémero estd constituido por un dominio pequeiio N-terminal y un dominio C-
terminal mas grande. Mientras que el sitio de union del ATP esta localizado en una
hendidura formada por los residuos de ambos dominios N- y C-terminal, el sitio de la
colina se encuentra en un bolsillo profundo e hidrofébico del dominio C-terminal.
Sorprendentemente, se observo la presencia de dos moléculas del compuesto B.2 en el
sitio de la colina (Figura 4.3.20). Como en el resto de las estructuras solo se observa
una molécula de compuesto (Figura 4.3.20), a ChoK posiblemente le resulte mas
favorable desde el punto de vista energético el posicionamiento de sus ligandos en este
sitio comun, y solo en ocasiones, obtiene energia suficiente para introducir los ligandos

en el segundo sitio.
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a)

Figura 4.3.19.Cristales de HSChoKal finalmente seleccionados para los compuestos: a) A.2, b)
B.2,cC.2.1,d)C.3.1ye) C.3.2.
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Tabla 4.3.31.Parametros caracterisiticos de las estructuras cristalinas de rayos X y estadisticas del

proceso de refinamiento. Los valores entre paréntesis estan referidos a la celdilla de mayor resolucion.

Las estadisticas del Ramachandran plot fueron determinadas con PROCHECK.

HsCKal-A.2 HsCKal-B.2 | HsCKal-C.2.1 | HsCKal-C.3.1 | HsCk-C.3.2
Grupo espacial P2,2:2, P4;2,2 P2,2:2, P2,2,2, P4;2,2
Longitud de onda (A) 0.97 0.92 0.92 1.05 0.97
Resolucion (A 20-2.15 61-1.80 54.97-1.55 20-2.30 20-2.00
esolucion (A) (2.27-2.15) (1.90-1.80) (1.63-1.55) (2.42-2.30) (2.11-2.00)
. . a=55.67 a=61.37 a=61.24 a=5571 a=61.93
Dimensiones de la celda
A) b=118.77 b=61.37 b=61.26 b=120.03 b=61.93
( c= 131.00 c= 221.07 c= 219.88 c= 13130 c= 22143
Reflexiones 48047 40416 120961 39920 30254
Completeness 99.9 (100) 99.9 (99.9) 99.9 (99.9) 99.8 (100) 99.9 (100)
Rym 0.092 (0.715) 0.1 (0.653) 0.04 (0.533) 0.07 (0.691) 0.102 (0.717)
1/s(1) 16.7 (3.1) 12.6 (2.8) 20.4 (3.1) 18.1 (3.5) 16.0 (4.0)
Redundancia 8.2(8.2) 8.5(8.7) 5.9 (6.0) 9.8 (10.3) 15.5 (15.8)
Ruork / Reree 0.190/0.226 0.189/0.230 0.195/0.214 0.195/0.230 0.201/0.257
RMSD geometria ideal, 0.009 0.011 0.008 0.012 0.008
enlaces (A)
RMSD geometria ideal, 1.306 1.385 1.263 1.441 1242
angulos (°)
<B> proteina (A?) 38.91 22.06 2533 58.85 35.99
<B> ligando (A% 81.29 29.95 38.16 76.72 68.80
<B> disolvente (A% 44.43 37.07 37.15 54.93 41.70
<B> Etilenglicol (A%) 62.64 38.31 39.87 65.30 51.00
Ramachandran plot:
Mas favorecidos (%) 97.01 97.59 97.17 97.79 96.92
Permitidos (%) 2.54 1.81 2.38 1.77 2.77
0.45 0.60 0.45 0.44 031

Prohibidos (%)
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B.2 molécula 1

B.2 molécula 2

W420

Figura 4.3.20 a) Estructura cristalina del complejo HsChoKal/A.2. b) HsChoKal/B.2. c)
HsChoKal1/C.2.1. d)HsChoKal1/C.3.1. e)HsChoKal/C.3.2 f) Superposicion de los cinco ligandos.
Los residuos hidrofébicos con los que se forman interacciones n-n paralelas aparecen en verde, mientras
que aquellos con los que existen interacciones m-catidn se muestran en rojo. El resto de residuos que

conforman el bolsillo hidrofobico se han sefialado en blanco.

- Familia A

De los cuatro compuestos incluidos en esta familia, s6lo se ha cristalizado el
compuesto A.2 (que a su vez es muy similar al A.1). El compuesto A.3 era insoluble a
la concentracion que debe usarse en el experimento. Por su parte, el compuesto A.4 a
diferencia del A.3, no era insoluble a las concentraciones deseadas, pero en todos los
cristales obtenidos, no se recogio su mapa de densidad.

Los compuestos pertenecientes a la familia A eran los que mostraban una afinidad y
una actividad inhibitoria més débil en comparacion con el resto de familias.

Segun las evidencias aportadas por el cristal del complejo HSChoKal/A.2, la falta

de afinidad puede deberse a la formacion de débiles interacciones con los residuos del
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sitio de la colina. De este modo, sélo se observan dos interacciones - no paralelas con

Tyr354 y Phe345 (Figura 4.3.20.a). El resto de aminoacidos que conforman el sitio
hidrofébico donde A.2 se inserta, no contribuyen a la estabilizacion del ligando. Dichos

aminoacidos son Tyr440, Trp420, Trp423 y Tyr437.

La poca potencia inhibitoria podria estar debida ademas, a la cercania del
compuesto con el Asp306. Este aminoacido, que ha sido propuesto como base catalitica,
ataca nucleofilicamente al fosfato y del ATP y se fosforila. En consecuencia, se forma
un intermedio de reaccion que entra en conflicto estérico con el compuesto A.2. Dicho
ligando, que no establece interacciones fuertes con los residuos del sitio activo, podria
ser desplazado con facilidad del bolsillo hidrofébico. Por tanto, entraria la colina y la
reaccion se terminaria de catalizar.

Un modo de interaccion similar debe de existir para el compuesto A.1, puesto que
muestra valores de afinidad e inhibiciéon muy parecidos al A.2. Sin embargo, el anillo
quinolinico de los compuestos A.3 y A.4, asi como el fenilo del grupo N-metilanilino
presente en A.3 conducirian a un perfil de interaccion diverso en el que los sistemas
aromaticos participarian en la formacion de enlaces adicionales. Como resultado, la
afinidad por la ChoK seria mayor. No obstante, de acuerdo a la escasa inhibicion a la
que también ellos dan lugar, tales interacciones adicionales parecen no ser suficientes
para mantenerlos unidos de forma estable al sitio activo, por lo que la fosforilacion del

Asp306 también podria ser causa de su expulsion del bolsillo de la colina.

- FamiliaB

La estructura cristalina que se obtuvo para los compuestos de la familia B, fue la
formada por el complejo HSChoKal/B.2, puesto que el compuesto B.1 ya habia sido
cristalizado en trabajos recientemente publicados™ y la insolubilidad de los compuestos
B.3 y B.4 a grandes concentraciones, impidieron su cristalizacion. En consecuencia,
también se abordaron estudios de docking para explicar el modo de union del
compuesto B.3, que a su vez, podria ser parecido al del compuesto B.4 dada la similitud
estructural entre ambos.

Segin los valores de Ky que se obtuvieron para ellos, la afinidad mejoraba
considerablemente con respecto a los derivados de la familia A, siendo esta mejora

especialmente acusada para el caso de los derivados piridinicos.
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En el cristal del compuesto B.2 (Figura 4.3.20.0 no sdlo se observan dos
moléculas en el sitio de la colina, sino también interacciones m-m paralelas con los
residuos Tyr354 (molécula 1) y Tyr333 (molécula 2). Ademads, la union de la molécula
1 se refuerza con interacciones m-m no paralelas con los residuos Phe435 y Tyr440. Los
residuos Trp420, Trp423 y Tyr437 también forman parte del bolsillo hidrofobico donde
ambas moléculas quedan insertadas. A la vista de estas interacciones puede afirmarse
que la unidén de los compuestos de la familia B estd mas reforzada que en el caso de los
compuestos de la familia A, gracias al fenilo adicional del espaciador. El resultado por
tanto, es una mejora de la afinidad frente a HSChoKal que especialmente notable en el
caso de los derivados piridinicos y que deberia de conducir a un aumento de la potencia
como inhibidores.

Estudios de cristalografia llevados a cabo previamente con el compuesto B.1 y otros
derivados con dimetilaminopiridina como cabeza catidonica (consultar Protein Data
Bank, PDB IDs: 4BR3 y 4CGA), han puesto de manifiesto que aunque sélo existe una
molécula unida al sitio de la colina, ésta se presenta interacciones paralelas de tipo m-n
con los residuos Tyr354, Phe435 y Trp420 (Figura 4.3.21). Esto explicaria la mejor
afinidad del compuesto B.1 con respecto a su equivalente A.1. Por otro lado, la
comparacion de la conformacion adoptada por los residuos que conforman el bolsillo
hidrofébico donde ambos compuestos se insertan, ponen de manifiesto la notable
rotacion que experimentan los residuos Trp420 y Tyr333 para albergar la segunda
molécula del compuesto B.2. Tanto es asi que puede postularse que dicho cambio
conformacional necesitaria de un aporte energético extra que seria motivo suficiente
para pensar que HSChoKal introduce primero en el sitio de la colina a la molécula 1
(con una disposicion ordinaria donde establece interacciones m-m paralelas con la
Tyr354), y luego, a la molécula 2 (en la nueva cavidad que Trp420 y Tyr333 abren).

No obstante, los ensayos de inhibicion ponen de manifiesto que tanto B.1 como B.2
no son capaces de interrumpir la sintesis de fosfocolina, por lo que las interacciones
previamente descritas parecen no ser suficientes para impedir que la enzima los expulse

del sitio activo.
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(8.1)

d)

Figura 4.3.21.Interacciones del compuesto B.1y analogos con los residuos del sitio de la colina. a)
Superposicion del compuesto B.1 (PDB ID: 4CG9) y sus derivados de los cristales de codigo PDB:
4CGA y 4BR3. b) Residuos del sitio activo con los que forman interacciones n-m paralelas. C)
Superposicion de B.1y derivados con B.2 y el compuesto BR-33. d) Cambios conformacionales de los
residuos del sitio activo (Trp420 y Tyr 333) frente a los derivados de dimetilaminopiridina (DMAP) y
pirrolidinopiridina (PPIR).

En base a estudios de docking realizados con el derivado quinolinico B.3 (Figura
4.3.22), y segun los valores de Ky observados, su union al sitio de la colina podria darse
de dos modos distintos. En la primera pose, la cabeza cationica aparece insertada de
modo profundo en el bolsillo de la colina, mientras que en el segundo modo de unidn,
¢ésta se expone hacia el disolvente. No obstante, en ambos casos, se observa que su
reconocimiento molecular estard reforzado por interacciones extra de tipo m-cation, n-nt
paralelas y no paralelas a través del fenilo adicional del espaciador, del grupo quinolinio
y del N-metilanilino. Esto podria explicar su mejor afinidad con respecto a los
compuestos B.1 y B.2, asi como a sus analogos A.3 y A.4. En concreto, los residuos
involucrados en la interaccion m-cation son la Tyr440 en la primera pose, y el Trp420,
en la segunda. Por otro lado, las interacciones m-m paralelas de la primera pose se

establecerian con los residuos Phe435 y Trp420, mientras que en la segunda pose,
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intervendria unicamente la Tyr354. Por ultimo, las interacciones m-m no paralelas se
formarian con los residuos Phe435, Tyr354 y Trp423 en la primera pose, mientras que

en la segunda parecen intervenir los residuos Trp420, Phe435, Tyrd440 y Trp428.

Parallel displacedgsss.ppet “

F-435 Phel’ Y440

Edge-to-facey,3.phequin

Y354 M-cationy,go.n+

T-shapedysss phet T-shaped\yazs pheci
Parallel\yazo-phen-
W420 w423

Phel

Parallelgsss phet

Parallel displacedgss_pnequin
Y440-phequin
\

w423

raao, A v/
N P -

Y354

Figura 4.3.22.Primera y segunda pose adoptada por el compuesto B.3 en los estudios de docking

realizados. Todas las interacciones que se establecen aparecen indicadas en las figuras.

- Familia C

Los experimentos de fluorescencia y de actividad inhibitoria indican que los
compuestos de la familia C con aminas de reducido volumen (protonadas o no) son los
mas afines a la proteina y los mas potentes como inhibidores. Ademas, sugieren que los
derivados quinolinicos con aminas pequefias son mas afines a la proteina que sus
equivalentes piridinicos.

Estudiando las estructuras cristalinas de los compuestos C.2.1, C.3.1y C.3.2 se
observa que en el cristal del compuesto C.2.1hay falta de densidad electronica para el
fragmento de pirrolidinopiridina. Esto podria deberse a que dicho fragmento sale del
bolsillo hidrofobico, no interacciona con ningun residuo y en consecuencia, presenta

una gran movilidad que dificulta la difraccion de los rayos X.
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A nivel de interacciones, existen grandes similitudes entre los compuestos de ambas
subfamilias y también ciertas diferencias con respecto a sus analogos de la familia B
(Figuras 4.3.20.¢ 4.3.20.dy 4.3.20.¢. En concreto, los compuestos de la familia C
sustituyen las interacciones m-m no paralelas observadas en la familia B por otra
interaccion paralela de este tipo, y ademas, los compuestos C.2.1 yC.3.2 muestran una
interaccion m-cation que no aparece en las otras familias debido a la carencia de aminas
protonadas. Los residuos involucrados en las interacciones n-nt paralelas son la Tyr354 y
la Phe435 en el caso del compuesto C.3.2 y so6lo la Tyr354 en el compuesto C.3.1
(Figuras 4.3.20.¢4.3.20.dy 4.3.20.¢, mientras que la interaccion m-cation se forma
entre la carga positiva de la amina cuaternaria y el Trp420. El resto de aminoécidos que
forman el bolsillo donde se introducen los compuestos de la familia C son el Trp423, la
Tyr437 y la Tyr440.

Por otro lado, se evidencia que ChoK selecciona el grupo funcional de tamafo
menor para alojarlo en el bolsillo hidrofébico, mientras que dirige hacia fuera del sitio
activo el grupo mas voluminoso. En el caso de los compuestos C.2.1,C.3.1 yC.3.2,
elige la dimetil o dietilamina y expulsa hacia el disolvente las cabezas cationicas
piridinicas y quinolinicas. De este modo, la enzima evita conflictos estéricos y estabiliza
el espaciador bifenilico mediante interacciones de tipo m-m con algunos residuos del
sitio activo, como la Tyr354.

Por ultimo, merece la pena destacar que los derivados quinolinicos desordenan el
l6bulo del dominio N-terminal constituido por los residuos Argl17-Serl21, puesto que
no aparece en la estructura cristalina. Este hecho unicamente se ha observado para los
compuestos C.3.1 y C.3.2, por lo que parece ser exclusivo de cabezas quinolinicas y
puede que sea causa de un factor entropico (AS) mayor que en definitiva, conduzca a
una mayor estabilidad (menor AG de Gibbs) del complejo proteina/ligando.

En la Tabla 4.3.32 se muestran resumidamente las interacciones que los miembros

de cada familia establecen con los residuos del sitio de la colina.
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Tabla 4.3.32.Perfil de interaccion de los miembros de cada familia.

B.ly

c.2.1,C3.1,C3.2 . B.2 A.2
derivados
Paralelas Y354, F435 (no en W420, F435, Y354 (molécula 1), i
C.3.1) Y354 Y333 (molécula 2)
n F435 (molécula 1,
No paralelas - w423 Phe’, Y440 (molécula Y354, F345
1, Phe")
w420,
Bolsillo hidrofobico | W423, Y437, Y440 | Y230 Y87 | \wano, w423, Y437 | W423, Y437,
Y440 Y440

Aspectos relevantes

Elevado AS para el
loop R117-S121/
W420 (n-cation)

Y354 contribuye a estabilizar a todos los ligandos con independencia de |z
naturaleza quimica del espaciador y de la cabeza catidnica

|

4.3.5.2.

Comparativa de los cristales de las familias A, By C -entre si y

con otros previamente publicados- en funcion de la naturaleza

de la cabeza cationica de los compuestos.

- Compuestos biscationicos con dimetil o dietilamina y quinolina

La superposicion de los compuestos C.2.1 y C.3.1 revela que el grupo

dimetilamino-bifenilo presenta el mismo posicionamiento en ambos casos. Ambas

poses estan estabilizadas mediante interacciones n-n paralelas con los residuos Phe435 y

Tyr354 en el caso del compuesto C.2.1, que rota su grupo fenilo directamente unido al

dimetilamino protonado (Figura 4.3.23). Ademas, se observa una interaccionm-cation

con el nitrogeno del grupo dimetilamino de ambos compuestos y el Trp420.
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Figura 4.3.23.Estructura cristalina de los compuestos C.2.1, C.3.1y superposicion de ambos. a)
Compuesto C.2.1 b) Compuesto C.3.1 d) Superposicion de las estructuras cristalinas de C.2.1y C.3.1

Por su parte, el compuesto C.3.2 es también un derivado quinolinico que presenta
una dietilamina en el extremo opuesto a la quinolina. Tal como ocurre con el compuesto
C.3.1, la quinolina se dirige hacia el exterior del sitio de la colina. Sin embargo, C.3.2
rota 180° su cabeza catidonica quinolinica con respecto a C.3.1 y adopta la misma

conformacion del anillo bifenilico que la del compuesto C.2.1 (Figura 4.3.24).
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b) sitio de union del ATP
C =
P B

rotacion de la cabeza catidnica

o A

/ 1
Y440 T
Wwaz20

Figura 4.3.24.Superposicion de las estructuras cristalinas de los compuestos C.2.1, C.3.1, C.3.%
compuesto 1. a)Superposicion de las poses adoptadas por los compuestos C.2.1, C.3.1, C.3.2y el
compuesto len el complejo cristalino. b) Otra perspectiva de la superposicion donde se muestra la
ocupacion del sitio del ATP por el compuesto 1 c) Residuos del sitio activo involucrados en el
reconocimiento de los cuatro ligandos. d) Phe435 como residuo comun con el que se establecen

interacciones - paralelas.

Estudios de dindmica molecular (MD) llevados a cabo en el grupo del profesor D.
Antonio Macchiarulo por el doctor Roberto Nuti en el Departamento de Ciencias
Farmacéuticas de la Universidad de Perugia (Italia) han demostrado que tanto la
quinolina como el bifenilo del compuesto C.3.1 son capaces de rotar y adoptar la misma
orientacion que en el compuesto C.3.2 (Figura 4.3.25). En conclusion,C.3.1 también
es capaz de establecer dos interacciones m-m paralelas con los residuos Tyr354 y
Phe435.
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Ligand 1 - Chain A Ligand 2 - Chain B

Ligand Superposition

Figura 4.3.25.Cambio de orientacion de los grupos quinolinio y bifenilo al final de los 100 ns de
MD.

Ademas, la MD pone de manifiesto que el compuesto C.3.1 forma un puente de
hidrégeno con una molécula de agua presente en el sitio activo (Figura 4.3.2€), por lo
que dicha interaccion contribuye todavia mas a la estabilizacion del ligando y a
aumentar su afinidad por el sitio activo. Por otro lado, de todos los puentes de hidrogeno
previamente sefialados, los de mayor ocupancia (los mas duraderos en el tiempo, y por
tanto, los mas estables) segiin la MD son los establecidos con los residuos Phe435 y

Tyr354.

Phe435

Exposed To
Solvent

Figura 4.3.26.Imagen del compuesto C.3.1 en el sitio de la colina rodeado por los residuos y el

agua con los que establece interacciones.
Este hecho, junto con la carencia del lobulo formado por los residuos Argl17-

Ser121 en los cristales de C.3.1y C.3.2(Figura 4.3.27), pueden ser los responsables de
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la mejor Ky que muestran los derivados de quinolina en comparacion con el compuesto
C.2.1 y el resto de compuestos sintetizados en la presente Tesis Doctoral. La carencia
del 16bulo sugiere una importante movilidad o desorden que podria ser causa de un
factor entropico mayor en la energia libre de Gibbs y en consecuencia, de una mejor

afinidad de los ligandos por la proteina.

R117-5121

Figura 4.3.27. Residuos R117-S121que no se han resuelto en la estructura cristalina de los
complejos HsSChoKa1/C.3.1 yHsChoKal/C.3.2.a) Cristales de ambos compuestos superpuestos con

flecha indicando el sitio donde falta el 16bulo. b) Lobulo que deberia de aparecer.

Aunque en el compuesto 1 (PDB ID: 3ZM9)* nos encontramos una
dimetilaminopiridina (DMAP) (Figura 4.3.24), ¢l modo en el que este ligando se
inserta en el sitio de la colina es el mismo que el del resto de ligandos de las subfamilias
C.2 y C.3. Larazdn de este posicionamiento es la longitud del espaciador, de modo que
se necesitarian dos carbonos mas para que el compuesto 1 se posicionara igual que el
resto de derivados de DMAP. Sin embargo, a pesar del corto espaciador, ChoK orienta

el fragmento de piridina hacia la Tyr354 para establecer interacciones m-n (Figura
4.3.24).

- Derivados de pirrolidinopiridina

En este grupo de compuestos, se pueden diferenciar dos tipos de ligandos, el A.2 y
el B.2, los cuales vistos en conjunto se introducen en el sitio de la colina de igual forma

que el compuesto 14 BR33)" (Figura 4.3.25).
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B.2 molécula 1 3

b) c)

Y354

Figura 4.3.25. a)Superposicion de las estructuras cristalinas de los compuestos A.2, B.2 y BR33. b)
Algunos de los residuos con los que se forman interacciones n-m. C) Superposicion de los grupos piridinio
de las dos moléculas del compuesto B.2 con el grupo piridina del compuesto BR33y proximidad con el
piridinio de A.2. d) Rotacion hacia atras de la Tyr333 para acomodar a la molécula 2 del compuesto B.2y

al grupo N-metilanilino del BR33.

Como puede observarse, los residuos que estan involucrados en el reconocimiento
de los tres ligandos no son los mismos. En este sentido, es notable la interaccion m-n
paralela que forma la molécula 2 del compuesto B.2 con la Tyr333. Este residuo, se
desplaza hacia atrds para acomodar de la forma mas estable posible a dicha molécula
(Figura 4.3.25.09. En el caso de A.2, no establece interacciones m-m paralelas con
ningiin aminodcido, tal y como se indicd previamente. Por su parte, el compuesto 14
forma tres interacciones m-m, de las cuales 2 son paralelas con los residuos Tyr354 y
Tyr333. El aminoacido Trp420 es el responsable de la tercera interaccion (Figura
4.3.25.D. Curiosamente, la molécula 1 del compuesto B.2 superpone su grupo fenilo
unido directamente a la cabeza catidénica con el fenilo del compuesto 14. Esta
disposicion le permite establecer interacciones n-n paralelas con la Tyr354. La molécula
1 de B.2 forma interacciones m- m no paralelas con Phe435 y con Tyr440,
respectivamente. Si se comparan las poses de las moléculas 1 y 2 del ligando B.2, se
observa que sus grupos bifenilo se disponen paralelamente en cruz (Figura 4.3.26), de

forma que se favorece la formacion de interacciones n-n no paralelas entre ambas.
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Figura 4.3.26.Disposicion en cruz de las dos moléculas del compuesto B.2.

En conclusion, cada uno de estos perfiles de interaccion es responsable de un valor
de K4 mayor que el de los derivados quinolinicos y el del compuesto C.2.1. A la vista
de lo previamente expuesto, dicha observacion puede responder a la formacion de

menos interacciones n-m paralelas.

- Derivados de dimetilaminopiridina

La disposicion tipica de los derivados de dimetilaminopiridina (DMAP) en el sitio
de la colina implica la formacion de tres interacciones m-m paralelas con los residuos
Trp420, Tyr354 y Phe435 (Figura 4.3.21). Todas ellas son la causa de la mayor
afinidad que en general, los derivados de DMAP muestran con respecto a los de
pirrolidinopiridina (PPIR). También puede apreciarse una interaccion m-m no pararelas
entre el aminoacido Trp423 y el anillo de piridina del compuesto B.1. El fragmento de
DMAP esta superpuesto en todos los casos, sin embargo, el resto de la molécula se
dispone de forma distinta en funcion del espaciador (Figura 4.3.2J). Esto confirma una
vez mas que la parte de la molécula realmente importante para interaccionar con la
proteina es el farmacoforo que ha sido propuesto previamente.

Si se compara la orientacion de los residuos involucrados en la interaccion de los
derivados de DMAP y PPIR, es apreciable el giro que experimentan los residuos

Trp420 y Try333 para facilitar la union de los derivados de PPIR (Figura 4.3.21.0.
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4.4. Parte 4: Estudio computacional comparativo de los sitios
activos de HsChoKal, PfChoK, PkChoK y CpChoK.

Después del disenio de nuevos inhibidores de HSChoKal, se realizé el estudio
computacional de otras proteinas que guardaran un alto grado de conservacion con la
misma. El objetivo era encontrar proteinas homologas donde estudiar el efecto de
algunos de los inhibidores de HsSChoKal previamente disefiados. De esta forma, en caso
de demostrarse inhibicién de las proteinas homologas, se abriria un nuevo campo de
accion para los inhibidores de HSChoKal y por tanto, también podrian tener aplicacion
para el tratamiento de otras enfermedades distintas al cancer.

Tal y como se especifica en la seccion 5.1.1 de la Parte Experimental, este estudio
se llevo a cabo realizando inicialmente un andlisis computacional donde se buscaron
proteinas homodlogas de HsSChoKal. A continuacién, se clonaron, expresaron y
purificaron dichas proteinas (PfChoK: colina quinasa de Plasmodium falciparumy
CpChoK: colina quinasa de Cryptosporidium parvum junto a HSChoKal para
determinar la afinidad de dos posibles inhibidores mediante espectroscopia de
fluorescencia de triptofanos (Figura 4.4.1). La sintesis y caracterizacion de ambos se
describe en el apartado 5.2 de la Parte Experimental (compuestos B.1 y C.4.4).

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de inhibicion de las tres proteinas con ambos

inhibidores.
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Figura 4.4.1.Esquema del proceso comparativo de las ChoK homologas.
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4.4.1. EIl sitio activo de Cryptosporidium parvum y Plasmodium ChoKs
estd muy conservado con elde HsChoKal.

Inicialmente, para llevar a cabo el presente estudio se eligieron diez ChoKs de
diferentes patdogenos eucariotas y procariotas para incluir la maxima variabilidad posible
entre estas enzimas a nivel de su secuencia de aminoacidos. Un alineamiento multiple
de la secuencia proteica de estas ChoKs frente a HSChoKal, mostré que la identidad
global es variable, oscilando entre el 23 y el 43 % dependiendo del organismo (Tabla
4.4.1). Comparando los sitios activos, en general la identidad de las secuencias de las
ChoKs aumenta, sugiriendo una mayor conservacion a este nivel que globalmente.
Concretamente, la conservacion de PfChoK, PkChoK y CpChoK con la ChoK humana
a nivel de los sitios de uniéon del ADP y de la PCho es la mas pronunciada, alcanzando
una identidad entre el 69 y el 80 % (Tabla 4.4.1 yFigura 4.4.1.a). Esta observacion fue
posteriormente evidenciada con un analisis de conservacion estructural donde se
superpusieron las estructuras tridimensionales de las tres homdlogas (Figura 4.4.1.b).
Dicho analisis muestra un gran numero de residuos idénticos que interaccionan con el

ADP y la PCho (Figura 4.4.1.9.

Tabla 4.4.1.1dentidades entre las ChoKs de diferentes patogenos con HSChoKal. Las secuencias fueron
alineadas con el software Jalview y el porcentaje de identidad se determiné a nivel global para la proteina
y para el sitio activo. Para seleccionar los residuos constituyentes de los sitios activos, se usé como
referencia la estructura de la ChoKal humana en complejo con el ADP y la PCho (PDB ID: 2CKQ) y se
tomo6 un radio de 5 A alrededor de los ligandos. Las ChoKs que muestran una secuencia de mayor

identidad con la HSChoKal estan sefialadas en negrita.

Especie Idi?g}?d global con Identidad del sitio activo con
oKal (%) HsChoKa1l (%)
Clostridium botulinum 43 40
Streptococcus pneumonias 31 43
Toxoplasma gondii 30 44
Cryptosporidium parvum 30 80
Plasmodium falciparum 29 69
Plasmodium knowlesi 29 69
Legionella pneumophila 29 29
Theileria orientalis 26 26
Mycoplasma pneumonia 25 22
Trypanosoma cruzi 23 48
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Figura 4.4.1. Comparacion estructural entre las ChoKs de Plasmodiumy Cryptosporidiumcon la
HsChoKal. a) Alineamiento miltiple de las secuencias de HSChoKal, PfChoK, PkChoK y CpChoK.
Los residuos localizados en los sitios de union del ATP y de la colina se muestran subrayados con una
linea negra fina y gruesa, respectivamente. Los triangulos hacen referencia a residuos conservados que
interaccionan a través de puentes de hidrégeno o interacciones hidrofobicas con el ADP y la PCho. Los
elementos de la estructura secundaria deducidos de la HsChoKal (PDB ID: 3G15) estan representados
como lineas onduladas para las hélices 3o, y como cilindros y flechas para las a-hélices y las laminas J,
respectivamente. b) Representacion de la superficie de HSChoKal coloreada segin la conservacion de su
secuencia con PfChoK, PkChoK y CpChoK (negro (100% identidad), gris (<50% identidad)). ¢) Sitio
activo de HsChoKal (PDB ID: 3G15 en complejo con ADP y PCho que muestra los residuos
conservados interaccionando a través de fuerzas hidrofobicas y puentes de hidrogeno con el ADP y la
PCho. Ambos productos estan representados como barras con los atomos de carbono en blanco. Sélo se

muestran los residuos idénticos entre las diferentes ChoKs.
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4.4.2. La MD muestra que en el reconocimiento de los ligandos
intervienen interacciones conservadas/no conservadas entre las especies

El reconocimiento de ligandos es un proceso complejo y dinamico que implica la
reorganizacion conformacional de los grupos funcionales implicados en la union de
acuerdo a su energia.'® Como consecuencia, los residuos no conservados que se
localizan tanto fuera como dentro del sitio de activo de las ChoKs pueden favorecer
conformaciones especificas del enzima, determinando diferencias tipicas de cada
especie durante el reconocimiento de los ligandos. Para investigar el proceso de
reconocimiento en las ChoKs, 10 ns de simulaciones de dindmica molecular (MD) se
llevaron a cabo en HsChoKal, PfChoK, PkChoK y CpChoK en complejo con ADP y
PCho. Las trayectorias resultantes se analizaron para evaluar la diversidad
conformacional de las cuatro enzimas. En concreto, se realizé el calculo del “root mean
square deviation” (RMSD)'* de los 4tomos del esqueleto carbonado y de los ligandos y
la estabilidad de las interacciones ligando/enzima durante los 10 ns de simulaciones de
MD.

La media de los valores de RMSD de la PCho estan comprendidos entre 0,576 A
(PkChoK) y 0,956 A (PfChoK), y entre 0,569 A (CpChoK) y 0,967 A (HsChoKal)
para el ADP (Figura 4.4.2), indicando que no se producen cambios conformacionales
significativos. Sin embargo, en el caso de los atomos del esqueleto carbonado, se
observan fluctuaciones mas importantes en todos los casos y en especial para la
HsChoKoa 1, que muestra los mayores movimientos (1,591 + 0,289 A). Como resultado,
puede afirmarse que en el sitio activo de las ChoKs tienen lugar cambios

conformacionales atribuibles a los residuos no conservados entre las diferentes enzimas.

-|- WEackhone
I J mPcho
{ I ADP

PikChoK PfChok CpChoK HsChoKal

Figura 4.4.2.Histograma de barras de la media de los valores de RMSD y desviaciones estandar para los

atomos del esqueleto carbonado y de los ligandos en PkChoK, PfChoK, CpChoK y en HsChoKa1l.
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A continuacién, se planteé la pregunta sobre si los diferentes movimientos
conformacionales de las ChoKs podrian dar lugar a diversos tipos de interacciones
ligando/diana en los sitios de union del ADP y de la PCho. La respuesta a esta pregunta
se encontrd6 mediante un calculo de ocupancia de los puentes de hidrogeno durante la
trayectoria de cada una de las cuatro MD (Tabla 4.4.2). La inspeccion de laTabla
4.4.2 revela la presencia de interacciones por puentes de hidrégeno conservados y no
conservados entre los residuos del sitio activo y los ligandos (Figura 4.4.3).

Dentro de las interacciones conservadas entre especies se incluyen los puentes de
hidrogeno estables entre la Argl46 (numeracion de HSChoKal) y el grupo fosfato del
ADP, y entre la GIn207 (numeraciéon de HSChoKal) y el resto de adenina del sustrato,
si bien esta ultima interaccion muestra una menor ocupancia en la enzima humana
(36.67%). Esto es debido a que la GIn207 reemplaza a un residuo de acido glutdmico
presente en las otras ChoKs de los patdgenos, resultando en una menor ocupancia del
puente de hidrogeno en la HSChoKal debido a la pérdida de la contribucién
electrostatica proporcionada por la carga negativa de la cadena lateral carboxilica. Otra
interaccion conservada entre las especies que también muestra una notable ocupancia es
la que se forma entre el Asp306 y el proton acido del grupo fosfato de la PCho, la cual
es la unica interaccion por puente de hidrogeno conservada en la que participa este
ligando. Ademés de las interacciones previamente mencionadas, existe una zona
altamente conservada de potencial electrostatico compuesta por las cadenas laterales de
los residuos Glu349, Tyr440, Phe435, Trp420 y Trp423 (numeracion de HsChoKal)
que proporciona fuertes interacciones electrostaticas con la amina cuaternaria cargada
positivamente de la PCho (Figura 4.4.3).

A pesar de que solo unas cuantas interacciones no conservadas contribuyen a una
distinta estabilizacion de la PCho en las ChoKs, son varias las interacciones de este tipo
que participan en la estabilizacion del ADP de un modo especifico en cada especie. En
particular, HsChoKa1, PfChoK y PkChoK aprovechan la cadena lateral del residuo
conservado GIn308 (numeracion HSChoKal) estableciendo un puente de hidrogeno
especifico con el grupo fosfato de la PCho aunque esta interaccion es practicamente
inexistente en CpChoK (ocupancia < 1 %). Sin embargo, CpChoK compensa la
ausencia de dicha interaccion estableciendo un puente de hidrogeno muy estable con el
grupo fosfato de la PCho (ocupancia 90.83 %) a través de la Tyr333 (numeracion de

HsChoKal). Otra interaccion similiar especifica de ciertas especies puede atribuirse a
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la Asn311 (numeracion de HSChoKal) que, a pesar de estar conservada en las cuatro
enzimas, Unicamente forma puentes de hidrégeno de baja ocupancia con el grupo
fosfato de la PCho en PfChoK (ocupancia 29.12 %), PkChoK (ocupancia 24.75 %) y
HsChoKa 1 (ocupancia 11.56 %) (Tabla 4.4.2 yFigura 4.4.3).

Respecto a las interacciones especie-especificas del ADP, los residuos Thr83 y
Asn84 (numeracion CpChoK) estan selectivamente implicados en la unién mediante
puentes de hidrogeno con el fosfato  del ligando en CpChoK (ocupancia 90.47 % y
98.62 %), PfChoK (ocupancia 79.03,% y 28.76,%) y PkChoK (ocupancia 25.16 % vy
94.25 %). Mientras que el Glul83 y la Asp305 (numeracion PfChoK) especificamente
forman puentes de hidrégeno estables con el ADP en PfChoK y PkChoK, Asn292
(numeracion PfChoK) establece puentes de hidrogeno con el ligando exclusivamente en
PfChoK y en CpChoK. Finalmente, merece la pena destacar que el residuo no
conservado Argl17 de HsChoKal interacciona con el fosfato f del ADP mediante un
puente de hidrégeno muy estable (ocupancia 100 %), proporcionando la interaccion

especifica mas fuerte (Tabla 4.4.2 yFigura 4.4.3).
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Tabla 4.4.2.Porcentaje de ocupancia de las interacciones mediante puentes de hidrogeno

. Las interacciones comunes estan seflaladas en negrita.

HsChoKal RI117 |G118|S121 |[N122|R146|S211 [E206 |Q207 R213|D306|Q308 | G310 |N311 |D330|E332|Y333
CpChoK F79 |S80 |T83 |N84 |R108|G154|E149 |[E150|P156 |D268| Q270 |N272 | N273|D285|E287|Y288
PfChoK L112 |S113 |T116 [N117|R142|G187|E183 |[E184|P190 | D288| Q290 |N292 | N293 | D305 |E307 Y308
PkChoK L42 |S43 |T46 |N47 |R72 |G118|E113 |E114|P120 |D218|Q220 |N222 | N223 |D235|E237|Y238
HsChoKal | ADP|100.00| - - | 0.12195.81) 042 | 2.88 |136.67| 1.74 | - - 1521 - - - -
PC - - - - - - - - - 162.1941.70| - |11.56| - - -
CpChoK |ADP| - 1.14 190.47(98.62199.34 - | 0.12 |44.22] - - - 59.62) - - - -
PC - - - - - - - - - 199.52 090 | - - 10.30 | 0.06 90.83
PfChoK |ADP 9.17 |79.03|28.76|97.42 - [24.75|82.69 - - - 12295 - |91.19] - -
PC - - - - - - - 92457531 - |29.12| - 3.54
PkChoK |ADP| - 5.57 125.16/94.25|/99.10 - |21.51|54.34 - - | 324 - |80.83] - |73.16
PC - - - - - - - - - 198.3884.57| - [24.75| - - 1.20
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Figura 4.4.3.Sitio activo de HsChoKal, CpChoK, PfChoK y PkChoK en complejo con ADP y
PCho. Sélo se muestran los residuos implicados en la estabilizacion del ADP y de la PCho mediante
puentes de hidrégeno o contactos hidrofobicos conservados y no conservados para facilitar la ilustracion.
Los puentes de hidrégeno estan representados con lineas negras discontinuas. Todas estas imdgenes han
sido confeccionadas con Pymol tras la simulacion de MD en los modelos de los complejos ADP-
PCho/ChoKs (c6digo PDB: 3G15para HsChoKal, 3MES para CpChoK, 3FI8 para PfChoK y 3C5I para
PkChoK).

4.4.3. Los derivados del HC-3 pueden comportarse como inhibidores de
HsChoK al, PfChoK y CpChoK simultaneamente.

Los estudios computacionales no solo evidencian que el sitio activo de HSChoKal
es muy parecido al de las ChoKs de Plasmodiumy Cryptosporidium, sino que también
sugieren la presencia de enlaces de hidrégeno conservados y no conservados entre las
diferentes especies, que afectan al proceso de reconocimiento de los ligandos.

Las interacciones conservadas, en particular, incluyen dos enlaces de hidrogeno que

anclan al ADP, otro en el que participa el grupo fosfato de la PCho, y fuerzas
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electrostaticas donde estd implicada la amina cuaternaria del ligando. Es destacable el
hecho de que el grupo fosfato de la PCho actia como donador en vez de como grupo
aceptor en el enlace de hidrogeno que establece con la cadena lateral del Asp306. Por su
parte, las interacciones no conservadas con la PCho se atribuyen a enlaces de hidrégeno
en el que el resto de fosfato actiia como grupo aceptor.

Por todo lo anterior, se hipotetiza que los derivados de HC-3 capaces de unirse a la
HsChoKal principalmente a través de residuos aceptores de enlaces de hidrogeno
podrian también interaccionar con las enzimas de Plasmodiumo Cryptosporidium
explorando interacciones electrostaticas conservadas o bien formando enlaces de
hidrégeno donde actiien como donadores frente al Asp306.

Para validar dicha hipoétesis, se implementaron ensayos de fluorescencia de
triptofanos en los que se determinaron los valores de afinidad o Kq4 frente a HsChoKal,
PfChoK y CpChoK de dos compuestos derivados del HC-3 que no incluian potenciales
aceptores de enlaces de hidrogeno (Figura 4.4.4). A este respecto conviene destacar que
los nitrégenos anilinicos de los compuestos B.1 y C.4.4 no pueden ser considerados

aceptores porque su par electronico libre esta conjugado con el anillo aromatico.
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Figura 4.4.4 a) Estructura quimica del HC-3 y de los compuestos B.1y C.4.4 b), c) Extincion de
la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos en HSChoKal, PfChoK y CpChoK medida a
concentraciones crecientes de los compuestos B.1y C.4.4 Todos los puntos representan las medias + S.D
para tres medidas. La Ky para los compuestos B.1 y C.4.4se determind ajustando los datos de intensidad

de la sefial fluorescente frente las concentraciones de ambos compuestos.

La sintesis y el modo de union del compuesto B.1 ya fueron publicados en un
reciente estudio, demostrando que este compuesto, al igual que la mayoria de los
derivados del HC-3, es un inhibidor competitivo de HsChoKal.'*” El compuesto C.4.4
por su parte, fue disefiado y sintetizado con el propdsito de incrementar el tamafio y la
complejidad de la molécula manteniendo al mismo tiempo la carencia de grupos
aceptores de enlaces de hidrogeno. Los resultados de los estudios de fluorescencia

indicaron que los valores de K4 de estos compuestos eran del orden de UM bajo y que
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eran muy similares para las tres enzimas, verificando la hipétesis de trabajo (Tabla
4.4.3 yFigura 4.4.4).

Mientras que el compuesto B.1 muestra un valor de K4 peor de 1400, 1960 y 2927
nM frente a HSChoKal, PfChoK y CpChoK respectivamente, el compuesto C.4.4 se
une mejor a estas enzimas proprocionando un valor de K4 de 265, 430 y 425 nM (Tabla
4.4.3. Estos resultados indican que el compuesto C.4.4 es mas potente que el
compuesto B.1. Ademds, se confirmé que el compuesto C.4.4 es inhibidor de
HsChoKal, PfChoK y CpChoK midiendo sus valores de ICso (Tabla 4.4.%). Aunque los
valores de Clsy resultantes para las tres enzimas son diferentes, el de las constrantes de
inhibicién** calculadas a partir de la ecuacion de Cheng-Prusoff para inhibidores
competitivos (Ecuacion 4.4.) son del mismo orden para HsSChoKa1l y PfChoK (K; de
152 y 387 nM para HsChoKal y PfChoK, respectivamente) y muy cercanas a los
valores de Kgs (Kqde 265 y 430 nM para HSChoKal y PfChoK, respectivamente; Tabla
4.4.3).

Ecuacion 4.4.1

Ki=CI /1+ﬂ
i 50 Km

En definitiva, estos resultados confirman nuestros estudios computacionales y
sugieren que los compuestos derivados del HC-3 que carezcan de grupos aceptores de
enlaces de hidrogeno pueden comportarse como inhibidores frente a estos patdogenos y
posiblemente, otros. Esto mismo ha sido validado para otros derivados del HC-3 como

el MN58b y el RSM-932A para el caso de PfChoK (Figura 4.4.5)!*

MN58b RSM-932A

Figura 4.4.5. Estructuras quimicas de los compuestos MN58b y RSM-932A. Como puede
observarse, MN58b recuerda al compuesto B.1, mientras que la mayoria de los grupos funcionales del

compuesto RSM-932A se incluyen en el compuesto C.4.4.
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Finalmente, también se evaluo la selectividad de B.1 y C.4.4, y como era de esperar
los compuestos mostraron de 9-22 veces mas selectividad por HsChoKal, PfChoK y
CpChoK que por la HsChoKp (Tabla 4.4.3). Dicha selectividad es una importante
caracteristica que deben de mostrar los inhibidores de ChoKal, puesto que la inhibicion
simultanea de HSChoKp a dosis similares usadas para inhibir a HSChoKal, PfChoK y

8139 En trabajos

CpChoK puede ser causa de importantes efectos no deseados.
anteriores se ha sugerido que la selectividad de los compuestos por HSChoKal frente a
HsSChoK§p es debida a una mayor flexibilidad del Trp420 en HSChoKal en comparacion
con la reducida flexibilidad de su equivalente (Trp353) en HSChoKp.* La flexibilidad
del Trp420 en HSChoKal parece estar debida a un mayor grado de libertad de dicho
residuo por tener localizada a su espalda una leucina (Leu419). En contraste, un residuo
mas voluminoso, la Phe352, esta localizada a la espalda del Trp353 en la HSChoKf3
conduciendo a una menor flexibilidad de este triptéfano.'*” En el caso de PfChoK,

PkChoK o CpChoK la presencia de un residuo similar a la Leu419 (no voluminoso) (ver

Figura 4.4.1a) sugiere que el correspondiente triptéfano también es flexible.

Tabla 4.4.3.Valores de Ky ICso y K; de los compuestos B.1y C.4.4 frente a HsChoKal, PfChoK y
CpChokK.

Kq ICs Ki Kq ICs Ki Ky ICso Kq
HsChoKal | HsChoKal | HsChoKal | PfChoK | PfChoK | PfChoK | CpChoK | CpChoK | HsChoKp
B.1 1700445 nd 1960+134 nd 2927+£225 nd 18764+321
Cc.4.4 265+62 1170+10 | 195+0,001 430+28 | 18020+80 | 387+0.001 425+123 19170+1230 | 4000+124

nd = no determinado.

4.4.4. Efecto antiproliferativo y antimalarico del compuesto C.4.4.

Una vez que se tuvo certeza de que el compuesto C.4.4 era un inhibidor de las tres
proteinas homologas (HsSChoKal, PfChoK y CpChoK), se procedid a realizar estudios
sobre su capacidad como agente antiproliferativo y antimalarico. Para ello, se usaron los
métodos del cristal violeta para la determinacion de su efecto antiproliferativo en
HepG2, y el del MTT en las lineas celulares A549, HT29, HCT116, MCF7, Mia Paca y
Jurkat (seccion 5.6.2, Parte Experimental). Por otro lado, su actividad antimalarica se
midi6 en eritrocitos infectados por el método de Smilkstein y col. empleando SYBR

Green I tal y como se detalla en el apartado 5.6.3de la Parte Experimental.'*
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Los resultados obtenidos (Tabla 4.4.4) indican que el compuestoC.4.4 muestra un
efecto antimaldrico mas potente que el antiproliferativo en todas las lineas celulares
ensayadas, a excepcion de las lineas HT29 y Jurkat (ver apartado 4.5, “Actividad
antimalarica de los compuestos de sintesis” para mas detalles). No obstante, en el resto
de lineas tumorales también puede considerarse activo debido a que los valores de Cls

estan en el rango de uM bajo.

Tabla 4.4.4.Valores de ECsy e ICsy del compuesto C.4.4 en distintas lineas tumorales y en eritrocitos

parasitados por PfChoK.

Compuesto | Eritrocitos | HepG2 A549 HT29 HCT116 MCF7 Mia Paca | Jurkat
c4.4 parasitados

ECsp (UM) - 14,60+3,83 | 6,35+0,67 | 1,75+0,6 | 12,26+2,24 | 8,07+1,82 | 7,57+1,75 | 3,35+0,63
ICSO (HM) 3,611,1

En el caso de C. parvumhay carencia de informacion relativa a la efectividad de los
derivados de HC-3 para el tratamiento de la criptosporidiosis porque todavia no se ha
realizado ningun estudio al respecto. Por este motivo y también después de los
resultados de este trabajo, se plantea ensayar en un futuro los compuestos de la presente

Tesis Doctoral en Cryptosporidium

4.4.5. Conclusiones

En esta seccion de la Tesis Doctoral se han usado simulaciones de dinamica
molecular para investigar las similitudes del proceso de reconocimiento de los ligandos
en las ChoKs de Plasmodium falciparum, Plasmodium knowlesiCryptosporidium
parvumen comparacion con la ChoKal humana (HSChoKal). Se ha observado que los
sitios de unidon del ATP y de la colina en las ChoKs de los patdégenos estan muy
conservados (69-80 %) y que comparten patrones parecidos de reconocimiento
mediados por puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas conservadas y no
conservadas. Teniendo en cuenta qué aminoacidos del sitio activo y qué grupos
funcionales de los ligandos participan en la formacion de los enlaces de hidrogeno
conservados, se hipotetizé que los inhibidores de la ChoK humana también podrian
mostrar efecto inhibitorio en las ChoKs de los patogenos. Tal hipdtesis ha sido validada
mostrando que dos compuestos (B.1 y C.4.4) se unen aHSChoKal, PfChoK y CpChoK

con valores de K4 del orden de UM bajo. En concreto, el compuesto C.4.4 actiia como
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inhibidor de las tres enzimas, mostrando un valor de constante de inhibicion (K;) del
mismo orden que su constante de disociacion (K ). Los resultados de los ensayos
realizados en distintas lineas cancerigenas y sobre eritrocitos infectados por
P.falciparum han indicado que presenta efectos antiproliperativos y antimalaricos
potentes, siendo mas destacable el efecto antipaludico. En conjunto, estos resultados
revelan similitudes entre los sitios activos de la colina quinasa de diferentes patdégenos y
de los humanos, dejando al descubierto la posibilidad de disefiar nuevos inhibidores que
actuando a nivel del sitio de union de la colina puedan usarse como herramientas
quimicas versatiles para bloquear el funcionamiento de la ChoK en diferentes especies
donde es target para el tratamiento de enfermedades tales como el cancer y la malaria.
De igual modo, se revela que el disefio de inhibidores selectivos para cada homologa es
muy dificil debido al elevado porcentaje de identidad existente entre ellas (del 69 al 80

%).
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4.5. Parte 5: Actividad antimalarica de los derivados de sintesis
Dada la similitud estructural de HSChoKal con sus homologas (PfChoK y
CpChoK) que se puso de manifiesto tras la realizacion de los estudios computacionales
previamente detallados (Seccidn 4.4), se procedié a la realizacion de ensayos de
fluorescencia de todos los compuestos sintetizados frente a PfChoK y de actividad
antimaldrica en eritrocitos infectados, de inicamente algunos representantes de las tres
familias (ver Tabla 4.5.1). A la vista de los resultados de los experimentos, se
corrobor6 que todos los compuestos (a excepcion de los grupos funcionales sin carga de
las cabezas cationicas) mostraban afinidad por la proteina (como sucedia para
HsChoKal) y también actividad antimalarica. Curiosamente, su potencia como
antipalidicos es superior a la que muestran como agentes antiproliferativos, lo cual
pone de manifiesto la posible sinergia que podria existir con otras dianas

estructuralmente parecidas a la ChoK.

Tabla 4.5.1.Valores de Ky y de Cl;, frente PfChoK y eritrocitos infectados, respectivamente, de los

compuestos de las familias A, By C.

DMAP PPIR QUIN-Phe QUIN-Az
K4 PfChoK (uM) > 50 > 50 > 50 > 50
ClIso (uM) Plasmodium falciparum nd nd nd nd
Familia A Al A.2 A3 A4
K4 PfChoK (uM) 4,005 + 1,805 | 5,478 £0,144 | 4,225+0,275 | 4,96 0,035
CIso (uM) Plasmodium falciparum nd 5,9+0,6 nd 0,7+0,1
Familia B B.1 B.2 B.3 B.4
Ky PfChoK (M) 1,960 £ 1,820 | 2,317+ 1,343 | 1,149 0,513 | 3,079 + 0,070
CIso (uM) Plasmodium falciparum nd 1,2+0,2 nd 1,5£0,5
Familia C Cl1 c.21 C.31 C4.4
K4 PfChoK (uM) 1.106 £ 0,194 | 0,341 £ 0,049 | 0,358 + 0,049 | 0,430 + 0,028
ClIso (uM) Plasmodium falciparum 1,173 £ 0,03 1,875 +0,02 0,049 £0,001 3,6+0,1
Familia C C.1.7 C.25 C.3.9 C.4.3
Ky PfChoK (M) 1,826 +0,049 | 1,227 0,132 | 0,496 + 0,038 | 0,638 +0,128
Cls (uM) Plasmodium falciparum 0,312 +0,004 | 0,494 +0,011 | 0,383 0,07 3+0,1
Cloroquina; Cls, (uM) Plasmodium falciparum 0,023
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- Familia A

De acuerdo a los estudios de fluorescencia de triptofanos y a los valores de Ky
obtenidos, los compuestos de la familia A presentan union a PfChoK (Ky: 4,0 -5,5 uM),
a diferencia de sus equivalentes no protonados (Kgq > 50 puM). Esto nuevamente
manifiesta que para conseguir una unioén de buena afinidad a la proteina, es necesaria la
presencia de una carga positiva en la molécula, al igual que en el caso de la HSChoKal.

Los estudios de actividad antimalérica llevados a cabo con A.2 y con A.4 sobre la
forma intraeritrocitica de P.falciparum indican que ambos compuestos son potentes
como agentes antimalaricos, puesto que los valores de Clsy obtenidos son 5,9 uM para
A2 y 0,7 uM para A.4 (Tabla 4.5.1). Tal y como puede apreciarse, el benceno
adicional del grupo quinolinico y los tres carbonos mas del anillo de perhidroazepina
del compuesto A.4, proporcionan un extra de lipofilia (Tabla 4.3.24)que conduce a una
mayor inhibicién del crecimiento parasitario. Esta observacion es concordante con
estudios previos en agentes antimalaricos con estructura de sales de amonio cuaternarias
para las que se demostré que el incremento de lipofilia alrededor del N provoca un
descenso acusado del valor de la CI50.15 0

La comparacion de la actividad antimalérica de los compuestos de la familia A con
la antiproliferativa frente a las lineas celulares HepG2, A549, HT29, HCT116, MCF7,
Mia Paca y Jurkat (Tablas 4.3.194.3.22 y4.3.24) pone de manifiesto que la potencia
como agentes antimaldricos es superior a su potencia como agentes antiproliferativos.
Concretamente, para el compuesto A.4, que es uno de los antimalaricos mas potentes de
todos los compuestos sintetizados, se observa una Cls, frente al eritrocito infectado que
es de 8 a 33 veces inferior a la mostrada frente a las lineas celulares previamente

mencionadas.
- FamiliaB

Los datos de fluorescencia evidencian que los compuestos de la familia B también
se unen a PfChoK y ademas, con una afinidad muy parecida entre ellos y mayor que la
de los compuestos de la familia A. Los compuestos mas afines son B.1y B.3, al igual
que sus equivalentes de la familia A. En el caso de PfChoK, la introduccion de un fenilo
adicional en el espaciador no supone una mejora tan notable de la afinidad como para el
caso de HsChoKal.

Se han ensayado como antimalaricos los compuestos B.2 y B.4, observandose que

su potencia es muy similar entre ellos (Clso: 1,2 y 1,5 uM, respectivamente), por lo que
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en este caso, la mayor lipofilia del compuesto B.4 en relacion al B.2 (Tabla 4.3.24)no
mejora significativamente su efecto inhibitorio frente al parasito. Si se comparan con los
compuestos de la familia A, el fenilo adicional mejora 5 veces la potencia como
antimalarico del derivado de pirrolidinopiridina, mientras que la empeora 2 veces en el

caso del derivado quinolinico con perhidroazepino.
- FamiliaC

Los valores de K4 mostrados en la Tabla 4.5.1 indican al igual que para el caso de
HsChoKal, que los derivados de la familia C son los mas afines frente a PfChoK de
todos los compuestos sintetizados. Como ya se puntualizo en el apartado 4.3.1 Figura
4.3.2) la causa de esta mayor afinidad podria ser la mayor estabilidad del complejo
ligando-proteina al formarse puentes de hidrogeno entre las aminas de los compuestos y
el agua del medio donde esta presente la proteina. Aunque la diferencia de K4 entre los
derivados piridinicos y quinolinicos no es demasiado acusada, son los derivados
quinolinicos los que en general, se unen mejor a la proteina, por lo que el anillo de
benceno condensado del grupo quinolinico debe de aportar un punto adicional de
interaccion con ChoK. Por otro lado, al igual que en el caso de HSChoKal, las mejores
K4 se consiguen para los derivados con amina terciaria de menor tamafio (est¢ o no
protonada), de este modo, los compuestos mas afines frente a PfChoK son C.2.1 y
C.3.1. Esto sugiere que la pose que adoptan los compuestos con amina terciaria mas
voluminosa en el sitio activo de la enzima, podria ser ligeramente distinta a la de los
derivados de dimetilamina, por lo que tal vez se interrumpan algunas interacciones que
pudieran ser importantes en el reconocimiento enzima-ligando.

En el caso de la actividad antimalérica, se observa que los compuestos de la familia
C son mas potentes que los del resto de familias y en general, su potencia aumenta para
los derivados de aminas voluminosas por el incremento de lipofilia (Tabla 4.3.24), a
pesar de que su afinidad por PfChoK disminuya levemente con respecto a los derivados
de dimetilamina. Por otro lado, la potencia como antimalaricos s6lo mejora con respecto
a la familia B en el caso de los derivados de pirrolidinopiridinio (no hay datos para las
subfamilias C.1 y C.3), siendo atribuible una vez mas a la lipofilia extra que le aportan
tanto el fenilo adicional del espaciador como la amina. De hecho, la presencia de una
segunda carga en la molécula, como en el caso del compuesto C.2.1 resulta en un
aumento del valor de Clsy. Sin embargo, nuevamente se observa que un aumento de la

complejidad de la estructura quimica de los derivados de 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-
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il)quinolinio se traduce en una disminucion de su efecto inhibitorio frente al parasito.
Los compuestos mas potentes como agentes antimaléricos son C.3.1 (Cky: 0,049 uM),
C.1.7 (Ckp: 0,312 uM) y C.3.9 (Cky: 0,383 uM), que coinciden con un derivado
quinolinico con dimetilamina y con dos compuestos con perhidroazepina derivados de
dimetilaminopiridina y de 7-cloro-4-(N-metilanilino)quinolina, respectivamente. En
concreto, el compuesto C.3.1 es el segundo mas afin por la proteina y también, el
segundo mas lipofilo, de ahi que sea el compuesto con mdas potencia como antimalérico.

Como en el caso de los compuestos finales de la familia A, cuando se compara la
actividad antimalarica con la antiproliferativa de los compuestos de la familia C, en
general se observa que son mejores como agentes antipaludicos. En concreto, el
compuesto C.3.1, que es el segundo mas afin por PIChoK y uno de los mas potentes
como agente antiproliferativo (Clsy de entre 1,63 (Jurkat)- 14,65 (MCF7) uM), es de 33
a 312 veces mas potente como antimalarico (Clso: 0,049 uM).

Esta ultima observacion, sugiere que los compuestos podrian penetrar mejor en P.
falciparumque en células humanas o bien que podrian ejercer un efecto sinérgico sobre
otras dianas del parasito involucradas en la muerte celular, tal y como senalaban Lacal y
col. en una reciente publicacion'**.

De hecho, se ha demostrado que el merozoito produce una excision de proteinas en
la membrana del eritrocito durante su proceso de penetracion'’’, lo cual se traduce en la
formacion de poros. Por otra parte, en la membrana del eritrocito también existen
transportadores de tipo NPP (New Permeation Pathwayuevas vias de permeabilidad)
que facilitan la penetracion de sustancias cargadas, como la colina, hacia su interior. Por
todo lo anterior tanto los poros como los transportadores de tipo NPP podrian ser
aprovechados por los compuestos para penetrar en el citoplasma del eritrocito. Por otra
parte, la acumulacion del compuesto en el citoplasma de P.falciparum podria estar
mediada por transportadores localizados en la membrana del parasito por los que los
compuestos pudieran tener afinidad'**. Por wltimo, no puede descartarse la posibilidad
de que la actividad antimalarica de los compuestos de la presente Tesis Doctoral pudiera
estar debida en parte a un bloqueo de los transportadores denominados PPM (Parasite
Plasma Membrane Carriertransportadores de membrana plasmatica del parasito).
Estos, se localizan en la membrana de P.falciparumy participan en el aporte de colina
al parasito, de modo que si el compuesto los inhibe, el parasito no contaria con uno de

los metabolitos esenciales para la biosintesis de fosfolipidos. En concreto, éste es uno de
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los mecanismos por los que compuestos como el T16'® (Figura 4.5.1) y el HC-3

muestran su efecto como agentes antimalaricos.'?’

N—(CH),,—N S  2I

Figura 4.5.1.Estructura quimica del compuesto T16.

Como previamente ha sido demostrado, los derivados del HC-3 tales como
MN58b y RSM-932A, pueden ser usados para el tratamiento de la malaria, a pesar de
haber sido previamente disefiados para inducir apoptosis en células cancerigenas'** '**
por varios motivos. En primer lugar, se ha demostrado que los derivados de HC-3 en
células humanas sanas (como NIH3T3) inducen una parada reversible del ciclo celular
que desaparece cuando el inhibidor es eliminado,'™* asi que no se encontraron efectos
adversos por inhibicion de HSChoKal. Ademas, recientemente se ha demostrado que
cuando se bloquea la traduccion del RNAm de HsChoKal se induce apoptosis en varias
lineas tumorales de vejiga, mama, pulmon y cérvix, mientras que la viabilidad de las
células primarias no se ve afectada.®

Estas evidencias junto con el hecho de que la dosis para conseguir un efecto potente
como antimalarico sea de nanomolar bajo, y no micromolar, como en el caso del efecto
antiproliferativo, nos permite concluir que los derivados de HC-3 pueden considerarse
excelentes antimalaricos ya que aunque se inhiba la ChoKal humana en células sanas,
unicamente ocurre un bloqueo reversible del ciclo celular. Un ejemplo lo constituye el
compuesto C.3.1, que nosolo es el mejor agente antipaliidico de todos los sintetizados
en la presente Tesis Doctoral con una actividad parecida a la de la cloroquina (Cls:
23,11 nM), sino que ademads, segiin estudios de toxicidad realizados en la linea celular
L6 (mioblasto de ratdon) se ha evidenciado que es 218 veces mas selectivo de eritrocitos
infectados que de células sanas (Tabla 4.5.2. Segin lo anterior, C.3.1 puede

considerarse un prototipo potente y seguro en el tratamiento de la malaria.
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Tabla 4.5.2. Valores de CTs, (concentracionoxica para el 50% de la poblacion estudiada) y Cls, del

compuesto C.3.1frente a la linea celular L6 y eritrocitos infectados con P.falciparum respectivamente.

Compuesto

CTso L6 (ug/mL)

Clgo P.f (ug/mL)

Sl

C31

6,1

0,028

2179

SI=CTs, L6 / Clsy P.falciparum

En definitiva, puede afirmarse que en general, el aumento de actividad antimalarica

de las familas A, B y C se produce a la par que el aumento de lipofilia y el de afinidad

por PfChoK, siendo los compuestos de la familia C los que mas inhiben la proliferacion

del parasito. Sin embargo, los derivados de 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolinio,

presentan un empeoramiento gradual de la actividad antipaludica a medida que se

aumenta la complejidad de su estructura quimica a pesar de que se aumenta la afinidad

por la proteina.
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5. Parte Experimental
5.1. Quimica Computacional

Los estudios de quimica computacional que a continuacion se presentan fueron
llevados a cabo durante una estancia predoctoral en el “Dipartimento di Scienze
Farmaceutiche” en la” Universita degli Studi di Perugia” bajo la direccion del profesor

D. Antonio Macchiarulo.'™

5.1.1. Disefio del farmacoforo
5.1.1.1. Primera aproximacién: Estudio de docking inicial.

En una primera fase, se llevdo a cabo un estudio de docking de 83 inhibidores
derivados del HC-3 en la estructura cristalina de la HsChoKal (Figura 5.1). Dicho
estudio fue realizado tras la preparacion de la proteina y de los ligandos con Maestro
9.3.1%° La estructura cristalina de la HSChoKal en complejo con el HC-3 se descargd
del Protein Data Bank (PDB ID: 3G15). Tras eliminacién de las aguas y los iones
metalicos, la cadena monomérica A fue procesada con Protein Preparation Wizard*” '’
para afadirle hidrégenos, asignarle ordenes de enlace correctos, convertir las
selenometioninas en metioninas y resolver conflictos estéricos. Los hidrogenos se
minimizaron a pH fisioldgico, mientras que los dtomos pesados se minimizaron con
Impact Refinement usando el campo de fuerzas OPLS-2005 hasta que las desviaciones
de root-mean-square (RMSD) alcanzaron como méaximo los 0.30 A. Los estados de

protonacion del ADP y del HC-3 a pH fisiologico también fueron generados con
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Protein Preparation Wizard, selecciondndose una carga formal de -2 para el ADP y de

+2 para el HC-3.

La libreria de 83 derivados del HC-3 se descargé del Binding Database®® en
formato SD y se pre-procesaron con LigPrep 2.5 para afiadirles los hidrogenos, eliminar
los contraiones, generar los estados de ionizacion correspondientes a pH fisologico con
Epik, generar las conformaciones de los anillos de menor energia y optimizar sus
geometrias usando OPLS-2005. En este conjunto de compuestos habia tanto moléculas
activas como inactivas en términos de actividad inhibitoria de HsSChoKal, ya que su
valor de Cls estaba comprendido entre 0.4 uM y mas de 100 uM.
g8

A continuacion, se realizd con Glide 5

(SP) usando un grid de 10 A centrado en el HC-3.

un docking flexible de calidad estandar
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Hemicolinio-3

(—o OH HO O—>
: :
EN NS

Espaciadores

Cabezas catidnicas

zZ
®
Z_
@

|
NO NS N
“ “ | T “
S \ S N.©® N ® cl
N /N\©\ /N\©\ N © XN X
\© Br CF3 N | NH2 NHZ

Figura 5.1. Espaciadores y cabezas cationicas de los 83 derivados del HC-3 recogidos en el Binding
Database™
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5.1.1.2. Segunda aproximacion: Hipétesis farmacofoérica basada en el HC-3.

Después de este primer estudio, se llevo a cabo con Glide 5.8 un refinamiento de
calidad extra (XP) de la pose del HC-3 en 3G15 para generar con E-pharmacophore'”’
una primera hipétesis farmacofoérica basada en el HC-3 (hipotesis-1). Esta hipdtesis

incluia 6 grupos funcionales que se usaron por Phase 3.4'%

junto a volimenes de
exclusion (zona del sitio activo que no puede ser ocupada por los grupos funcionales de
un compuesto para evitar conflictos estéricos) definidos a partir de una esfera de radio 5
A con centro en el HC-3 (Figura 5.2) para encontrar en la libreria de los 83 compuestos
previamente pre-procesados, moléculas que presentaran similitudes estructurales con la
hipotesis. Tales moléculas debian de presentar al menos 3 de los 6 grupos funcionales
constituyentes de la hipdtesis farmacoforica y éstos debian de localizarse a una distancia
méxima de 2.00 A a partir de dicha hipétesis. Tanto el minimo nimero de grupos
funcionales que deben de tener como minimo las moléculas seleccionadas como las
distancias maximas a las que éstas pueden localizarse, constituyen la tolerancia
(Feature-matching tolerancen inglés). Cuanto mas grupos funcionales se compartan

entre el farmacoforo y el compuesto seleccionado y mayor sea la superposicion entre

ellos (menor la distancia), més parecidos seran estructuralmente.

Figura 5.2. Hipotesis farmacoforica basada en el HC-3 (hipétesisl), constituida por seis features o
partes (RRDDAP). R, significa ring; D, donador de enlaces de hidrogeno; A, aceptor de enlaces de
hidrogeno y P, carga positiva. Los voliimenes de exclusion se representan con esferas verdes y representa
el espacio dentro del sitio activo de la colina que no puede ser ocupado por ningtin grupo funcional de los

ligandos de la libreria que sean seleccionados.
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Ademas de los 6 grupos funcionales y los volumenes de exclusion, en esta etapa
también se generaron con ConfGen'®' 100 conférmeros por cada enlace con capacidad
de rotacion hasta un maximo 1000 conférmeros por estructura para incluir la mayor
diversidad quimica posible entre los compuestos de la libreria.

Como resultado, 14 compuestos del total de 83 fueron seleccionados por la hipotesis y
se clasificaron de acuerdo a su valor de Fitness score.'® Concretamente, el Fitness score
es un parametro que mide el grado de concordancia entre la molécula seleccionada y el
farmacoforo, de modo que cuanto mas positivo sea su valor, mas parecidos seran

ambos.

5.1.1.3. Tercera aproximacion: Busqueda del farmacoforo en el fragmento de 1-
bencil-4-( N-metilanilino)piridinio.
La nueva busqueda del farmacoforo se focalizé en el fragmento de 1-bencil-4-(N-

557 antes de

metilanilino)piridinio. Este se minimizé energéticamente con LigPrep 2.
hacer un docking rigido SP en 3G15 usando un grid de 10 A centrado en el HC-3. La
pose en la que uno de sus anillos bencilicos estaba superpuesta con uno de los fenilos
del HC-3 (Figura 5.3), fue sometida a un refinamiento XP antes de la busqueda con E-
pharmacophore de los grupos funcionales que definirian la siguiente hipotesis

farmacoforica.

e

Figura 5.3. Superposicion de uno de los anillos de la mitad de la molécula de mejor Fitness Score

de la hipotesis 1 (CHEMBL-364022) con otro anillo del HC-3.

Los grupos funcionales aromaticos definidos por E-pharmacophore (dos anillos de
benceno), junto con la carga positiva, el nitrogeno de la amina terciaria y el resto

hidrofobico unido a este nitrégeno que se definieron manualmente, permitieron generar
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nuevas hipdtesis que se usaron como entrada del siguiente calculo con Phase 3.4 junto
con volimenes de exclusion que se extendian 5 A més alla del fragmento de 1-bencil-4-
(N-metilanilino)piridinio. En total, se definieron un total de doce hipodtesis
farmacoforicas cuya tolerancia era de 3 grupos funcionales como minimo sobre 5 y la
distancia entre ellos en la seleccion y en el farmacéforo, de 2.0 A.

En esta nueva aproximacion, la validez de la hipotesis se testd frente a una nueva
libreria que incluia 11 compuestos activos (Clso < 1.5 uM) y 11 compuestos inactivos
(Clso > 100 uM) de los 83 iniciales (Tabla 5.1). La generacion de los conformeros de
cada uno de estos compuestos fue realizada como se describird posteriormente en la
seccion 5.1.2. El tamaifio de la libreria se reducio para ahorrar tiempo de calculo y para
conseguir una clara y equilibrada diferenciacion entre los compuestos activos e
inactivos de acuerdo a su actividad biologica y a la igualdad del numero de ligandos en
cada grupo.

Nuevamente, el minimo nimero de grupos funcionales que debia de tener en comun
cualquier molécula de la nueva libreria con la hipdtesis farmacoforica para ser elegida

como activa, era 3 de 5.

Tabla 5.1 Libreria de los 22 compuestos usados para comprobar la validez de las doce hipoétesis. El

CHEMBL-BDB es el codigo con el que se identifica cada compuesto en el Binding Database (BDB).

CHEMBL-BDB | Clg(UM) CHEMBL-BDB | Cls(uM)
125148 0.300 349401 >1000.000
364145 0.400 364174 >1000.000
191595 0.400 349948 1000.000
372667 0.500 165437 1000.000
363853 0600 | \ ~rvos 364075 >200.000 | |\ ) o oc
370289 L000 [y 5 v 371151 >200.000 | T 5500" i
189324 1200 | = 184576 >100.000 | =
370057 1.200 189334 >100.000
191873 1.300 165570 136.700
332621 1.400 426637 147.000
364361 1.500 193262 133.000
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5.1.2. Cribado virtual (Virtual screening, VS)

El farmacoéforo definido en la etapa previa del presente estudio, sirvido como criterio
de seleccion de nuevos prototipos en una fase de cribado virtual donde una vez mas se
definieron volimenes de exclusion (esfera de 5 A con centro en el HC-3 co-cristalizado
con HChoKal (PDB ID: 3G15)).

En este caso, la busqueda de nuevos cabezas de serie de estructura quimica diversa
a las moléculas que hasta ahora habian sido disefiadas como inhibidoras de HSChoKal,
se realizd en las librerias comerciales Enamine,'® Chembridge'™ y Life Chemicals.’

Los compuestos incluidos en estas librerias fueron pre-procesados con LigPrep 2.5
y ConfGen con el objetivo de afadirles hidrogenos, eliminar contraiones, generar
configuraciones de minima energia de los anillos, optimizar sus geometrias y generar
conformeros (100 como maximo). Phase 3.4 fue nuevamente usado como plataforma de
busqueda y el nimero minimo de grupos funcionales comunes entre el farmaco6foro y
cualquier molécula para que ésta fuera ser seleccionada como posible prototipo, fue
fijado en 3 de 5. Los célculos del cribado se llevaron a cabo en cada libreria por
separado y en cada uno de ellos se limitd a 5000 el nimero maximo de prototipos que
podian seleccionarse.

Como resultado del cribado en las tres librerias, fueron seleccionadas un total de
8621 moléculas. El criterio que se utilizé para seleccionar los compuestos que pudieran
presentar una mejor afinidad por la HSChoKal y en consecuencia, para eliminar falsos
positivos, fue un valor de Fitness score superior al asignado por la hipdtesis-2 al
compuesto mas activo de los seleccionados (Fitness score > 0.366) (Tabla 4.1.1).

Después de este primer cribado, resultaron 72 compuestos con los que se hizo
docking con Glide SP en el sitio de la colina de HSChoKal usando un grid de 10 A
centrado en el HC-3. A continuacién, se realizaron célculos de Prime MM_GBSA®
(con los parametros establecidos por defecto) para estimar las energias de unién de los
72 potenciales cabezas de serie.

Finalmente, de los 20 compuestos con mejor valor de Prime MM-GBSA (inferior a
-36.790 Kcal/mol), unicamente 11 fueron seleccionados de acuerdo con su

disponibilidad comercial y su precio.
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5.1.3. Estudio comparativo de los sitios activos de HsChoK al, PfChoK,
PkChoKy CpChoK.

5.1.3.1. Preparacion de las estructuras

Las estructuras cristalinas en complejo con sus sustratos, productos de reaccion o
inhibidores fueron descargadas del Protein Data Bank atendiendo a los PDB IDs: 3G15,
3FI8, 3C5l y 3MES, correspondientes a HsSChoKal, PfChoK, PkChoK y CpChok,

respectivamente (Tabla 5.2).

Tabla 5.2.PDB IDs de las estructuras cristalinas en complejo con diferentes ligandos.

Proteina PDB ID Ligando
HsChoKal | 3G15 ADP, HC-3
PfChoK 3FI8 ADP, P-Cho
PkChoK 3C5I colina
CpChoK 3MES | ADP, acido tartamico

Después de llevar a cabo un alineamiento por pares de sus secuencias cristalinas
con aquellas obtenidas de la base de datos Uniprot (codigos P35790, QSCUP2, Q8IM71
y DOVWTI, que corresponden a HsChoKal, CpChoK, PfChoK y PkChoK,
respectivamente)'® usando el software ALINE'®, se comprobé que algunos residuos no
aparecian en los ficheros PDB (Figura 5.4) y que por lo tanto, no se habian resuelto en
las estructuras cristalinas. Algunos de dichos residuos formaban parte del sitio activo o
se encontraban en zonas adyacentes a ¢él, por lo que la siguiente fase del estudio fue

completar las secuencias cristalinas con los aminoacidos ausentes.
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Figura 5.4. Alineamiento por pares de las secuencias de ChoK. La secuencia de cada estructura

cristalina (PDB ID 3G15 3MES, 3FI8 y 3C5I) se alined con la correspondiente secuencia de UniprotKB
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(codigos P35790, Q5CUP2, Q8IM71 y DOVWT1, que corresponden a HsChoKal, CpChoK, PfChoK y
PKChoK respectivamente). Los huecos en el alineamiento son los aminoacidos que no se resolvieron en

los PDBs y se sefialan en rojo.

En los casos de 3G15, 3C5I y 3MES, en una primera etapa se eliminaron de la
estructura cristalina los detergentes procedentes de la cristalizacion y las cadenas
monoméricas con un menor numero de residuos. A continuacion, las coordenadas de los
residuos que faltaban se completaron con el método de prediccion de extrema precision
de Prime 3.0 (método “ultra extended”), el cual también se usd para minimizar los
l6bulos afiadidos.

Una vez que se completaron las secuencias de todas las proteinas, la siguiente fase
consistio en la insercion de los productos de catalisis (ADP, PCho y Mg*")en sus sitios
activos, puesto que se pretendia hacer un estudio comparativo de las interacciones
mediante las que dichas moléculas, que son los productos comunes del mecanismo
catalitico, son estabilizados en cada proteina. Para ello, primero se introdujo la PCho y
a continuacion, el ADP y el Mg*".

Para insertar la PCho, se us6 como soporte Maestro 9.2 donde cada homologa se
superpuso con la proteina de PDB ID: 2CKQ, la cual corresponde a la HSChoKa2 co-
cristalizada con PCho. Inicialmente, se eliminaron todos los ligandos con los que cada
ChoK estaba co-cristalizada (Tabla 5.2). Los 4tomos de Mg" se mantuvieron en su
localizacion inicial en cada estructura, al igual que el ADP. No obstante, en el caso de
3C5I1, el ADP esta ausente y por tanto, se importé desde 3FI8. Para ello fue necesaria
una superposicion previa de ambas estructuras cristalinas.

Finalmente, todas las estructuras cristalinas con su secuencia completa y con la
PCho, el ADP y el Mg®" en el sitio activo se sometieron a un proceso de refinamiento
siguiendo protocolo establecido por el modulo de preparacion de proteinas con el que
cuenta Maestro 9.2 ( Protein Preparation Wizard)."”” El objetivo es afiadir hidrogenos,
asignar ordenes de enlace correctos, convertir las posibles selenometioninas en
metioninas y resolver los conflictos estéricos. Los hidrogenos se afiadieron
considerando que las proteinas se hallaban a pH fisiologico y la minizimacion de los
atomos pesados se llevo a cabo con Impact Refinement usando OPLS-2005"" como
algoritmo del campo de fuerzas y se termind cuando las desviaciones de RMSD (Root-

Mean-Square Deviations) alcanzaron un valor maximo de 0.30 A.
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Con el objetivo de insertar los 16bulos que faltaban en 3FI8, se us6 como referencia
la estructura cristalina de PkChoK (PDB ID: 3C5I) debido a que ambas muestran un
elevado porcentaje de identidad tanto globlal (70 %), como en el sitio activo (97 %). En
este caso, fue Maestro 9.2 el programa usado para la construccion del modelo completo.
Primero se eliminé el glicerol y unicamente el ADP y el Mg”™ se conservaron como
ligandos de 3FI8. La PCho que aparecia co-cristalizada en 3FI8, se elimin6 debido a
que mostraba una orientacidon invertida con respecto a la que adquiere en la ChoK
humana. Posteriormente, ambas estructuras se prepararon con el modulo de preparacion
de proteinas siguiendo el mismo protocolo el expuesto anteriormente. Luego, se
alinearon las secuencias de 3FI8 y 3CS5I para posteriormente insertar los aminoéacidos
ausentes en 3FI8 directamente desde la secuencia de 3C5I haciendo una copia de los
mismos. En el caso de los aminoacidos que variaban entre ambas especies, se mutaron
tras la insercion del area correspondiente en 3FI8. Posteriormente, mediante el uso de
Macromodel 9.9'°° se ajustaron no sélo las distancias y los angulos de enlace en las
inserciones, sino que también se hizo una primera minimizacion energética de las
mismas. Con este ultimo objetivo, se definieron tres celdas en cada zona insertada. A
los residuos de la primera celda se les permitia moverse libremente, mientras que en la
segunda celda tnicamente los dos residuos siguientes a la insercion podian moverse
hasta alcanzar una constante de fuerza de 200 kJ mol™ A En el caso de la tercera
celda, todos los residuos debian de permanecer inmoviles. OPLS-2005 fue seleccionado

como campo de fuerzas.

Tras la minimizacion de las cuatro zonas que se insertaron en la secuencia de 3FIS,
la PCho se import6é desde 2CKQ y de nuevo, se realizé una minimizacion energética de
la proteina completa usando con Prime 3.0 un método de menor precision el empleado
tras la insercion de los 16bulos (método “extended’) para ahorrar tiempo de calculo.

En todas las estructuras finales, los estados de protonacion del ADP y la PCho a pH
fisiologico fueron también generados con Protein Preparation Wizard, de este modo se
seleccionaron una carga formal de -2 para el ADP y de 0 para la PCho. El estado de
protonacion -2 para el ADP a pH fisiologico es posible sin alterara la capacidad que
tienen los fosfatos de coordinar a los metales porque dicha coordinacion es debida al par
electronico libre del oxigeno. La unica diferencia entre un estado de protonacion de -2 y

0 para el ADP es que los grupos hidroxilo de los fosfatos a y B estan desprotonados
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cuando la carga es -2, de manera que un par electronico mas esta libre para quelar al

Mg2+.

5.1.3.2. Simulaciones de Dinamica Molecular
Las simulaciones de Dinamica Molecular (MD) fueron llevadas a cabo usando el

paquete DESMOND 3.0'% en varias etapas:

a.-) Construccion del sistema

Los cuatro complejos se solvataron con agua de tipo TIP3P en una caja triclinica
definida por 10 A de distancia en el eje X (a), 10 A en el eje Y (b), 10 A en el eje Z (c)
y 90° para los angulos a, B and y. Estas condiciones permiten optimizar el tiempo de
calculo posterior en la simulacion, y por tanto, minimizan el coste computacional.'®’ El
sistema proteina-agua fue sometido a una minimizacion de volumen en la que se
tomaron condiciones de borde periddico (periodic boundary conditions). Los sistemas
se neutralizaron afiadiendo Na' (sodio) o CI” (cloruro) y finalmente se minimizaron con
el campo de fuerzas OPLS-2005.

b.-) Desarrollo de la simulacién de MD

Diez nanosegundos de simulacion de MD fueron desarrollados para cada complejo
proteina-agua utilizando condiciones constantes de presion a 1.0 atm y temperatura a
300 K (NPT), aplicando el algoritmo de Berendsen y col.'® Cada sistema fue relajado
antes de los célculos y las interacciones electrostaticas se calcularon con el método
particle-mesh Ewald.'®’

c.-) Analisis de la MD

El RMSD vy los enalces de hidrégeno fueron analizados en los tltimos 8 ns de
simulacion usando VMD18.'”°

c.1.-) Determinaciones de RMSD

Las desviaciones de root-mean-square (RMSD) no sélo se calcularon para las
proteinas, sino también para los ligandos con el objetivo de identificar cambios
conformacionales relevantes. En todos los casos, este pardmetro se establecido tomando
como referencia el RMSD medio para todas las etapas de la dindmica y se determind
solo para el esqueleto carbonado en el caso de las proteinas y para todos los atomos,
excepto para los hidroégenos, en los casos del ADP y de la PCho.

c.2.-) Porcentaje de formacion de enlaces de hidrogeno a lo largo del tiempo
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Inicialmente se hizo una determinacion cualitativa de los enlaces de hidrégeno que
pudieran aparecer entre los ligandos y aquellos residuos del sitio activo que estuvieran
dispuestos como méximo a unos 3.0 A de los primeros y formando un 4angulo de cémo
maximo 30°. A continuacion, para cuantificar el porcentaje de formaciéon de cada uno
de los enlaces de hidrogeno previamente identificados, se calculd la informacion

detallada por pares de residuos.
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5.2. Sintesis Orgéanica

El proceso de sintesis de nuevas moléculas se realizo tras el disefio del farmacoforo
y de forma paralela al cribado virtual. El objetivo que se perseguia era el de optimizar el
farmacoforo con nuevos grupos quimicos para poder asi encontrar nuevos inhibidores
que mostraran una maxima actividad inhibitoria frente a HSChoKal con el menor

numero posible de grupos funcionales.

5.2.1. Condiciones generales

Todos los reactivos disponibles comercialmente se han adquirido en Sigma-Aldrich
y han sido usados sin posteriores purificaciones.

Los procesos de reaccion se controlaron de forma rutinaria mediante cromatografia
en capa fina (c.c.f) en cromatofolios Merck AL de Silicagel 60 F,s4 y se revelaron bajo
lampara de rayos ultravioleta o en una atmdsfera saturada de yodo (I,).

La purificacion mediante cromatografia en columna flash se ha realizado utilizando
Silicagel Merck 60 con un tamafio de particula 0,040-0,063 (230-400 mesh ASMT).

La sintesis quimica asistida por microondas se realizd en un aparato Initiator 2.0
que produce una radiacion controlada a 2.450 GHz (Biotage AB, Upsala). El tiempo de
reaccion se refiere al tiempo en el que la reaccion se mantiene a la temperatura deseada
y no al tiempo total de irradiacion.

Los puntos de fusion han sido medidos en aparatos Stuart Scientific SMP3 o
Electrothermal Melting Point Apparatus y estan sin corregir.

Los espectros de RMN y HRMS han sido realizados por el Centro de
Instrumentacion Cientifica (C.I1.C) de la Universidad de Granada.

Los espectros de 'H-RMN se han realizado en un aparato Varian Inova Unity (300
MHz) y Varian Direct Drive (400, 500 y 600 MHz) a temperatura ambiente. Los
disolventes deuterados empleados han sido CD3;OD y CDCIs. Los desplazamientos
quimicos (0) se expresan en ppm y las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz
(ciclos por segundo). El aspecto y la multiplicidad de las sefiales se indican mediante las
siguientes abreviaturas: s, singlete; d, doblete; dd, doble doblete; t, triplete; c,
cuadruplete; g, quintuplete; m, multiplete. Los espectros de "*C-RMN se han realizado
en un aparato Varian Inova Unity (75 MHz) y VarianDirect Drive (125 y 150 MHz).

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) se realizaron en dos tipos de

espectrometros: Bruker Autoflex, mediante la técnica de ionizacidon por laser asistida
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por nano-matriz (NALDI-TOF), y Waters LCT Premier XE, mediante ionizacion por
electronebulizacion (ESI-TOF).

5.2.2. Sintesis de las materias primas.

En este trabajo se han empleado 3 tipos de espaciadores diferentes, el bromuro de
bencilo (1), el 4-(bromometil)bifenilo (2) y el 4,4’-bis(bromometil)bifenilo. Los dos
primeros son asequibles comercialmente, mientras que el ultimo se prepara siguiendo la

metodologia sintética que se describe a continuacion.

1 2 3

5.2.2.1.- Sintesis de 4,4’-bis(bromometil)bifenilo.

HCOH, H;PO,
r Br
3

HBr (45%, H,0) B
HBr (33%, AcOH)

Se prepara una suspension constituida por 15.0 gr de bifenilo, 12.0 gr de
paraformaldehido, 31 ml de acido bromhidrico al 45 % y 23 ml de acido fosforico en 40
ml de una solucidon de 4cido bromhidrico gas en acido acético glacial al 33 %. La
mezcla se calienta a 120°C durante 27 horas. Pasado este tiempo, el solido formado se
filtra y se recristaliza en acetona obteniéndose un solido blanco. Rendimiento 38.13 %.
P.f. 171.0- 172.0°.7% 17

Los grupos funcionales que en el presente trabajo se comportan como cabezas
cationicas son la 4-dimetilaminopiridina (4), la 4-pirrolidinopiridina (5), la 7-cloro-4-
(N-metilanilino)quinolina (6) y la 7-cloro-4-(perhidroazepin-1-il)quinolina (7). De estas
cuatro, las dos primeras se adquieren comercialmente, la nimero 6 se sintetiza de
acuerdo al procedimiento sintético ya descrito'”” y la dltima, en base al indicado a

continuacion.
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SR OD

O Qo C

@N ”@ O

4 7

5.2.2.2.- Sintesis de 7-cloro-4-( N-metilanilino)quinolina (6).

Cl N Cl
N
=

m N-metilanilincl |
cl N/ AcOH N

T? reflujo, Ar  ~

O

6

Una mezcla de 4,7-dicloroquinolina (disponible comercialmente) con un exceso de
N-metilanilina, se disuelve en 4cido acético glacial y se mantiene a reflujo (135°) bajo
argon. Se emplea acido acético glacial como disolvente para favorecer la protonacion
del nitrogeno endociclico y asi, exaltar la reactividad de la posicion 4 de la quinolina.
Finalmente, se obtiene un sirupo anaranjado que se identifica como el producto.

Rendimiento: 75 %.

'H RMN (300 MHz, CD;0D): & 8.63 (d, J= 7.1 Hz, 1H, H-24uin), 7.92 (d, J = 2.1 Hz,
1H, H-84uin), 7.54 (dd, J=7.9 y 6.0 Hz, 2H, H-3,5.1), 7.48 (d, J= 6.0 Hz, 1H, H-4,,1),
7.39 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-2,64ni1), 7.32 (d, J=9.4, 1H, H-54uin), 7.28 (d, J="7.1 Hz, 1H,

H-3quin), 7.24 (dd, J = 9.4 y 2.1 Hz, 1H, H-6,4in), 3.78 (s, 3H, CH3).

5.2.2.3.- Sintesis de 4-azepan-1-il-7-cloroquinolina (7).

Cl N\ Cl
/@\)j perhidroazepini) @
cl NT 1800, 157 @
7
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Una mezcla de 4,7-dicloroquinolina (0.445 g, 4.5 mmol) y perhidroazepina (0.68 ml, 12
mmol; actia como reactivo y como disolvente) se irradia en microondas a 180° durante
15 minutos. Transcurrido este tiempo, el crudo de reaccion se enfria, se neutraliza con
NaOH 1 N y se extrae la fase oleosa con CH,Cl,. A continuacion, la fase orgéanica se
seca con sulfato de magnesio y se concentra a vacio para eliminar el disolvente. Por
ultimo, se purifica por cromatografia en columna flash empleando como eluyente
CH,Cl,:MeOH->9:1, obteniéndose un solido marrén claro. Rendimiento 89.63 %. P.f.
184-185 °.

'H RMN (400 MHz, CD;0OD) & 8.44 (d, J = 5.6, 1H, H-24uin), 8.12 (d, J = 9.1 Hz, 1H,
H-5quin), 7.86 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-84uin), 7.42 (dd, J = 9.2, 2.3 Hz, 1H, H-64u,), 6.88

(d, 3 = 5.6 Hz, 1H, H-3qun), 3.64 (t, J = 5.6 Hz, 4H, H-2,7,,), 2.00-1.93 (m, 4H, H-
3,60), 1.79-1.75 (m, 4H, H-4,5,,).

5.2.3. Sintesis de los productos intermedios.
Dada la disponibilidad comercial de los intermedios de las familias A (bromuro de
bencilo (1)) y B (4-(bromometil)bifenilo(2)), unicamente se realizd la sintesis de los

productos intermedios de la familia C (C.1u8,C.269,C.36 10y C.4u 11).

;
Br 'S') Br I&-}
_ N
c.1 N c.2 Q

~ O~ 5=
Br N Br Iﬁa
7
N
C'3 /\© C.4 D
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5.2.3.1. Método general de sintesis de los productos intermedios empleados en la

obtencion de los compuestos finales de la Familia C.

Una disolucion del espaciador dibromado y el derivado de piridinio (4, 5) o
quinolinio (6, 7) correspondiente en cada caso (relacién molar 2:1) en butanona (40 ml
de butanona por cada 500 mg de mezcla de productos de partida), se mantiene en
agitacion a temperatura ambiente durante 5 dias. Los productos intermedios precipitan
en el medio de reaccion, purificandose por filtracion y lavado con butanona, acetato de
etilo y éter etilico sucesivamente. Para recuperar el sélido que se pierde en el filtrado, se
evaporan los disolventes y se purifica por cromatografia en columna flash empleando

como eluyente CH,Cl,: MeOH->7:3.

2 . Butanona
+ Cabeza catidnica
Br . Br  (4,5,667) rt, 5 dias  Br Sbera
89,10u 11  cationica

(C.1,C.2,C.30 C.4

5.2.3.1.1. Bromuro de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-1-ilmetil}-4-(dimetilamino)piridinio (C.1,
8).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3.1 y partiendo del

espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo "°, se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 64 %. P.f: 230-232°C.

'H RMN (300 MHz, CD;0D):  8.27 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.72 (d, J = 8.4 Hz,
2H, H-3,5), 7.62 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2",6), 7.52 — 7.41 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.04
(d, J= 7.9 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.44 (s, 2H, -CH,N"), 4.63 (s, 2H, -CH,Br), 3.27 (s, 6H, -
N(CH;)).

3C RMN (75 MHz, CD;0D): & 156.82 (1C, C-4y,,), 141.96 (2C, C-2,6,y), 141.53 (1C,
C-4), 140.23 (1C, C-17), 138.46 (1C, C-4"), 134.28 (1C, C-1), 129.67 (2C, C-3",5"),
128.62 (2C, C-2,6), 127.75 (2C, C-2',6"), 127.08 (2C, C-3,5), 107.85 (2C, C-3,5,y),
60.15 (1C, -CH,N"), 39.15 (2C, -N(CHs),), 32.45 (1C, -CH,Br).

HRMS-m/z[M- Br]+ calculado para C,r1HpN,Br': 381.0966; encontrado: 381.0954.
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5.2.3.1.2. Bromuro de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-1-iljmetil}-4-(pirrolidin-1-il)piridinio (C.2,
9).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3.1 y partiendo del

espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (3), se obtiene un sélido marréon que

se identifica como el producto. Rendimiento: 49 %. P.f: 214-216°C.

'H RMN (300 MHz, CD;0D): § 8.21 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.64 (d, J = 8.1 Hz,
2H, H-3,5), 7.56 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H-2",6"), 7.46 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3",5"), 7.41 (d,
J=8.1 Hz, 2H, H-2,6), 6.83 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-3,5,,,), 5.39 (s, 2H, -CH,N"), 4.63 (s,
2H, -CH,-Br), 3.52 (t, J = 6.6 Hz, 4H, H-2,5,;,), 2.08 (q, J = 6.6 Hz, 4H, H-3 45ir).

13C RMN (75 MHz, CD;0D): & 154.08 (1C, C-4py), 141.88 (2C, C-2,6,y1, 141.67 (1C,
C-4), 139.56 (1C, C-17), 138.06 (1C, C-4"), 134.09 (1C, C-1), 128.83 (2C, C-3",5"),
128.33 (2C, C-2,6), 127.66 (2C, C-2",6"), 126.82 (2C, C-3,5), 108.67 (2C, C-3,5,y),
60.25 (1C, -CH,N"), 48.61 (1C, -CH,Br), 48.49 (2C, C-2,5,), 24.97 (2C, C-3 Apin).

HRMS-m/z[M- Br]Jr calculado para Ca3H24N,Br': 407.1123; encontrado: 407.1124.

5.2.3.1.3. Bromuro de 1-{[4’-(bromometil)bifenil-1-illmetil}-7-cloro-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3, 10).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3.1 y partiendo del

espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (3), se obtiene un sélido marréon que

se identifica como el producto. Rendimiento: 86 %. P.f: 272-274°C.

'H RMN (500 MHz, CD;0D): & 8.61 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,5qu), 8.15 (d, J = 1.9
Hz, H-84uin), 7.80 (dd, J = 1.9, 9.1 Hz, H-64ur), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3,5), 7.58 (d,
J=18.2Hz, 2H, H-2",6"), 7.47 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.43 - 7.35 (m, 7H, H-2,6,
H-2-640i1), 6.90 (d, J = 7.5 Hz, H-3quin), 5.87 (s, 2H, -CH,-N"), 4.59 (s, -CHy-am), 2.44
(s, 3H, -CHs).

3C RMN (125 MHz, CD;OD): & 156.00 (1C, C-4quin), 147.67 (1C, C-2quin), 140.91
(1C, C-Tquin), 140.79 (1C, C-4), 139.87 (1C, C-1"), 139.40 (1C, C-8aq), 138.59 (1C,
C-1anil), 137.86 (1C, C-danil), 133.85 (1C, C-1), 133.40 (1C, C-4"), 130.47 (2C, C-3",5),
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129.35 (2C, C-2,6ani1), 128.03 (1C, C-6quin), 127.48 (2C, C-2,6), 127.06 (2C, C-2',6"),
126.85 (2C, C-3,5), 125.66 (1C, C-5quin), 125.19 (2C, C-3,5.m1), 118.27 (1C, C-8quin),
117.09 (1C, C-4aquin), 100.52 (1C, C-3quin), 57.33 (1C, -CH,-N+), 32.21 (1C, -CH,-Br),
19.74 (1C, -CHs).

HRMS-m/z[M- Br]Jr calculado para C30H25N,CIBr': 527.0890; encontrado: 527.0897.

5.2.3.1.4. Bromuro de 4-(azepan-1-il)-1-{[4’-(bromometil)bifenil-1-iljmetil}-7-
cloroquinolinio (C.4, 11).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.3.1 y partiendo del

espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo "°, se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 31 %. P.f: 254-256°C.

'H RMN (300 MHz, CD;OD):  8.54 (d, J = 7.1 Hz, H-2qun), 8.36 (d, J = 9.2 Hz, H-
Squin), 8.03 (m, H-84uin), 7.67- 7.56 (m, SH, H-64un, H-3,5, H-2",6"), 7.48- 7.34 (m, 4H,
H-3,5", H-2,6), 7.11 (d, J = 7.8 Hz, H-34in), 5.80 (s, 2H, -CH,N"), 4.59 (s, 2H, -
CH,Br), 4.06 (t, J = 5.6 Hz, 4H, H-2,7,,), 2.11- 2.01 (m, 4H, H-3,6,,), 1.76- 1.65 (m,
4H, H-4,5,,).

%C RMN (75 MHz, CD;0D): 8 159.60 (1C, C-4quin), 145.02 (1C, C-2quin), 141.39 (1C,
C-Tquin), 140.98 (1C, C-4), 139.94 (1C, C-1"), 138.12 (1C, C-8aqun), 133.83 (1C, C-1),
133.51 (1C, C-4"), 130.37 (2C, C-3",5"), 129.64 (2C, C-2,6), 129.19 (1C, C-6quin),
127.68 (2C, C-2",6), 127.40 (2C, C-3,5), 125.51 (1C, C-5quin), 117.85 (1C, C-4aquin),
117.73 (1C, C-8quin), 103.08 (1C, C-3quin), 57.06 (1C, -CH,N"), 54.25 (2C, C-2,7,,),
32.51 (1C, -CH,Br), 27.27 (2C,C-3,64,), 27.14 (2C, C-4,5,,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para CyoH,oN,CIBr': 519.1203; encontrado: 519.1220.
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5.2.4. Sintesis de los productos finales.

5.2.4.1. Método general de sintesis para los productos finales derivados

del bencilo. Familia A.

Una disolucion del espaciador bromado (1) con el derivado de piridinio (4, 5) o
quinolinio (6, 7) correspondiente (relacion molar 1:1) en butanona (5 ml de por cada 1g
de mezcla de productos de partida) se irradia en el microondas a 110° durante 33
minutos (en el caso de las piridinas) ¢ 28 minutos (para el caso de las quinolinas). El
crudo resultante se purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como
eluyente para los derivados de piridina CH,Cl,:MeOH->4:1 y para los derivados de
quinolina CH,Cl,:MeOH->9:1.

o Butanona
@—\ + Cabeza cationica
Br (4,5607) mw, 103°, 28-33 min Cabezacationica

1 1213146 15
(A1, A2, A30A4%

5.2.4.1.1. Bromuro de 1-bencil-4-(dimetilamino)piridinio (A.1, 12).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.1 y partiendo del

espaciador comercial bromuro de bencilo (1), se obtiene un solido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 88 %. P.f: 210-212°C.

IH NMR (500 MHz, CD;0D) & 8.23 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,6,), 7.44- 7.38 (m, 5H,
H-2,6, H-3,5, H-4), 7.01 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3,5,,1), 5.38 (s, 2H, -CH;N"), 3.26 (s, 6H,
(-CH3)»).

13C NMR (125 MHz, CD;0D) § 156.75 (1C, C-4py,), 141.73 (2C, C-2,6py,), 134.79 (1C,
C-1), 129.06 (2C, C-3,5), 128.88 (1C, C-4), 127.93 (2C, C-2,6), 107.74 (2C, C-3,5,y)

60.38 (1C, -CH,N"), 38.98 (2C, (-CHs)»).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C;4H;7N,": 213.1392; encontrado: 213.1387.
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5.2.4.1.2. Bromuro de 1-bencil-4-(pirrolidin-1-il)piridinio (A.2, 13).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.1 y partiendo del
espaciador comercial bromuro de bencilo (1), se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 82 %. P.f: 226-228°C.

'H NMR (500 MHz, CD;OD) & 8.21 (d, J= 7.7 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.38-7.45 (m, 5H, H-
2,6, H-3,5, H-4), 6.87 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-3,5,,,), 5.37 (s, 2H, -CH,N"), 3.56 (t, J =
6.9 Hz, 4H, H-2,5,i), 2.12 (m, 4H, H-3,45ir).

13C NMR (125 MHz, CD;0OD) & 153.84 (1C, C-4py,), 141.51 (2C, C-2,6py,), 134.96 (1C,
C-1), 129.00 (2C, C-3,5), 128.81 (1C, C-4), 127.84 (2C, C-2,6), 108.28 (2C, C-3,5,y)
60.38 (1C, -CH,N"), 48.30 (2C, C-2,5pin), 24.76 (2C, C-3,4pir).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C;¢H;oN,": 239.1548; encontrado: 239.1542.

5.2.4.1.3. Bromuro de 1-bencil-7-cloro-4-( N-metilanilino)quinolinio (A.3, 14).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.1 y partiendo del

espaciador comercial bromuro de bencilo (1), se obtiene un solido amarillo que se

identifica como el producto. Rendimiento: 87 %. P.f: 259-261°C.

'H NMR (600 MHz, CD;0D) & 8.62 (d, J = 9.0 Hz, H-54u), 8.55 (d, J = 7.5 Hz, H-
2quin)> 8.08 (d, J = 1.9 Hz, H-84in), 7.80 (dd, J = 1.9, 9.0 Hz, H-64uin), 7.44- 7.37 (m, 8H,
H-3,5, H-4, H-2-6,,1), 7.30-7.28 (m, 2H, H-2,6), 6.89 (d, J = 7.4 Hz, H-3guin), 5.82 (s, -
CH,N"), 2.46 (s, 3H, -CH3).

%C NMR (125 MHz, CD;0D) 8 155.98 (1C, C-4quin), 147.65 (1C, C-2quin), 140.67 (1C,
C-Tquin), 139.38 (1C, C-8aguin), 138.52 (1C, C-lom1), 134.20 (1C, C-1), 130.47 (2C, C-
2,6anit), 129.86 (C-44mit), 129.03 (2C, C-3,5 6 C-3,5.m1), 128.48 (1C, C-4), 127.71 (1C,
C-6quin), 126.38 (2C, C-2,6), 125.63 (1C, C-5quin), 125.17 (2C, C-3,5.4i16 C-3,5), 118.36
(1C, C-8quin), 117.12 (1C, C-4aqun), 100.48 (1C, C-3qun), 57.64 (1C, -CH,N"), 19.82
(1C, -CHs).
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HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,3H0N,CI": 359.1315; encontrado: 359.1306.
5.2.4.1.4. Bromuro de 4-azepan-1-il-1-bencil-7-cloroquinolinio (A.4, 15)

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.1 y partiendo del
espaciador comercial bromuro de bencilo (1), se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 53 %. P.f: 225-227°C.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & 8.51 (d, J = 7.8 Hz, H-2qun), 8.37 (d, J = 9.2 Hz, H-
Squin), 7.98 (d, J = 2.04 Hz, H-84un), 7.64 (dd, J = 1.6, 9.2 Hz, H-64uy), 7.43- 7.35 (m,
3H, H-3,5, H-4), 7.28-7.30 (m, H-2,6), 7.10 (d, J = 3.8 Hz, H-3qun), 5.80 (s, -CH,N"),
4.09 (t, J = 5.5 Hz, 4H, H-2,7,,), 2.08- 2.01 (m, 4H, H-3,6,,), 1.76- 1.72 (m, 4H, H-
4,5,,).

¥C NMR (150 MHz, CD;0D) 8 160.68 (1C, C-4quin), 146.16 (1C, C-2quin), 142.06 (1C,
C-8aquin), 140.94 (1C, C-Tguin), 135.68 (1C, C-1), 131.52 (1C, C-54uin), 130.38 (2C, C-
3,5), 129.76 (1C, C-4), 127.86 (2C, C-2,6), 126.53 (1C, C-64uin), 118.94 (1C, C-4aguin),
118.85 (1C, C-84uin), 104.25 (1C, C-3quin), 58.44 (1C, -CH,N"), 55.23 (2C, C-2,7,,),
28.29 (2C, C-3,6,,), 27.63 (2C, C-4,5,,).

HRMS-m/z[M- Br]+ calculado para C2H24NLCl': 351.1628; encontrado: 351.1631.

5.2.4.2. Método general de sintesis para los productos finales derivados
del bifenilo. Familia B.

La preparacion de los productos finales de esta familia se lleva a cabo siguiendo el
mismo procedimiento descrito para la obtencion de los productos finales de la familia A
(ver seccidn 5.2.4.1). No obstante, el espaciador usado es el 4-(bromometil)bifenilod).
Ademas, dada la mayor lipofilia de los productos finales de la familia B y su
consecuente precipitacion en butanona, su purificacion se realizdé mediante filtracion y

lavado con dicho disolvente, acetato de etilo y éter etilico.
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o Butanona
+ Cabeza cationica >
B (4,5,607)

' mw, 103°, 23-33 min Cabeza cationica

2 16, 17, 18 19
(B.1, B.2 B.30 B.4)

5.2.4.2.1. Bromuro de 1-(bifenil-4-il-metil)-4-(dimetilamino)piridinio (B.1, 16)
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.2 y partiendo del
espaciador comercial 4-(bromometil)bifenilo (2), se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 88 %. P.f: 222-224°C.

'H NMR (500 MHz, CD;0D) & 8.26 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,6,), 7.69 (d, J = 8.2 Hz,
2H, H-2,6), 7.61 (d, J= 7.4 Hz, 2H, H-2",6"), 7.51- 7.40 (m, 4H, H-3,5, H-3",5"), 7.36
(t, 3= 7.4 Hz, H-4), 7.02 (d, I = 7.8 Hz, H-3,5,,), 5.42 (s, 2H, -CH:N"), 3.26 (s, 6H, (-
(CHs)o).

13C NMR (125 MHz, CD;0OD) & 158.04 (1C, C-4py), 143.48 (1C, C-17), 143.11 (2C,
C-2,6py1), 141.36 (1C, C-1), 135.07 (1C, C-4), 130.00 (2C, C-3",5"), 129.90 (2C, C-3,5),
128.92 (2C, C-2,6), 128.86 (1C, C-4"), 127.99 (2C, C-2,6"), 109.14 (2C, C-3,5,y),
61.47 (1C, -CH,N"), 40.36 (2C, (-CHa),).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,0H»;N,": 289.1705; encontrado: 289.1698.

5.2.4.2.2. Bromuro de 1-(bifenil-4-il-metil)-4-(pirrolidin-1-il)piridinio (B.2, 17).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.2 y partiendo del
espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo "°, se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 81 %. P.f: 196-198°C.

'H NMR (300 MHz, CD;OD) & 8.24 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.68 (d, J = 8.4 Hz,
2H, H-2,6), 7.61 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2",6"), 7.48- 7.43 (m, 4H, H-3,5, H-3",5"), 7.36
(t, J=7.4 Hz, H-4"), 6.87 (d, J = 7.8 Hz, H-3,5,y,), 5.41 (s, 2H, -CH,N"), 3.56 (t, J= 6.9
Hz, 4H, H-2,5,i), 2.12 (q, J = 6.8 Hz, 4H, H-3,4ir) .
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13C NMR (125 MHz, CD;0D) 8 153.77 (1C, C-4y,), 141.98 (1C, C-17), 141.62 (2C,
C-2,6,y), 139.94 (1C, C-1), 133.78 (1C, C-4), 128.58 (2C, C-3",5"), 128.48 (2C, C-3,5),
127.47 (2C, C-2,6), 127.43 (1C, C-4"), 126.57 (2C, C-2°,6"), 108.28 (2C, C-3,5,y),
60.08 (1C, -CH,N"), 48.70 (2C, C-2,5,in), 24.71 (2C, C-3,4pir).

HRMS-m/z[M- Br]Jr calculado para C2Ha4N, "2 315.1861; encontrado: 315.1863.

5.2.4.2.3. Bromuro de 1-(bifenil-4-il-metil)-7-cloro-4-(  N-metilanilino)quinolinio (B.3, 18).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.2 y partiendo del
espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo (3), se obtiene un sélido amarillo

claro que se identifica como el producto. Rendimiento: 81 %. P.f: 283-285°C.

'H NMR (500 MHz, CD;0D) & 8.63 (d, J = 8.5 Hz, H-2,54uin), 8.17 (d, J= 1.8 Hz, H-
8quin), 7.84 (dd, J= 1.9, 9.1 Hz, H-644,), 7.67 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2,6), 7.60 (d, J= 7.2
Hz, H-2",6"), 7.48- 7.37 (m, 10H, H-3,5, H-3",5", H-4', H-2-64)), 6.94 (d, J = 7.5 Hz,
H-3guin), 5.87 (s, -CH,N"), 2.47 (s, -CH3).

%C NMR (125 MHz, CD;0D) & 156.00 (1C, C-4quin), 147.65 (1C, C-2quin), 141.69 (C-
16 C-17), 140.78 (1C, C-Tquin), 139.93 (1C, C-1 6 C-17), 139.41 (1C, C-8aquin), 138.58
(1C, C-lani)), 133.91 (1C, C-4ani)), 133.11 (1C, C-4), 130.48 (2C, C-2,64ni1), 128.54 (2C,
C-3",5"), 127.79 (1C, C-64uin), 127.51 (2C, C-2,6), 127.37 (1C, C-4"), 127.00 (2C, C-
3,5), 126.55 (2C, C-2',6"), 125.63 (1C, C-5quin), 125.18 (2C, C-3,5.n1), 118.31 (1C, C-
8quin), 117.21 (1C, C-4aquin), 100.59 (1C, C-3qun), 57.36 (1C, -CH,N"), 19.75 (1C, -
CHs).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,oH24N,Cl": 435.1628; encontrado: 435.1626.

5.2.4.2.4. Bromuro de 4-azepan-1-il-1-(bifenil-4-ilmetil)-7-cloroquinolinio (B.4, 19).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.2 y partiendo del
espaciador comercial 4,4’-bis(bromometil)bifenilo "°, se obtiene un sélido blanco que se

identifica como el producto. Rendimiento: 83 %. P.f: 223-225°C.
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'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.55 (d, J = 7.8, H-2quin), 8.37 (d, J = 9.2, H-54i0),
8.06 (d, J= 2.0 Hz, H-84uin), 7.66 - 7.58 (m, 5H, H-2,6, H-2",6", H-64uin), 7.44 - 7.31 (m,
5H, H-3,5, H-3",5", H-4"), 7.12 (d, J = 7.8, H-3quin), 5.81 (s, 2H, -CH,N"), 4.07 (t, J =
5.6, 4H, H-2,7,,), 2.10- 2.06 (m, 4H, H-3,6,,), 1.77- 1.63 (m, 4H, H-4,5,,).

%C NMR (75 MHz; CD;0D): § 159.30 (1C, C-4quin), 144.72 (1C, C-2quin), 141.57 (1C,
C-1 6 C-17), 140.69 (1C, C-8aqn), 139.93 (1C, C-1 6 C-17), 139.64 (1C, C-7quin),
133.18 (1C, C-4), 130.08 (1C, C-54uin), 128.51 (2C, C-3",5"), 127.44 (2C, C-2,6), 127.32
(1C, C-4"), 127.09 (2C, C-3,5), 126.52 (2C, C-2",6"), 125.21 (1C, C-64uin), 117.56 (1C,
C-4aqun), 117.45 (1C, C-8quin), 102.37 (1C, C-3uin), 56.79 (1C, -CH,N"), 53.84 (2C, C-
2,74), 26.99 (2C, C-3,64,), 26.86 (2C, C-4,5,,).

HRMS-m/z[M- Br]" calculado para C,sHgN,Cl": 427.1941; encontrado: 427.1933.

5.2.4.3. Método general de sintesis para los productos finales derivados

del bifenilo con amina terciaria. Familia C.

A una disolucién del intermedio monobromado correspondiente (productos 8, 9, 10
u 11) en dimetilformamida (DMF) y tubo cerrado, se le afiade la amina terciaria
(relacién molar 1:1) en un bafo de hielo/sal a -5°C junto a carbonato potasico (relacion
molar 1:0.5). A continuacion, se aumenta la temperatura hasta 70 °C durante 11 horas.
Transcurrido este tiempo, se evapora la DMF en rotavapor y el crudo de reaccion se
purifica mediante cromatografia flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla
de CH,Cl,: MeOH de proporciones distintas en funcion del producto final del que se

trate.

o O~
+ Amina terciaria ————> O O
Br K,CO;5

Cabeza 70°, 11h Amina Cabeza
cationica terciaria catidnica
(8,9,10ull) 2016

Amina o o . Subfamilias C.1, C.2, C.3y C.4

terciaria
N

I
OO0
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5.2.4.3.1. Subfamilia C.1. Derivados de bifenilo y dimetilaminopiridina.

5.2.4.3.1.1. Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-({4’-[(dimetilamino)metil]bifenil-1-
iltmetil)piridinio (C.1.1, 20).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 93 %. P.f: 164-166°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.31 (d, J= 7.9 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.71 (d, J= 8.4 Hz,
2H, H-3,5), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2",6"), 7.50-7.53 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.03
(d, J=7.9 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.45 (s, 2H, -CH,N"), 3.76 (s, 2H, -CH,Nap), 3.24 (s, 6H,
(-CHs)), 2.44 (s, 6H, (-CHz),am).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): 8 156.86 (1C, C-45y0), 142.03 (2C, C-2,6,y,), 141.48 (1C,
C-17), 140.10 (1C, C-4), 135.16 (1C, C-4"), 13430 (I1C, C-1), 130.61 (2C, C-3".5"),
128.90 (2C, C-2,6), 127.71 (2C, C-2',6"), 127.05 (2C, C-3,5), 108.08 (2C, C-3,5,y0),
62.65 (1C, -CHy-Nym), 60.26 (1C, -CHo-N"), 43.54 (2C, (-CHs)am), 39.36 (2C, -
(CHs)p).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C,3HsN3": 346.2286; encontrado: 346.2282.
5.2.4.3.1.2. Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-({4’-[(dietilamino)metil]bifenil-1-
iltmetil)piridinio (C.1.2, 21).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 57 %. P.f: 160-162°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.27 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.70 (d, J = 8.4 Hz,
2H, H-3,5), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-2",6"), 7.47-7.51 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.01
(d, J=7.9 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.43 (s, 2H, -CH,N"), 3.90 (s, 2H, -CH,Nap), 3.24 (s, 6H,
(-CHs)), 2.80 (c, J=7.2 Hz, 4H, -CH,CH;), 1.18 (t, 6H, J= 7.2 Hz, -CH,CHs).
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%C NMR (75 MHz; CD;0D): § 156.36 (1C, C-4,y,), 141.58 (2C, C-2,6,y:), 140.78 (1C,
C-17), 140.54 (1C, C-4), 133.14 (1C, C-4"), 130.96 (1C, C-1), 130.49 (2C, C-3",5"),
128.55 (2C, C-2,6), 127.31 (2C, C-2",6"), 127.03 (2C, C-3.5), 107.62 (2C, C-3,5,),
59.73 (1C, -CH-Nam), 55.44 (1C, -CH,-N"), 46.69 (2C, -N(CH,-CH3), 38.90 (2C, -
(CH3),), 8.05 (2C, -N(CH,-CH3).

HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para CasH3N3 2 374.2596; encontrado: 374.2600.

5.2.4.3.1.3 Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-{[4'-(pirrolidin-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}piridinio (C.1.3, 22).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo poco intenso que se identifica como el

producto. Rendimiento: 7 %. P.f: 171-173°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0OD): § 8.25 (d, J= 7.9 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.69 (d, J = 8.3 Hz,
2H, H-3,5), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2",6"), 7.45-7.47 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.01
(d, J=7.9 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.41 (s, 2H, -CH,N"), 3.81 (s, 2H, -CH,Nap), 3.25 (s, 6H,
(-CHs),), 2.67-2.77 (m, 4H, H-2,5,ir,), 1.84-1.90 (m, 4H, H-3 4.

13C NMR (75 MHz; CD;0D): 8 156.63 (1C, C-4,y1), 141.73 (2C, C-2,6,yr), 141.25 (1C,
C-17), 141.19 (1C, C-4), 134.52 (1C, C-4"), 132.04 (1C, C-1), 130.83 (2C, C-3".5"),
128.88 (2C, C-2,6), 127.80 (2C, C-27,6"), 127.51 (2C, C-3,5), 108.04 (2C, C-3,5,y),
60.25 (1C, -CHy-Num), 58.06 (1C, -CH-N"), 53.67 (2C, C-2,5,i), 39.25 (2C, -(CH;)y),
22.76 (2C, C-3,4pirr).

HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para CasH3oN3 2 372.2440; encontrado: 372.2444.

5.2.4.3.1.4. Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-{[4'-(pirrolidinio-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}piridinio (C.1.4, 23).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del

intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia

flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.

237



Lucia Serran Aguilera 5. Parte Experimental; Sintesis Organica

Finalmente se obtiene un sélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 55 %. P.f: 177-179°C(funde como espuma).

'H NMR (300 MHz; CD;OD): & 8.28 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H-2,6,y), 7.71-7.73 (m, 4H,
H-3,5, H-2",6"), 7.61 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.50 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-2.6), 7.03
(d, J = 6.4 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.44 (s, 2H, -CH,N"), 4.29 (s, 2H, -CH,N,,), 3.30-3.32
(m, 4H, H-2,5,i), 3.27 (s, 6H, (-CHs)y), 2.00-2.11 (m, 4H, H-3,4yir).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): & 156.66 (1C, C-4yy,), 141.79 (2C, C-2,6,y), 141.56 (1C,
C-17), 141.13 (1C, C-4 6 C-4"), 141.06 (1C, C-4 6 C-4"), 134.09 (1C, C-1), 129.89 (2C,
C-3",5"), 128.60 (2C, C-2,6), 127.53 (2C, C-2",6"), 126.76 (2C, C-3,5), 107.83 (2C, C-
3,5p0), 60.15 (1C, -CH,-N"), 59.35 (1C, -CHy-Num), 53.63 (2C, C-2,5,in), 39.03 (2C, -
(CHa),), 22.76 (2C, C-3,4pin).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C25H31N32+: 186.6254; encontrado: 186.6284.

5.2.4.3.1.5. Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-{[4’-(piperidin-1-iimetil)bifenil-1-
illmetil}piridinio (C.1.5, 24).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 75 %. P.f: 183-185°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.28 (d, J= 7.9 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.69 (d, J= 8.2 Hz,
2H, H-3,5) 7.62 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-2",6"), 7.45-7.50 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.01 (d,
J=7.9 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.43 (s, 2H, -CH,N"), 3.72 (s, 2H, -CH,N,p,), 3.25 (s, 6H, (-
CH;)), 2.62 (t, J = 4.9 Hz, 4H, H-2,6,,), 1.66 (q, J = 5.5 Hz, 4H, H-3,5,;,), 1.47-1.56
(m, 2H, H-4,,).

%C NMR (75 MHz; CD;0D): 8 156.91 (1C, C-4,y,), 141.95 (2C, C-2,6,y:), 141.64 (1C,
C-17), 139.83 (1C, C-4), 134.99 (I1C, C-4"), 134.03 (1C, C-1), 130.70 (2C, C-3",5"),
128.89 (2C, C-2,6), 127.71 (2C, C-2",6), 126.88 (2C, C-3,5), 108.05 (2C, C-3,5,,),
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62.44 (1C, -CHy-Nyn), 60.38 (1C, -CHy-N"), 53.89 (2C, C-2,6p;), 39.28 (2C, -(CHs),),
24.81 (2C, C-3,5pp), 23.52 (1C, C-4yp).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C,sH3,N3": 386.2591; encontrado: 386.2595.

5.2.4.3.1.6. Bromuro de 4-(dimetilamino)-1-{[4'-(piperidinio-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}piridinio (C.1.6, 25).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo poco intenso que se identifica como el

producto. Rendimiento: 22 %. P.f: 193-195°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.30 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-2,6,y,), 7.70-7.72 (m, 4H,
H-3,5, H-2,6"), 7.63 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.51 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-2,6), 7.02
(d, J=17.9 Hz, 2H, H-3,5,,,), 5.45 (s, 2H, -CH,N"), 4.24 (s, 2H, -CH,N,,), 3.24 (s, 6H,
(-CHs)y), 3.13 (t, J = 4.9 Hz, 4H, H-2,6,;,), 1.83 (q, J = 5.5 Hz, 4H, H-3,5,;,), 1.58-1.70
(m, 2H, H-4,;,).

%C NMR (75 MHz; CD;0D): § 156.91 (1C, C-4,y,), 142.08 (2C, C-2,6,y,), 141.51 (1C,
C-1'), 141.12 (1C, C-4 6 C-4"), 141.05 (1C, C-4 6 C-4"), 134.66 (1C, C-1), 131.86 (2C,
C-3",5"), 129.02 (2C, C-2,6), 127.86 (2C, C-2',6"), 127.49 (2C, C-3,5), 108.12 (2C, C-
3,5,y), 60.63 (1C, -CH,-N"), 60.27 (1C, -CHy-N,p), 53.09 (2C, C-2,6,:,), 39.37 (2C, -
(CHs),), 23.39 (2C, C-3,5,ip), 22.01 (1C, C-4yip).

HRMS-m/z[M- Br]"/2: calculado para C,sH33N3>":193.6332; encontrado: 193.6336.

5.2.4.3.1.7. Bromuro de 1-{[4’-(azepan-1-ilmetil)bifenil-4-iljmetil}-4-(dimetilamino)piridinio
(C.1.7, 26).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo poco intenso que se identifica como el

producto. Rendimiento: 35 %. P.f: 163-165°C.
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'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.29 (d, J = 7.5 Hz, 2H, H-2,6,,,), 7.70 (d, J = 8.2 Hz,
2H, H-3,5), 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2",6"), 7.49- 7.55 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 7.02
(d, J=7.5 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.44 (s, 2H, -CH,N"), 3.98 (s, 2H, -CH,N,p), 3.25 (s, 6H,
(-CHs),), 2.96 (t, J = 5.1 Hz, 4H, H-2,7,,), 1.73-1.80 (m, 4H, H-3,6,,), 1.64-1.72 (m,
4H, H-4,5,,).

13C NMR (75 MHz; CD;0OD): 8 156.65 (1C, C-4pyy), 141.66 (2C, C-2,6py1), 141.17 (1C,
C-17), 139.91 (1C, C-4), 134.55 (1C, C-4"), 134.25 (1C, C-1), 130.35 (2C, C-3",5"),
128.59 (2C, C-2,6), 127.44 (2C, C-2',6"), 126.02 (2C, C-3,5), 107.70 (2C, C-3,5,y),
60.15 (1C, -CHy-Nyp), 59.77 (1C, -CH,-N"Y), 54.29 (2C, C-2,7,), 38.74 (2C, ~(CHs),),
26.00 (2C, C-3,64,), 23.28 (2C, C-4,5.,).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C,7H34N3": 400.2747; encontrado: 400.2749.

5.2.4.3.1.8. Bromuro de 1-[(4’-{[4-(dimetilamino)piridinio-1-iljmetil}bifenil-4-
illmetillazepanio (C.1.8, 27).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 8, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;: MeOH-»5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo poco intenso que se identifica como el

producto. Rendimiento: 58 %. P.f: 180-182°C.

'H NMR (300 MHz; CD;OD): & 8.30 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H-2,6,y), 7.72-7.73 (m, 4H,
H-3,5, H-2,6"), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3",5"), 7.52 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2,6), 7.02
(d, J=7.4 Hz, 2H, H-3,5,y), 5.46 (s, 2H, -CH,N"), 4.36 (s, 2H, -CH,Nan), 3.26 (s, 6H,
(-CHs),), 3.29-3.31 (m, 4H, H-2,7,,), 1.89-1.93 (m, 4H, H-3,6,,), 1.73-1.77 (m, 4H, H-
4,5,,).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): § 156.65 (1C, C-4py,), 141.80 (2C, C-2,6,y1), 141.31 (1C,
C-17), 140.80 (1C, C-4 6 C-4"), 140.73 (1C, C-4 6 C-4"), 134.39 (1C, C-1), 131.47 (2C,
C-3',5"), 128.73 (2C, C-2,6), 127.59 (2C, C-2",6"), 127.31 (2C, C-3,5), 107.85 (2C, C-
3,5p0), 60.29 (1C, -CHo-N"), 60.01 (1C, -CHy-Nan), 54.25 (2C, C-2,7,,), 39.08 (2C, -
(CHz)), 26.15 (2C, C-3,64,), 23.59 (2C, C-4,5.,).
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HRMS-m/z[M- Br]"/2: calculado para C,7H35N3>": 200.6410; encontrado: 200.6414.

5.2.4.3.2. Subfamilia C.2. Derivados de bifenilo y pirrolidinopiridina.

5.2.4.3.2.1. Bromuro de 1-([4'-[(dimetilamonio)metil]bifenil-1-il}metil)-4-pirrolidin-1-
ilpiridinio (C.2.1, 28).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 9, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;: MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un sdlido marron que se identifica como el producto.

Rendimiento: 34 %. P.f: 160-162°C.

'H NMR (300 MHz; CD;OD): & 8.24 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2,6,y), 7.68-7.75 (m, 4H,
H-3,5, H-2",6"), 7.66 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.52 (d, J= 8.2 Hz, 2H, H-2,6), 6.90
(d, J= 7.6 Hz, 2H, H-3,5,,,), 5.42 (s, 2H, -CH,N"), 4.41 (s, 2H, -CHN,y), 3.54 (t, J =
6.9 Hz, 4H, H-2,5,), 2.80 (s, 6H, (-CHs),am), 2.10 (m, 4H, H-3 4yp,).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): & 153.73 (1C, C-4py), 141.67 (2C, C-2,6,y), 140.85 (1C,
C-17), 140.62 (1C, C-4), 134.60 (1C, C-1), 131.35 (2C, C-3",5"), 129.02 (1C, C-4"),
128.62 (2C, C-2,6), 127.49 (2C, C-2',6"), 127.59 (2C, C-3,5), 108.37 (2C, C-3,5,y),
60.37 (1C, -CHy-Nyn), 59.98 (1C, -CH,-N"), 48.35 (2C, C-2,5,), 41.65 (2C, (-CHs),),
24.72 (2C, C-3,4pin).

HRMS-m/z[M- Br]"/2: calculado para CosHs N3*": 186.1220; encontrado: 186.1223.

5.2.4.3.2.2. Bromuro de 1-([4'-[(dietilamino)metil]bifenil-1-il}metil)-4-pirrolidin-1-ilpiridinio
(C.2.2, 29).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 9, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,: MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un so6lido marréon que se identifica como el producto.

Rendimiento: 57 %. P.f: 170-172°C.
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'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.28 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2,6,), 7.65 — 7.71 (m, 4H,
H-3,5, H-2",6"), 7.38 — 7.48 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 6.88 (d, J= 7.7 Hz, 2H, H-3,5,y,),
5.40 (s, 2H, -CH,N"), 4.63 (s, 2H, -CH,N,y,), 3.53 (t, J = 6.9 Hz, 4H, H-2,5,i), 3.23 (q,
J = 7.4 Hz, 4H, -CH,CH;), 2.09 — 2.13 (m, 4H, H-3,4,), 1.37 (t, ] = 6.0 Hz, 6H, -
CH,CH3).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): § 153.90 (1C, C-4py,), 142.01 (2C, C-2,6,y,), 140.81 (1C,
C-17), 139.60 (1C, C-4), 134.03 (1C, C-1), 131.61 (2C, C-3",5"), 129.27 (1C, C-4"),
128.72 (2C, C-2,6), 127.51 (2C, C-2',6"), 126.31 (2C, C-3,5), 108.40 (2C, C-3,5,y),
60.26 (1C, -CHy-N,y), 55.65 (IC, -CH,-N"), 48.69 (2C, C-2,5,n), 46.08 (2C, -
CH,CHs), 24.88 (2C, C-3,4yi), 8.00 (2C, -CH,CHs).

HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para Cy7H3aN; ' 400.2753; encontrado: 400.2748.

5.2.4.3.2.3. Bromuro de 4-pirrolidin-1-il-1-{[4’-(pirrolidin-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}piridinio
(C.2.3, 30).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 9, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;: MeOH-»5:1.
Finalmente se obtiene un sdlido marron que se identifica como el producto.

Rendimiento: 63 %. P.f: 153-155°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): § 8.23 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2,6,,), 7.60 — 7.72 (m, 4H,
H-3,5, H-2',6"), 7.42 — 7.52 (m, 4H, H-2,6, H-3",5"), 6.86 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-3,5,,,),
5.40 (s, 2H, -CH,N"), 4.64 (s, 2H, -CH,Nap), 3.55 (t, J = 6.9 Hz, 4H, H-2,5,), 2.56 (1,
J = 6.8 Hz, 4H, H-2,5,ixam), 2.08 — 2.12 (m, 4H, H-3,4,,), 1.82 — 1.87 (m, 4H, H-

3,4,iram).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): & 153.90 (1C, C-4yy,), 141.93 (2C, C-2,6,y), 140.81 (1C,
C-17), 139.60 (1C, C-4), 134.03 (1C, C-1), 128.31 (2C, C-3",5"), 128.02 (1C, C-4"),
127.73 (2C, C-2,6), 127.47 (2C, C-2',6"), 126.72 (2C, C-3,5), 108.58 (2C, C-3,5,y),
60.26 (1C, -CHy-Nuy), 53.67 (1C, -CH,-N"), 48.27 (2C, C-2,5,n), 2531 (2C, C-
2,5pinam), 22.89 (2C, C-3,4pin), 21.13 (2C, C-3 4pimam).
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HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para Co7H3:N3": 398.2596; encontrado: 398.2590.

5.2.4.3.2.4. Bromuro de 1-{[4'-(piperidin-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}-4-pirrolidin-1-ilpiridinio
(C.2.4, 31).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 9, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;: MeOH-»5:1.
Finalmente se obtiene un sdlido marron que se identifica como el producto.

Rendimiento: 41 %. P.f: 185-187°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0OD): & 8.24 (d, J=7.8 Hz, 2H, H-2,6,yr), 7.65 — 7.78 (m, 6H,
H-3,5, H-2",6", H-3",5"), 7.49 - 7.55 (m, 2H, H-2,6), 6.86 (d, J= 7.8 Hz, 2H, H-3,5,,),
5.42 (s, 2H, -CH,N"), 4.28 (s, 2H, -CHyNyp), 3.55 (t, J = 6.9 Hz, 4H, H-2,5,;,), 3.17 —
3.28 (m, 4H, H-2,6pipcam), 2.10 — 2.14 (m, 4H, H-3,45ir), 1.82 — 1.90 (m, 4H, H-
3,5pipcam), 1.61 — 1.72 (m, 2H, H-4 ,;,cam).

13C NMR (75 MHz; CD;0D): § 153.69 (1C, C-4py,), 141.77 (2C, C-2,6,y1), 140.66 (1C,
C-17), 139.41 (1C, C-4), 134.39 (1C, C-1), 131.61 (2C, C-3",5"), 130.90 (1C, C-4"),
128.55 (2C, C-2,6), 127.45 (2C, C-2',6"), 127.19 (2C, C-3,5), 108.22 (2C, C-3,5,y),
59.96 (1C, -CHy-Nuy), 54.68 (1C, -CH,-N"), 52.40 (2C, C-2,5,n), 24.64 (2C, C-
2,6pipedm), 22.80 (2C, C-3,4pirr), 21.13 (2C, C-3,5 pipeam), 20.68 (1C, C-4 yipcam).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C,sH34N3": 412.2753; encontrado: 412.2740.

5.2.4.3.2.5. Bromuro de 1-{[4’-(azepan-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}-4-pirrolidin-1-ilpiridinio
(C.2.5, 32).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del

intermedio monobromado 9, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,: MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un so6lido marréon que se identifica como el producto.

Rendimiento: 22 %. P.f: 172-174°C.
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'H NMR (300 MHz; CD;OD): 8 8.26 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-2,6,y), 7.66 - 7.74 (m, 6H,
H-3,5, H-2",6", H-3",5), 7.44 - 7.51 (m, 2H, H-2,6), 6.87 (d, J = 7.7 Hz, 2H, H-3,5,,),
5.43 (s, 2H, -CH,N"), 4.40 (s, 2H, -CH,Nap), 3.55 (t, J = 6.9 Hz, 4H, H-2,5,i), 3.31 (4,
J = 3.3 Hz, 4H, H-2,7,,), 2.10 (m, 4H, H-3 4yi), 1.89 — 1.96 (m, 4H, H-3,6,,), 1.72 —
1.76 (m, 4H, H-4,5,,).

3C NMR (75 MHz; CD30D): & 153.66 (1C, C-4yy,), 141.75 (2C, C-2,6,y), 140.69 (1C,
C-17), 139.45 (1C, C-4), 136.98 (1C, C-1), 131.93 (2C, C-3",5"), 130.85 (1C, C-4"),
128.84 (2C, C-2,6), 127.67 (2C, C-2',6"), 127.43 (2C, C-3,5), 108.45 (2C, C-3,5,y),
61.61 (1C, -CHy-N,p), 61.49 (1C, -CH,-N"), 55.72 (2C, C-2,74,), 49.79 (2C, C-2,5,in),
27.49 (2C, C-4,5,,), 26.13 (2C, C-3,4pixr), 24.48 (2C, C-3,64,).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C90H3¢N3": 426.2913; encontrado: 426.2909.

5.2.4.3.3. Subfamilia C.3. Derivados de bifenilo y 7-cloro-4-( N-

metilanilinio)quinolina.

5.2.4.3.3.1. Bromuro de 7-cloro-1-({4’-[(dimetilamino)metil]bifenil-1-il}metil)-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.1, 33).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un sélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 29 %. P.f: 249-251°C.

'H NMR (600 MHz; CD;0D): & 8.68-8.70 (m, 2H, H-2,54in), 8.09 (d, J = 1.7 Hz, 1H,
H-8quin), 7.65 (dd, J = 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64uin), 7.60 (d, J= 8.3 Hz, 2H, H-3,5), 7.58 (d,
J=18.3Hz, 2H, H-2",6"), 7.50 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-3",5"). 7.40 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-
2,6), 7.34-7.39 (m, 5H, H-2-6,,1), 6.85 (d, J = 7.4 Hz, H-3quin), 5.89 (s, -CH,N"), 4.02
(s, -CHoNap), 2.61 (s, 6H, (-CH3)am, 2.35 (s, 3H, -CH3).

3C NMR (125 MHz; CD;0D): § 155.45 (1C, C-4qui), 148.68 (1C, C-2quin), 141.52
(1C, C-Tquin), 141.39 (1C, C-4), 141.35 (1C, C-1"), 140.21 (1C, C-8agun), 139.12 (1C,
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C-1anil), 135.05 (1C, C-dami)), 134.67 (1C, C-1), 133.14 (1C, C-4"), 131.76 (2C, C-3",5),
131.34 (2C, C-2,64ni1), 128.60 (1C, C-64uin), 128.40 (2C, C-2,6), 128.29 (2C, C-2°,6"),
127.92 (2C, C-3,5), 127.13 (1C, C-5quin), 125.84 (2C, C-3,5um1), 119.13 (1C, C-8uin),
118.07 (1C, C-4aqin), 101.59 (1C, C-3quin), 62.19 (1C, -CHNyy), 58.28 (1C, CH,N+),
43.51 (2C, -(CH;),am), 20.85 (1C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C3;H3N3Cl": 492.2207; encontrado: 492.2196.

5.2.4.3.3.2. Bromuro de 7-cloro-1-({4’-[(dimetilamonio)metil]bifenil-1-il}metil)-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.2, 34).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 20 %. P.f: 258-260°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.61-8.64 (m, 2H, H-2,54in), 8.12 (d, J= 1.7 Hz, 1H,
H-8quin), 7.78-7.79 (m, 3H, H-6qun, H-3,5), 7.69-7.71 (m, 4H, H-2",6", H-3",5"), 7.38-
7.42 (m, 7H, H-2,6, H-2-6,01 ), 6.89 (d, J= 7.4 Hz, H-3quin), 5.89 (s, -CHoN"), 4.71 (s, -
CH:2Nam), 3.30 (s, 6H, (-CHz),am), 2.43 (s, 3H, -CH3).

%C NMR (125 MHz; CD;OD): § 155.45 (1C, C-4qun), 147.05 (1C, C-2quin), 141.85
(1C, C-1"), 140.11 (1C, C-7quin), 139.53 (1C, C-4), 138.83 (1C, C-8aquin), 137.87 (1C,
C-lani)), 135.58 (1C, C-4am1), 134.38 (1C, C-1), 132.97 (2C, C-3",5"), 129.88 (2C, C-
2,6ani1), 127.11 (1C, C-64uin), 127.08 (2C, C-2",6"), 126.82 (2C, C-3,5), 126.60 (2C, C-2,
6), 126.40 (1C, C-4"), 126.10 (1C, C-54uin), 124.54 (2C, C-3,5.mi1), 117.63 (1C, C-8uin),
116.77 (1C, C-4aguin), 100.06 (1C, C-3quin), 67.38 (1C, -CH,Nym), 56.67 (1C, CHoN+),
46.78 (2C, -(CHs)2am), 19.22 (1C, CH3).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C32H32N3C12+: 246.6104; encontrado: 246.6083.
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5.2.4.3.3.3. Bromuro de 7-cloro-1-({4’-[(dietilamino)metil]bifenil-1-il}metil)-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.3, 35).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 13 %. P.f: 233-235°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.58-8.60 (m, 2H, H-2,54un), 8.07 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.72 (dd, J= 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-6quin), 7.63-7-64 (m, 4H, H-3,5, H-2",6"), 7.51 (d,
J=8.1 Hz, 2H, H-3",5"), 7.32-7.37 (m, 7H, H-2,6, H-2-6,1), 6.84 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin), 5.83 (s, -CHoN"), 4.11 (s, -CHaNyp), 2.98 (¢, J = 7.2 Hz, 4H, -CH,CH;), 2.38 (s,
3H, -CH3), 1.25 (t, J= 7.4 Hz, 6H, -CH,CH,).

¥C NMR (125 MHz; CD;OD): § 155.97 (1C, C-4quin), 147.57 (1C, C-2quin), 140.72
(1C, C-Tquin), 140.64 (1C, C-4), 140.57 (1C, C-1"), 139.40 (1C, C-8aqun), 138.34 (1C,
C-1amit), 134.31 (1C, C-4ant), 133.75 (1C, C-1), 130.84 (1C, C-4"), 130.42 (2C, C-3",5"),
129.88 (2C, C-2,6uni1), 127.65 (1C, C-6quin), 127.51 (2C, C-2,6), 127.13 (2C, C-2",6"),
127.11 (2C, C-3, 5), 125.88 (1C, C-54uin), 125.10 (2C, C-3,5.1), 118.17 (1C, C-8quin),
117.39 (1C, C-4aguin), 100.60 (1C, C-3qun), 57.25 (1C, -CHaNym), 55.70 (1C, CHoN+),
46.37 (2C, -CH,CHj3), 19.88 (1C, CH3), 8.08 (2C, -CH,CH3).

HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para C34H35N5CL: 520.2520; encontrado: 520.2513.

5.2.4.3.3.4. Bromuro de 7-cloro-1-({4’-[(dietilamonio)metil]bifenil-1-il}metil)-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.4, 36).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->4:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 35 %. P.f: 237-239°C.
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'H NMR (400 MHz; CD;0D): & 8.70-8.73 (m, 2H, H-2,54i), 8.11 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.69 (dd, J=8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64uin), 7.62-7.66 (m, 6H, H-3,5, H-2",6" H-3",5"),
7.40 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2,6), 7.33-7.38 (m, 5H, H-2-6,y;)), 6.87 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin)> 5.90 (s, -CHN"), 4.37 (s, -CHaNyn), 3.20 (¢, J = 7.2 Hz, 4H, -CH,CH3), 2.36 (s,
3H, -CH3), 1.33 (t, J= 7.4 Hz, 6H, -CH,CH3).

¥%C NMR (125 MHz; CD;OD): § 155.97 (1C, C-4quin), 148.15 (1C, C-2quin), 141.62
(1C, C-17), 140.93 (1C, C-7quin), 140.38 (1C, C-4), 139.55 (1C, C-8aquin), 138.62 (1C,
C-1anit), 134.23 (1C, C-1), 134.07 (1C, C-4am1), 131.59 (2C, C-3°,5"), 130.67 (2C, C-
2,6mi1), 129.24 (1C, C-64uin), 128.00 (1C, C-4"), 127.80 (2C, C-2°,6"), 127.61 (4C, C-2,
6, C-3,5), 126.38 (1C, C-5quin), 125.45 (2C, C-3,5,i1), 118.51 (1C, C-8quin), 117.46 (1C,
C-4aquin), 100.91 (1C, C-3quin), 57.62 (1C, -CHN,p), 55.72 (1C, -CH,N"), 46.95 (2C, -
CH,CH3), 20.13 (1C, CH3), 8.13 (2C, -CH,CHj).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C34H36N3C12+: 260.6260; encontrado: 260.6253.

5.2.4.3.3.5. Bromuro de 7-cloro-4-( N-metilanilino)-1-{[4’-(pirrolidin-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}quinolinio (C.3.5, 37).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 39%. P.f: 228-230°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): 8  8.67 (d, J = 9.1 Hz, H-2un), 8.60 (d, J = 7.5 Hz, H-
Squin), 8.06 (d, J= 1.7 Hz, H-84u,), 7.62 (dd, J = 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64y,), 7.50-7.62 (m,
6H, H-3,5, H-3",5" H-2",6"), 7.38 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2,6), 7.32-7.34 (m, 5H, H-2-
6anit); 6.80 (d, J= 7.4 Hz, H-3quin), 5.84 (s, -CH,N"), 4.08 (s, -CH,Nyp), 3.00 (t, J = 6.9
Hz, 4H, H-2,5,i), 2.36 (s, 3H, -CHj), 1.94 (q, J = 3.3 Hz, 4H, H-3 4y1,).

%C NMR (75 MHz; CD;0D):  155.93 (1C, C-4quin), 147.60 (1C, C-2quin), 140.73 (1C,
C-Tquin), 140.64 (1C, C-4), 140.47 (1C, C-17), 139.60 (1C, C-8aqun), 138.12 (1C, C-
Lanit), 135.26 (1C, C-4anil), 134.03 (1C, C-1), 133.57 (1C, C-4"), 130.63 (5C, C-3",5", C-
2,6aniy C-6quin), 127.69 (2C, C-2,6), 127.54 (2C, C-2",6"), 127.19 (2C, C-3,5), 126.43
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(1C, C-5quin), 125.15 (2C, C-3,5am1), 118.32 (1C, C-8quin), 117.86 (1C, C-4aguin), 100.90
(1C, C-3quin), 58.55 (1C, -CH,N,y), 57.43 (1C, -CH,N"Y), 53.90 (2C, C-2,5pir), 22.89
(2C, C-3,4pir), 20.14 (1C, CH).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C34H33N3Cl": 518.2363; encontrado: 518.2349.

5.2.4.3.3.6. Bromuro de 7-cloro-4-( N-metilanilino)-1-{[4’-(pirrolidinio-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}quinolinio (C.3.6, 38).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 9 %. P.f: 240-242°C.

'H NMR (300 MHz; CD;OD): & 8.66 (d, J = 9.1 Hz, H-2qu), 8.63 (d, J = 7.5 Hz, H-
Squin), 8.10 (d, J= 1.7 Hz, H-84u,), 7.74 (dd, J = 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64y,), 7.59-7.68 (m,
6H, H-3,5, H-3",5" H-2",6"), 7.36-7.39 (m, 7H, H-2,6, H-2-6,1), 6.88 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin), 5.88 (s, -CH,N"), 4.38 (s, -CHyNyn), 3.32 (t, J = 6.9 Hz, 4H, H-2,5,i), 2.39 (s,
3H, -CH3), 2.06 (q, J = 3.3 Hz, 4H, H-3 4pir).

¥C NMR (75 MHz; CD;0D): 6 & 155.93 (1C, C-4qun), 147.84 (1C, C-2quin), 141.35
(1C, C-17), 140.75 (1C, C-Tquin), 140.37 (1C, C-4), 139.40 (1C, C-8aqun), 138.50 (1C,
C-1amit), 133.94 (2C, C-1, C-4anit), 130.82 (2C, C-3",5"), 130.49 (2C, C-2,64m1), 127.80
(1C, C-64uin), 127.60 (2C, C-2",6"), 127.37 (2C, C-3,5), 127.31 (2C, C-2,6), 125.93 (1C,
C-4"), 12524 (2C, C-3,5umi), 122.85 (1C, C-54uin),118.31 (1C, C-84uin), 117.28 (1C, C-
4aguin), 100.91 (1C, C-3quin), 57.52 (1C, -CH,N,y), 57.37 (1C, -CH,N"), 53.99 (2C, C-
2,5pim)s 22.52 (2C, C-3,44irr), 19.85 (1C, CH3).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C34H34N3C12+: 259.6182; encontrado: 259.6207.
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5.2.4.3.3.7. Bromuro de 7-cloro-4-( N-metilanilino)-1-{[4'-(piperidin-1-iimetil)bifenil-1-
illmetil}quinolinio (C.3.7, 39).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 30 %. P.f: 186-188°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0OD): § 8.55-8.58 (m, 2H, H-2,54u), 8.09 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.75 (dd, J= 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-6qun), 7.61-7.65 (m, 4H, H-3,5, H-2,6"), 7.47 (d,
J=8.1 Hz, 2H, H-3",5"), 7.37 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-2,6), 7.32-7.34 (m, SH, H-2-6ny),
6.84 (d, J = 7.4 Hz, H-3qun), 5.82 (s, -CH,N"), 3.95 (s, -CH,Nap), 2.79-2.95 (m, 4H, H-
2,60ip), 2.39 (s, 3H, -CH3), 1.70 (q, J = 6.1 Hz, 4H, H-3,5,ir,), 1.50-1.59 (m, 2H, H-4,5,).

%C NMR (125 MHz; CD;OD): § 155.98 (1C, C-4quin), 145.40 (1C, C-2quin), 140.98
(1C, C-Tquin), 139.78 (1C, C-4), 139.60 (1C, C-1"), 139.47 (1C, C-8aquin), 139.28 (1C,
C-1amit), 136.25 (1C, C-4qnt), 136.18 (1C, C-1), 133.99 (1C, C-4"), 130.30 (2C, C-3",5"),
130.28 (2C, C-2,6uni1), 127.45 (1C, C-6quin), 127.09 (2C, C-2,6), 126.54 (2C, C-2",6"),
126.42 (2C, C-3', 57), 126.33 (1C, C-5quin), 123.93 (2C, C-3,54i1), 119.57 (1C, C-8quin),
117.42 (1C, C-4agun), 100.85 (1C, C-3quin), 62.85 (1C, -CHoNym), 56.55 (1C, -CHoNY),
53.99 (2C, C-2,6,ip), 25.11 (2C, C-3,5,p), 23.76 (1C, C-4yip), 19.89 (1C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C3sH3sN3Cl': 532.2520; encontrado: 532.2508.

5.2.4.3.3.7. Bromuro de 7-cloro-4-( N-metilanilino)-1-{[4’-(piperidinio-1-ilmetil)bifenil-1-
illmetil}quinolinio (C.3.8, 40).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un soélido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 20 %. P.f: 230-232°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.62-8.64 (m, 2H, H-2,54un), 8.12 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.78 (dd, J= 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64uin), 7.67-7.70 (m, 4H, H-3,5, H-2,6"), 7.58 (d,
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2H, J = 8.2 Hz, H-3",5"), 7.36-7.41 (m, 7H, H-2,6, H-2-6u1), 6.89 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin), 5.88 (s, -CHN), 4.23 (s, -CH,Np), 3.06-3.19 (m, 4H, H-2,6,), 2.42 (s, 3H, -
CHs), 1.82 (q, J= 6.1 Hz, 4H, H-3,5,i), 1.58-1.70 (m, 2H, H-4,,).

%C NMR (125 MHz; CD;0D): § 155.98 (1C, C-4qun), 147.73 (1C, C-2quin), 141.34
(1C, C-17), 140.74 (1C, C-Tquin), 140.50 (1C, C-4), 139.38 (1C, C-8aqun), 138.52 (1C,
C-1amit), 133.99 (1C, C-4ant), 133.85 (1C, C-1), 131.49 (2C, C-3",5"), 130.46 (2C, C-
2,6ani1), 129.35 (1C, C-6quin), 127.76 (1C, C-4"), 127.57 (2C, C-2",6"), 127.21 (2C, C-
3,5), 127.16 (2C, C-2,6), 125.78 (1C, C-5qun), 125.19 (2C, C-3,5.m1), 118.25 (1C, C-
8quin)> 117.30 (1C, C-4aguin), 100.61 (1C, C-3quin), 60.18 (1C, -CH,N,p), 57.31 (1C, -
CH,NY), 52.74 (2C, C-2,6,ip), 22.97 (2C, C-3,5,ip), 21.58 (1C, C-4pip), 19.76 (1C, CHs).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C35H36N3C12+: 266.6260; encontrado: 266.6287.

5.2.4.3.3.8. Bromuro de 1-{[4’-(azepan-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}-7-cloro-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.9, 41).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un sélido verde que se identifica como el producto. Rendimiento:

40 %. P.f: 198-200°C (funde como espuma).

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.58-8.62 (m, 2H, H-2,54in), 8.11 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.77 (dd, J= 8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64uin), 7.67-7.68 (m, 4H, H-3,5, H-2,6"), 7.56 (d,
J=8.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.35-7.41 (m, 7H, H-2,6, H-2-6,11), 6.87 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin)> 5.86 (s, -CHoN"), 4.18 (s, -CHyNyy), 3.11-3.16 (m, 4H, H-2,7,,), 2.43 (s, 3H, -
CH3), 1.82-1.86 (m, 4H, H-3,6,,), 1.69-1.73 (m, 2H, H-4,5,,).

¥C NMR (125 MHz; CD;OD): § 155.98 (1C, C-4qun), 147.55 (1C, C-2quin), 140.84
(1C, C-Tquin), 140.74 (1C, C-4), 140.69 (1C, C-1"), 140.57 (1C, C-8aqun), 139.41 (1C,
C-1amit), 138.43 (1C, C-4ant), 134.22 (1C, C-1), 133.73 (1C, C-4"), 130.95 (2C, C-3",5"),
130.44 (2C, C-2,64m1), 127.68 (1C, C-64uin), 127.52 (2C, C-2,6), 127.10 (4C, C-2",6’, C-
3,5), 125.72 (1C, C-5quin), 125.09 (2C, C-3,5.m1), 118.19 (1C, C-84uin), 117.39 (1C, C-
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4aguin), 100.67 (1C, C-3qun), 60.54 (1C, -CHoNy), 57.31 (1C, -CH,N"), 54.54 (2C, C-
2,74), 26.17 (2C, C-3,54,), 24.04 (2C, C-4,5,,), 19.74 (1C, CH).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C3sH3;N3Cl": 546.2676; encontrado: 546.2626.

5.2.4.3.3.8. Bromuro de 1-{[4’-(azepanio-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}-7-cloro-4-( N-
metilanilino)quinolinio (C.3.10, 42).
Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del

intermedio monobromado 10, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->5:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: & %. P.f: 217-219°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): & 8.65-8.68 (m, 2H, H-2,54in), 8.11 (d, J = 1.7 Hz, H-
8quin), 7.79 (dd, J=8.3, 9.0 Hz, 1H, H-64uin), 7.68-7.74 (m, 4H, H-3,5, H-2",6"), 7.62 (d,
J=8.2 Hz, 2H, H-3",5"), 7.36-7.43 (m, 7H, H-2,6. H-2-6,1;1), 6.88 (d, J = 7.4 Hz, H-
3quin)> 5.89 (s, -CHoN"), 4.36 (s, -CHyN,y), 3.28-3.34 (m, 4H, H-2,7,,), 2.39 (s, 3H, -
CHj3), 1.86-1.91 (m, 4H, H-3,6,,), 1.69-1.73 (m, 2H, H-4,5,,).

¥C NMR (125 MHz; CD;0D): § 156.02 (1C, C-4quin), 147.73 (1C, C-2quin), 140.81
(1C, C-17), 140.78 (1C, C-Tquin), 140.67 (1C, C-4), 140.41 (1C, C-8aqun), 139.45 (1C,
C-1amit), 138.62 (1C, C-4ant), 133.99 (1C, C-1), 131.46 (2C, C-3",5"), 130.53 (2C, C-
2,6ani1), 129.52 (1C, C-64uin), 127.83 (1C, C-4"), 127.64 (2C, C-2°,6"), 127.41 (2C, C-
3,5), 127.20 (2C, C-2,6), 125.78 (1C, C-5qun), 125.25 (2C, C-3,5.m1), 118.32 (1C, C-
Squin), 117.28 (1C, C-4agin), 100.57 (1C, C-3guin), 60.22 (1C, -CH,N,p), 57.20 (1C, -
CH,N"), 54.47 (2C, C-2,7,,), 26.21 (2C, C-3,5,,), 23.03 (2C, C-4,5,,), 19.74 (1C, CH3).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C36H38N3C12+: 273.6388; encontrado: 273.6373.
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5.2.4.3.4. Subfamilia C.4. Derivados de bifenilo y 7-cloro-4-(azepan-1-

il)quinolina.

5.2.4.3.4.1. Bromuro de 4-azepan-1-il-7-cloro-1-({4’-[(dimetilamino)metil]bifenil-1-il}metil)
quinolinio (C.4.1, 43).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 11, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->9:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 13 %. P.f: 267-269°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.58 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-24,), 8.38 (d, J = 9.3 Hz,
1H, H-54uin), 8.00 (d, J = 2.0 Hz, H-8un), 7.68-7.73 (m, 4H, H-2",6". H-3,5), 7.60-7.63
(m, 3H, H-3",5", H-64un), 7.38-7.40 (m, 2H, H-2,6), 7.13 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-34in),
5.83 (s, -CHoN"), 4.36 (s, -CHyNan), 4.06 (t, J = 5.5 Hz, 4H, H-2,7,,), 2.85 (s, 6H, (-
CHs),am), 2.01-2.09 (m, 4H, H-3,6,,), 1.66-1.73 (m, 4H, H-4,5,,).

¥C NMR (125 MHz; CD;OD): § 159.26 (1C, C-4qun), 144.89 (2C, C-24uin), 141.70
(1C, C-17), 140.66 (1C, C-8aqun), 140.20 (1C, C-4), 139.59 (1C, C-Tquin), 134.04 (1C,
C-1), 131.28 (2C, C-3",5"), 130.18 (2C, C-54uin), 130.10 (1C, C-4"), 127.55 (2C, C-3,5),
127.38 (2C, C-2',6"), 127.23 (2C, C-2, 6), 125.22 (1C, C-6quin), 117.57(1C, C-4aquin),
117.44 (1C, C-84uin), 102.81 (1C, C-3guin), 60.36 (1C, -CH,N,y,), 56.72 (1C, -CH,N"),
53.92 (2C, C-2,7,,), 41.59 (2C, -(CHspam), 27.01 (2C, C-3,5,,), 26.88 (2C, C-4,5,,).

HRMS-m/z[M- Br]+: calculado para C31H35N5Cl': 484.2089; encontrado: 484.2070.

5.2.4.3.4.2. Bromuro de 4-azepan-1-il-1-({4 -[(dimetilamino)metil]bifenil-1-il}metil)-7-
metoxiquinolinio (C.4.2, 44).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 11, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl;:MeOH->9:1.
Finalmente se obtiene un solido amarillo que se identifica como el producto.

Rendimiento: 16 %. P.f: 257-259°C.
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'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.34 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-2qu,), 8.12 (d, J = 9.3 Hz,
1H, H-5quin), 7.75 (d, J = 2.0 Hz, 2H, H-2,6"), 7.64-7.69 (m, 4H, H-3,5, H-3",5"), 7.39
(d, J= 8.2 Hz, 2H, H-2,6), 7.06 (dd, J = 2.5, 9.7 Hz, 1H, H-644in). 6.82 (d, J = 7.8 Hz,
1H, H-3quin), 6.54 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-8quin), 5.69 (s, -CH,N"), 4.70 (s, -CH;Nam), 3.96
(t, J=5.5Hz, 4H, H-2,7,,), 3.02 (s, 6H, (-CH3)am), 2.99 (s, 3H, -OCH3), 1.96-2.08 (m,
4H, H-3,6,,), 1.65-1.73 (m, 4H, H-4,5,,).

%C NMR (125 MHz; CD;OD): § 158.79 (1C, C-4qun), 152.74 (1C, C-Tquin), 143.44
(1C, C-2quin), 142.52 (1C, C-8aqun), 142.03 (1C, C-1"), 139.70 (1C, C-4), 134.95 (IC,
C-1), 133.53 (2C, C-3",5"), 130.99 (1C, C-4), 129.24 (1C, C-5qun), 127.46 (2C, C-3,5),
127.33 (2C, C-2',6"), 127.29 (2C, C-2,6), 126.63 (1C, C-8quin), 111.88 (1C, C-4aquin),
100.67 (1C, C-3quin), 95.53 (1C, C-64uin), 60.94 (1C, -CH,N,y), 56.82 (1C, -CH,N),
53.44 (4C, C-2,7,,). 42.18 (1C, -OCHj3), 38.62 (2C, -(CHspam), 27.50 (2C, C-3,5,,),
27.03 (2C, C-4,54,).

HRMS-m/z[M- Br]+/2: calculado para C32H39N30C12+: 247.1605; encontrado:
247.1587.

5.2.4.3.4.3. Bromuro de 4-azepan-1-il-7-cloro-1-({4’-[(azepan-1-il)metil]bifenil-1-il}metil)
quinolinio (C.4.3, 45).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 11, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH-9.5:0.5.
Finalmente se obtiene un so6lido amarillo intenso que se identifica como el producto.

Rendimiento: 25 %. P.f: 232-234°C.

'H NMR (500 MHz; CD;0D): & 8.56 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-2q,), 8.37 (d, J = 9.2 Hz,
1H, H-54uin), 8.02 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-84ui,), 7.69-7.73 (m, 4H, H-2",6", H-3,5)_ 7.61-
7.63 (m, 3H, H-3",5", H-64uin), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, H-2,6), 7.12 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-
3quin), 5.83 (s, -CH,NY), 4.34 (s, -CH,Nym), 4.07 (t, J= 5.5 Hz, 4H, H-2,7,,), 3.21 (t, J =
5.1 Hz, 4H, H-2,7,,am), 2.04-2.07 (m, 4H, H-3,6,,), 1.87- 1.90 (m, 4H, H-3,6,,am),
1.65-1.73 (m, 8H, H-4,5,, H-4,5,,am).
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%C NMR (125 MHz; CD;0D): § 159.26 (1C, C-4quin), 144.86 (2C, C-2quin), 141.68 (1C,
C-17), 140.70 (1C, C-8aquin), 139.93 (1C, C-4), 139.64 (1C, C-7quin), 134.95 (1C, C-1),
131.41 (2C, C-3",5"), 130.17 (1C, C-5qun), 129.82 (I1C, C-4"), 127.55 (2C, C-3.5),
127.27 (2C, C-2',6"), 127.71 (2C, C-2,6), 125.23 (1C, C-64uin), 117.59 (1C, C-4aquin),
117.45 (1C, C-84uin), 102.90 (1C, C-3quin), 60.17 (1C, -CH,N,y,), 57.20 (1C, -CH,N),
54.34 (2C, C-2,7.,am), 53.89 (2C, C-2,7,,), 27.02 (2C, C-3,64,), 26.89 (2C, C-4,5,,),
26.13 (2C, C-3,64,am), 26.08 (2C, C-4,5,,am).

HRMS-m/z[M- Br]": calculado para C3sH4/N3CI': 538.2989 ; encontrado: 538.2981.

5.2.4.3.4.4. Bromuro de 1-{[4"-(azepanio-1-ilmetil)bifenil-1-iljmetil}-4,7-diazepan-1-
ilquinolinio (C.4.4, 46).

Siguiendo el procedimiento general descrito en el apartado 5.2.4.3 y partiendo del
intermedio monobromado 11, se purifica el crudo resultante mediante cromatografia
flash de gel de silice usando como eluyente una mezcla de CH,Cl,:MeOH-9.5:0.5.
Finalmente se obtiene un so6lido amarillo intenso que se identifica como el producto.

Rendimiento: 20%. P.f: 224-226°C.

'H NMR (300 MHz; CD;0D): § 8.34 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-24,), 8.16 (d, J = 9.8 Hz,
1H, H-54uin), 7.68-7.72 (m, 4H, H-2",6", H-3,5), 7.58-7.62 (m, 2H, H-3",5"), 7.36 (d, J =
8.2 Hz, 2H, H-2,6), 7.12 (dd, J = 2.5, 9.7 Hz, 1H, H-64un,. 6.86 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-
3quin), 6.54 (d, J=2.6 Hz, 1H, H-84uin), 5.71 (s, -CH,N"), 4.27 (s, -CHyNymy), 4.02 (t, J =
5.6 Hz, 4H, H-2,7,,), 3.57 (J = 5.9 Hz, 4H, H-2,7,,), 3.25-3.29 (m, 4H, H-2,7,,am)
2.05-2.09 (m, 4H, H-3,6,,), 1.89-2.00 (m, 4H, H-3,6,,am), 1.74-1.78 (m, 8H, H-4,5,, H-
4,5,,am), 1.59-1.64 (m, 4H, H-3,6,,), 1.38-1.44 (m, 4H, H-4,5,,").

¥C NMR (125 MHz; CD;OD): § 158.64 (1C, C-4quin), 151.60 (1C, C-7quin), 143.49
(1C, C-2quin), 142.35 (1C, C-8aguy), 141.44 (1C, C-17), 140.31 (1C, C-4), 134.00 (1C,
C-1), 131.37 (2C, C-3",5), 129.54 (2C, C-4", C-54uin), 127.55 (2C, C-3.5), 127.31 (2C,
C-2.,6"), 125.23 (2C, C-2,6), 111.72 (1C, C-8uin), 109.02 (1C, C-4aquin), 100.52 (1C, C-
3quin)s 95.53 (1C, C-64uin), 60.20 (1C, -CH,N,y,), 56.77 (1C, -CH,N"), 54.35 (2C, C-
2,7.,am). 53.43 (2C, C-3,64,), 49.37 (2C, C-2,7.,), 27.52 (2C, C-2,74,), 27.02 (2C, C-
4,54), 26.34 (2C, C-3,64,), 26.14 (2C, C-3,6,,am), 26.10 (2C, C-4,5,,am), 26.03 (2C, C-
2,70r).
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HRMS-m/z[M- Br]"/2: calculado para C4;HssN4>": 301.2169; encontrado: 301.2162.
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5.3. Clonaje, expresion y purificacion de proteinas

El clonaje, la expresion y la purificacion de las proteina HSChoKal, PfChoK y
CpChoK se llevaron a cabo en el Instituto de Biocomputacién y Fisica de Sistemas
Complejos de la Universidad de Zaragoza bajo la supervision del investigador ARAID

D. Ramén Hurtado Guerrero'”?.

5.3.1.1. Clonaje, expresion y purificacion de  HsChoKal y HsChoK
5.3.1.2. Clonaje de HsChoKaly HsChoK 8

Los protocolos de clonaje, expresion y purificacion de ambas proteinas ya habian
sido previamente puestos a punto por el doctor Hurtado en su centro de investigacion y
publicados en un Angewanted del afio 2013*°, de tal manera que se expresaron ambas

proteinas siguiendo los protocolos descritos que a continuacion se detallan.
5.3.1.3. Expresion de HsChoKaly HsChoK

El protocolo de expresion y purificacion de ambas isoformas comienza con la
transformacion por choque térmico de los clones pMALC2x-chokxl y pMALC2x-
choKp enBL21 (DE3) star, una cepa comercial de E. coli que permite la induccion de
proteinas con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Posteriormente, las células
transformadas se crecen en un precultivo de 35 ml de medio 2XTY (16 g/L triptona, 10
g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl pH 7.0) estéril con ampicilina (100 pg/ml) a 37°C
durante toda la noche en agitacion a 250 rpm.

Al dia siguiente el precultivo se inocula en 2 litros de medio de cultivo con
ampicilina (100 pg/ml) y se incuba a 37°C hasta alcanzar una densidad optica de 0.8
medida a 600 nm. A continuacion, se induce la expresion de la proteina recombinante
utilizando 1 mM de IPTG durante aproximadamente 20 horas a 18°C agitandose a 180
rpm. Transcurrido este tiempo, las células se recogen centrifugando a 4500 rpm en
ciclos de 20 minutos y en caso de no ser usado inmediatamente, el sedimento de células

se congela a -20°C.
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5.3.1.4. Purificacion de HsChoKaly HsChoKf

Se resuspendi6 el sedimento celular en el tampon A (25 mM Tris/HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA a pH 7.5) en la proporcion de 1 ml de tampon por cada gramo de
pellet. Se anadi6 1ul/10ml de benzonasa (Novagen), 1 mg/ml lisozima (Fluka
analytical) e inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) y se incub6 la mezcla a 37°C
durante 30 minutos.

A continuacion, las células se rompieron en un bafio de hielo mediante 10 series de
sonicacion de 30 segundos (amplitud al 80 %) y 30 segundos de descanso. Luego, se
eliminaron los restos celulares mediante centrifugacion a 19500 rpm durante 45 minutos
y se filtr6 el sobrenadante con filtros de 0,45 pm antes de ser inyectado en las columnas.

Posteriormente, se inyectd el sobrenadante en una columna de maltosa MBT Trap
HP de 5 ml (GE Healthcare), se lavo con el tampon A y se eluyd con el tampon B (25
mM Tris/HCIL, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM maltosa a pH 7,5) utilizando
durante todo el proceso un flujo maximo de 5 ml/min en un aparato AKTA purifier ™
(GE Healthcare) o en bomba peristaltica (Figura 5.5).

A continuacion, se dializ6 la fraccion eluida de la siguiente columna cromatografica
con el tampon A (25 mM Tris/HCIL, 150 mM NaCl pH 7.5) para que la proteasa de
precision (PP, “PreScission protease”, GE Healthcare) se encontrara en un ambiente
optimo de corte. La didlisis se llevo a cabo en agitacion a 4°C realizando 3 cambios de
buffer cada 2 horas. Durante todo el proceso se utilizaron geles de acrilamida SDS-
PAGE al 12% tanto para confirmar la presencia de la proteina en las distintas fracciones
aisladas como para realizar un control del proceso de purificacion.

La separacion de ChoK de la proteina de fusion (MBP) se realizo con la PP la cual
se afiadié a una concentracion de 1 mg por cada 10 mg de proteina, y se incubo6 a 4°C
durante 24 horas. Se comprobd que la proteasa habia cortado correctamente con un gel
SDS-PAGE al 12 % (Figura 5.5). Después, se utilizd una columna de GST (GE
Healthcare) con el tampén B (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 10 mM glutation
reducido a pH 7,5) para retener a la proteasa y liberar a la ChoK (Figura 5.5).

La fraccion recuperada se purifico utilizando una columna HiTrap Blue (GE
Healthcare) usando como tampoén A, 25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl a pH 7,5 y como
tampon B, 25 mM Tris/HCI, 2.5 M NaCl a pH 7,5. La elucion de ChoK se llevé a cabo

con un gradiente de NaCl (Figura 5.5). Luego, al eluido se le eliminé el exceso de sal
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mediante una columna de intercambio de tampones en 25 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl
apH 7,0-7,5.

Finalmente, la proteina disuelta en el tampdn anterior se concentr6 hasta los 2 ml, se
filtré con filtros de 0,45 um y se inyecté en una columna de exclusion molecular

(Superdex 75 XK26/60, GE Healthcare, Figura 5.5).
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Figura 5.5. a) Seguimiento del proceso de purificacion de HSChoKal; b) Cromatografia de

exclusion molecular HsSChoKal.

Por ultimo, se analizé espectrofotométricamente la cantidad de proteina obtenida
utilizando coeficientes de extincién molar a 280 nm de 1.30 mg”' ml cm™ y 1.64 mg™
ml cm™ para las isoformas HsChoKal y HSChoKp, respectivamente. Ambas enzimas se
concentraron hasta 20 mg/ml y se almacenaron a -80°C hasta ser usadas en los

experimentos biofisicos posteriores.
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5.3.2. Clonaje, expresion y purificacion de  PfChoK
5.3.2.1. Clonaje de PfChoK

La secuencia de DNA que codifica los aminoacidos 79-440 de PfChoK fue
sintetizada por la empresa GenScript para poder ser transformada en E. coli. La
construccion de PfChoK contenia un sitio de corte para la proteasa de precision y fue
digerida con las enzimas de restriccion ECOR y Sall e incialmente se clono en el vector
pMALC2x. Debido a problemas para eliminar la proteina de uniéon a maltosa utilizando
la proteasa de precision, se decidi6 disefiar otra construccidn que contuviera una
secuencia corta compuesta por 8 aminodcidos (Trp-Ser-Hys-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys)
(Strep-tag) y un sitio de corte para la proteasa TEV. Utilizando pMALC2x-PfChoK
como molde, se amplifico la construccion en dos rondas de PCR con el objetivo de
incluir los dos elementos previamente citados en la construccion final. La primera PCR
se amplificé usando el primer directo,

5.

GAAAACCTGTACTTCCAGGGT AGCGGTAGCGGTTCAAGTAAACTGACCGA
TC-3" (que contenia el sitio de corte para TEV mostrado en negrita)

y el primer reverso,

5-CGGAATTCGTCGAOQCAATCGTCATAGTCTTTAATAATG-3" (el cual
contenia una secuencia de reconocimiento para Sall (en cursiva) y un codon de parada
(subrayado).

La segunda PCR se amplific6 desde la primera PCR con el mismo primer reverso
mencionado previamente y el siguiente primer directo,

5.
CGGAATTCCATATGGCGGCGGCAGCGCGTGGAGCCATCCGCAGTTTGAAA
AAGGCGGCAGCGAAAACCTGTACTTCCAGGGT -3, el cual contenia un sitio

Ndd (de nuevo en cursiva) y una secuencia de codificacion para la Strep-tag

(subrayada) seguida de un sitio TEV mostrado en negrita.

A continuacion, el producto de la PCR se digerié con Ndd y Sall (Figura 5.6) y se
clon6 en el vector pET15b, el cual habia sido previamente modificado para que
codificase ademds de una cola de histidinas, un sitio de corte para la proteasa de
precision, resultando en el plasmido de expresion final pET15bPP-PfChoK (Figura
5.6). La secuencia de dicho plasmido fue verificada mediante secuenciacion en el

Servicio de secuenciacion de Sistemas genomicos de Paterna (Valencia).
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Figura 5.6. Geles de agarosa del clonaje pET15bPP-PfChoK. a) Purificaciéon de la digestion de
pET15bPP y el inserto de PfChoK. b) Colonia positiva tras ligacion (contiene plasmido final pET15bPP-
PfChoK).

5.3.2.2.  Expresion de PfChoK

El plasmido pET15bPP-PfChoK se transformo en la cepa Arctic Express (DE3) RP,
las cuales se crecieron durante una noche en medio Super Broth (32 g/L triptona, 20 g/L
extracto de levadura, 5 g/L. NaCl ph 7,5) con 100 ug/ml de ampicilina. A continuacion,
las células se inocularon en el cultivo y se dejaron crecer a 30°C hasta alcanzar una
absorbancia de 1,2 a 600 nm, después de lo cual se indujo la expression de la proteina
con 1 mM de IPTG a 12,5°C durante 2 horas sin agitacion. Posteriormente, los cultivos
fueron incubados a 12,5°C durante 72 horas a 180 rpm. Transcurrido este tiempo, las
células se recogieron mediante centrifugacion a 3480 g durante 30 min y el sedimento

celular en caso de no ser utilizado inmediatamente, se congela a -20°C.

5.3.2.3. Purificacion de PfChoK

El sedimento celular recogido en la etapa anterior, se resuspendi6 en tampén A (20
mM fosfato, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,4), conteniendo lisozima (1 mg/ml),
DNAsa (0,1 mg/ml) e inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Las células se
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rompieron mediante sonicacion y se centrifugaron a 19500 rpm a 4°C durante 30
minutos.

El sobrenadante se aplico en una columna de 1 x 5 ml de cobalto HP (GE
Healthcare) previamente equilibrada con el tampén A. La columna se lavo con dicho
tampon y la proteina de fusion se eluyd con tampon B (20 mM fosfato, 500 mM NacCl,
500 mM de imidazol, pH 7.,4).

A continuacion, la proteina eluida se dializ6 con el tampon de corte de la TEV (50
mM Tris/HCI, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM DTT pH 8,0) y posteriormente, se
mantuvo en contacto una noche con la proteasa (TEV, GE Healthcare) a 4°C en una
proporcion de 0,5 mg TEV/10 mg proteina (Figura 5.7).

Luego, la TEV se eliminé mediante una columna de cobalto y la proteina que no se
unid, se dializ6é en tampon C (25 mM Tris/HCL, 150 mM NaCl pH 7,5). Finalmente, se
purificé por cromatografia de exclusion molecular en una columna Superdex 75

XK26/60 (GE Healthcare) previamente equilibrada con dos volumenes de tampén C

(Figura 5.7).
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Figura 5.7. Seguimiento del proceso de purificacion de PfChoK. a) Columna de cobalto; 1,
Fraccion no retenida; 2, Lavado; 3, Eluido (PfChoK+ His); b) Corte con TEV; 1 y 3, antes del corte; 2 y
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4, después del corte; ¢) Segunda columna de cobalto; 1, antes de inyectar; 2, Fraccion no retenida y

lavado; 3, eluido; d) Columna de exclusion molecular.

La concentracion de la enzima se determind espectrofotométricamente usando un
coeficiente de extincién molar a 280 nm de 1,622 mg™" ml cm™ y se almacené a 20

mg/ml a -80°C hasta ser usada en los experimentos biofisicos posteriores.

5.3.3. Clonaje, expresion y purificacion de  CpChoK
5.3.3.1. Clonaje de CpChoK

La secuencia de DNA que codifica para los aminoacidos 50-424 de CpChoK fue
también sintetizada y optimizada por GenScript para ser expresada en E.coli. Esta
construccion se digerio con ECOR y Sall y se cloné6 en pMALC2x conteniendo en el
extremo N-terminal de CpChoK una cola de histidina, otra Strep-tag y un sitio de corte
para la proteasa de precision, resultando en el plasmido de expresion final
pMALC2xPP-CpChoK.

Observar a continuacion el extremo N-terminal de CpChoK con la cola de histidinas
en cursiva, la Strep-tag subrayada y el sitio de corte para la proteasa de precision en
negrita.

“-GSSHHHHHHHHHHHHSSGGSAWSHPQFEKGGSLEVLFQGPGS -

Al igual que en los casos anteriores, el plasmido fue verificado mediante

secuenciacion (Figura 5.8).

1000pb
850pb

Figura 5.8. Colonias positivas del clonaje pMALC2xPP-CpChoK procedentes de la PCR en

colonia.
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5.3.3.2.  Expresion de CpChoK

El plasmido pMALC2xPP-CpChoK se transformo en la cepa BL21 (DE3) Star. Las
células se crecieron durante una noche en medio 2XYT con 100 pug/ml de ampicilina y
posteriormente se inocularon en el medio de cultivo a 37°C hasta alcanzar una
absorbancia de 0,8 a 600 nm, después de lo cual la expresion de la proteina se indujo
con 1 mM IPTG a 18°C durante 24 horas a 180 rpm. Finalmente, las células se
recogieron mediante centrifugacion a 3480 g durante 30 minutos y se almacenaron a -

20°C hasta su uso.

5.3.3.3.  Purificacion de CpChoK

El sedimento celular se resuspendio en tampon A (25mM Tris/HCI, 150 mM NaCl,
pH 7,5), conteniendo lisozima (1 mg/ml)), DNAsa (0,1 mg/ml) e inhibidores de
proteasas. Las células se rompieron mediante sonicacion y se centrifugaron a 19500 rpm
a 4°C durante 30 minutos.

Los sobrenadantes se aplicaron en una columna de cobalto HP (GE Healthcare) de 5
ml previamente equilibrada con el tampon A. La columna se lavdé con este mismo
tampon, el cual suplementado con 500 mM de imidazol, también sirvi6 para eluir las
proteinas de fusion (Figura 5.9).

A continuacidn, al eluido se le elimind el exceso de imidazol con una columna para
intercambio de tampones donde nuevamente se us6 el tampoén A. Posteriormente, se
mantuvo en contacto durante una noche a 4°C con la proteasa de precision en una
proporcion de 1 mg PP/5 mg proteina.

CpChoK fue finalmente obtenida en el eluido de una columna HiTrap blue usando
el tampon A con 2.5 M de NaCl (Figura 5.9). Para eliminar el exceso de sal, se uso
nuevamente una columna para intercambio de tampones.

Por ultimo, se utilizé una columna de exclusion molecular Superdex 75 XK26/60
para seleccionar exclusivamente las formas monoméricas de la enzima (Figura 5.9) y se
cuantificd espectrofotométricamente la cantidad de proteina usando un coeficiente de
extincion molar a 280 nm de 1,205 mg™ ml cm™. CpChoK se concentrd hasta 20 mg/ml

y se almaceno a -80°C hasta ser usada en los experimentos biofisicos posteriores.
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Figura 5.9. Seguimiento del proceso de purificacion de CpChoK. a) Columna de cobalto; 1,

CpChoK + MBP b) Corte; 1, antes; 2, después; ¢) HiTrap Blue; d) Filtracién en gel (gel SDS); )

Cromatograma Filtracion en gel.
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5.4. Ensayos de afinidad proteina-inhibidor: espectroscopia

de fluorescencia de triptdfanos

Los experimentos de fluorescencia, al igual que el clonaje, la expresion y la
purificacion de las cuatro proteinas se realizaron en el Instituto de Biocomputacion y
Fisica de Sistemas Complejos de la Universidad de Zaragoza, bajo la supervision del
investigador D. Ramoén Hurtado Guerrero. Frente a HSChoKal y PfChoK se ensayaron
todos los compuestos del cribado virtual, de las familias A, B y los representantes de las
subfamilias C con la amina terciaria de menor y mayor numero de carbonos. En el caso
de HSChoK§p} se ensayaron los compuestos mas afines por la proteina HSChoKal. Por su
parte, frente a CpChoK so6lo se ensayo el compuesto de cada subfamilia C que habia
demostrado tener una mayor afinidad por HsSChoKal y PfChoK. A continuacion, una
vez demostrada la union a sus dianas, se realizaron los estudios de actividad inhibitoria
y antiproliferativa.

Para llevar a cabo los ensayos de fluorescencia, primero se prepararon disoluciones
stock de todos los compuestos a méaxima concentraciéon en el disolvente donde eran
solubles, es decir, DMSO al 100 % (SIGMA-ALDRICH®). A partir de esta disolucion,
se obtuvo otra menos concentrada del compuesto en el mismo tampdén donde se hallaba
la proteina (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl pH 7,5). La concentracion que se eligid en
esta ultima disolucion dependia de la afinidad que mostraba el compuesto por la
proteina, de tal manera que cuanto mayor era, menor deberia ser la concentracion. De
este modo, para todos los compuestos a excepcion de los del cribado virtual, la
concentracion elegida fue de 100 uM. A partir de esta disolucion, se cogieron alicuotas
de volumen creciente que se fueron anadiendo a la cubeta de cuarzo donde estaba
contenida la proteina a lo largo de todo el experimento. Por su parte, la concentracion

inicial de las proteinas en el experimento fue de 1 pM.

Las Ky frente a HSChoK a1, HSChoKf, PfChoK y CpChoK se midieron mediante la
monitorizacion de la extincion (quenching) de la sefial de fluorescencia emitida por los
triptofanos de las proteinas. Todos los experimentos fueron realizados en un
espectrofluorimetro Cary Eclipse87 a 25°C con las enzimas a 1 uM, y concentraciones
de los compuestos variando de 0,025 a 300 uM para HsSChoKal, de 0,025 a 500 uM
para HSChoK[3, de 0,025 a 300 uM para PfChoK y de 0,050 a 60 uM para CpChoK, en
25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5. Los espectros de emision de fluorescencia se

grabaron en el rango de los 300-400 nm con una longitud de onda de excitacion de 280
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nm y una anchura de celda de 5 nm. De forma paralela se realizaron controles en los que
se incubaron las enzimas con las cantidades equivalentes de DMSO que se habian usado
en cada experimento. El andlisis de los datos se llevo a cabo Prism (GraphPad software)
considerando un modelo de un solo sitio de unién (Ecuacion 1), donde K es la
fluorescencia intrinseca de la enzima en ausencia del compuesto (Q), F; es la
fluorescencia observada a una concentracion dada de compuesto, f, es el grado

fraccional de la fluorescencia, y Ky es la constante de disociacion.

Ecuacion 1.

1_F_1— fax&
FO Kd + [Q]
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5.5. Analisis estructural mediante cristalografia de Rayos X

La cristalizacion de los compuestos que mostraron una mayor afinidad por la ChoK
en las tres homologas donde fueron ensayados (HSChoKal, PfChoK, CpChoK) también
se llevo a cabo en el Instituto de Biocomputacion y Fisica de Sistemas Complejos. A
pesar de los numerosos intentos para obtener cristales en las tres especies, unicamente
se obtuvieron resultados favorables en el caso de la HSChoKal. Entre las estrategias
infructuosas a las que se recurri6 para intentar conseguir cristales en PfChoK, destacan
el empleo de un mayor niumero de disoluciones comerciales, su purificacion en el menor
tiempo posible para tratar de evitar su envejecimiento y la cristalizacion de otra ChoK
perteneciente a una especie del mismo género, concretamente Plasmodium knowlesi

(PKChoK).

5.5.1. Condiciones de cristalizacion

Para llevar a cabo el proceso de cristalizacion es necesario partir de una disolucion
de la proteina objetivo en el tampdén donde sea mas estable y de otra disolucion del
compuesto en el disolvente donde esté totalmente disuelto a la maxima concentracion
posible. A continuacion, se elige el método de cristalizacion que haya demostrado una
mayor eficacia para esa proteina u otras de la misma familia (gota sentada, gota
colgante, dialisis, difusion en gel,...) se incuba durante un cierto tiempo la proteina con
el compuesto a la méxima concentracion posible sin que se observe la formacion de
precipitados (supersaturacion), y se usan disoluciones comerciales de disoluciones
(disoluciéon madre) para identificar condiciones en las que se formen los primeros
estados cristalinos. Estas disoluciones madre incluyen agentes precipitantes (sales,
como sulfato de amonio o citratos; disolventes organicos, como el 2-metil-2,4-
pentanediol (MPD); y polimeros, como los polietilenglicoles de distinto peso molecular:
PEG3350, el PEGS5000...), buferes (acetato de sodio, TRIS, MES, HEPES) vy
sustancias auxiliares (mercaptoetanol, glutation, espermina,...). Hay que puntualizar que
aunque normalmente la concentracion de compuesto que se pone en contacto con la
proteina es saturante, dicha concentracion dependera de la afinidad que el compuesto
tenga por su diana. De esta forma, se necesitardn mayores concentraciones cuanto
menor sea la afinidad. Posteriormente, se procede a mejorar el empaquetamiento y el
tamafio de los primeros cristales mediante la modificacion de todas las variables

iniciales (concentracion de proteina, de agente precipitante, de sales y variaciones de
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pH), y por ultimo, si es necesario, se recurre al uso de aditivos para conseguir cristales
bien formados, individuales y de tamafo adecuado para poder ser procesados en el
difractémetro de rayos X.

En nuestro caso, todos los experimentos de cristalizacion de H€hoKal junto con
los compuestos mas solubles y afines, tanto del cribado virtual como de los sintetizados,
se realizaron por co-cristalizacion o soaking usando el método de la gota sentada, en
placas de 96 pocillos (Jena Bioscience). Todos los compuestos, a excepcion del
AMPPNP, la colina y el Mg®" (solubles en agua) se disolvieron en DMSO para preparar
soluciones stock a concentracion maxima (ver Tabla 5.3). La concentracion de la
disolucion stock de la proteina en su tampéon (25 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5)
fue de 20 mg/ml en todos los casos a excepcién de cuando se cristalizd con el

compuesto 5217714, que se us6 a 11,6 mg/ml.

Tabla 5.3.Stock de las disoluciones de compuesto de partida.

compuesto disolvente [compuesto
A.2 500

B.2 500
C.2.1 400
C.3.1 DMSO 400
C.3.2 400
5217714 400

En una primera etapa, la disolucion de la proteina y del compuesto a
supersaturacion se incubd durante 45 minutos en hielo y a continuacion, se centrifugd a
12000 rpm durante 20 minutos para eliminar los restos de precipitado. La concentracion
final de DMSO en la mezcla (cuando éste era el disolvente del compuesto) fue de un 5%
como maximo. Posteriormente, se utilizaron cuatro kits de disoluciones de cristalizacion
comerciales como condiciones de partida para todos los experimentos: PEG/Salt, JCSG,
Classic I y Basic (Jena Bioscience) y en cada pocillo de la placa se combinaron
volimenes equivalentes (0.5 upl) de solucion de proteina-compuesto y de solucién
madre. Luego, las placas se almacenaron en un aparato Rock Imager (Formulatrix),
donde se realiz6 un seguimiento del crecimiento de los cristales a 18°C.

Una vez seleccionada la mejor condicion de cristalizacion para cada compuesto, en
algunos casos fue necesario mejorar las condiciones del screening inicial e incluso,

realizar un cribado de aditivos en la ultima fase del proceso. En la mejora, se variaron
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las concentraciones de los precipitantes y el pH, mientras que cuando se hizo el cribado
de aditivos, se eligi6 la condicion optima de la mejora y se us6 una cantidad adicional
de 0,25 pl de cada aditivo en el pocillo correspondiente. El kit de aditivos que se utilizo
fue el Additive Screen (Hampton Research). En la Tabla 5.4 se muestran las
condiciones de cristalizacion para HSChoKal y todos los compuestos para los que

finalmente pudo obtenerse su estructura.

Tabla 5.4.Condiciones finales que resultaron ptimas para el crecimiento de los cristales.

compuesto| [compuesto [proteina] disolucién de cristalizacion soaking
21% PEG10000 1 dia con compuesto a
C.31 7,5 mM 20 mg/ml 0,1M BIS-TRIS pH 5,5 30 mM disuelto en
0,1 M acetato amonio DMSO
18 % PEG5000mme

0,2M acetato Ca**
5217714 | 7,5mM | 11,6 mg/ml 0,1 M HEPES pH 8,5 )

1M hidrocloruro de guanidina

22%PEG3350
c21 25 mM 20 mg/ml 0,4 M NaSCN )

12%PEG3350
0,2 M acet, Amonio
C.3.2 7,5 mM 20 mg/ml 0.1 M BIS-TRIS pH 5.5 -

0,1 M hidrocloruro de betaina

20% PEG3350

B.2 30 mM 20 mg/ml 0,2 M nitrato Mg

18% PEG3350
A.l 25 mM 20 mg/ml 0.IM KCI -

Una vez que los cristales se mejoraron al méximo, siendo unicos y de tamaino
adecuado, se crioprotegieron en la disolucion donde crecieron suplementada con un 20
% de etilenglicol y se congelaron con nitrogeno gas a 100 K. Posteriormente, se
almacenaron en un dewar en un ambiente saturado de nitrégeno liquido hasta la
recogida de los datos de difraccion en las instalaciones de los sincrotrones Diamond

(Oxford)'” o Alba (Barcelona) .

269




Lucia Serran Aguilera 5. Parte Experimental; Proteinas |

5.5.2. Determinacion de las estructuras cristalograficas por difraccion de
rayos-X
La estructura de los complejos binarios se resolvid por reemplazamiento molecular
usando como patrén el cristal de PDB ID: 3G15. Las fases iniciales se mejoraron en
ciclos sucesivos de construccion manual y refinado en Coot'”’ y en REFMACS,'”®
respectivamente. Las moléculas de agua fueron incluidas en cada modelo usando
CCP4'” y la topologia de los ligandos se obtuvo mediante el programa PRODRG."*

Finalmente, se realiz6 la validacion de cada estructura resuelta con PROCHECK J8L182

Figura 5.10. Sincrotron Diamond. A la derecha, el difractometro. A la izquierda, patron de difraccion de

uno de los cristales.
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5.6. Ensayos biologicos
5.6.1. Ensayos de inhibicion de la actividad de ChoK

En el caso de la HSChoK, los ensayos de inhibicion de su actividad, se llevaron a
cabo mediante dos métodos. En el primero, se determiné para todos los compuestos el
porcentaje de inhibicion de la enzima presente en un homogeneizado de células HepG2
(seccion 5.6.1.1) frente a dos concentraciones de 10 y 50 uM de inhibidorgeccion
5.6.1.2). En el segundo, se utilizé tinicamente la isoformaHsSChoKal aislada (apartado
5.3.1) y se determiné la CE, Ginicamente para los representantes mas activos de las

familias A, B y C (seccion 5.6.1.3).

5.6.1.1 Cultivo celular de HepG2

La linea celular de hepatoma humano HepG2, designada con la referencia HB-8065
en la ATCC (American Type Of Culture Collection), fue adquirida a través de la
European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, UK). Las células se cultivaron
en Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM; proveedor: Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia)) suplementado con un 10 % de suero bovino fetal inactivado mediante calor
(FBS; proveedor: The Cell Culture Company (Pasching, Austria)), 2 mM L-glutamina,
1 % aminoécidos no esenciales, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina. Las
células se crecieron en una atmosfera humedecida con un contenido de un 5 % de CO, a

37°C, y se resembraron en ratio 1:10 ratio una vez a la semana.

5.6.1.2 Obtencién de HsChoK a partir de células HepG2

La enzima ChoK se obtuvo a partir de la linea celular HepG2 mediante el método
descrito por Jiménez-Lopez y col.'® con pequefias modificaciones. Para ello, las células
se sembraron en placas de 6 pocillos (proveedor: Nunc™ (Langenselbold, Germany)) y
se mantuvieron en MEM suplementado con 10 % FBS hasta confluencia. Después, las
células se despegaron de la placa de cultivo en frio con una solucion 275 mM Tris-HCI
(pH 8,5). La suspension obtenida se sonico a 50 W durante 3 segundos en un bafio de
hielo y el homogeneizado celular se centrifugd a 12.000 g durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido, se congeld inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacend a

-80°C hasta su uso.
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5.6.1.3 Ensayo de la actividad enzimatica de  HsChoK en el homogeneizado de HepG2

La actividad enziméatica de ChoK se determind en la fraccidon citosolica obtenida
previamente mediante la determinacion del nivel de incorporaciéon de '*C desde la
[metil-'*C]colina (proveedor: Perkin Elmer (Massachusetts, USA)) hasta la PCho en
presencia o ausencia de diferentes concentraciones de inhibidor.

La mezcla final de reaccion contenia 50 pg de proteina citosdlica, 10 mM MgCl,,
10 mM de ATP y 100 mM Tris-HCI (pH 8,5). Tras preincubar las muestras a 37°C
durante 5 minutos, la reaccion enzimatica se inicid con la adicion de 1 mM [metil-
CJcolina (4500 dpm/nmol), siendo el volumen final de reaccion de 55 pl. Se incubd
durante 20 minutos a la misma temperatura, y la reaccion se detuvo por inmersion de
los tubos en un bafio de agua a 100°C durante 3 minutos. El precipitado proteico se
elimind mediante centrifugacién a 12.000 g durante 3 minutos. Alicuotas de 25 ul del
sobrenadante se aplicaron en el origen de placas de Silica Gel (proveedor: Analtech
(Newark, DE, USA)) en presencia de fosfocolina (0,1 mg) y colina (0,1 mg) como
portadores. La cromatografia se desarrolld en 0,6 % metanol /NaCl/28 % NH4OH en
agua (50:50:5, v/v/v). La PCho fue identificada mediante el uso de un patron que se
desarrolld simultdneamente con las muestras. Las bandas correspondientes a PCho se
rasparon y se transfirieron a viales de centelleo, donde se les afiadi6 3 ml de liquido de
centelleo (Cocktail Biogreen 3, Sharlab). Los viales se agitaron vigorosamente y se
dispusieron en un contador de centelleo liquido (Beckman 6000-TA, Madrid, Espafia),
determinandose el contenido de '*C en cada una de las muestras.

Los valores de Cls para los inhibidores més activos (en términos de porcentaje de
inhibicidn) se determinaron a partir del porcentaje de actividad de la enzima a diferentes
concentraciones de los compuestos usando una curva sigmoidal dosis-respuesta

(ED50plus v1.0 software).

5.6.1.4 Ensayo de actividad enziméatica de HsChoK recombinante

El efecto de los compuestos seleccionados se ensayd en la enzima HSChoKal
purificada para determinar los valores de Clso. En cada experimento se llevaron a cabo
paralelamente ensayos con DMSO como control. EI DMSO nunca excedido una
concentracion de 0,1 % para evitar la inhibicion inespecifica de ChoK.

La determinaciéon de la actividad enzimatica se llevo a cabo siguiendo el mismo

protocolo indicado previamente en ¢l apartado 5.6.1.2, aunque con pequefias
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modificaciones. Concretamente, la mezcla de reaccion era la misma a excepcion de que
se anadieron cantidades distintas de enzima pura en funcion de su actividad basal (20 ng
de HsChoKal, 2,4 pg de PfChoK y 1,2 ug de CpChoK). Ademas, la reaccion
transcurrié solo durante 10 minutos.

Ademas, en este caso se determinaros las Kjs para ciertos compuestos frente a las
enzimas HsSChoKal y PfChoK. Para ello, se utilizé la ecuacion de Cheng-Prusoff para

inhibidores competitivos (Ecuacion 2).
Ecuacion 2.

. CI50
' T+ [S]/Km
[S]: 1 mM colina

Km (HsChoKal para colina)- 200 “M?’]

134
K (PfChoK para colina)- 22HM

5.6.2 Ensayos de inhibicion de la proliferacion celular en las lineas
tumorales HepG2, A549, HT29, HCT116, MCF7 y Jurkat

En los ensayos de inhibicion de la proliferacion celular se usaron las lineas celulares
HepG2, A549 (adenocarcinoma de pulmén), HT29 y HCTI116 (adenocarcinoma
colorrectal), MCF7 (adenocarcinoma de mama) y Jurkat (leucemia aguda de células T).
Sobre HepG2 se realizé un primer cribado de la actividad antiproliferativa de todos los
compuestos sintetizados en la presente Tesis Doctoral, mientras que las restantes lineas
celulares fueron empleadas para estudiar el efecto de unicamente los inhibidores que
demostraron una mayor potencia antiproliferativa o toxicidad sobre HepG2.

Los ensayos en HepG2 han sido llevados a cabo por el grupo de la Doctora
Diia.Carmen Marco de la Calle en el Departamento de Bioquimica y Biologia Celular
de la Universidad de Granada.'®

Por su parte, los ensayos realizados con las lineas celulares A549, HT29, HCT116,
MCF7 y Jurkat se han realizado por el Doctor D.Julian Pardo Jimeno en el Centro de

Investigaciones Biomédicas de Aragéon (CIBA) 85
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Las células HepG2, A549, HT29, HCT116 y MCF7 fueron cultivadas como se
indica en el apartado 5.6.1.1. Por su parte, las células de la linea tumoral Jurkat se
cultivaron en las mismas condiciones de CO, y temperatura que las anteriores, pero en
medio RPMI1640 suplementado con 5 % (v/v) de FBS, 1 % de Glutamax y un 1 % de
antibioticos (penicilina/estreptomicina).

Para medir el efecto antiproliferativo de los distintos compuestos sobre la linea
tumoral HepG2, la células fueron sembradas por triplicado en placas de 96 pocillos
(10000 células/pocillo) y mantenidas en MEM suplementado con 10 % FBS durante 24
h en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de los distintos inhibidores
disueltos en DMSO. En cada experimento se realizaron controles en paralelo con
DMSO. El DMSO nunca super6 la concentracion de 0,3 % para evitar la lisis celular.
Posteriormente, el efecto se midié con la tinciéon de cristal violeta usando una curva
estandar. Para hacer este ensayo, se elimin6 el medio y las células se fijaron con 100 pl
de una solucion de glutaraldehido al 1,1 %. Posteriormente, fueron lavadas ocho veces
con agua ultrapura, se dejaron secar y se tifieron con 200 pl de una soluciéon 0,1 % de
cristal violeta disuelto en agua. Tras eliminar el colorante, las células fueron lavadas de
nuevo con abundante agua desionizada. Las muestras se secaron y después el colorante
se solubilizd en 100 pl de 4cido acético al 10 %. La absorbancia del cristal violeta en
cada pocillo se midié a una longitud de onda de 590 nm usando un lector de placas. Los
resultados de absorbancia obtenidos se transformaron en niimero de células, utilizando
para ello los datos de una placa patron donde se sembraron diferentes cantidades de
células. Finalmente, los valores de CEs, fue determinada con curvas dosis-respuesta de
acuerdo al ratio de inhibicion para cada concentracién usando el software ED50plus
v1.0.

Por otro lado, para llevar a cabo los experimentos con las lineas celulares A549,
HT29, HCT116, MCF7 y Jurkat, inicamente las células con una viabilidad superior al
90 % se incubaron en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de inhibidores
de ChoK. Un total de 10000 células/pocillo se incubaron durante 24 6 48 horas con
diferentes concentraciones (25, 8,33, 2,78 y 0,93 uM) de los compuestos que mostraron
mayor actividad antiproliferativa sobre HepG2 hasta un volumen final de 100 pl.
Posteriormente, la viabilidad celular se evalué usando el ensayo de MTT de acuerdo al
método descrito por Pardo y col. en 2001.'% Cada experimento se llevd a cabo
simultdneamente en tres pocillos y se repitid al menos tres veces. Las concentraciones

finales de DMSO se mantuvieron por debajo del 0.1 % en todos los casos. Los valores
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de CEsg se obtuvo mediante un andlisis de regresion lineal en una curva dosis-respuesta

usando el software ED50plus v1.0.
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5.6.3 Actividad antimalarica

5.6.3.1. Eritrocitos infectados con  Plasmodium falciparum

Los parasitos de Plasmodium falciparum3D7 se cultivaron en eritrocitos humanos
suspendidos a un 5 % de hematocrito en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado
con 2 % de suero humano, 0,2 % de NaHCOs;, 0,5 % Albumax II, 150 uM de
hipoxantina y 12,5 ng/mL de gentamicina. Los frascos de cultivo fueron incubados a 37
°C, con un 5 % de CO; y un 95% de aire. Los eritrocitos empleados son eritrocitos
humanos 0", obtenidos del Centro Regional de Transfusion Sanguinea-SAS.

El cultivo anterior se sincroniz6 con un 5 % de sorbitol y tras 96 horas, los parasitos
se encontraban en su mayoria en la fase de anillo tardio y trofozoitos inmaduros. El
cultivo fue diluido con medio completo y eritrocitos no parasitados hasta un 5% de
hematocrito y una parasitemia del 0,5 %.

Se prepararon soluciones stock de los compuestos a una concentracion de 100
mg/mL en DMSO al 99 %. A partir de esta solucion se realizaron diluciones seriadas en
medio completo y se dispusieron en placas de 96 pocillos con un rango de
concentracion entre 0,0002 a 30 uM. EI volumen final del pocillo fue de 100 pL para
los ensayos de fluorescencia y una concentracion final de DMSO < 0.001%.

Los compuestos en DMSO fueron evaluados por triplicado. Cada placa contenia 3
pocillos como control negativo (sin compuesto) y 3 pocillos como control positivo con
80 nM cloroquina (Clsp = 0,010 uM).

El ensayo de inhibicidon del crecimiento parasitario y la Clsy fueron determinadas
segtin el método descrito por Smilkstein y col.'"* empleando SYBR Green 1.

Después de 72 horas de crecimiento, las placas se conservaron a -20°C hasta su
posterior andlisis. Para los ensayos de fluorescencia, 100 pul de SYBYR Green I en
tampon de lisis se adiciond a cada pocillo y el contenido se agité hasta que no quedo
ningun sedimento visible de eritrocitos. Tras una hora de incubacion en oscuridad a
temperatura ambiente, la fluorescencia se midié con lector de placas de fluorescencia
(SpectraMax Gemini EM) a una longitud de onda de excitacion de 485 y una longitud
de onda de emision de 530 nm.

Para el calculo de los valores de Clsy se representaron los datos de fluorescencia
frente al logaritmo de la concentracion de cada compuesto y se empled un ajuste no

lineal de la curva de regresion (software Sigma Plot).
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5.6.3.2. Estudios de citotoxicidad

Células L6 (linea cellular primaria derivada de mioblastos de ratén) se sembraron
en placas de 96 pocillos (50000 células/pocillo) usando 100 pl de medio RPMI 1640
suplementado con 1 % L-glutamina (200 mM) y 10 % FBS durante 3 h.
Posteriormente, fueron incubadas durante 72 h con diluciones seriadas del inhibidor
(10-0.01 pg/ml). Al mismo tiempo, se pusieron controles con DMSO. A continuacion,
las placas se incubaron durante 2 h a 37°C con 10 pl de solucion Alamar Blue.
Finalmente, la sefal de fluorescencia se midi6 en un fluorimetro Spectramax Gemini
EM a una longitud de onda de excitaciéon y emision de 536 nm y 588 nm,
respectivamente. La determinacion de los valores de CTs se llevo a cabo representando

la sefial de fluorescencia frente la concentracion de inhibidor.
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6. SUMMARY

1.- Introduction

Cancer and malaria are two prevalent diseases that are responsible for millions of
deaths worldwide. The lack of effective and safe therapies for treating cancer and the
growing resistances to antimalarial, make the finding of new drugs a primary urgency.

The discovery of new targets with an essential role in both diseases is a valid
approach for getting this goal, and in this regard, Choline Kinase (ChoK) represents an
example. ChoK is a cytosolic enzyme of eukaryotic and some prokaryotic cells, which
is involved in the Kennedy pathway, whose goal is the de novo biosynthesis of
phosphatidilcholine (PC) from choline (Cho). PC is the most abundant phospholipid in
cell membranes and also behaves as a second messenger, so it is involved in cell
proliferation.

ChoK catalyzes the first step in the Kennedy pathway, which is the transformation
of Cho to phosphocholine (PCho) in the presence ATP and Mg”". Therefore, an
overstimulation or hyperactivation of ChoK leads to an increase of PCho levels that has
been associated with uncontrolled cell proliferation in human cancers.

In mammals, ChoK exists in three isoforms (ChoKal, a2 y ) that are active in the
dimeric (homo- or hetero-dimers) or tetrameric forms. Nevertheless, only the a-
isoforms have been associated with several types of human tumours where ras or rhoa
oncogenes have been mutated (bladder, prostate, lung, breast and ovarian).

On the other hand, ChoK is also an essential enzyme in the Kennedy pathway of

some parasites, such us malaria where it has been demonstrated that PC together with
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phosphatidilethanolamine (PE), are the most abundant phospholipids in cell membranes.
Nevertheless, in contradistinction to mammals, ChoK is monomeric in Plasmodium sp.

Recently, ChoK inhibition has been proposed as an efficient antitumour and
antimalarial strategy since a decrease in PC levels is responsible for apoptosis in
transformed mammal cells and for death in Plasmodium sp. due to a stop in its growth.
Contrary to what it could be thought in a trivial approach, ChoK inhibition in healthy
cells does not result in undesired side effects because only a reversible stop in the
cellular cycle has been observed. This is the reason why until the moment, ChoK has
been used as a safe target for treating both diseases.

In recent years, many ChoK inhibitors have been synthesized for treating human
cancer. The first inhibitor was Hemicholinium-3 (HC-3), which is not in clinical use due
to its toxicity in the cholinergic nerve system. Nevertheless, it served as a lead
compound for the development of more potent and selective ChoK inhibitors. Our
group has acquired a deep experience in the synthesis of HC-3 derivatives, and the most
representative compound of our research is named TCD-717. It is currently conducting
Phase I clinical trials, which demonstrates the validity of ChoK inhibition strategy in the
fight against cancer.

Finally, ChoK inhibition has also yielded interesting results in malaria treatment.
Vial et col. designed several mono and bis-quaternary ammonium salts that

demonstrated potent efficacy in both in vitro and in vivo assays against P.falciparum

2.- Aims
The relevant role of ChoK in the medical clinic of cancer and malaria is the reason

why the present thesis has been conducted with the next objectives:

1. Elucidate a pharmacophore model that can be used to:
Search new hits by Virtual Screening (VS) that are able to bind to ChoK.

Optimize the pharmacophore model through synthesis of new HC-3 derivatives.

i

Evaluate the biological activity of all new VS hits and synthesized compounds
through tryptophan fluorescence, enzymatic inhibitory assays and antiproliferative
activity determinations in several cell lines such us HepG2, A549, HCT116, Jurkat,
Mia Paca and MCF7.
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5. Perform crystallization studies of the compounds with the greatest affinity and
inhibitory potency in order to give an explanation of their biological activity based
on the interaction profile with HsSChoKal.

6. Compare four ChoK homologues (HsChoKal, PfChoK, PkChoK and CpChoK) in
order to find structural similarities among them.

7. Determine the antimalarial activity of some of the new synthesized compounds
through in vitro (tryptophan fluorescence assays against PfChoK) and in vivo

(infected erythrocytes) assays.

3.- Results and Discussion
3.1. Pharmacophore design

In medicinal chemistry, pharmacophore model searching constitutes a valid tool not
only for the discovery of new hits with a chemical structure totally different from the
compounds previously used to target an enzyme, but also for the rational design of new
molecules with better in vitro and in vivo activities than the pharmacophore itself.

In this work, a set of 83 symmetric biscationic compounds previously synthesized
by our research group together with the tridimensional structure of HsSChoKal, were
used for the design of the pharmacophore model.

After several unsuccessful approaches, the attention was finally focused on the
docking pose of the most active molecule of the previous set. This molecule (CHEBI
421218)*® showed an ICsq value of 0.4 uM and according to its docking pose a half of
its total structure was exposed to the solvent without making interactions with the
residues of the active site. Consequently, it was hypothesized that only this half (the 1-
bencyl-4-(N-methylaniline)quinolinium fragment was important for HSChoKal
recognition.

After comparison of this fragment with other similar ones of the initial set, it was
found that compound with CHEBI 414163% had the same inhibitory activity than
compound 421218 in spite of including a pyridinium moiety instead of a quinolinium
group in the cationic head. Therefore, the additional phenyl ring of compound 421818
did not seem to be important for the inhibition of HSChoKal and for this reason it was
not taken into account in the next steps.

Then, twelve pharmacophoric hypothesis were defined taking as reference the 1-

bencyl-4-(N-methylaniline)pyridinium fragment and finally, the one constituted by 3
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aromatic rings, a positive charge and an exocyclic nitrogen (RRRPN) was selected as
the pharmacophore model. This hypothesis was not only able to select firstly the active
molecules into the set, but also to assign the best values of fitness score to the

compounds with the lowest ICs value (Figure 6.1).

a) b)
ADP binding site
4
b A C 3

Hemicholinium-3 (HC-3)
CHEBI: 421818

Spacer
Choline binding site

) N &
! %% e
) ¢ ./ "\;7:

& 1

Template y l Y
12 pharmacophore hypothesis ) % %
9000 ) .
R P N H [ \

O
ch,
f/

Figure 6.1 Pharmacophore hypothesis development. a) General chemical structure of the 83
Hemicholinium-3 (HC-3) derivatives that serve as starting point of the study. b) Docking pose of the

compound 421818. c¢) Phenyl ring condensed to the pyridine not seems to be essential for the enzyme
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inhibition. d) Feature combinations (R: ring, P: positive charge, N: nitrogen atom and H: hydrophobic) for

finding the best hypothesis (12). e) Pharmacophore model with the signature RRRPN.

3.2. Virtual Screening and hit biological evaluation

The pharmacophore model that was designed in the first step of the research was
simultaneously used to discover smaller and simpler compounds that could show
binding affinity on HSChoKal and also application in the synthesis of new inhibitors.

For getting the first goal, a virtual screening protocol was carried out using three
filtering steps (Figure 6.2). Firstly, the pharmacophore model enriched with excluded
volumes derived from the binding mode of 1-bencyl-4-(N-methylaniline)piridinium
fragment to HsChoKal was employed to funnel the Enamine,'® Chembridge'®* and
Life Chemicals’ virtual compound libraries. As result, 8621 compounds were selected,
but specifically compounds showing a fitness score'® higher than 0.366 (it was the
value that showed the most active compound that had been selected by the
pharmacophoric hypothesis in its development stage) and compliant to excluded
volumes were firstly selected, yielding 72 molecules. In order to further reduce the
number of compounds, this set of molecules was next docked into the binding site of
HsSCKal. So the criterion for compound selection in the second filtering step was the
Prime docking score,” so that only compounds having a score lower than -36.790
Kcal/mol were selected for further evaluations. From the resulting list of 20 compounds,
only 11 of them were selected (Figure 6.2) in the third filtering step and purchased on

the basis of their availability and pricing quotes.
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Figure 6.2. a)Hits filtering steps. b) Chemical structures of the selected compounds, and companies from

which they are purchased.

The final 11 compounds were evaluated on HSCKal using tryptophan fluorescence

3% Of these molecules, only 6 compounds showed binding activity to the

spectroscopy.
enzyme with Kgs from 0.44 to 7.9 uM (Figure 6.3 and Table 6.1). Compound 566997

shows the best binding to the HSChoKa1.
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Figure 6.3. a) Compounds that showed binding to HSCKal in the low pM range. b) Quenching of
intrinsic HsChoKal tryptophan fluorescence measured at increasing concentrations of compound
5664997.A black arrow indicates the decrease of the maximal fluorescence signal with increasing

concentrations of the compound.
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Tryptophan fluorescence assays on HSChoKp indicated that all the hits are 3-160
fold selective on the HSChoKal over HSChoKf (Table 6.1), which is important for
avoiding negative side effects in skeletal muscle.”® According to the Ky values,
compounds 6568134 and5664997 the poorest and the most selective of all, respectively
(Table 6.1)

Another important aspect of these compounds comes from the analysis of their
ligand efficiency (L.E.)'®’ values compared to the ones previously described for the HC-
3 (Table 6.1). According to this feature, the majority of the molecules in this study
present better L.E. than HC-3 (Table 6.1). In particular compound 5664997 with the
best Ky is the second more efficient molecule with a L.E. of -0.34 kcal/mol*atom
whereas compound 5217714 despite having a moderate K4, has a L.E. of -0.38
kcal/mol*atom, and therefore it is the more efficient molecule. A plausible explanation
for the lower L.E. values found in HC-3 is that one half of the compound does not

interact with the enzyme and consequently it is exposed to the solvent.

Table 6.1 K, values of the six hits for HSCK a1 and HSCK . All the hits are 3-160 fold selective on the
HsChoKal over HSChoKf. Compound 566997shows the best binding to the HsSChoKal, the greatest
selectivity for this isoform and is also one of the compounds with the best ligand efficiency. If the hits are

compared with Hemicholinium-3 (HC-3), most of them show a better value of ligand efficiency.

HsChoKal | HsChoKp HsChoKal HsChoKal
Selectivity L.E.

Compuesto (Proveedor)| Kg (uM) Kg (uM)

(Kq ChoKp) / (KqChoKal) | (Kca/mol*atom)
5664997(Chembridge) 0.438+0.1 709 160 -0.34
2744582706 Enamine) 0.526+0.1 | 36.5+3.2 69 -0.32
5217714(Chembridge) 2.60+£0.7 | 59.5+£3.7 23 -0.38
5145780(Chembridge) 414+13 [ 413+78 10 -0.27
6568134(Chembridge) 74+16 | 23+08 3 -0.21
7118255046 Enamine) 7.9+0.5 68.3+2.3 9 -0.20
HC-3 0.180 £ 0.05 -0.26
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HsChoKal inhibition assays of the six hits showed a weak percentage of inhibition

when a compound concentration of 50 uM was used (Table 6.2).

Table 6.2. HsChoKal inhibition and antiproliferative activity in HepG2 cell line of the 6 hits. Both

assays were developed with a concentration of 50 uM of each compound.

Compound (Supplier) inﬂﬁ)ci:t?oonK(%/ﬁ) antip?(;ir;e?ritive ECso (UM)
activity (%)

5664997(Chembridge) 23.25+527 Toxico
Z744582706Enamine) 18.85+3.15 47.43 £0.70 7427 +4.71
5217714(Chembridge) 15.24+4.75 nd nd
5145780(Chembridge) 40.58 £ 0.21 48.05 + 4.63 72.88 £ 8.41
6568134(Chembridge) 11.71 £3.92 37.80 +2.00 88.78 £11.27
7118255046 Enamine) nd nd nd
nd: non detectable; the compound did not show any effect.

Though the docking studies clearly suggested that the compounds bound to the

choline-binding site (Figure 6.4), it was a disagreement between the Ky values (Table

6.1) and the inhibition prolife on HsChoKal (Table 6.2). In order to have more

convincing data, we further carried out crystallization experiments with all the positive

hits to check the binding of the compounds to the active site.
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Figure 6.4 Docking pose of the hits that showed a K4 in the low uM range. According to the result, all of

them seem to bind to the choline binding pocket.

Despite of a large number of trials we only managed to get the crystal structure of
HsChoKal in complex with compound 5217714 Figure 6.5) at 2.25 A. After
successive refinement cycles we produced a final model with good refinement statistics
(R =0.224, R = 0.268) where strikingly two molecules of the compound were bound

to the active site.
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Figure 6.5.Progressive growth of HSChoKal1/5217714crystal structure.

Molecule 1 mimics the choline/phosphocholine® so that it occupies a deeper
location in the choline-binding site. It establishes m-m interactions with Trp423 and
Phe435, a cation-wt interaction with Trp420 and a hydrogen bond with Glu349 (Figure
6.6). Nevertheless, molecule 2 sets an electrostatic interaction with Asp330 and a
hydrogen bond with Asn311 (Figure 4a), so it shows a binding mode that allows to
compete with magnesium atoms (this metal is coordinated by Asp330 and Asn311 and

the phosphate groups) and the ADP phosphate groups.”°

Ny
N \—nH

@ Newy
cle

N311 molecule 2

Figure 6.6 Crystal structure of HSCK 1/5217714complex. Hydrogen bonds and electrostatic interaction

are represented in green and pink dashes, respectively.

Consequently, crystallography studies demonstrated that at least compound
5217714(and probably the others) binds to the active site of the enzyme, so that the

most plausible explanation for the weak inhibition could be based on the second

127

mechanism of action that has been proposed for HsSChoKal.”" Accordingly to this, the
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phosphorilated Asp306 (it is formed after nucleophilic attack to y phosphate of ATP)
could displace the hits from the active site for solving steric conflicts.

In spite of the weak inhibitory profile of the 6 hits, the biological evaluation was
completed with antiproliferative assays in HepG2, A549, HT29, HCT116, MCF7 and
Jurkat cell lines. Final results indicated that only compound 5664997showed an ECs
value in the low pM range (9.59 + 2.64 uM and 7.44 + 0.72 uM) against A549 and
HT29 cell lines (Table 6.3). Nevertheless, due to its weak inhibition (23 % for a
concentration of 50 uM), the decrease of the cellular viability could be due to an off-

target effect.

Table 6.3. Antiproliferative activity of compound 5664997in several cell lines. ECs, represent the

average value of three independent experiments + S.D.

Compound ECso (UM)

A549 HT29 HCT116 MCEF7 Jurkat

5664997 | 9.59+2.64 | 744 £ 0.72 | 1996+ 1.66 | 17.89+1.95 | 17.37+ 0.46

3.3.  Pharmacophore enrichment: chemistry, biological evaluation and
crystallization studies

Simultaneously to VS, several compounds derived from the pharmacophore were
designed and synthesized. In this new set of molecules, we have developed a
pharmacomodulation process of the 1-bencyl-4-(N-methylaniline)piridinium fragment
where we have preserved or removed some of the five features of the pharmacophoric
hypothesis (RRRPN) and we have inserted other new ones with two objectives. On one
hand, to study their influence in the biological activity and in the other hand to improve

the binding affinity, inhibitory activity and antiproliferative ability of the VS hits.

3.3.1. Chemistry

A total of 35 final products were designed to get HSChoKal inhibition after binding
to the choline binding pocket, as the pharmacophore model. According to the chemical
nature of their spacer, these salts can be clasiffied into several families. Family A

includes benzyl derivatives, whereas families B and C are biphenyl derivatives.
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Nevertheless, family C differs from family B in the presence of a tertiary amine bound
through a methyl group to the biphenyl moiety. In all families a cationic head can be
identified, so it is possible to find salts derived from pyridine (4-(N,N-
dimethylamine)pyridine or 4-(pirrolidin)pyridine) or quinoline (7-chloro-4-(N-
methylaniline)quinoline or 7-chloro-4-(azepan-1-yl)quinoline).
Family A

The 4 final products of family A (Figure 6.7) were obtained in a microwave
assisted synthesis after reaction of the comercial bromide derivative (spacer) with the
correspondent cationic head according to scheme 1.

These are the simplest of all the synthesized compounds.

o Butanone
Q—\ + Cationic head Q—\
Br mw, 103°, 28-33 min

Cationic
1 he ad

ALA2 A3orA4d

Scheme 1General synthesis of family A final products.

Spacer Cationic head
©
llj@ 50 ll\l@Br@ ’L@B . | & Br® o
O~ O O U g
R X S ™ N
RS
Compound A.1 A.2 A.3 A4

Figure 6.7.Chemical structure of family A final products.
Family B

The 4 final products of family B (Figure 6.8) were synthesized according to the
procedure indicated for compounds of family A (Scheme 2

The only difference between final products of families A and B is the additional

phenyl group that has been inserted into the spacer in order to get biphenyl derivatives.

o Butanone
+ Cationic head =
B

r mw, 103°, 23-33 min Cationic
head
B.1, B.2 B.3orB.4
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Scheme 2General synthesis of family B final products.

Spacer Cationic head

Il\l@ BO ® B© l@ BIO
’

A
O-0n Q70 0" ¢
N @ N\O @

Compound B.1 : B.4

\

Figure 6.8.Chemical structure of family B final products.

Family C

The 27 final products of family C possess the most complex structure. All of them
are family B analogs, but in this case, they also include a tertiary amine in para position
with respect to the cationic head (Figure 6.9). The tertiary amines that have been used
show a gradual growth in their volumen, so the dimethylamine and the azepine are the
smallest and the biggest ones, respectively. According to the chemical nature of the
cationic head, four subfamilies can be identified. In that way, subfamily C.1
corresponds to 4-(dimetylamine)pyridine, subfamily C.2 includes 4-pyrrolidinpyridine
derivatives, subfamily C.3 makes reference to 7-chloro-4-(N-methylaniline)quinoline
and finally, subfamily C.4 comprises 7-chloro-4-(azepin-1-yl)quinoline.

In this case, the dibromide derivative is synthesized first in the synthetic pathway.
Then, the cationic head is inserted in a ratio of 2 (dibromide derivative): 1 (cationic
head) and finally, the tertiary amine is incorporated into the structure in para position

(Scheme 3).
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HCOH, H3PO4  Br
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HBr (45%, H20) Br
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Br ) DMF y
C) + Tert_lary - .
amine Cationic
Cationic head K,CO;5 head

(s}
70°, 11h Subfamilies C.1 , C.2, C.3 and C.4

Scheme 3General synthesis of family C final products.

Spacer R;: Cationic head R,: Tertiary amine
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Spacer Ry: Cationic head R, Ry: Substituient, Tertiary amine
|
OO, e ey 5 8
H
Rl R2 N O
Subfamily C.4 Compound c.41 C4.2 c4.3 C.4.4

Figure 6.9.Chemical structure of family C final products.

3.3.2. Biological evaluation
Tryptophan fluorescence

Tryptophan fluorescence assays were developed before inhibition and
antiproliferative studies for the purpose of determining the binding affinity of the
compounds on the protein. For that reason, only a set of compounds was selected (final
compounds of families A and B, and only those molecules of family C with the bulkiest
and smallest tertiary amines).

In general, final products of family A showed the worst binding affinity on
HsChoKal (K4 values between 0.4 and 24 uM, Table 6.4), whereas compounds of
family C (0.069-0.654 uM, Tables 6.6-6.9) together with those of family B (0.368-1.7
uM, Table 6.5) were recognized by the enzyme with a very similar affinity.

The most noticeable improvement in the binding affinity occurs when both a
biphenyl spacer and also a not bulky tertiary amine (protonated or not) take part of the
chemical structure. Nevertheless, in spite of not being essential for getting binding, the
affinity also increases when a quinoline ring is used as part of the cationic head. In this
way, compounds C.3.1 and C.4.2 showed the best binding affinity on the enzyme.

Consequently, it can be concluded that final compounds bind to HSChoKal with an
affinity that increases at the same time that their chemical structure is enriched, so the
optimization of the binding affinity of the pharmacophore model can be achieved by the
insertion of an additional phenyl ring not only into the spacer but also into the cationic
head, together with the usage of a small tertiary amine.

To conclude the binding affinity assays, the selectivity of the compounds on
HsChoKal versus the B isoform was evaluated. According to the values of K4, all the

compounds were 10-171 fold selective on HSChoKal, which is important to avoid
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negative side effects on the skeletal muscle. Specifically, compounds C.2.1and B.4 are

the less and the most selective, respectively.

Inhibition of HsChol&1

After demonstrating that the selected compounds of families A, B and C bound to
the enzyme, inhibitory activity assays on HSChoKal were conducted with all the final
compounds of the three families.

In general, the inhibition results agree with the tryptophan fluorescence
determinations, so that the percentage of inhibition improves when the chemical
structure of the compound becomes more complex, so it is the best for compounds of

family C (biphenyl derivatives with tertiary amine).

For families A and B, the quinoline derivatives show the best inhibitory activity. In
the case of family C, the percentage of inhibition decreases when the size of the tertiary
amine increases. Nevertheless, subfamily C.1 (4-(dimethylamine)pyridine derivatives)
constitutes an exception to this observation since the inhibitory activity is very similar
and independent to the size of the tertiary amine (Tables 6.4-6.9). Most exactly,
quinoline derivatives with not bulky tertiary amines C.3.1-C.3.4,C.4.2 and C.4.4, are
the best inhibitors (> 82% inhibition at 50 M), which are also one of the most affined

compounds on HSChoKal.

Antiproliferative activity

The antiproliferative activity of the final compounds was first determined in HepG2
cell line. Then, the most active compounds were tested in A549, HT29, MCF7,
HCT116, Mia Paca and Jurkat cell lines in order to study their effects on other tumour
cell systems.

The best antiproliferative agents are those compounds that show not only a good
affinity and inhibitory activity on HSChoKal, but also an appropriate lypophilicity.

According to the results in HepG2 tumour cell line, final compounds of families A,
B and subfamilies C.1 and C.2 were not good antiproliferative agents. In the first two
cases, this could be due not only to their weak inhibitory potency on HSChoKal but
also to their insufficient lipophilicity. Nevertheless, compounds of subfamilies C.1 and
C.2 do not seem to be lipophilic enough, so they are not able to reach the cytoplasm in

spite of being good inhibitors of HSChoKal. On the other hand, most of quinoline
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derivatives of subfamilies C.3 and C.4 (Tables 6.4-6.9) are toxic. Due to their
noticeable lypophilicity, great amounts of these compounds could be stored into the
cytoplasm and in case of not been selective on HSChoKal, a synergy effect versus other
related proteins, such us quinases, could be the responsible for their toxicity. This lack
of selectivity does not seem to affect compound C.4.3 and C.4.4 because they show

antiproliferative activity without toxicity (39 and 15 uM, respectively).

Biological evaluation of compounds C.4.3 and C.4.4 together with C.3.1 andC.3.4
as well as compound A.4 in A549, HT29, MCF7, HCT116, Mia Paca and Jurkat cell
lines demonstrated that all of them were good inhibitors (ECsy in the low micromolar
range) at least in one cell line. Specifically, compound A.4 inhibited HT29 cells
proliferation with an ECsy value of 5uM in spite of not being a good inhibitor of
HsChoKal, reason why we could think in an off-target effect. Compounds C.3.1 and
C.4.4 were active (EGy 5.4 uM) against five cell lines (A549, HT29, HCT116, Mia
Paca and Jurkat), whereas C.3.4 and C.4.3 inhibited the proliferation of HT29 and
Jurkat cell line with ECsp values of 1.5 and 4.3 uM, respectively.

In conclusion, the three types of biological assays that have been conducted
(binding affinity, inhibitory potency and antiproliferative activity) with the synthesized
compounds let us to infer that the five features included in the pharmacophore model
(RRRPN) are not enough for getting potent binding and inhibition of HsChoKal, as
well as a good antiproliferative activity, which is in agreement with the biological
results obtained for the VS compounds. Consequently, pharmacophore optimization can
be achieved on one hand by the insertion of an additional phenyl not only into the
spacer (biphenyl spacer) but also into the cationic head (quinoline moiety), and in the
other hand, by the usage of tertiary amines. In that way, in addition to significantly
increase the binding affinity and the inhibitory potency of the final products, the
antiproliferative activity raises due to a more noticeable lypophilicity, and consequently,

a greater accumulation of the compounds into the cytoplasm.
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Table 6.4. Tryptophan fluorescence assays, HSChoKal inhibition and antiproliferative activity in HepG2, A549, HT29, MCF7, HCT116, Mia Pacand Jurkat for

il Q@ﬁc@ ¥

N_
/
Al A2 A3 A.4
Select. ICso purified % Antiprolif. Act.
Compound Kq (M) % Inhib. HsChoKal ECso (uM)
ChoKal/p HsChoKal HepG2
Mia
HsChoKal | HsChoKp 10 uM 50 uM 10 uM 50puM | HepG2 | A549 | HT29 | MCF7 | HCTI116 Jurkat
Paca
Al 14+0.7 n.d n.d - - n.d - 7.05+0.43 n.d nd n.d n.d n.d nd n.d
A2 24435 nd n.d 11.08+1.62 | 27.84+1.72 nd - 23.21+3.80 nd nd nd nd nd nd nd
A3 0.878+0.05 | 36+5 41 - 18.58 +2.00 nd - 46.4242.61 nd nd nd nd nd nd nd
A4 0.400:0.04 | 33+5 83 d 37.04 d
. . . - 38.77+10.83 n. g | 46172280 | >25 | 5274322 | >25 | 23.97+0.55 | >25 | 23.60+1.24

n.d: non determined
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Table 6.5. Tryptophan fluorescence assays, HSChoKal inhibition and antiproliferative activity in HepG2, A549, HT29, MCF7, HCT116, Mia Pacand Jurkat for
compounds B.1-B.4.

O~ O WCQ‘ O~y CQ(
7° N\ B 77 N\
B.1 /N_ B.2 O B.3 B.4

Selectivity 1Cso purified % Antiprolif.
Compound Kq M) % Inhib. HsChoKal ECso (uM)
( HsChoKa1/p HsChoKal Act. HepG2
Mia
HsChoKal | HsChoK 10puM | 50 M 10uM | 50uM | HepG2 A549 | HT29 | MCF7 | HCTI116 Jurkat
Paca
B.1 1.7+0.04 nd nd - - n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d n.d
B.2 0.678 +0.002 n.d nd - - n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
54.35
B.3 0.185+0.024 20+5 108 n.d 12.55+0.16 - 2 nd n.d n.d n.d n.d nd n.d
+ 1.
50.34
B4 0.368 +0.080 63+3 171 nd 16.04+0.35 - 198 nd nd nd nd nd n.d nd

n.d: non determined
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Table 6.6. Biological activity for compounds C.1.1-C.1.8.
T T T T
N N N N
'@ T 1 (0 cas O C.15 .17
tertiary 7\
amine | JTNH
S— v www
c1 / cia (' o4 O C.1.6 L
P ICSO
Selectivity . . L
Compound KquM) % Inhib. HSChoKa1l purified % Antiprolif. Act. HepG2 ECso uM)
HsChoKal/B
HsChoKal
Subfamily | okl | HsChoKB 10 uM 50 uM 10 uM 50 uM HepG2 Mi

cl H a # # P AS49 | HT29 | MCF7 | HCTII6 | o' | Jurkat
C.1l1 0.400+0.01 n.d n.d 59.65+4.53 70.44+2.06 0.82+0.14 | 7.15+4.99 | 11.71£2.00 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.2 nd n.d n.d 71.88+£2.92 81.19+1.19 n.d 10.26+£2.26 | 11.56+3.98 > 100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.3 nd n.d n.d 57.14£2.51 71.68+3.54 n.d - - n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.l4 n.d n.d n.d 55.91+0.54 70.47+0.51 n.d 16.91+4.36 | 31.00+4.12 >100 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.5 n.d n.d n.d n.d 68.77+10.83 n.d - - n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.6 n.d n.d n.d 48.21+1.89 65.99+2.47 n.d - 24.25+5.20 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.7 0.303+0.08 29+7 96 56.31+3.01 69.09+3.84 3.34+0.01 - - 38.92+0.23 | n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.1.8 n.d n.d n.d 53.1742.53 71.50+3.80 n.d - 21.89+8.15 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

n.d: non determined
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Table 6.7. Biological activity for compounds C.2.1-C.2.5.

@ Canks W
S
N AN C.2.4
. Eatahavs
tertiary 7 N\ |
amine — N C.2.2 e
N avaV,Tg |
C.2 Q ll\l N C.2.5
< 7 c.23
ICso
Selectivity 0 . purified | el
Compound Ka@M) HsChoKal1/B % Inhib. HSChoKal HsChoK % Antiprolif. Act. HepG2 ECso (uM)
al
Subfamily C.2 | HsChoKal | HsChoKf 10 pM 50 pM 10 uM 50 uM HepG2 A;4 HT29 MCF7 HCT116 %’\210@; Jurkat
c.21 0.400+0.10 4+0.3 10 49.76+£2.26 | 72.014£3.25 3'178;0' 22.2340.86 | 42.08+5.69 64.68+1.50 nd nd n.d n.d n.d n.d
C.22 n.d n.d n.d 14.34+7.65 | 44.15+£7.62 n.d 44.24+6.01 | 49.94+2.08 47.78+9.40 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Cc.23 n.d n.d n.d 29.5442.54 | 50.85+2.04 n.d 28.37+£5.03 | 64.78+2.79 30.46+8.70 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
c.24 n.d n.d n.d 19.38+4.98 | 45.39+2.33 n.d 13.44+1.50 | 43.64+2.16 71.02+5.10 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.25 0.654+0.14 44+ 38 67 4.05+0.37 34.95+3.15 n.d - 22.2548.60 > 100 n.d n.d n.d n.d nd nd

n.d: non determined
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Table 6.8. Biological activity for compounds C.3.1-C.3.10.

ywwv
1 T @ nH
C3.1 N Cc.3.8
B® 1 N C35
H O N T
H\ @ wnans
tertiary /N AN LN C3.2 ® ) _H ,L
amine o g N C36 C.3.9
! -
N C.33
c.3 / - v -
@ \-H
H @ NG c37  2NJ caao
N\ caas
iy ICs L
Selectivity o . - % Antiprolif. Act.
Compound KquM) HsChoKal/B % Inhib. HsChoKal purified HepG2 ECso (uM)
HsChoKal
Subfamily | isrhokal | HsChoKp 10 uM 50 uM 10 pM 50 uM HepG2 Mi
c3 " H H H P A549 | HT29 | MCF7 | HCTII6 | o | Jurkat
Cc.31 0.069+0.01 9+1.3 130 53.47+0.20 | 82.63+2.81 | 2.18+0.07 Toxico a SpM n.d 724021 | 2.65 14.65 7.18 8.40 1.63
+1.55 +3.15 +0.52 +1.90 | £0.24
C.3.2 n.d n.d n.d - 27.71+£0.70 n.d 15.58+2.75 | 43.984+0. | 55.17+6.15 | n.d n.d n.d n.d n.d n.d
69
C.33 n.d n.d n.d 78.1241.37 | 88.99+1.70 n.d Toxico desde 1 pM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
C.34 n.d n.d n.d 82.85+1.02 | 92.37+0.39 n.d Toxico desde 1 uM n.d 12.11 0.87 13.93 10.10 11.27 | 245
+1.72 +0.02 +2.64 +1.74 +3.22 | £0.29
C35 nd nd nd 3517+132 | 65314316 nd 5 uM toxico y no efecto | n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
entre 50 nM-1pM
C.3.6 nd nd nd 24.23+1.48 | 59.25+8.94 n.d Toxico desde 1 uM n.d nd n.d n.d n.d n.d n.d
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Table 6.8. Continuation.

C.3.7 nd nd n.d 35.06+8.63 | 53.17+£5.97 n.d Toéxico a SpuM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

C.38 nd nd nd 15.26+0.59 | 46.65+6.49 n.d Toéxico a SpuM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
6.74+0.13 | Toxicoa 5 uM n.d n.d nd n.d n.d n.d n.d

C.3.9 0.413+0.15 17+3 41 3.62+0.04 26.85+2.40

C.3.10 n.d n.d n.d - 27.8543.76 n.d Toxico a 5 uM n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

n.d: non determined
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Table 6.9. Biological activity for compounds C.4.1-C.4.4.
@ [a¥a %"
a VA L cas
N T
i - c4.1
tertiary 70\ N Cl
amine PN
— s S Ba%aVavg
N Ho @ |<H lll C.4.4
C.4 N .och; caz2 8 4
.. ICso . X
Selectivity % Antiprolif. Act.
Compound K¢ M) % Inhib. HSChoKa1l purified ECso uM)
( HsChoKal/p HepG2
HsChoKal
Mia
Subfamily C.4 | HSChoKal | HeChoKgp 10 pM 50 uM 10 uM 50 uM HepG2 | A549 | HT29 | MCF7 | HCTI16 Jurkat
Paca
C.42 0.100+0.03 nd nd nd nd 0.41+0.01 Toxico a 25 uM nd nd nd nd nd nd nd
1658 | 420+ | 1657+ | 2345= 19.40 | 448+
C.43 0.556+0.04 17+6 31 16.52+0.63 | 50.51+0.72 | 3.61£0.60 | 32.20+1.39 | muertas | 38.92+0.23
£1.05 | 2.38 2.99 2.65 £323 | 0.60
635+ | 1.75+ | 807+ | 1226+ | 757+ | 335+
C44 nd n.d nd 52.15%1.84 | 85.761.84 | 1.17+0.01 | 51.69+4.06 | muertas | 14.60+3.83
0.67 0.60 1.82 224 1.75 0.63
n.d. non determined
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3.3.3. Crystallization studies

Crystallization studies provided experimental evidences about the recognition
mechanism or interaction profile that explained the binding affinity results on
HsChoKal as well as the inhibition values.

Family A

In general, the four final compounds of familiy A showed the worst binding affinity
and inhibitory activity results in comparison with the rest of the families.

According to the interactions that compound A.2 (Figure 6.10 sets with residues
into the choline binding site, the bad results on their biological activity could be due to
non parallel n-n interactions with residues Tyr354 and Phe345. Weak interactions make
the compound to be easily removed from the active site, so if we attend to what the
second mechanism of action for HsChoKal postulates,”” compound A.4 could be
ejected from the choline binding site after the phosphorilation of Asp306.

Family B

According to their K4 values, compounds of family B bind better to HsSChoKal
than family A derivatives. Nevertheless, the inhibition assays proved that compound
B.1 and B.2 do not disrupt the phosphocholine byosynthesis unlike what happens with
compounds B.3 and B.4.

Crystal structure of compound B.2 shows that two molecules of the compound bind
to the choline pocket. Moreover, it can be observed that the amount and intensity of its
interactions increase in comparison to the ones of its analog A.2 (Figure 6.10). Most
exactly, molecule 1 sets parallel, T-shaped and edge-to-fade m-m interactions with
residues Tyr354, Phe435 and Tyr440, respectively. By its hand, molecule 2 establishes
parallel m-m interactions with Tyr333.

In agreement with docking studies, compound B.3 set some extra parallel and non
parallel n-m interactions through the additional phenyl of the spacer, the quinoline
cationic head and the N-methylaniline group. These extra interactions could explain its
better binding affinity on HSChoKal as well as its greater potency as inhibitor in
comparison with compounds B.1, B.2, A.3 and A.4.

Family C

Tryptophan fluorescence assays and inhibitory activity experiments pointed out that
compounds of family C with non bulky tertiary amines (protonated or not) bind better to
HsChoKal and also that they are more potent inhibitors than the final compounds of
families A and B.
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Crystal complexes of HsChoKal with compounds C.2.1, C.3.1 and C.3.2,
demonstrate that HSChoKal binds the smallest functional group (amines) deeply into
the choline binding pocket whereas the cationic heads are exposed to the solvent
(Figure 6.10).

In the three cases, the compounds set two parallel n-n interactions through the
biphenyl spacer with the residues Tyr354 and Phe435. Moreover, compounds C.2.1 and
C.3.2 setm-cation interactions with Trp420. Furthermore, quinoline derivatives disorder
the N-terminal loop constituted by residues Argl17-Ser121, which could contribute to
increase the entropic factor (AS), and consequently, the Gibbs free energy (AG) of the
complex. According to molecular dynamic studies of compound C.3.1, the tertiary
amine is able to form hydrogen bonds with some molecules of water into the active site.
All these reasons could be responsible for the greatest values of binding affinity and
inhibitory potency of the compounds of family C in comparison with the ones of

families A and B.

a)

d)

Y354

Figure 6.10. @) Crystal structure of HsChoKal/A.2. b) HsChoKal/B.2. c) HsChoKal/C.2.1. d)
HsChoKa1/C.3.1. e)HsChoKal/C.3.2 f) Superposition of the five ligands. Hydrophobic residues
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involved in parallel n-m interactions are coloured in green, whereas those ones that set m-cation
interactions are shown in red. The rest of the residues into the hydrophobic pocket are represented in

white.

3.4. ChoK homologues comparative study and validation

The comparative study among ChoK homologous was carried out with the objective of
finding new targets for the HSChoKal inhibitors and consequently, new potential
diseases where they could be used as a therapeutic alternative.

On one hand, the structure conservation analysis and the sequence alignment of ten
ChoKs from different eukaryotic and bacterial pathogens gave as result great residue
conservation into the active site of Plasmodium falciparumP.Knowlesi(69%) and

Cryptosporidium parvum (80%)Higure 6.11).
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Figure 6.11. Structural comparison between the Plasmodiumand CryptosporidiumChoKs with the
HsChoKal. a) Multiple sequence alignment of the HsChoKal, PfChoK, PkChoK and CpChoK.

Residues located in the ADP binding site are highlighted in yellow whereas the amino acids in the choline

binding site are highlighted in cyan. Green triangles denote conserved residues that interact through

hydrogen bonds or hydrophobic interactions with ADP and PCho. The secondary structure elements

inferred from the HsChoKal (PDB ID: 3G15) are represented in red. b) Surface representation of the

HsChoKal coloured by sequence conservation from black (100% identity), to grey (<50% identity). €)

Active site of HsChoKal (PDB ID: 3G15) in complex with ADP and modelled PCho that shows the

conserved residues interacting through hydrophobic or hydrogen bond interactions with ADP and PCho.

Only the identical residues between the

The products are shown as sticks with white carbon atoms.

different ChoKs are shown with the same colour as in Fig. 1a.
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On the other hand, molecular dynamic (MD) studies demonstrated that the four
homologous showed a very similar ligand recognition mechanism since all of them set
very stable hydrogen bonds with the phosphate of ATP (through residues Argl46 and
GIn207) and phosphocholine (PCho, through the Asp306), as well as electrostatic bonds
with residues Glu349, Tyr440, Phe435, Trp420 y Trp423 (through the quaternary amine
of PCho) (Figure 6.12).
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Figure 6.12.Residues involved in ADP and PCho stabilization through conserved and non-conserved

e {\j’;. ‘,in- Pra09 . 'K%’"&Eﬁqti
9. -

hydrogen bonds (colours in green) and hydrophobic contacts (colours in purple). Hydrogen bonds are

represented by black dashes.

Those evidences indicate that the biological effect of a ligand in one homologous
could be very similar to the one in the other proteins in terms of binding affinity and

inhibition.
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To the end of validating this working hypothesis, tryptophan fluorescence assays
together with inhibitory activity assays were developed with two compounds that had
been previously synthesized in this doctoral thesis (B.1 and C.4.4).

The results indicated that the binding affinity of both compounds against the
homologous was very similar and also that it was in the low micromolar range (Figure
6.13, Table 6.10). Moreover, it was confirmed that compound C.4.4 not only is an
inhibitor of HsSChoKal, but also of PfChoK and CpChoK (Table 6.10). In addition,
when the Kj; were inferred from the ICsy values (Cheng-Prusoff ecuation for
competitive inhibitors) it was noticed that they are quite similar (K;= 152 and 387 nM
for HsChoKal and PfChoK, respectively) (Table 6.10).

a)

B.1 C.4.4

b)
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Figure 6.13. a) Chemical structure of HC-3, compounds B.1 and C.4.4 b) Quenching of intrinsic

HsChoKal, PfChoK and CpChoK tryptophan fluorescence measured at increasing concentrations of

307



Lucia Serran Aguilera 6. Summary

compound C.4.4. ¢) Quenching of intrinsic HsChoKal, PfChoK and CpChoK tryptophan fluorescence
measured at increasing concentrations of compound B.1. All data points represent the means + S.D. for
three measurements. The K; for compounds B.1 and C.4.4 was determined by fitting fluorescence

intensity data against compound B.1 and C.4.4concentrations respectively.

Table 6.10.K, ICsy and K; values of compounds B.1 and C.4.4 against HsChoKal, PfChoK and
CpChoK.

Compound Kd |C50 Ki Kd |C50 Ki Kd |C50
HsChoKal | HsChoKal | HsChoKal | PfChoK | PfChoK | PfChoK | CpChoK | CpChoK
B.1 170045 nd 1960+134 nd 29274225 nd
C.4.4 265+62 1170£10 | 195+0.001 430 £28 18020+80 | 387+0.001 425+123 19170+1230

n.d: non detectable

Ki for C.parvumwas not calculated because the Km was not determined.

To complete the study, antimalarial experiments in P.falciparum infected
erythrocytes were carried out with compound C.4.41in order to compare the results with
the ones of the antiproliferative activity assays that had been previously determined
(Table 6.9). Finally, it was demonstrated that the antimalarial effect of compound C.4.4

is more potent than the antiproliferative one in most of tumour cell lines (Table 6.11).

Table 6.11 ECs, and ICs, values of compound C.4.4 in several tumor cell lines as well as in P.

falciparum infected erythrocytes.

C4.4 Infected HepG2 A549 HT29 HCT116 MCF7 | MiaPaca | Jurkat
erythrocites

ECso (1M) - 1460383 | 635£067 | 175506 | 12.26£224 | 8.07+1.82 | 757175 | 3.35:0.63

ICso (uM) 3.6+1.1

3.5. Antimalarial activity of the synthesized compounds

The similarities of HSChoKal with its homologous PfChoK and CpChoK at the
structural and molecular levels encouraged us to develop tryptophan fluorescence assays
in PfChoK and also antimalarial activity assays in infected erythrocytes with some
selected compounds of the three families.

According to the results, it was corroborated that all the tested compounds showed
binding affinity against PfChoK as well as antimalarial activity (Table 6.12).

In general, the improvement in the antimalarial potency of families A, B and C final

compounds is the result of the gradual increase in the binding affinity on PfChoK as
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well as on the lipophilicity. In this way, compounds of family C are in general the most
potent antimalarial agents (Table 6.12).

Nevertheless, this behaviour is not observed for 7-chloro-4-(azepin-1-
yl)quinolinium derivatives because all of them experience a worsening of activity when
the complexity of the structure increases. Due to the fact that their binding affinity
together with their lipophilicity improve with the complexity of the molecule, it could
be possible that these kinds of derivatives go into the cytoplasm through an active
mechanism of transport. In this way, the more complex the compound is, the worse may
be the binding affinity on transport proteins.

Finally, all the tested compounds are more potent as antimalarial than as
antiproliferative agents, so mechanisms of synergy in other structure related proteins
that are not inhibited in humans together with different penetration processes through
the parasite membranes are being studied nowadays in order to explain this observation.

To conclude, the best antimalarial agent is the compound C.3.1, which is the second
one with the best binding affinity on PfChoK, and the first with the best ICs, value (28
nM) on infected erythrocytes. Moreover, its ICsy is very similar to the one of
chloroquine (23.11 nM) and it has also demonstrated to be 218 fold selective on
infected erythrocytes than in healthy L6 cells (primary cell line derived from rat skeletal

myoblasts), so it could be used as non toxic antimalarial agent.
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Table 6.12 K4 M) and ICs, (uM) values of the final

falciparuminfected erythrocytes.

compounds of families A, B and C in P.

Family A Al A2 A3 A4
K4 PfChoK 4.005 +1.805 5478 +£0.144 4.225+0.275 4.96 £0.035
ICso
nd 59+0.6 nd 0.7+0.1
P. falciparum
Family B B.1 B.2 B.3 B.4
Kq4 PfChoK 1.960 + 1.820 2.317+1.343 1.149+0.513 3.079 £ 0.070
1Cso
nd 1.2+0.2 nd 1.5+£05
P. falciparum
Family C C.l1l1 c.21 C.31 C44
K4 PfChoK 1.107 +0.194 0.341 £ 0.049 0.358 +£0.049 0.430+0.028
ICSO
1.173 1.875 0.049 3.6+0.1
P. falciparum
Family C C.1l7 C.25 C.3.9 C4.3
K4 PfChoK 1.826 +0.049 1.227+£0.132 0.496 + 0.038 nM 0.638 +0.128
ICSO
0.312 0.494 0.383 3+0.1
P. falciparum
Chloroquine; ICs, P. falciparum 23.11 nM
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7.1. Conclusions

1. The computational analysis of symmetric biscationic HSChoKal inhibitors has
provided a pharmacophore model (RRRPN) that has been used as a tool in virtual
screening studies (VS) and synthesis.

2. Virtual Screening studies have yielded six new hits that show binding affinity
against HSChoKal but no inhibitory potency. Nevertheless, crystallization experiments
has shown that compound 5217714 binds to the active site, so that unknown processes
responsible for a displacement of the compound from the binding pocket may happen
during the catalytic reaction. Only compound 5664997 is a potent antiproliferative agent
in A549 and HT29 tumour cell lines, so its mechanism of action could be associated to
an off-targeteffect.

3. Pharmacophore optimization in a pharmacomodulation process has supplied a
total of 35 final products that have been classified into three families (A, B and C)
according to their linker. The increase in the complexity of their chemical structure is
translated into a gradual increase in their binding affinity, and inhibitory activity against
HsChoKal, as well as in their antiproliferative potency in HepG2, A549, MCF7,
HCT116, HT29, Mia Paca and Jurkat tumour cell lines.

4. The best biological activity in terms of binding affinity, inhibitory activity and
antiproliferative potency was shown by compounds of subfamilies C.3 and C.4. They
are biphenyl derivatives that include in 1 and 4" positions a quinoline-derived moiety
(cationic head) and an amine (tertiary or quaternary), respectively. The most

biologically active compounds are C.3.1, C.3.4C.4.3 and C.4.4.
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5. Crystallography studies of HSChoKal in complex with compounds A.2, B.2,
C.2.1,C.3.1 andC.3.2, evidenced that the gradual increase in the binding affinity could
be due an improvement in the interaction profile that contributes to increase the stability
of the protein-ligand complex. Unlike the rest of the compounds, quinoline derivatives
(C.3.1 and C.3.2) not only stablish - hydrophobic bonds with the residues into the
active site, but also set m-cation interactions or hydrogen bonds with water molecules
and even disorder the N-terminal domain.

6. The comparative study of homologous ChoKs (HsChoKal, PfChoK, PkChoK
and CpChoK) has demostrated that the active sites of all of them are highly conserved
(69 % in Plasmodium sp. and 80 % ifCpChoK). Moreover, these proteins use very
similar ligand mechanisms of recognition, so that they set conserved interactions. The
biological validation of the previous computational evidences results in the conclusion
that compounds show a very similar effect (inhibitory or not) in all the homologous,
which is an interesting approach to treat malaria or cryptosporidiosis with anticancer
ChoK inhibitors.

7. Antimalarial assays of binding affinity on PfChoK, as well as in vivo experiments
in Plasmodium falciparunmfected erythrocytes have demonstrated that the synthesized
compounds are potent antimalarial agents. Moreover, their potency as antimalarials is
much more noticeable than the antiproliferative one and for instance, compound C.3.1,
whose potency (ICso = 49 nM) is very similar to the one of chloroquine (ICsp = 23 nM),

is 218 fold more selective on infected erythrocytes than in healthy cells.

7.2. Conclusiones

1. El anélisis computacional de los inhibidores de HSChoKal de estructura
simétrica biscationica, ha permitido proponer un modelo de farmacéforo constituido por
cinco grupos funcionales (RRRPN) que ha sido usado como herramienta en estudios de
cribado virtual y sintesis quimica.

2. Mediante el cribado virtual se han descubierto seis prototipos que muestran
afinidad por HsChoKal, pero que carecen de efecto inhibitorio. No obstante, los
estudios de cristalografia han revelado que el compuesto 5217714 se une al sitio activo,
de modo que, probablemente durante la reaccion catalitica tenga lugar la expulsion del

compuesto del sitio activo mediante mecanismos que desconocemos. Unicamente el
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compuesto 5664997 actiia como agente antiproliferativo en las lineas tumorales A549 y
HT29, proponiéndose para éste un efecto inespecifico.

3. La optimizacion del farmacéforo mediante un proceso de farmacomodulacion ha
dado como resultado un total de 35 productos finales organizados en tres familias (A, B
y C) en funcion de la naturaleza quimica de su espaciador. En conjunto, el aumento de
complejidad de la estructura quimica conlleva un aumento gradual de afinidad y
actividad inhibitoria frente a HSChoKal, asi como de potencia antiproliferativa frente a
las lineas celulares HepG2, A549, MCF7, HCT116, HT29, Mia Paca y Jurkat.

4. La mejor actividad biologica expresada en términos de afinidad, actividad
inhibitoria y potencia antiproliferativa fue mostrada por los compuestos de las
subfamilias C.3 y C.4, que son derivados de bifenilo que incluyen en las posiciones 1y
4" un grupo quinolinico (cabeza catiénica) y una amina (terciaria o cuaternaria),
respectivamente. Los compuestos mds activos bioldgicamente son C.3.1, C.3.4,C.4.3y
c.4.4.

5. Los estudios de cristalografia de la forma holo- de HsChoKal con los
compuestos A.2, B.2, C.2.1, C.3.1 y C.3.2, evidencian que el aumento gradual de
afinidad por la proteina a medida que se incrementa la complejidad de la estructura
quimica de los compuestos sintetizados, puede deberse a una mejora del perfil de
interaccion que contribuye a aumentar la estabilidad del complejo proteina-ligando. A
diferencia del resto de compuestos, los derivados quinolinicos (C.3.1 y C.3.2) no sélo
establecen interacciones hidrofobicas de tipo m-m con los residuos del sitio activo, sino
que también muestran interacciones de tipo m-cation o puentes de hidrogeno, e incluso
desordenan el dominio N-terminal.

6. El estudio comparativo de ChoK homélogas (HsChoKal, PfChoK, PkChoK y
CpChoK) demuestra un alto grado de conservacion de los sitios activos (69 % para
Plasmodium sp. y 80 % parpChoK). Ademas, pone de manifiesto que estas proteinas
usan mecanismos de reconocimiento de ligandos muy parecidos, ya que se observa el
establecimiento de interacciones conservadas. La validacion biologica de las evidencias
previas permitid concluir que los compuestos que actlien como ligandos en cada
momento mostrardn un efecto muy parecido (inhibitorio o no) en todas las homologas.
Esto podria ser de interés para tratar malaria y criptosporidiosis con farmacos

anticancerigenos que sean inhibidores de ChoK.
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7. Los estudios de fluorescencia de los compuestos sintetizados frente a PfChoK, asi
como de actividad antimaldrica en eritrocitos infectados con P.falciparumponen de
manifiesto que los compuestos sintetizados son potentes agentes antipalidicos. Ademas,
dicha actividad es mucho maés potente que su actividad antiproliferativa, y por ejemplo
el compuesto C.3.1, cuya potencia (Cky = 49 nM) es muy similar a la de la cloroquina
(CLsp = 23 nM), es 218 veces mas selectivo de eritrocitos infectados que de células

sanas.
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Figura A.6. Espectro de HMBC del compuesto B.2 (familia B).
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Figura A.7. Espectro de HSQC del compuesto B.3 (familia B).
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Figura A.18. Espectro de HMBC del compuesto C.2.5(familia C, subfamilia C.2).
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Figura A.19. Espectro de HSQC del compuesto C.3.1(familia C, subfamilia C.3).
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Figura A.20. Espectro de HMBC del compuesto C.3.1(familia C, subfamilia C.3).
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Figura A.21. Espectro de HMBC del compuesto C.3.1(familia C, subfamilia C.3).

XXI

f1 (ppm)



-CH,

-CH2N*
“CH Ny k
gc2hmbc_01
32 32 © o
7
= Br —/ o nE 6
56 5 6_¢ \
—/4a %6 5
3
4 N .
— o C3.2 /
C-26  —sca (0]
E’ @ 2 3
C-26anil_} @
c35— o4
3 o
HRiE g 0
= R .
—3 Y
C-2quin — (0]
3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24
2 (ppm)
H-2,6,
H-2", 6, H-2-6anil
H-2,5quin 3. 5 .
H-8quin H-6quin H-3quin
H-3,5
£ gc2hmbe_01
C-3quin — S ©
3
C-4aqui
C-8quin——s © Vs @
C-3,5ani}
oo, CEEC M ’ @ , o o
C—Z',6 =6-quin o = @ o O © =
C-2,6anil = =Y [ o
O T — = © =
C-1anil}
C-8aqui
74T C-4 @) (=) >
— =
C-17% "
C-2quin __¥ . o
C-4quin__§ >
g T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69
2 (ppm)

Figura A.22. Espectro de HMBC del compuesto C.3.2(familia C, subfamilia C.3).
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Figura A.23. Espectro de HMBC del compuesto C.4.3(familia C, subfamilia C.4).
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Figura A.24. Espectro de HMBC del compuesto C.4.4 (familia C, subfamilia C.4).
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