OPEN @ ACCESS dranas

Sintesis racional de inhibidores de la enzima HDACG6 para el
tratamiento del Alzheimer.

Laura Carrascosa Sanchez' 2.2, Oscar Bautista Aguilera? ®, Isabel Iriepa Canalda? ¢

1. Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular, Departamento de Biologia de Sistemas, Facultad de Medicina y Ciencias
de la Salud, Universidad de Alcala, 28871 Alcala de Henares, Madrid, Espafa. 2. Grupo de investigacion DISCOBAC,
Departamento de Quimica Organica y Quimica Inorganica, Facultad de Farmacia, Universidad de Alcala, 28871 Alcala
de Henares.

a. laura.carrascosa@edu.uah.es b. oscar.bautista@uah.es c. isabel.iriepa@uah.es
Palabras clave: HDACG; Alzheimer; acidos tiohidroxamicos; &cidos hidroxamicos
Resumen

La enfermedad del Alzheimer es una patologia neurodegenerativa cuya incidencia representa uno de los
principales desafios a los que se enfrenta la sociedad actual, particularmente debido a la ausencia de
terapias efectivas y al progresivo envejecimiento de la poblacion. En los ultimos afios, se ha puesto de
manifiesto el papel crucial que desempefan los microtubulos y el citoesqueleto celular en la fisiopatologia
de esta enfermedad, en estrecha relaciéon con la hipétesis del Alzheimer basada en la disfuncion de la
proteina Tau. En este contexto, la histona desacetilasa 6 (HDAC6), una enzima citoplasmatica sobre
expresada en los pacientes que padecen esta enfermedad, ha surgido como una diana terapéutica
prometedora debido a su relevante implicacion en la desacetilacion de a-tubulina, afectando asi
directamente la dinamica y estabilidad de los microtubulos. El presente trabajo propone el disefio racional
y la sintesis de nuevos inhibidores selectivos de HDACG, con el objetivo de desarrollar tratamientos mas
eficaces frente a la enfermedad de Alzheimer. Tradicionalmente, los inhibidores de esta enzima han
empleado acidos hidroxamicos como grupos funcionales principales. En este estudio se propone la
sustitucion de dichos grupos por acidos tiohidroxamicos, partiendo de la hipotesis de que estos compuestos,
debido a sus propiedades estructurales, podrian conferir una mayor eficacia inhibidora, asi como una mejor
selectividad hacia HDACB, en comparacién con sus analogos hidroxamicos.
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Introduccién

La enfermedad del Alzheimer (EA) constituye la causa mas comiin de demencia a nivel mundial y su
prevalencia aumenta drasticamente con la edad [1]. Con el envejecimiento global de la poblacion y ante la
ausencia de una cura efectiva, se estima que el nimero de personas afectadas por esta enfermedad se
disparara en las proximas décadas. Se prevé que los casos se dupliquen cada 20 afios, afectando a 65.7
millones de personas en 2030 y 115.4 millones en 2050 de personas en el mundo, posicionando a esta
patologia como uno de los mayores desafios de salud publica a nivel mundial [2].

A pesar de los avances, la etiologia exacta de la EA sigue siendo desconocida, lo que dificulta la
identificacion de dianas terapéuticas eficaces para tratar la enfermedad. Actualmente no existen
tratamientos que modifiquen significativamente la enfermedad, unicamente se dispone de farmacos que se
centran meramente en la sintomatologia de la enfermedad, con eficacia limitada y que no frenan
sustancialmente la neurodegeneracion [3].

La estrategia terapéutica predominante en el abordaje de la EA se ha centrado, principalmente, en la
reduccion de los depositos extracelulares del péptido B-amiloide, considerado uno de los principales
marcadores histopatologicos de la enfermedad. Los ultimos fAirmacos aprobados por la FDA para la EA
siguen esta estrategia y son anticuerpos monoclonales dirigidos contra el péptido B-amiloide, como el
lecanemab y el donanemab. No obstante, su eficacia clinica es limitada y su perfil de seguridad presenta
riesgos elevados, lo que ha dificultado su aprobacion en paises europeos [4]. Ante esta situacion, se exploran
nuevas dianas terapéuticas, entre las cuales la proteina Tau ha emergido como una de las mas prometedoras
por su papel crucial en la fisiopatologia de la EA. En condiciones fisiologicas, Tau es una fosfoproteina
asociada a los microtubulos, donde estabiliza las uniones entre subunidades de a- y f-tubulina manteniendo
asi la integridad estructural del citoesqueleto neuronal. En la EA, Tau sufre un proceso andémalo de
hiperfosforilacién que conduce a la disociacion de los microtibulos y su agregacion en forma de ovillos
neurofibrilares intracelulares. Esta disrupcion compromete gravemente al citoesqueleto celular y al
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transporte axonal, imposibilitando la formacion de axones y dendritas, y contribuyendo significativamente
al proceso neurodegenerativo observado en la EA [5].

La histona desacetilasa 6 (HDAC6) ha demostrado tener un papel determinante en diversas patologias
neurodegenerativas, lo que la posiciona como una diana terapéutica de gran interés. En el caso de la EA, se
ha documentado una sobreexpresion de esta enzima en el hipocampo de los pacientes, asi como su relacion
con las dos hipdtesis principales de la enfermedad, ya que disminuye la fosforilaciéon de la proteina Tau y
la agregacion del péptido B-Amiloide [6-8]. La inhibicion de HDAC6 aumenta la acetilacion de la a
tubulina, evento que favorece la estabilizaciéon de los microtibulos neuronales, confiriéndoles mayor
resistencia a la despolimerizacion y mejorando asi su transporte axonal. Por otra parte, estudios recientes
sugieren que la inhibicion de esta enzima también podria reducir la neuroinflamacion y favorecer la
autofagia. En particular se ha observado una mejora en la formacion de autofagosomas y su transporte, lo
cual contribuye a una mayor eficiencia en la degradacion de proteinas mal plegadas, favoreciendo asi a una
mejor actividad de la funcion cognitiva [9]. Cabe destacar que HDAC6 presenta una estructura tinica dentro
de su familia al ser la unica isoforma que posee dos dominios cataliticos y un dominio de unién al zinc.
Esta singularidad la convierte en una diana perfecta ya que se puede conseguir una inhibicion especifica
sin elevados efectos secundarios.

Hasta ahora, el grupo funcional principal presente en los inhibidores de HDAC 6 han sido los acidos
hidroxamicos como podemos observar en compuestos ampliamente estudiados como el Vorinostat (SAHA)
o la Tricostatina A (TSA) [10]. Los 4cidos hidroxdmicos se unen especificamente al ion Zn** localizado en
el sitio activo de la enzima. Sin embargo, estas moléculas carecen de la especificidad inicialmente esperada,
lo que lleva a la aparicion de miultiples efectos secundarios no deseados Los acidos hidroxamicos han
demostrado una toxicidad considerable, dificultando mucho su aplicacion en la practica clinica [11]. Lo
que se pretende con este trabajo es explorar alternativas funcionales que permitan una unién mas eficaz y
selectiva al ion zinc, y ademas que proporcione mayor seguridad. Por ello, se propone la sustitucion de los
acidos hidroxamicos por los acidos tiohidroxamicos, en el que el dtomo de oxigeno carbonilico es
reemplazado por un atomo de azufre, lo cual proponemos que puede ser clave en este proceso y puede
mejorar la afinidad hacia HDAC6. Ademas, los tiohidroxdmicos representan una alternativa mas segura.
Su mayor estabilidad quimica y la ausencia de subproductos toxicos, como ocurre con los isocianatos en el
caso de los acidos hidroxamicos, los convierte en una alternativa prometedora para el disefio de sistemas
mas controlables y menos toxicos [12, 13].

Desde el punto de vista tedrico, el Zn>', puede actuar como un 4cido de Lewis en la frontera entre duro y
blando con una configuracion electronica [Ar] 3d'°, presenta una nube electronica altamente polarizable o
deformable. Segun la teoria acido-base duro-blando (HSAB), los acidos blandos prefieren unirse a bases
blandas vy, los acidos duros tienden a interactuar con bases duras. Por ello, el azufre, al ser una base blanda
de Lewis con electrones de valencia mas difusos y polarizables que los del oxigeno, el cual es mas pequefio
y presenta electrones mas compactos (base de Lewis dura), establece una interaccion mas afin y probable.
Esta interaccion, que seria de naturaleza covalente, se basaria en un solapamiento de orbitales mas eficiente,
incluyendo los orbitales o, que fortaleceria la uniéon, en comparacion con la que se forma con el oxigeno.
En consecuencia, se espera que los acidos tiohidroxamicos actien como inhibidores mas potentes y
selectivos para HDAC6.

Bajo este enfoque, se propone en este proyecto la sintesis organica de una serie de moléculas compuesta
por acidos hidroxamicos y acidos tiohidroxdmicos que puedan ser comparables entre si, Figura 1.
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Figura 1.- Serie de compuestos propuesta para sintesis y evaluacion bioldgica. Se incluyen acidos
hidroxamicos (l.-h en negro) y acidos tiohidroxamicos (lip en azul).

En este trabajo también se analizaran las moléculas computacionalmente mediante un estudio de docking,
asi como estudios de complejacion con el ion Zn 2%, con el objetivo de validar la hipotesis basada en la
teoria HSAB previamente expuesta. Asimismo, se llevaran a cabo ensayos biologicos para evaluar la
actividad inhibitoria de los compuestos sobre la enzima HDAC6, lo que permitird determinar si los
resultados tedricos y quimicos se traducen en una inhibicién efectiva en un contexto enzimatico real.



En caso de obtener resultados prometedores, futuras lineas de investigacion contemplaran la evaluacion de
estos compuestos en modelos celulares neuronales. Ademas, se analizaran las posibles implicaciones sobre
las propiedades nanomecanicas de las células, con el fin de estudiar su efecto sobre la estabilidad del
citoesqueleto neuronal y el transporte axonal.

Materiales y métodos

Sintesis organica

En la mayoria de los casos se emplearon reactivos comerciales sin necesidad de purificacion previa, o bien
productos previamente purificados. La mayor parte del trabajo se llevo a cabo bajo atmoésfera inerte de
argon, utilizando disolventes anhidros previamente secados sobre tamiz molecular de 3 A. Las reacciones
realizadas en condiciones estandar de presion y temperatura se indican especificamente.

El seguimiento de las reacciones se efectu6 mediante cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas
ALUGRAM® SIL G/UV (Macherey-Nagel), visualizadas bajo lampara UV de 254 nm.

Las purificaciones por cromatografia en columna se realizaron tanto manualmente como mediante el
sistema Isolera One (Biotage), utilizando columnas preempaquetadas ExtraBond® Flash SLLN (Scharlau).

La caracterizacion de los compuestos se realiz6 mediante técnicas estandar:

* Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y *C, utilizando un espectrometro Bruker
de 400 MHz a 298 K. Los desplazamientos quimicos se expresan en escala d (ppm), usando como referencia
interna las sefiales de los disolventes deuterados (CDCls: 7,26 ppm para 'H y 77,2 ppm para *C; DMSO-
ds: 2,50 /39,5 ppm; CDsOD: 3,31 /49,00 ppm). La multiplicidad de las sefiales en 'H-RMN se indica como:
s (singlete), d (doblete), t (triplete), y m (multiplete).

* Espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS), realizada en un equipo Bruker MAXIS II con
analizador Q-TOF, acoplado a un sistema HPLC Agilent 1100 con detector de diodo array y UPLC Waters
Acquity I Class.

En cuanto a los procesos experimentales, la sintesis de los acidos hidroxamicos y de los acidos
tiohidroxdmicos se llevo a cabo siguiendo los siguientes esquemas de sintesis:
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Figura 2.- Esquema de sintesis de la serie de compuestos la-p. Sintesis de acidos tiohidroxamicos lip, en
azul a) Reaccion de formacion de la oxima, NH.OH, NaOH, MeOH/H2O, ta; b) Reaccién de formacion
de la cloroxima, NCS, DMF, ta; ¢) Reaccion de formacion del 4cido tiohidroxamico, Na2S.9H20, TEA,
Et20, ta. Sintesis de los 4cidos hidroxamicos la-n, en negro d) NH2OH (Aq), NaOH, THF, ta.

Para la reaccion de formacion de oximas, reaccion a) de la Figura 2, se disuelve 1 equivalente del aldehido
en una mezcla de MeOH/H»O (3:2, v/v), utilizando un volumen total de 10 mL de disolvente por gramo de
compuesto. A continuacion, se afiade 1,2 equivalentes de H,N-OH y 1,2 equivalentes de NaOH y se deja
en agitacion durante 1 hora. Una vez completada la reaccion (c.c.f.), se elimina el MeOH a vacio y luego
se realiza una extraccion con Et,O. Las fases organicas se recogen y se secan sobre sulfato sddico, se filtran
y se elimina el disolvente a vacio.

Para la reaccion de formacion de cloroximas, reaccion b), la oxima resultante del procedimiento anterior,
lequivalente, se disuelve en la minima cantidad de DMF. La reaccion se lleva a -20 °C en baiio de acetona
con nitrogeno liquido, y se afladen gota a gota 1,2 equivalentes de NCS que previamente habiamos dividido
en viales y habiamos disuelto en la minima cantidad de DMF. Los viales se cubren con papel albal ya que
NCS es fotosensible. La reaccion se deja en agitacion durante 2h a temperatura ambiente y cubierta con
papel albal. Una vez completada (c.c.f.), se extrae con Et,O y H,O, y la fase organica obtenida se seca con



Na,SO4 y se elimina el disolvente a vacio. El producto obtenido se purifica por columna cromatografica
manual en gel de silice con un gradiente ascendiente de Hexano: EtOAc de 100:0-98:2-95:5 (v:v).

Por tultimo, para la reaccion final, ¢) de la Figura 2, 1 equivalente de la cloroxima obtenida, se disuelve en
Et,0, aproximadamente 85 mL por gramo de cloroxima. A continuacion, se afiade una disoluciéon acuosa
de Na,S (6 equivalentes), aproximadamente 10 mL por cada gramo de reactivo. Seguidamente se afiade 1
equivalente de TEA y se agita durante 2 horas. Una vez completada la reaccion (c.c.f.), se realiza una
extraccion con Et,O y HyO. Las fases acuosas se recogen y se acidifican hasta pH 2. Se extrae una segunda
vez con DCM y H,O, y esta vez se recogen las fases organicas, se secan con Na,SO4 y se elimina el
disolvente a vacio. El producto se purifica por columna automatica en gel de silice en gradiente DCM:
MeOH de 100:0 a 98:2 (v:v) [14].

Por otro lado, la sintesis de los acidos hidroxamicos se llevé a cabo siguiendo la ruta d) representada en la
Figura 2. La reaccion de formacion de acidos hidroxamicos se realiza en condiciones estandar, sin requerir
atmoésfera inerte, y puede iniciarse indistintamente a partir del éster metilico o etilico del acido
correspondiente. Se emplean 4 equivalentes de NaOH y 28 equivalentes de hidroxilamina acuosa (NH-OH).
Una vez disueltos completamente los reactivos, se adiciona lentamente el éster; en caso de ser solido, este
se disuelve previamente en la minima cantidad de tetrahidrofurano (THF). La mezcla de reaccion se
mantiene bajo agitacion a temperatura ambiente durante 12—16 horas. Finalizado el tiempo de reaccion, y
tras confirmar la conversion completa mediante cromatografia en capa fina (c.c.f.), se procede a la
neutralizacion del medio con HCl 1 M. Posteriormente, se elimina el disolvente bajo presion reducida. El
producto bruto se purifica mediante cromatografia automatica en columna de gel de silice, utilizando un
gradiente de diclorometano/metanol (DCM:MeOH) desde 100:0 hasta 98:2 (v/v).

Ensayos de complejacién

Con el objetivo de analizar la unidén que se estableceria entre los distintos inhibidores de HDAC6 y el Zn**
del sitio activo de la enzima, se propone este ensayo basado en espectroscopia UV-Vis para evaluar la
formacion de complejos metal-ligando entre los inhibidores y el trifluorometanosulfonato de zinc. Las
interacciones de union se cuantificarin mediante la determinacion de las constantes de complejacion
utilizando la ecuacion de Benesi-Hildebrand, Figura 3. Ademas, se analizaran parametros termodinamicos
como entalpia, entropia y energia libre de Gibbs a distintas temperaturas, con el fin de evaluar la estabilidad
de los complejos formados con Zn?*.

Para su realizacion, 10pL de los inhibidores (la-p) se adicionarian a 6 disoluciones acuosas de triflato de
zinc de concentraciones 0, 5, 10, 20, 100 y 200 uM, el volumen final de sistema se llevara a 1 mL con H,O.
Las soluciones se agitaran simultaneamente a 25 °C (298 K) durante 1 hora, una vez el sistema esta
equilibrado se mide la absorbancia. Se repetira el procedimiento a 30, 35, 40, 45 y 50 °C.
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Figura 3.-Ecuaciones para el ensayo de complejacion. a) Ecuacion de Benesi- Hildebrand, cuyos
componentes son: A, absorbancia del sistema en presencia de Zn>"; Ao, absorbancia del sistema sin
Zn?**; Ka, constante de asociacion; [Zn], concentracion de ion metalico Zn?*; Aeg, diferencia de
absorbancia entre el complejo y el blanco. b) Ecuacion de Vant’Hoff, cuyos componentes son: Ka,
constante de asociacion; AS entropia estandar del proceso para una temperatura; AH entalpia estandar
para una temperatura; T, temperatura del sistema en kelvin; R, constante de los gases (8.314 J/mol-K).

Con los datos recogidos y la ecuacion de Benesi-Hildebrand obtendremos para cada inhibidor 6 constantes
de asociacion a las diferentes temperaturas que hemos utilizado.

Para hallar los valores de los parametros termodinamicos citados anteriormente utilizaremos la ecuacion de
Vant’Hoff, Figura 3, y analizaremos los datos obtenidos.

Se esperaria obtener valores mas altos de K, y mas negativos de AGe para los acidos tiohidroxamicos en
comparacion con los acidos hidroxamicos, lo cual indicaria una interaccion mas fuerte, estable y
termodinamicamente favorable con el Zn?**, posicionandolos como mejores candidatos funcionales.

Ensayos biolégicos

Para el ensayo de la actividad inhibidora de las diferentes moléculas a sintetizar, se propone utilizar el kit
de ensayo de fluorescencia para HDAC6 de BPS Bioscience (Numero de catalogo: 50076). Los ensayos se
realizaran siguiendo el protocolo del fabricante. Se obtendran los datos de fluorescencia de cada molécula
a distintas concentraciones 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM, y de los controles: un blanco, un control



positivo sin inhibidor y un control negativo con el inhibidor Tricostatina A (2uM). El ensayo se repetira
una segunda vez y se representaran los datos graficamente y se hallaran las IC50 de cada inhibidor. Se
espera que las IC50 de los acidos tiohidroxamicos tengan valores mas bajos que los acidos hidroxamicos,
lo que nos demostraria que inhibidores mas potentes.

Docking

Para el estudio computacional, se empled la estructura cristalina de HDAC6 (PDB ID: SEDU) junto con
los codigos SMILES de los distintos inhibidores generados con ChemDraw. La estructura de la enzima fue
preparada para el acoplamiento molecular utilizando ChimeraX. Posteriormente, los compuestos se
acoplaron al sitio activo de HDAC6 mediante el programa SwissDock. Con los resultados del docking se
ha comparado cada pareja, el hidroxdmico con su tiohidroxamico. Se han tenido en cuenta para la
comparacion, los datos de AC Score (Attracting Cavities Score), que nos indica la estabilidad del complejo
y cudl es la mejor pose de la molécula dentro de la enzima; el SwissParam Score, que indica cuanto mas
afin es la molécula a la enzima. Ambos datos fueron obtenidos mediante SwissDock, y en ambos casos,
cuanto menor sea el valor obtenido, mejor serd el candidato. Las visualizaciones moleculares fueron
generadas utilizando ChimeraX y también se obtuvieron las distancias entre los grupos funcionales y el
zinc del sitio catalitico 2 de la enzima [15, 16].

Resultados y discusién

Sintesis organica

Para llegar a los esquemas de sintesis finales (lap) se exploraron previamente diversas condiciones de
reaccion, especialmente en el caso de los acidos tiohidroxamicos, ya que, para los acidos hidroxamicos se
partio de condiciones previamente optimizadas por el grupo de la profesora Isabel Iriepa Canalda.

Para obtener los acidos tiohidroxamicos, li-p, primero se ensay6 a partir de los acidos hidroxamicos, el
objetivo al principio fue sintetizarlos en una sola reaccion, como se muestra en la Figura 4. Se afiadio 1 eq.
del 4cido hidroxdmico correspondiente a 150 °C disuelto en la minima cantidad de tolueno, seguidamente
se afladio el reactivo de Laweson y se dejé en agitacion. También se probo sustituyendo el tolueno por THF
y realizando la adiciéon de Laweson poco a poco, pero ninguna de ellas funcion6. Se probo entonces a
realizar la sintesis desde los ésteres correspondientes, tanto ésteres metilicos como etilicos (1 eq.), el
reactivo de Laweson y la minima cantidad de tolueno en el microondas, 1 hora agitando a 110 °C. Luego
se extrajeron las fases organicas con EtOAc, se secaron y se eliminé el disolvente a vacio, pero no funcion6
la reaccion. Por altimo, se probd la misma reaccion sin la utilizacion de microondas, pero sustituyendo el
tolueno por éter etilico, y de nuevo no obtuvimos el resultado esperado. Es por ello por lo que se decidié
sintetizar los acidos tiohidroxamicos como se muestra en la Figura 2. Partiendo del aldehido se sintetiza la
oxima, luego la cloroxima y por ultimo ya la molécula final deseada.
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Figura 4.-Ensayo de formacion de acidos tiohidroxamicos.

Para la reaccion de formacion de la oxima, antes de llegar las a condiciones finales de la Figura 2, primero
se ensayo con el aldehido de partida (leq.), hidroxilamina (1,2 eq.) y piridina (2,4 eq.) en 6 ml de MeOH
por cada 0,5 g de producto de partida. La reaccion se agitd durante 1,5h. A continuacidn, se neutralizo la
reaccion con HC1 0,1 M y se extrajo con acetato de etilo. También se afiadieron 8 equivalentes de Na2SOa,
dado que se trata de una reaccion de condensacion y seria conveniente eliminar el agua generada para evitar
la reversion de la reaccion. Sin embargo, en ninguno de los dos casos se obtuvieron resultados satisfactorios.
Teniendo en cuenta estos resultados, se utilizo trietilamina como sustituto de la piridina. Asi, se hizo
reaccionar la NH,OH con la trietilamina durante media hora y luego se afadio el aldehido, la reaccion se
agitd durante 24 horas. Una vez completada (c.c.f.), se neutraliz6 con HC1 0.1M y se extrajo con acetato de
etilo. La fase organica se recogio, se seco y se elimind el disolvente a vacio. También se probd una variante
por adicion de 8 equivalentes de Na,SO4. Con ambas condiciones de reaccion se consiguid obtener la oxima
correspondiente. Por ultimo, las oximas se purificaron por columna de silice automatica con un gradiente
de Hexano: AcOEt 10%. La optimizacion de la reaccion, siguiendo el protocolo de la Figura 2, nos permitio
obtener los productos con un 100 % de rendimiento, sin necesidad de purificar y en solo 1 hora.

Una vez sintetizadas las oximas, resultdo mas sencillo optimizar la reaccion de formacion de cloroximas. Se
ensayo el uso de acetonitrilo como disolvente en lugar de DMF, siguiendo el protocolo de la Figura 2, pero
el rendimiento disminuyd. También se prob6 afiadir la NCS so6lida de forma gradual durante 10 minutos,
manteniendo la mezcla en un bafio de hielo a 0 °C. Sin embargo, el procedimiento mas eficiente fue el



descrito en el apartado de Materiales y Métodos, en el cual, la NCS disuelta previamente en la minima
cantidad de DMF, se afiade gota a gota en un bafio de acetona a —20 °C.

Por ultimo, la reaccion de formacion del acido tiohidroxamico presento cierta dificultad. Inicialmente se
intentd reproducir las condiciones reportadas por el grupo del Prof. Joshua G. Pierce de la Universidad de
Carolina del Norte, pero no se lograba obtener el producto deseado [14]. Ante estos resultados, se optd por
contactar con el investigador con el objetivo de conseguir recomendaciones que permitieran optimizar la
reaccion, lo que condujo a las condiciones recogidas en la Figura 2. Los principales ajustes consistieron en
emplear 6 equivalentes de Na>S.9H,0 en lugar de los 3 utilizados inicialmente, y en mejorar la agitacion,
ya que la reaccion transcurre en un sistema bifasico, H,O y éter etilico. Se observd que mantener una
agitacion intensa y constante, utilizando un matraz amplio, era clave para favorecer el contacto entre ambas
fases. Aunque los rendimientos mejoraron tras implementar estas modificaciones, continuaron siendo
inferiores a los esperados.

Una vez optimizadas las condiciones de reaccion, se obtuvieron los acidos tiohidroxamicos derivados del
benceno (Im) y del tiofeno (lk), cuyas caracterizaciones se presentan a continuacion.

Im: Se obtuvo un aceite amarillo verdoso con un rendimiento del 36%. Se intento cristalizar, pero para ello
se debia solidificar primero, el producto resultante fue un s6lido verdoso, disminuyo el rendimiento al 11%
(54 mg).

'H RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 8,89 (s, 2H, OH, NH), 7,68 (d, 2H, Ar), 7,48 (t, 1H, Ar), 7,42 (t, 2H,
Ar);3C RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 123,66(C=S), 119,90 (C Ar), 117,46 (CH Ar), 117,22 (CH Ar),
115,56 (CH Ar), 107,98 (CH Ar), 104,37 (CH Ar).

HRMS (ESI): calculado de CsHsNOS [H]*: 153,20; encontrado: 153,20.

Ik: Se obtuvo un aceite negro con un rendimiento del 38%, pero impuro, por ello se intentd solidificar con
el objetivo de cristalizarlo posteriormente. Se obtuvo un sélido negro con un rendimiento del 1% que no
esta puro (10 mg).

'H RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 7,45 (d, 2H, Ar), 7,08 (t, 1H, Ar);'*C RMN (400 MHz, CDCl3) &
(ppm) 185,66 (C=S), 137,71 (C Ar), 127,79 (CH Ar), 124,66 (CH Ar), 118,77 (CH Ar).

HRMS (ESI): calculado de CsHsNOS, [H]*: 159,22; encontrado: 159,22.

Para l, también se realizo la sintesis final y podria ser el acido tiohidroxamico, porque, aunque en el espectro
de RMN-"H no se observan las sefiales correspondientes a los protones del NH y del OH, las de los protones
aromaticos se desplazan distinto con respecto a los de la cloroxima y la oxima. Se recristalizard y se
confirmara la obtencion de producto deseado mediante un analisis de espectrometria de masas.

lo: Se obtuvo un sélido marrén con un rendimiento del 3% que no esta puro (0,57 mg).

'H RMN (400 MHz, CDCLs) & (ppm) 8,45 (d, 2H, Ar), 8,23 (d, 2H, Ar);"3C RMN (400 MHz, CDCLs) &
(ppm) 133,87(C=8), 133,14 (C-NO2), 132,87 (C Ar), 126,04 (CH Ar), 123,37 (CH Ar), 123,45 (CH Ar),
114,46 (CH Ar).

HRMS (ESI): calculado de C7H¢N,O3S [H]™: 198,20; pendiente de realizarlo.

En el caso del resto de los acidos tiohidroxamicos, no se completé la sintesis por falta de tiempo, aunque
se aislaron y caracterizaron algunos intermedios avanzados. En concreto, se consiguieron sintetizar todas
las cloroximas y falta la reaccion final a para completar la sintesis, Figura 2. Sin embargo, para las
moléculas li y I, se obtuvo solamente la oxima y faltan dos reacciones para completar su sintesis. A
continuacion, se detallan las caracterizaciones de los intermedios que se obtuvieron.

Intermedio li: Se obtuvo la oxima como un sélido blanco un poco amarillento con un 80% de rendimiento
(0,94 ).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 9,23 (s, 1H, OH), 7,96 (s, 1H, CH=NH), 6,09 (s, J = 2.2 Hz ,1H,
CH=CHa), 2,52 (t, J= 9.7, 4.3, 2.2 Hz, 2H, CHa), 2,46 (m, J = 7.5, 2.5 Hz, 2H, CH.), 1,96 (m, 2H, CH2)

Intermedio 1j: Se obtuvo la cloroxima como un aceite viscoso amarillo con un rendimiento del 17% (1g).
'"H RMN (400 MHz, CDCls) & (ppm) 9,34 (s, 1H, OH), 7,41 (s, 1H, Ar), 7,29 (d, 1H, Ar), 6,32 (d, 1H,
Ar);3C RMN (400 MHz, CDCI3) & (ppm) 144,73 (C=NH), 138,41(C-0), 136,24 (CH-O Ar), 120,36 (CH
Ar), 109,10 (CH Ar).

Intermedio li: Se obtuvo la oxima como un sé6lido violeta con un rendimiento del 98%. Se caracterizo por

RMN-'H. A continuacién, se hizo reaccionar para obtener la cloroxima con toda la cantidad, no
obteniéndose el resultado deseado.

'H RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 10,16 (s, 1H, OH), 8,01 (s, IH, CH=N), 6,97 (d, 1H, Ar), 6,86 (d, 1H,
Ar), 6,42 (t, 1H, Ar).



Intermedio ln: Se obtuvo la cloroxima como un sélido blanco amarillento con un 57% de rendimiento
(2,41g).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 8,07 (s, 1H, OH), 7,71 (d, 2H, Ar), 7,54 (d, 2H, Ar);"*C RMN (400
MHz, CDCl3) 8 (ppm) 139,57 (C=NH), 133,09 (CH, Ar), 132,94 (CH, Ar), 132,19(C-Br, Ar), 130,51 (CH
Ar), 130,18 (CH Ar), 129,07 (C Ar).

Intermedio Ip: Se obtuvo la cloroxima como un sélido blanquecino con un rendimiento del 11% (0,70g)

'H RMN (400 MHz, CDCls) 8 (ppm) 7,47 (m, 2H, Ar), 6,95 (m, 2H, Ar), 3,85 (m, 3H, OCHs);'*C RMN
(400 MHz, CDCls) & (ppm) 161,63 (C=NH), 160,98 (C-0), 130,24 (CH Ar), 128,77 (C Ar) 129,76 (CH
Ar), 114,50 (CH Ar), 113,88 (CH Ar), 55,42 (OCHs).

Para las demas moléculas objetivo, los acidos hidroxamicos, el grupo de investigacion ya tenia sintetizados
el la, In y I, se realizo la sintesis del le y g, cuyas caracterizaciones se muestras a continuacion. El resto, la,
lg v In no se pudo realizar la sintesis por falta de tiempo y del producto de partida.

le: Se obtuvo un sdlido blanco, pero falta purificarlo por columna ya que posee impurezas y las sales
formadas por los reactivos.

'H RMN (400 MHz, CDsOD) & (ppm) 7,94 (s, 1H, OH), 7,93 (s, 1H, NH) 7,75 (d, 2H, Ar), 7,52 (t, 1H,
Ar), 7,45 (t, 2H, Ar);3C RMN (400 MHz, CD;0D) & (ppm) 167,01 (C=0), 131,92 (CH Ar), 131,55 (CH
Ar), 128,93 (CH Ar), 128,35 (CH Ar), 127,61 (C Ar). 126,78 (CH Ar).

I: Se obtuvo un so6lido blanco con un rendimiento del 73% (1,46 g).

'H RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 7,64 (m, 4H, Ar);'*C RMN (400 MHz, CDCls) § (ppm) 165,74 (C=0),
131,48 (CH Ar), 131,27 (CH Ar), 130,56 (C Ar) 128,53 (CH Ar), 125,75 (CH Ar).

HRMS (ESI): calculado para C;H7NOS [M+H]": 216,03; se detectaron iones de m/z 200, correspondientes
a la pérdida del grupo OH, debido a que el equipo fragmenta preferentemente en los enlaces mas labiles.

Aunque no se ha conseguido sintetizar toda la bateria de moléculas objetivo, se ha optimizado la sintesis
de los acidos hidroxamicos y se han conseguido sintetizar numerosos intermedios.
Docking

A continuacion, se reflejan los resultados del docking. Se observa siempre el acido hidroxamico en violeta,
el cido tiohidroxamico en verde, el &tomo de zinc en naranja y las distancias calculadas entre las moléculas
y Zn>" en amarillo.

Figura 5.- Interaccion de las moléculas lay li con el i6n zinc del sitio catalitico 2 de la enzima HDAC6.
la (dcido hidroxamico) se muestra en violeta; li (acido tiohidroxamico) se muestra en verde.

Figura 6.- Interaccion de las moléculas Ip y Ij con el i6n zinc del sitio catalitico 2 de la enzima HDAC6.



Figura 7.- Interaccion de las moléculas L y Ik con el i6n zinc del sitio catalitico 2 de la enzima HDAC6.

Figura 11.- Interaccion de las moléculas lg y lo con el i6n zinc del sitio catalitico 2 de la enzima HDAC6.



Figura 12.- Interaccion de las moléculas In y Ip con el i6n zinc del sitio catalitico 2 de la enzima HDAC6.
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Tabla 1.- Tabla comparativa de los resultados obtenidos con SwissDock. Se compara el AC Score y el
AP Score de cada molécula. HM si el mejor inhibidor de la pareja, acido hidroxamico/tiohidroxamico,
es el acido hidroxamico la-In; y TM si lo es el &cido tiohidroxamico li-lp, marcados en azul.

Como se observa en la Tabla 1, si comparamos la media de AC Score de los acidos hidroxamicos, -2,29, y
la de los acidos tiohidroxamicos, 14,26, se puede observar una notable diferencia. Al contrario de lo que
cabria esperar, parece que los acidos hidroxamicos presentan una mayor estabilidad dentro de la enzima.
Esta tendencia también se refleja en los datos del AP Score, cuya media para los acidos hidroxamicos es -
7,03, mientras que para los tiohidroxdmicos es -6,16, lo que nos indica que los 4cidos hidroxamicos son
mas afines por el Zn>" y tienden a formar uniones mas efectivas. Pese a que estos resultados no apoyan la
hipotesis inicial, al menos desde el punto de vista del acoplamiento molecular simulado, parece que las
moléculas con un acido hidroxdmico como grupo funcional son potencialmente inhibidores mas efectivos
que los acidos tiohidroxamicos.

También se determinaron las distancias entre el i6n zinc y los grupos funcionales (Figuras 5-12). Es
necesario tener en cuenta que no se pueden comparar directamente, ya que la union Zn-O es mas idnica,
tiene un caracter diferente a la union Zn-S, que es mas covalente. Sin embargo, si nos revela informacion
significativa ya que en todos los casos, menos en uno que analizaremos a continuacion, se observan
distancias que superan los 7A desde los grupos funcionales principales al Zn>". Lo cual nos indica, que la
molécula se situa tan lejos que es muy improbable que se esté realizando la interaccion, ya que las distancias
normales suelen ser menores a 3,5 A en ambos casos [17]. Es importante sefalar, que al descargarse los
archivos de SwissDock, se representa una media de todas las poses de la molécula. Por lo tanto, la pose
resultante, la representada, es posible que no establezca una interaccion directa con el Zinc.

En el caso de la pareja In y I, se observan distancias con valores inferiores, 5,128 A para Zn-O y 4,639 A
para Zn-S (Figura 12). Aunque sigue sin estar dentro de los valores esperables, puede ser que el sustituyente
-OMe pueda estar desempeiiando un papel favorable en la orientacion y aproximacién del ligando al sitio
catalitico, posiblemente facilitando una interaccion mas eficiente con el ion metalico, aun sin formar un
enlace coordinado directo.



Se observa que en los acidos tiohidroxamicos lj, 1k, In, lo y Ip la distancia Zn-S es menor que la distancia
Zn-0 de los correspondientes acidos hidroxamicos 1b, l¢, If, 1g y 1h.

Conclusiones

A pesar de que la sintesis de todas las moléculas atin no se ha completado y los resultados computacionales
no han confirmado la hipétesis inicial, el proyecto ha aportado informacion relevante sobre la interaccion
de estos compuestos con la enzima. Se continuara trabajando en la sintesis y caracterizacion de las
moléculas restantes para avanzar en la comprension del potencial inhibitorio de los acidos tiohidroxamicos
frente a los hidroxamicos.
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