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RESUMEN
Ana Laura Vazquez Ramirez fecha de graduacion
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: SINTESIS DE NUEVOS ESTERES Y FOSFATOS DEL
ACIDO meso-DIHIDROGUAIARETICO; DETERMINACION DE SU
ACTIVIDAD CONTRA BACTERIAS RESISTENTES Y Mycobacterium
tuberculosis ASI COMO SU INTERACCION CON LA ENZIMA DXR in
silico.

NUmero de péaginas: 127 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de estudios: Farmacia
Propdsito y método de estudio:

La tuberculosis (TB) es una de las mayores amenazas para la salud publica
mundial. En 2014 se reportaron 1.5 millones de personas que fallecieron a
consecuencia de esta enfermedad ademas es la principal causa de
defunciones en personas infectadas con VIH en 2015. La OMS ha elaborado
una lista para guiar y promover la investigacion de nuevos antibiéticos en la
que se incluyen 12 bacterias mas peligrosas para la salud humana como
Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, etc. En estudios previos de nuestro
grupo de investigacion, se aisl6 y caracteriz6 de L. tridentata el lignano acido
meso dihidroguaiarético (AmDG) que posee actividad antimicobacteriana con
una CMI en un rango de 12.5 a 50 pg/mL contra aislados clinicos de M.
tuberculosis MFR, y con una CMI de 50 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv
y S. aureus resistente a meticilina. Reyes-Melo y colaboradores sintetizaron y
caracterizaron 28 derivados del AmDG a los cuales se les determiné su
actividad contra bacterias resistentes y contra M. tuberculosis. Los resultados
de este estudio indicaron que ocho ésteres presentaron actividad
antimicobacteriana con una CMI en el rango de 12.5 a 50 ug/mL. La presencia
de un grupo benzoilo parece ser un factor determinante en la actividad
antimicobacteriana ya que estos derivados presentaron una actividad 4 veces
mayor que los analogos que poseen grupos acetilo. Adicionalmente, los
derivados semisintéticos con un grupo ester presentaron actividad contra S.
aureus resistente a meticilina con una CMI de 25-50 ug/ml. Por lo anterior se
sintetizaron nuevos ésteres del AmDG con el anillo benzoico y diferentes
sustituyentes. La enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa
(DXR) forma parte de la via no mevalonato en la biosintesis de precursores
basicos de isoprenoides esenciales para M. tuberculosis. Teniendo como
blanco esta enzima se sintetizaron fosfonatos a partir de cinamaldehidos
teniendo como concentracion inhibitoria 50 (ICso): 0.7-21.5 uM. Por lo que el
objetivo de este proyecto fue sintetizar derivados del AmDG incluyendo
esteres y fosfatos, determinar su actividad contra bacterias resistentes y M.

iv



tuberculosis y finalmente determinar la interaccion de los derivados obtenidos
con la enzima DXR. Las hojas secas de L. tridentata (808 g) se maceraron
con CHCIs/MeOH y se obtuvieron 205.8g de extracto del cual se aislaron y
caracterizaron el flavonoide 5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona, los lignanos
acido meso dihidroguaiarético (AmDG) y 4,4’-dihidroxi-3-metoxi-6,7"-
ciclolignano. A partir del AmDG se sintetizaron 7 ésteres por medio de la
reaccion de Steglich, 5 fosfatos por medio de la reaccion de Atherton Todd y
un derivado metilado del 4,4 -dihidroxi-3-metoxi-6,7 -ciclolignano. Los
productos naturales y derivados semi-sintéticos se purificaron mediante
cromatografia en columna y placas preparativas y su estructura quimica se
determin6 por RMN'H, RMN®3C y HRMS. Los derivados se evaluaron contra
M. tuberculosis H37Rv la cual es sensible a farmacos de primera linea y una
cepa TB-MFR (G122) resistente a Rifampicina, Etambutol y Estreptomicina,
asi como también contra ocho aislados clinicos de bacterias
farmacorresistentes.

Conclusiones y contribuciones: Se aislaron, purificaron y caracterizaron tres
productos naturales: un flavonoide: 5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona, y dos
lignanos: &cido meso dihidroguaiarético y 4,4 -dihidroxi-3-metoxi-6,7"-
ciclolignano. Se sintetizaron 13 nuevos derivados semisintéticos los cuales
incluyen: 7 ésteres, 5 fosfatos y 1 derivado metilado. De los 13 derivados
evaluados, los ésteres monosustituidos 1, 5 y el fosfato 11 presentaron
actividad contra la cepa H37Rv (CMI de 25-50 ug/mL), los derivados 5y 11
también presentaron actividad contra la cepa G122 (CMI de 50ug/mL), los
demas derivados no presentaron actividad a las concentraciones ensayadas
(CMI >50ug/mL). A los derivados 1 y 5 se les determino la citotoxicidad en
macrofagos J774A.1 donde resultaron ser mas citotoxicos que el AmDG, vy el
indice de selectividad de los derivados y el producto natural fue menor de 10
lo que indica que no son selectivos para la micobacteria. Adicionalmente se
realizé el docking a los ésteres, fosfatos y al AmMDG con la enzima DXR, los
ésteres 1, 4, 5y 6 y los fosfatos 11 y 13 mostraron mayor afinidad hacia la
enzima DXR que el AmDG. Los compuestos 1, 5y 11 mostraron cierta afinidad
tedrica a la enzima DXR lo que podria explicar su posible mecanismo de
accion.

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona
Directora de tesis

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda
Co- Director de tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis

1.1.1 Etiologia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa
cronica producida por Mycobacterium tuberculosis, que se localiza
generalmente en el pulmoén, aunque puede afectar otros érganos. Se
transmite de persona a persona por inhalacién de aerosoles contaminados por
el bacilo, que han sido eliminados por los individuos enfermos al toser, hablar
o estornudar?.

Los sintomas son: fatiga, fiebre, sudoracion, expectoraciones (a veces
sanguinolentas) y dolor toracico. La infeccién puede progresar y propagarse
a los sistemas: nervioso central, linfatico, circulatorio, genitourinario,
gastrointestinal, 6seo, dérmico, asi como articulaciones, conociéndose estos

casos como tuberculosis extrapulmonar?.

1.1.2 Epidemiologia

La TB es una de las mayores amenazas para la salud publica mundial. En
2014, 1.5 millones de personas fallecieron a consecuencia de esta
enfermedad. Se estima que en 2014 enfermaron de TB 9.6 millones de
personas: 5.4 millones de hombres, 3.2 millones de mujeres y 1.0 millén de
nifios. El 12% de los 9.6 millones de personas a las que se diagnostico TB por

primera vez en 2014 eran VIH-positivas®. La tuberculosis fue la principal causa



de defunciones en personas infectadas con VIH en 20154. Como agente Unico,
M. tuberculosis es uno de los principales causantes de muerte entre las
enfermedades infecciosas de Latinoamérica®. De los 480 000 casos
estimados de tuberculosis multifarmacoresistente (TB-MFR) que se
registraron en 2014 a nivel mundial, solo una cuarta parte (123 000) fueron

detectados y notificados® y se estima que 190 000 murieron por TB- MFRS,

Las enfermedades frecuentemente asociadas con la tuberculosis en México
son diabetes, desnutricion, virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)/sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y alcoholismo. La
importancia de esta relacion radica en que estas enfermedades no solo son
condicionantes de infeccidn tuberculosa, sino que ademas pueden afectar la
curacion y la sobrevivencia de las personas afectadas por esta enfermedad .

En México mas de la mitad de todos los municipios del pais notifican casos
de tuberculosis cada afio, sin embargo, las entidades federativas de mayor
namero de casos y muertes por esta causa son: Veracruz, Baja California,
Guerrero, Sonora, Tamaulipas, Chiapas, Nuevo Le6n y Tabasco. Las
ciudades o municipios que poseen el mayor nimero de habitantes es donde

se concentran el mayor nimero de casos de tuberculosisé.

En México se diagnosticaron 20 561 casos nuevos de TB?, de los cuales 16
462 eran casos nuevos de TB pulmonar en el 2015%°. De enero a septiembre
de 2015 se registraron 284 casos por TB meningea'! y 840 casos de TB

asociada a VIH*?, Los estados con mayor nimero de casos reportados de TB



en el 2015 fueron Veracruz con 2 072, Baja California con 1,988 y Nuevo Ledn

con1373°.

1.1.3 Tratamiento

La tuberculosis se trata con una combinacién de cuatro medicamentos de
primera linea: isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida los cuales se
administran durante seis meses?®® (Figura 1). Si el tratamiento no se hace
correctamente, los bacilos pueden volverse resistentes a los farmacos
utilizados!4(Tabla 1). En la actualidad, a nivel mundial se observa un
incremento de la TB farmaco-resistente, siendo la tuberculosis multifarmaco-

resistente (TB-MFR) un problema a nivel mundial 4.
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Figura 1. Estructuras quimicas de los farmacos anti-TB de primera linea



Tabla 1. Farmacos antituberculosos de primera linea

FARMACO CLASIFICACION | GEN BLANCO CMI M. MECANISMO
tuberculosis | DE ACCION
ESTRUCTURAL H37Rv
(ng/mL)
Isoniacida Derivado del inhA (Rv 1484) 0.05-0.2 Inhibe la
(INH) acido isonicotinico sintesis de
acidos
micélicos que
son
componentes
lipidicos
especificos de
la membrana
de las
micobacterias
Rifampicina Pertenece al rpoB (Rv0667) <0.5 Inhibe la
(RIF) grupo de las sintesis del
rifampicinas es ADN actuando
aislado de sobre la
Streptomyces enzima RNA
mediterranei polimerasa
Etambutol Aminoalcohol embC (Rv3793) 1-5 Altera la
(EMB) sintético isdmero embA (Rv3794) biosintesis de
dextrdgiro embB (Rv3795) la pared
derivado de la celular de los
etilendiamina bacilos
Pirazinamida | Derivado sintético | No se conoce 20 Inhibe la
(PZA) de nicotinamida sintesis de los
acidos
micolicos

La TB-MFR se define como la resistencia al menos a dos farmacos anti-TB
mas potentes: la rifampicina e isoniazida *°. El tratamiento es estandarizado
con farmacos de segunda linea (Figura 2), el cual consiste en 24 meses de
tratamiento de kanamicina (Km) o amikacina (Am) o capreomicina (Cm),

levofloxacina (Lfx) protionamida (Pto), ciclocerina (Cs), y pirazinamida (Pza)

(Tabla 2, Figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica de los farmacos anti-TB de segunda linea



Tabla 2. Farmacos antituberculosos de segunda linea

del acido
isonicotinico

FARMACO CLASIFICACION CMI M. GEN BLANCO MECANISMO DE
tuberculosis ACCION
ESTRUCTURAL H37Rv
(ng/mL)
Estreptomicina Aminoglucésido 8 rspL (RV0682) Bactericida y actlua
(SM) inhibiendo la
sintesis de
proteinas
Kanamicina Aminoglucésido 1 Rrs(MTB000019) Actla sobre la
sintesis de proteina
Amikacina Aminoglucosido 1 Rrs(MTMO000019) Actla sobre la
semi-sintético sintesis de
proteinas.
Capreomicina Ciclopéptido 1-50 Rrs(MTMO000019) Actla inhibiendo la
sintesis de
proteinas.
Levofloxacino Fluoroquinolona <3 gyrB (Rv0005) gyrA | Actla inhibiendo el
(Rv 0006) ADN girasa
Etionamida Derivado sintético 0.6-2.5 inhA (Rv1484) Inhibe la sintesis

de acidos micdlicos

Por otra parte, la tuberculosis extremadamente farmaco-resistente (TB-XFR)

se define como la TB-MFR que también es resistente a las fluoroquinolonas y

al menos a uno de los tres antibiéticos inyectables de segunda linea

(Amikacina, Capreomicina o kanamicina)!®, también es una condicién

creciente que representa un problema terapéutico complejo y se acompafa

de una mortalidad alta'®, para tratar la TB-XFR se cuenta con opciones

terapéuticas limitadas ya que los farmacos utilizados no es segura su eficacia,

su toxicidad es elevada y disponibilidad es limitada.




El descubrimiento y validacion de nuevos farmacos para el tratamiento de TB
es necesario, teniendo como objetivo principal, disminuir el tiempo de
tratamiento en pacientes con tuberculosis, reducir la interaccién con
antirretrovirales e identificar nuevas opciones terapéuticas para TB-MFR y TB-

XFR 7,

1.1.1.1. Nuevos farmacos antituberculosos

Actualmente el encontrar nuevas opciones terapéuticas representa un
desafio, los nuevos agentes anti-TB deben de reducir el tiempo total del
régimen de tratamiento y ser efectivos contra el aumento de cepas resistentes

y bacilos en estado de latencia'®.

Existen actualmente diversos farmacos que se encuentran en Fases clinicas
II'y Il contra tuberculosis sensible o resistente, donde en la fase lla se realizan
como lo es PA-824 gque se encuentra en Fase Il y Gatifloxacina en Fase llI

(Figura 3)*°.
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Figura 3. Estructura quimica de nuevos farmacos anti-TB en Fases Il y Il



El profarmaco PA-824 tiene actividad antituberculosa y presenta actividad
contra bacterias replicantes y no replicantes, se encuentra en estudio para
evaluar dosis oral en pacientes cuya dosis se evalta de 50 a 200 mg/dia, en
estudios anteriores en pacientes se observO que no tenia efecto
antituberculoso respecto a la dosis como monoterapia oral en pacientes de
200, 600, 1000 y 1200 mg, lo que sugiere que la dosis efectiva es menor a

200 mg/dia®®.

Las fluoroquinolonas son farmacos que tienen como blanco la DNA girasa,
ademas tienen alta biodisponibilidad oral y falta de resistencia cruzada con
otros farmacos antituberculosos. La falta de ensayos clinicos no impide que
se considere como un componente vital en la terapia contra TB-MFR el uso
de 8-metoxifluoroquinolonas (Gatifloxacina). Modelos en ratones indican que
el uso de levofloxacino y las nuevas 8-metoxifluoroguinolonas pueden
utilizarse para acortar el tratamiento contra TB sensible. Estos resultados lo

respaldan cuatro estudios en la Fase 11b*°.

Aunqgue existen diferentes farmacos que se encuentran en estudio, todavia se
espera que se tengan tratamientos con un régimen menor de 6 meses para
tuberculosis sensible y resistente, el manejo de la coinfeccién TB-VIH, manejo
de la infeccién latente de TB, régimen de dosificacion apropiados para TB

pediatrica y extrapulmonar?®.



1.2. Bacterias resistentes

Las bacterias se pueden volver resistentes por diferentes mecanismos y no
se limita a una clase de farmacos, los patdégenos pueden evitar la penetracion
del farmaco ya que pueden presentarse alteraciones en proteinas de la
membrana evitando que los farmacos la atraviesen, o la bacteria puede
bombear el farmaco al exterior (bombas de eflujo). Ademas puede haber una
modificacion quimica de los farmacos como la hidrdlisis del anillo B-lactamico

o adicion de grupos quimicos, etc.?°,

Los aparicion de mecanismos de resistencia bacteriana a farmacos utilizados
son un problema a nivel mundial ya que ponen en peligro el tratamiento de
enfermedades infecciosas comunes, por lo tanto las infecciones prevalecen
en el organismo, por lo que aumenta el riesgo de propagacion?l. La
diseminacion de patégenos resistentes a farmacos es una de las principales

amenazas de éxito al tratamiento de enfermedades microbianas?°.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publica una lista de patégenos
prioritarios que son resistentes a antibidticos, en la que incluyen las 12
bacterias mas peligrosas para la salud humana. Esta lista se divide en tres
categorias dependiendo de la necesidad de nuevos antibiéticos: prioridad
critica, media y alta (Figura 4)?.. Prioridad critica: bacterias
multifarmacorresistente principalmente peligrosas en hospitales, asilos de
ancianos y pacientes que necesitan ventiladores y catéteres intravenosos.
Estas bacterias pueden provocar infecciones graves y a menudo letales.
Prioridad alta y media: bacterias con farmacorresistencia creciente y provocan

enfermedades comunes.



PRIORIDAD 1.:
CRITICA

* Acinetobacter baumannii, resistente a \

los carbapenémicos

» Pseudomonas aeruginosa, resistente
a los carbapenémicos

« Enterobacteriaceae, resistentes a los
carbapenémicos, productoras de
betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)

PRIORIDAD 2:
ELEVADA

» Enterococcus faecium, resistente a Ia\

vancomicina

+ Staphylococcus aureus, resistente a
la meticilina, con sensibilidad
intermedia y resistencia a la
vancomicina

* Helicobacter pylori, resistente a la
claritromicina

« Campylobacter spp., resistente a las
fluoroquinolonas

« Salmonellae, resistentes a las
fluoroquinolonas

* Neisseria gonorrhoeae, resistente a
la cefalosporina, resistente a las
fluoroquinolonas

%%

\

PRIORIDAD 3: MEDIA

j

« Streptococcus pneumoniae, sin
sensibilidad a la penicilina

« Haemophilus influenzae, resistente a
la ampicilina

« Shigella spp., resistente a las
fluoroquinolonas

Figura 4. Patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos

antibiéticos

En México las enfermedades nosocomiales varian del 2.1 al 15.8%. Las

enfermedades intrahospitalarias se asocian a altas tasas de mortalidad y

morbilidad, por lo que es un problema de salud publica??. Existen factores que

aumentan la posibilidad de que el paciente adquiera una infeccién nosocomial

como son: edad, sexo, estado inmunologico, estado de nutricién, asi como

10



factores ambientales como hacinamiento, visitas de pacientes, entre otros. El

tratamiento depende del microorganismo y del tipo de infeccion?3.

El incremento de bacterias resistentes a agentes antibacterianos es un
problema de salud mundial, por todo lo anterior es importante el tener nuevas
opciones terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades y los

productos naturales han sido y son una fuente importante de farmacos.
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CAPITULO II

ANTECEDENTES

En las Ultimas décadas se han reportado diversos compuestos aislados de
plantas con actividad contra M. tuberculosis sensible y farmaco-resistente
siendo prototipos para el desarrollo de nuevos agentes antimicobacterianos.
El lignano beilschmina A (Figura 5) fue aislado de las hojas de Beilschmiedia
tsangii (Lauraceae) el cual tuvo una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
de 2.5 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv siendo mas activo que el
etambutol (CMI de 6.25 pug/mL)?* por lo que los productos naturales juegan un

papel importante en el descubrimiento de nuevos farmacos.

H;CO 2 Mo, o
W\ O >
H3CO: ;/\ /Y\ :O

H,CO H3CO

Figura 5. Beilschmina A

2.1. Acido meso-dihidroguaiarético

En México muchas plantas son usadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades respiratorias y tuberculosis?®. La gobernadora
Larrea tridentata, de la familia Zygophyllaceae es un arbusto de los desiertos

de México y Estados Unidos de Norteamérica. Sus hojas contienen una
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espesa resina que tiene como metabolitos secundarios fenoles, lignanos y
flavonoides, los cuales actian como defensa bioquimica para repeler la accion

de hongos y otros microorganismos 2°.

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion, se aislo y caracterizo
de L. tridentata el lignano acido meso-dihidroguaiarético (AmDG, Figura 6),
gue posee actividad antimicobacteriana con una CMI en un rango de 12.5 a
50 pug/mL contra tres aislados clinicos de M. tuberculosis MFR y con una CMI
de 50 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv?’. También presentd actividad

contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina con una CMI de 50

ug/ml.

HsCO O
HO
g OCHj

OH

Figura 6. Estructura del Acido meso dihidroguaiarético (AmDG).

Clemente-Soto y colaboradores sugirieron que el AmDG tiene como blanco
farmacoldgico la inhibicion de la CoA transferasa del gen Rv3551, lo que
causa que el geraniol y el 1,2-metil-naftaleno no se degraden y se acumulen
en el interior de la micobacteria llegando a ser toxicos y ocasionando la muerte

de la micobacteria®>.
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2.2. Derivados semisintéticos del AmDG

Reyes-Melo y colaboradores sintetizaron y caracterizaron 28 derivados del
AmDG a los cuales se les determind su actividad antibacteriana y
antimicobacteriana. Los resultados de este estudio indicaron que ocho ésteres
presentaron actividad antimicobacteriana con una CMI en el rango de 12.5 a
50 pg/mL. Estos fueron: KRM-1m, KRM-2m, KRM-3m, KRM-3d, KRM-4m,
KRM-7m, KRM-8m, y KRM-8d (Figura 7). Como se puede observar, la
presencia de heteroatomos en anillos aromaticos confiere modesta actividad
antimicobacteriana como es el caso de KRM-4m (M. tuberculosis H37Rv, MIC
50ug/mL y M. tuberculosis G122, MIC 25ug/mL), KRM-8m (M. tuberculosis
H37Rv, MIC 50ug/mL) y KRM-8d (M. tuberculosis H37Rv, MIC 50ug/mL). Por
el contrario, la incorporacion de un anillo de benceno como en los derivados
KRM-1m (M.tuberculosis H37Rv, MIC 12.5ug/mL), KRM-2m (M. tuberculosis
H37Rv, MIC 12.5ug/mL y M. tuberculosis G122, MIC 50ug/mL) y KRM-7m
(M.tuberculosis H37Rv, MIC 12.5ug/mL y M. tuberculosis G133, MIC
50ug/mL), incrementa su actividad antimicobacteriana. Aparentemente, la
presencia de un grupo electroatractor como el nitro o el bromo en el benceno
no es un factor determinante en la actividad antimicobacteriana ya que los
analogos que presentaron estos sustituyentes en el anillo presentaron la
misma CMI (12.5 — 50 ug/mL) que el analogo con el anillo de benceno (12.5-
50ug/mL). La presencia de un grupo benzoilo parece ser un factor
determinante en la actividad antimicobacteriana ya que estos presentaron una
actividad cuatro veces mayor que los analogos KRM-3m (M. tuberculosis

H37Rv, MIC 50 ug/mL) y KRM-3d (M. tuberculosis H37Rv, MIC 50 ug/mL) que
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poseen grupos acetilo. Adicionalmente, se evalud la actividad antibacteriana
contra 12 cepas resistentes de compuestos semisintéticos que poseen un
grupo éster. Los resultados indicaron que tienen una moderada actividad
como son los compuestos KRM-4m (S. aureus resistente a meticilina, MIC

25ug/mL) y KRM-8m (S. aureus resistente a meticilina, MIC 50ug/mL) 8.

Br

KRM-1m KRM-2m

M. tuberculosis H37Rv CMI= 12.5 png/ml M. tuberculosis H37Rv CMI= 12.5ug/ml
M. tuberculosis G122 CMI >50pg/ml M. tuberculosis G122 CMI= 50pg/ml
M. tuberculosis G133 CMI >50pg/ml M. tuberculosis G133 CMI= >50ug/ml

H3CO H,CO
C o I
HO >’O
l OCHjs g OCHj,4
OYO O%‘/O
KRM-3m KRM-3d
M. tuberculosis H37Rv CMI= 50pg/ml M. tuberculosis H37Rv CMI= 50ug/m

M. tuberculosis G122 CMI >50ug/iml M. tuberculosis G122 CMI >50ug/ml
M. tuberculosis G133  CMI >50ug/ml M. tuberculosis G133 CMI >50ug/ml

Figura 7. Estructuras quimicas de ésteres del AmDG vy su actividad
antibacteriana.
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KRM-1m KRM-2m

M. tuberculosis H37Rv CMI= 12.5 ug/ml p. tuberculosis H37Rv CMI= 12.5ug/ml
M. tuberculosis G122 CMI >50ug/ml M. tuberculosis G122 CMI= 50ug/ml
M. tuberculosis G133 CMI >50pg/ml M. tuberculosis G133 CMI= >50ug/ml

H3CO H,CO
C o I
HO >’O
l OCHjs g OCHj,4
O%‘/O O%‘/O
KRM-3m KRM-3d
M. tuberculosis H37Rv CMI= 50pg/ml M. tuberculosis H37Rv CMI= 50ug/ml

M. tuberculosis G122 CMI >50ug/ml M. tuberculosis G122 CMI >50ug/ml
M. tuberculosis G133 CMI >50ug/ml M. tuberculosis G133 CMI >50ug/ml

Figura 7. Estructuras quimicas de ésteres del AmDG y su actividad
antibacteriana (continuacion).

Nordqvist et al (2011)*° para potencializar el efecto terapéutico de los
medicamentos ya utilizados en el tratamiento contra M. tuberculosis se
realizaron cambios estructurales en la pirazinamida, donde se sintetizaron
derivados de tipo éster y amida a los que se les determiné la CMI contra M.
tuberculosis H37Rv (Figura 8). Los resultados indicaron un incremento en la

actividad antimicobacteriana de los ésteres con un rango de CMI de 10 a 40

16



pg/mL respecto a las amidas con una CMI > 800 pg/mL y a la pirazinamida

con una CMI = 200 pg/mL 3°.

N
4 “
o L)
N
O
ESTERES
N R= n-Dodecyl M. tuberculosis H37Rv CMI =20-14 pg/mL
- | R=n-Tetradecil M. tuberculosis H37Rv CMI= 10-20 ug/mL
H,N \N R=n-Hexadecil M. tuberculosis H37Rv CMI= 40 pg/mL
o] <
_—
N
‘s
HRNWJ:\ ]
N
PIRAZINAMIDA o
M. tuberculosis H37Rv CMI= 200ug/mL
AMIDAS
R=n-Dodecyl M. tuberculosis H37Rv CMI >800 pg/mL
R=n-Tetradecil M. tuberculosis H37Rv CMI >800 ng/mL

@n-Hexadecil M. tuberculosis H37Rv CMI >800 pg/mL

Figura 8. Estructuras quimicas de derivados de pirazinamida y su actividad
antimicobacteriana.

La enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR) es una
enzima de la via no mevalonato que se encuentra en M. tuberculosis la cual
cataliza la conversion de 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato. (DOXP) a 2-C-metil-D-
erytosa 4-fosfato (MEP) que es usada para la biosintesis de Isopentil difosfato
(IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) dos precursores basicos de isoprenoides
esenciales. Todas las enzimas de la via no mevalonato son un blanco
importante para farmacos contra bacterias incluyendo M. tuberculosis y

parasitos. Se sintetizaron fosfonatos derivados cinamaldehidos teniendo
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como blanco DXR y se determin6 su concentracidon media inhibitoria (ICso)
contra la enzima DXR. (Figura 9)3!. Esta enzima, al igual que las enzimas
involucradas en esta ruta son dianas farmacoldgicas atractivas ya que los

humanos no utilizan esta via para la sintesis de isoprenoides?®.

0]
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cl Mt DXR IC50= 0.7uM Mt DXR IC50= 3.4 uM
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/
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O Mt DXR ICs= 5.8 uM 0 Mt DXR ICsp= 9.6 uM
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HO-p N\ﬂ/ 0 OH
HO HO I |
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O HO I
13c 13]
| Mt DXR ICs= 4.1 uM Mt DXR ICsp= 21.5 uM
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Figura 9. Estructuras quimicas de fosfonatos y su actividad contra la enzima
1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR).
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2.3. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular explora las conformaciones de ligandos adoptadas
dentro de los sitios de unién de los objetivos macromoleculares3?. El
acoplamiento molecular se asocia al descubrimiento de nuevos farmacos y la
identificacion de sitios de unién cripticos o alostéricos y la prediccion de
enlaces de las moléculas y receptores macromoleculares. Las simulaciones
de dindmica molecular identifican sitios de union bien definidas que acoplan
ligandos enddgenos de estas macromoléculas. El acoplamiento molecular se
utiliza para predecir el sitio de union y la energia en un modelo de una
molécula pequefa dentro de un receptor, y los mejores ligandos se prueban

experimentalmente para confirmar la unién32,

Multiples estructuras cristalinas de la enzima DXR se han utilizado para el
disefio de nuevos farmacos de este complejo que ha servido como plantilla
para el acoplamiento de proteina-ligando. La estructura cristalina ha revelado
la quelacion entre fosmidomicina y un cation metalico, el sitio de union del

fosfonato y la estrecha proximidad de unién de fosmidomicina y NADPH?3,

Por todo lo anterior, se sintetizardn derivados del AmDG incluyendo bencil
ésteres y fosfatos teniendo como blanco la enzima DXR. También, se
evaluara su citotoxicidad con macrofagos JA44.1, y el acoplamiento molecular

de todos los derivados semi-sintéticos con la enzima DXR.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Hipotesis

Al menos un éster o fosfato derivado del AmDG tendra mayor actividad contra
bacterias resistentes o M. tuberculosis, asi como menor citotoxicidad que
alguno de los estandares positivos isoniazida, rifampicina, etambutol o

levofloxacina.

3.20bjetivo general

Sintetizar, purificar, caracterizar y determinar la actividad contra bacterias
resistentes, M. tuberculosis de nuevos ésteres y fosfatos del AmDG.
Determinar la citotoxicidad de los derivados mas activos y la interaccion de los

nuevos analogos con la enzima DXR in silico.

3.30bjetivos especificos

» Preparar el extracto organico de L. tridentata.

= Aislar, purificar y caracterizar el AmDG.

= Sintetizar, purificar y caracterizar nuevos ésteres y fosfatos derivados
del AmDG.

= Determinar la actividad contra bacterias resistentes y M. tuberculosis
de los derivados semi-sintéticos.

= Determinar la citotoxicidad de los derivados mas activos

= Determinar la interaccion de todos los analogos sintetizados con la

enzima DXR in silico.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

La preparacion del extracto vegetal, el aislamiento, purificacion vy
caracterizacion de los productos naturales, asi como la sintesis, purificacion y
caracterizacion de los derivados se realizaron en el Laboratorio Productos
Naturales y Sintéticos, Division de Estudios de Posgrado, Facultad de

Ciencias Quimicas, UANL.

4.1 Material y equipo

4.1.1. Técnicas cromatograficas

La cromatografia en columna se llevo a cabo teniendo como fase estacionaria
gel de silice de Sigma-Aldrich con un tamafio de particula 63-200 um de Sigma
Aldrich. La fase movil fue hexano (Hex), cloroformo (CHCIs), acetato de etilo
(AcOEt), diclorometano (DCM), acetona, metanol (MeOH) grado reactivo
marca Baker. Las cromatografias en capa fina se utilizaron Gel de silice en
TLC lamina de aluminio 60 F2s4 de 20 x 20 cm marca Merck con indicador
fluorescente 254 nm. Los reveladores utilizados fueron: lampara UV marca

Spectroline (A 254 nm y 365 nm), sulfato cérico en acido sulfurico.

4.1.2. Propiedades fisicas y elucidacién estructural de los productos
naturales y sus derivados semi-sintéticos
El punto de fusion se determiné en el aparato Fisher-Johns. La elucidacion

estructural de los compuestos aislados se realizé por Resonancia Magnética
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Nuclear de Hidrégeno (RMN H) y de Carbono trece (RMN *3C) en el equipo
BRUKER NMR de 400 MHz utilizando cloroformo deuterado (CDCl3s) y
Metanol deuterado (MeOD) vy teniendo como referencia interna

tetrametilsilano (TMS).

4.2 Material vegetal

Las hojas de L. tridentata fueron colectas en San Luis Potosi, S.L.P, México.
en Julio de 2016. Las hojas fueron secadas a la sombra y se molieron en una
licuadora marca Sunbeam Modelo 4181. El material vegetal seco y molido se

pesoO en una balanza granataria Marca Lieder.

4.3 Preparacion del extracto organico de Larrea tridentata

El material vegetal seco y molido (858 g) se extrajo cuatro veces por
maceracion con cloroformo/metanol (1:1) para lo cual se utilizé 2.5 L de CHCI3
y 2.5 L de MeOH. Los extractos reunidos se filtraron por gravedad y se
destilaron al vacio en un evaporador rotativo y se dejo secar a temperatura

ambiente obteniendo una cantidad de 205.8 g de extracto total.

4.4 Aislamiento y purificacion del acido meso-dihidroguaiarético

El extracto organico obtenido se sometid a una cromatografia en columna
usando gel de silice (2000 g) como fase estacionaria y como fase mévil un
gradiente hexano/acetato de etilo y acetato de etilo/metanol obteniendo un
total de 306 fracciones de 500 mL cada una. Las fracciones se analizaron por

cromatografia en capa fina bajo luz ultravioleta y por revelado con sulfato
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cérico, las fracciones con similitud cromatografica se reunieron dando un total

de 21 fracciones reunidas, fracciones A-U (Tabla 3)

23



Tabla 3.Fracciones del extracto cloroformo/metanol (1:1)

Fracciones Fracciones Fase movil Compuesto
reunidas aislado
1-12 A Hex 100
13-24 Hex/AcOEt 95:5
25-30 B Hex/AcOEt 90:10
31-36 C Hex/AcOEt 90:10
37-42 D Hex/AcOEt 90:10
43-56 Hex/AcOEt 85:15
57-60 E Hex/AcOEt 85:15
61-72 Hex/AcOEt 80:20
73-90 F Hex/AcOEt 80:20
91-102 G Hex/AcOEt 80:20
103-126 H Hex/AcOEt 80:20 | AmDG, Lt16
127-132 I Hex/AcOEt 75:25
133-138 J Hex/AcOEt 75:25
139-156 K Hex/AcOEt 70:30
157-186 L Hex/AcOEt 70:30
187-192 M Hex/AcOEt 70:30
193-198 N Hex/AcOEt 70:30
199-204 Hex/AcOEt 60:40
205-222 O Hex/AcOEt 60:40
223-228 Hex/AcOEt 50:50
229-240 P Hex/AcOEt 50:50 Lt3
241-246 Q } Hex/AcOEt 40:60
247-252 Hex/AcOEt 30:70
253-258 R Hex/AcOEt 30:70
259-264 Hex/AcOEt 20:80
265-270 S H, Hex/AcOEt 20:80
271-282 AcOEt 100
283-294 T } AcOEt/ MeOH
295-296 20:80
AcOEt/ MeOH
50:50
297-306 U AcOEt/ MeOH
50:50

AmDG (&cido meso dihidroguaiarético), Lt16 (4,4’ -dihidroxi- 3-metoxi-6,7" -
ciclolignano) y Lt3 (5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona)
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4.4.1 Aislamiento y purificacion del 5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona
(Lt3)

De la fraccion P (29.7g; hexano/acetona 50:50) precipité un sélido amarillo
gue se lavé con hexano. Se realizé una CCF teniendo como referencia 5,4 -
dihidroxi-3,7,8,3 -tetrametoxiflavona, 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona y
5,4 -dihidroxi-3,7,8-trimetoxiflavona y se observé misma relacion de frentes
(RF) con el 5,8,4 -trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona, obteniéndose un total de 33.9

mg de este flavonoide el cual fue soluble en metanol.

4.4.2 Aislamiento y purificacion del &cido meso-dihidroguaiarético
(AmDG)

Posteriormente de la fraccion H (6.8195 g; hex/AcOEt 80:20) se le realizd una
purificacion adicional por cromatografia en columna teniendo como fase
estacionaria gel de silice y como fase movil hex/CHCIz y CHCls/acetona en
gradiente. Se obtuvieron 18 subfracciones (h1-h18) las cuales se reunieron

por similitud cromatografica.

De la fraccion h10 (Hex: CHCIs 10:90) precipité un solido blanco que se lavo
con hexano para eliminar el exceso de clorofila. Se realiz6 una CCF teniendo
como referencia el AmMDG y se observo el mismo RF, se obtuvo un total de
792.7 mg (0.092 %), fue soluble en cloroformo y acetona, con punto de fusion

(pf) de 80-82 °C.
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4.4.3 Aislamiento y purificacién de 4,4-dihidroxi-3-metoxi-6,7-
ciclolignano (Lt16).

De la fraccion h18 (CHCIs: acetona 90:10) precipitdé un sdlido blanco que se
lavd con cloroformo para eliminar el exceso de clorofila. Se realiz6 una
cromatografia en capa fina (CCF) teniendo como referencia el AmDG y se
observé que tenia el mismo RF. Se obtuvo un total de 161 mg (0.01 %), fue

soluble en metanol y mostro un pf de 81-83 °C.

4.5 Sintesis de los derivados del acido meso-dihidroguaiarético

A partir del AmDG se sintetizaron 14 nuevos derivados los cuales incluyeron:
8 ésteres y 6 fosfatos, que corresponden a los derivados monosustituidos y

disustituidos del producto natural.

4.5.1 Sintesis de ésteres. Reaccion de Steglich

Para la sintesis de ésteres se utiliz0 la reaccion de Steglich utilizando el AmDG
(1 equivalente), el &cido carboxilico (1.5 - 1.8 equivalentes) y como
catalizadores diciclohexilcarbodiimida (DCC) 0.1 My 2.0 eq de N,N-dimetil-4-
aminopiridina (DMAP), usando diclorometano como disolvente (DCM)3*en 2.5
mL de CH2Cl2 en agitacion. En estas reacciones se obtuvieron rendimientos
del 5% al 49% (Figura 10) En las reacciones de esterificacion se obtuvo como
subproducto también la DCU la cual se pudo eliminar por diferencia de

solubilidad.
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Figura 10. Reaccién de esterificacion de Steglich

Los derivados monosustituidos 1, 3, 5, 7 y disustituidos 4, 6, 8 se obtuvieron
por medio de la reaccion de Steglich con diferentes condiciones de reaccion

(Tabla 4)

Tabla 4. Condiciones de reaccion de esterificacion

DERIVADO CONDICION DE REACCION

1 AmDG 1 eq (25 mg), DMAP 1.1 eq (10.16 mg), DCC 1.5
eg (23.28 mg) acido 4-dimetilaminobenzoico 1.5 eq
(18.74 mg), DCM anhidro (2.5 mL), temperatura
ambiente, 30 min.

3y4 AmDG 1 eq (30 mg), DMAP 1.1 eq (12.19 mg), DCC 1.5
eq (27.94 mg), acido piperonilico 1.7 eq (25.64 mg),
DCM anhidro (2.5 mL), temperatura ambiente, 2 h.

5y6 AmDG 1 eq (30 mg), DMAP 2.0 eq (21.97 mg), DCC 2.0
eq (39.93 mg), acido 4-trifluorometil benzoico 2.0 eq
(34.22 mg), DCM anhidro (2.5 mL), temperatura
ambiente, 30 min.

7y8 AmDG 1 eq (30 mg), DMAP 2.0 eq (21.97 mg), DCC 2.0
eq (39.93 mg), acido 4-butilbenzoico 2.0 eq (32.08 mg),
DCM anhidro (2.5 mL), temperatura ambiente, 2h.
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45.1.1 Sintesis de los derivados 1y 2

Se disolvieron 25 mg (0.075 mmol) de AmDG, DMAP (0.083 mmol) y acido 4-
dimetilaminobenzoico (0.114 mmol) en 2.5 mL de DCM previamente
deshidratado con malla molecular en agitacion en bafio de hielo,
posteriormente se adicion6 DCC (0.0114 mmol), después de 5 min se retird
del bafio del hielo y se dej6 a temperatura ambiente. ElI monitoreo de la
reaccion se llevo a cabo cada 60 min durante 17 h por CCF empleando CHCls:

acetona 90:10 como fase mévil (Figura 11).

(8] OH
HaCO. H,CO
H4CO C O
C o s
h g ()
O DCC/DMAP OCH, OCH,
OCH;  CH,Cl,/4 °C-ta. O5-Y ! 0.0
bt Agitacion -
17 hr
R o~

Figura 11. Sintesis de los derivados 1y 2

Purificacion: Una vez finalizada la reaccion en el matraz de reaccion se formo
diciclohexilurea (DCU) como un solido blanco. La mezcla de reaccion se filtré
y el filtrado se procedié a purificar por cromatografia en columna teniendo
como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:20 y como fase movil un
gradiente de Hex/CHClIz y CHCIs/MeOH con cambios de polaridad de 10%, el
volumen de cada fraccién fue de 500 uL. Como la separacion no se pudo llevar

a cabo, se realizd una placa preparativa de las fracciones 32-112
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(Hexano/CHCIs 20:80) para la separacion de los dos productos de reaccion,

teniendo como fase movil CHCIlz/Acetona 99:1.

45.1.2 Sintesis de los derivados 3y 4

En bafio de hielo con agitacion se disolvieron 30 mg (0.0998 mmol) de AmDG,
DMAP (0.0998 mmol) y acido piperonilico (0.1543 mmol) en 2.5 mL de DCM
previamente deshidratado con malla molecular. Posteriormente se adicioné
DCC (0.01361 mmol), después de 5 min se retird del bafio del hielo y se dejo
a temperatura ambiente. El monitoreo de la reaccion se llevo a cabo cada 60

min por 2 h en CCF teniendo como fase mavil Hex: Acetona 70:30 (Figura 12).

0. _OH

HaCO G H,CO
HCO
O HO G
0
HO

0 0
o~ (] )
g DCC/DMAP o 4 OCH, OCH
OCH;  CH,CI,/4 °C-ta. _,9 0. 0
O Agitacion 0
2hr
(8]
o/ b
3 4

Figura 12. Sintesis de los derivados 3y 4

Purificacion: Una vez finalizada la reaccion, en el matraz de reaccion se
formo diciclohexilurea (DCU) como un solido blanco. La mezcla de reaccion
se filtro y el filtrado se procedié a purificar por cromatografia en columna
teniendo como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:50 y como fase
movil en gradiente Hex/CHCls y CHCIs/MeOH con cambios de polaridad de

2%, el volumen de cada fraccion fue de 500 ulL. Se realiz6 una placa
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preparativa de las fracciones 106-135 (Hex/CHCIs 48:52) para la separacion
de los compuestos monosustituido y disustituido, teniendo como fase movil
CHCI3/AcOEt 99:1. EI compuesto monosustituido aislado de la cromatografia
plana preparativa no estaba puro por lo que se realiz6 una columna
cromatografica para su purificacion. Se emple6 como fase estacionaria gel de
silice en una relacion 1:30, y como fase movil Hex/CHCIs en gradiente con
cambios de polaridad de 10 % y un volumen de fraccion de 200 ulL. El
compuesto monosustituido se obtuvo en las fracciones 61-100 (CHCIs: AcOEt

50:50).

45.1.3 Sintesis de los derivados 5y 6

Se disolvieron 30 mg (0.090 mmol) de AmDG, DMAP (0.18 mmol) y acido 4-
trifluorometil benzoico (0.18 mmol) en 25 mL de DCM previamente
deshidratado con malla molecular en agitacion en bafio de hielo.
Posteriormente, se adicioné DCC (0.18 mmol), después de 5 min se retiré del
bafo del hielo y se dejo a temperatura ambiente. El monitoreo de la reaccion
se llevo a cabo cada 15 min durante 30 min en CCF teniendo como fase movil

Hex: AcOEt 70:30 (Figura 13).
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Figura 13. Sintesis de los derivados 5y 6

Purificacion: Una vez finalizada la reaccién, en el matraz de reaccién se
formé diciclohexilurea (DCU) un sdlido blanco, la mezcla de reaccion se filtro
y el filtrado se procedié a purificar por cromatografia en columna teniendo
como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:30 y como fase movil en
gradiente Hex/AcOEt con cambios de polaridad de 5%, el volumen de cada
fraccion fue de 1 mL. El compuesto monosustituido se obtuvo en la fraccién
41-56 (Hex: AcOEt 85:15) y el compuesto disustituido no se pudo purificar por
cromatografia en columna, por lo que se procedié a purificar por placa

preparativa, teniendo como fase moévil CHCIs/AcOEt (99:1).

45.1.4 Sintesis de los derivados 7y 8

En agitacion en bafio de hielo, se disolvieron 30 mg (0.090 mmol) de AmDG,
DMAP (0.18 mmol) y acido 4-butilbenzoico (0.18 mmol) en 2.5 mL de DCM
previamente deshidratado con malla molecular. Posteriormente, se adicion6

DCC (0.18 mmol), después de 5 min se retir6 del bafio del hielo y se dejé a
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temperatura ambiente. El monitoreo de la reaccion se llevé cada 30 min por 2

h por CCF teniendo como fase movil Hex: Acetona (70:30) (Figura 14).

H,CO HLCO
HyCO WJ HO ‘ 0. 0o O
O OH

. ) )
OCH; OCH,
g DCC/DMAP 04 0 0. 0
OCHs  CH,Cl./4 °C-t.a.
OH Agitacion
2 hrs
, 8

Figura 14. Sintesis de los derivados 7y 8

Purificacion: Una vez finalizada la reaccion, en el matraz de reaccion se
formo diciclohexilurea (DCU) un sélido blanco. La mezcla de reaccion se filtré
y el filtrado se procedié a purificar por cromatografia en columna teniendo
como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:30 y como fase movil en
gradiente Hex/Acetona con cambios de polaridad de 2%, el volumen de cada
fraccion fue de 1 mL. El compuesto monosustituido se obtuvo en la fraccion
40-50 (Hex: acetona 98:2) y disustituido se obtuvo en la fraccion 66-86 (Hex:
acetona 98:2) pero este ultimo no se obtuvo puro. Por lo que se procedio a
realizar una columna cromatografica teniendo como fase estacionaria gel de
silice y como fase movil Hex/acetona con cambios de polaridad de 5%, el
volumen de cada fraccion fue de 100 puL. EI compuesto disustituido se obtuvo

en las fracciones 29-42 (Hex: acetona 80:20).
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4.5.2 Sintesis de alquilfosfatos. Reaccion de Atherton-Todd

Para la sintesis de alquilfosfatos se uso la reaccion de Atherton-Todd la cual
consiste en dos pasos. El primer paso es la formacion de dialquil
triclorometilfosfato como intermediario y el segundo paso es la sustitucion
nucleofilica en el fosforo. Para la reaccion se utilizé el producto natural (1
equivalente), la fosfita (2.5 equivalentes) y como catalizadores 2.5 eq de
diisopropiletilamina (DIPEA) y 0.12 eq de dimetilaminopiridina (DMAP),

usando 6 eq de tetracloruro de carbono (CCls) como disolvente® (Figura 15).

H,CO

o
1]
C A
HO RO IIJ ORz
O I TR ™
OCH, DIPEA/DMAPY -10°C a T.A

" cel,

Ry=R, = ‘l

Figura 15. Reaccion de alquilfosfatos de Atherton-Todd
Para la reaccion de la fosforilacién del 4cido meso dihidroguaiarético con el
grupo etil y el grupo bencil se utilizaron fosfitas cloradas. Para la reaccion se

agregaron 1 eq de AmDG, 3 eq de fosfita clorada y 1 eq de 6xido de magnesio

en 2.0 mL de CH2Cl2 previamente desecada en malla molecular (Figura 16).
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Figura 16. Reaccion de fosforilacion del AmMDG con fosfitas cloradas.

Las fosfitas monosustituidas 9, 11, 13 y disustituidas 10, 14 se obtuvieron

con la reaccion de Atherton-Todd con diferentes condiciones de reaccion

(Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de reaccion de fosforilacion

DERIVADO

CONDICIONES DE REACCION

9y 10

AmDG 1 eq (25 mg), CCls 6 eq (0.043 mL), DIPEA 2.5
eq (0.031 mL), DMAP 0.12 eq (1.098 mg), dimetil
fosfita 2.5 eq (0.0165 mL), DCM anhidro (2.5 mL), -10
°C,1h.

11

AmDG 1 eq (30 mg), MgO 1 eq (3.65 mg),
dietilclorofosfato 1.8 eq (145.3 yL), DCM anhidro (2.5
mL), temperatura ambiente, 24 h.

13y 14

AmDG 1 eq (30 mg), MgO 1 eq (3.65 mg),
difenilclorofosfato 1.8 eq (33.87 uL), DCM anhidro (2.5
mL), temperatura ambiente, 17 h.

4521

Sintesis de los compuestos 9y 10

Se disolvieron 25 mg (0.075 mmol) de AmDG en 2.5 mL de DCM previamente

tratado con malla molecular, se agito por 1 min a temperatura ambiente.

Después se enfrio a -10 °C en un bafio de hielo y se adicion6 CCls (0.45
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mmol), se agitdé durante 3 min y se agreg6 DIPEA (0.18 mmol) y DMAP (0.009
mmol). Continuando en agitacion a -10 °C se adicion6 dimetil fosfita (0.18
mmol) gota a gota lentamente. El monitoreo de la reaccién se llevo cada 30

min por 1 h por CCF teniendo como fase mévil CHClIs: acetona 80:20 (Figura

17).
H,CO H,CO
H,CO 0 O o O
O HO P-0
HO 007 d'o
H . 7 QO
O CH.Cl,, CCl, OCH, OCHj
OCH; 0. 0 0. 0
DIPEA/DMAP/ -10 °C p- p-
o =0 é“of’
éx ~

Figura 17. Sintesis de los derivados 9y 10

Tratamiento de la reaccién: Se realiz6 una extraccion liquido-liquido, se
extrajo 3 veces la mezcla de reaccién con 5 mL de AcOEt y 3 mL de agua
desionizada. A la fase organica se le agregaron 5 mL de solucion saturada de
bicarbonato de sodio. La fase organica se pas6 a través en una cama de

sulfato de sodio.

Purificacion: La mezcla de reaccion se procedi6 a purificar por cromatografia
en columna teniendo como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:30 y
como fase movil un gradiente de hex/acetona con cambios de polaridad de
2%, el volumen de cada fraccion fue de 1.1 mL. El compuesto monosustituido
se obtuvo en la fraccion 21-23 (CHCls: acetona 95:5) y disustituido se obtuvo

en las fracciones 26-35 (CHCls: acetona 95:5).
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45.2.2 Sintesis de los compuestos 11y 12

Se disolvieron 30 mg (0.090 mmol) de AmDG en 2.5 mL de DCM previamente
secado con malla molecular, se agrego dietilclorofosfato (0.163 mmol) y 6xido
de magnesio (0.09 mmol), continuando con agitacion a temperatura ambiente.
El monitoreo de la reaccion se llevo cada hora y se dejé en agitacion por 24 h

por CCF teniendo como fase moévil CHCIs: AcOEt 70:30 (Figura 18).

""\D.- l?'\{}.-f
Cl

CHCly
CH; ) i
Oxido de Magnesiof T_A

Figura 18. Sintesis de los derivados 11y 12

Purificacion: La mezcla de reaccion se procedi6 a purificar por cromatografia
en columna teniendo como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:20 y
como fase movil un gradiente de Hex/CHCIs con cambios de polaridad de 5%,
el volumen de cada fraccion fue de 1.0 mL. En las fracciones 93-124
(Hex/CHCIs 40:60) se obtuvo el derivado monosustituido de la reaccion. En

esta reaccion solo se pudo sintetizar el compuesto monosustituido.
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45.2.3 Sintesis de los compuestos 13y 14

Se disolvieron 30 mg (0.090 mmol) de AmDG en 2.5 mL de DCM previamente
secado con malla molecular, se agregdé difenilclorofosfato (0.163 mmol) y
oxido de magnesio (0.09 mmol), continuando con agitacion a temperatura
ambiente. El monitoreo de la reaccion se llevo cada horay se dej6 en agitacion

por 17 h por CCF teniendo como fase movil CHCIs: acetona 80:20 (Figura 19).

H.CO HaCO
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H.C OCH 3
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OH Oxido de magnesio/T.A.

Figura 19. Sintesis de los derivados 13y 14

Purificacion: La mezcla de reaccion se procedi6 a purificar por cromatografia
en columna teniendo como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:40 y
como fase mévil un gradiente de Hex/CHCIs con cambios de polaridad de 2%,
el volumen de cada fraccion fue de 1.5 mL. En las fracciones 71-100 (Hex:
CHCIls 40:60) se observo la mezcla del derivado monosustituido y disustituido
por lo que se procedié a realizar la purificacion de los mismos en placa

preparativa con un sistema Hex: CHCIs: Acetona 0.5:9:0.5.
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4.5.3 Sintesis de 4,4",3-trimetoxi-6,7 -ciclolignano.

Se disolvieron 50 mg (0.1677 mmol) de 4,4’ -dihidroxi-3-metoxi-6,7" -

ciclolignano en 2 mL de acetona, se agregé 17.75 pL (0.2851 mmol) de
carbonato de potasio y 40.46 uL (0.2851 mmol) de yodo metano, se dejo
reaccionar estando en agitacion a reflujo a 50°C. Se agregaron 17.75 pL
(0.2851 mmol) de yodo metano a la hora de reaccion y se dej6 reaccionar por
24 h, se adicion6 5.21 pL (0.08385 mmol) y se dejo reaccionar 72 hrs. Se
monitored la reaccion por CCF teniendo como fase movil Hexano: acetona
70:30 (Figura 20).

OO BOOY
HO : CHsl @

K,CO4
acetona 50°C

OH agitacion 72 h

Figura 20. Sintesis del derivado 15

Purificacidén: La mezcla de reaccion se procedi6 a purificar por cromatografia
en columna teniendo como fase estacionaria gel de silice en relacion 1:30 y
como fase movil un gradiente de Hex/acetona con cambios de polaridad de
5%, el volumen de cada fraccién fue de 1.5 mL. En las fracciones 85-96 (Hex:

acetona 90:10) se obtuvo el derivado disustituido del producto natural.
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4.7. Ensayos biologicos

4.7.1. Determinacion de la actividad antimicobacteriana

Cepas empleadas: M. tuberculosis H37Rv (American Type Culture
Collection, ATCC 27794) sensible a todos los antifimicos de primera linea
(estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida) y un

aislado clinico MFR: G122 resistente a rifampicina, isoniacida y etambutol.

Cultivo de bacterias y preparaciéon de in6culo: Cada una de las cepas se
cultivé a 37 °C en el medio de cultivo Middlebrook 7H9 suplementado con
0.2% de glicerol y 10% OADC (acido oleico, albumina, dextrosa catalasa)
hasta tener un cultivo en fase logaritmica. Cada cultivo se mezclé con un
volumen suficiente de Middlebrook 7H9 estéril ajustando al tubo No.1 de
McFarland. Para obtener el inéculo para la prueba se diluy6 1:20 con el mismo

medio de cultivo antes mencionado.

Ensayo

La actividad antimicobacteriana se determiné por el método de Alamar azul
descrito por Franzblau et al. (1998)%. El ensayo se llevd a cabo en
microplacas de 96 pocillos. Cada derivado se evalu6 a 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 y 1.562 pg/mL, cada concentracién se ensay0 por duplicado. Se
colocaron 200 uL de agua estéril en los pozos de la fila A y en los pozos H1,
H2, H3, H10, H11 y H12, dejando los pozos del centro sin agua. Al resto de
los pozos de la placa se le agregaron 100 yL de medio Middlebrook. Después

se afadieron 100 uL de la solucion de trabajo de cada derivado en la fila B.
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Se realizaron diluciones 1:2 a lo ancho de la placa y posteriormente se
afiadieron 100 pL del in6culo bacteriano previamente preparado. En los
pocillos que quedaron en la fila H se prepararon tres controles 100:100, 100:10
y 1:100, los cuales representan el 100%, 10% y 1% de la poblacion bacteriana
a ensayar. Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias, después de este tiempo
se le adicionaron 20 pL de reactivo Resazurina y 12 yL de Tween 80 al 10%
a los pocillos de los controles sin tratar, se incubaron a 37 °C por 24 horas.
Pasado este tiempo, si los controles viraron de coloracion de manera
adecuada, se agregd colorante al resto de los pocillos y se incubaron
nuevamente a 37 °C por 24 y 48 horas. Al término de la incubacién se
evaluaron de forma visual el crecimiento o inhibicion de la bacteria, tomandose
como inhibicion los pocillos donde no hubo cambio de color (azul), mientras
gue en los pocillos donde hubo cambio a color rosa se tom6 como crecimiento
bacteriano. Se utilizd etambutol, rifampicina, isoniazida como controles
positivos. Se determinaron la CMI como la minima concentracion del

compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria.?°

4.7.2 Actividad contra bacterias resistentes

La actividad antibacteriana se determiné por el método de microdilucion
reportado previamente por Zgoda et al. (2001)%” en aislados clinicos de

bacterias de farmacorresistentes (Tabla 6):
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Tabla 6. Aislados clinicos de bacterias farmacorresistentes

BACTERIA

RESISTENCIA

Gram- negativas

Staphylococcus aureus
(14-2095)

Resistente a meticilina

Enterococcus faecium
(10984)

Resistente a vancomicina

Gram- positivas

Acinetobacter baumanni
(12666)

Resistente a carbapenémicos

Klebsiella pneumoniae
(OXA-48)

Resistente oxacilinas

Klebsiella pneumoniae
(14-2081)

Productora de BLEE

Pseudomona
aeruginosa (13-1391)

Resistente a carbapenémicos

Klebsiella pneumoniae
NDM-1+ (14-3335)

Resistente a carbapenémicos y cefalosporinas
de amplio espectro

Klebsiella pneumoniae
(17-1692)

Productora de BLEE

BLEE: Produccion de B-lactamasas de espectro extendido y NDM-1+: Nueva
Delhi Metalo beta-lactamasa 1

Cultivo de bacterias y preparacion de inoculo

Las bacterias se cultivaron en agar sangre, se incubaron durante 24 h. Se

tomaron de 3-5 unidades formadoras de colonia (UFC) y se suspendieron en

5 mL de solucién salina, se ajusté a 0.5 de la escala de McFarland. Se tomaron

10uL de la suspension y se agregaron a 11 mL de medio Miiller Hinton.
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Ensayo

En una placa de 96 pocillos se agregaron 100 uL de medio de cultivo a cada
pocillo, posteriormente en la fila A se agregan 100 uL del compuesto a evaluar
(por duplicado). Se realiza una dilucion seriada mezclando con una
micropipeta, tomando 100 uL y pasando a la fila B y asi sucesivamente, en la
fila H los 100 uL se desecharon. Finalmente, se agregaron 100uL de la
suspension bacteriana de la fila A la fila G. Se incubaron por 24 h'y 48 h (S.
epidermis y K. pneumoniae). La determinacion de actividad se llevo a cabo
de forma visual tomando como crecimiento turbidez y como inhibicion el
pocillo transparente utilizando cdmara de contraste para determinar la CMI
como la minima concentracién del compuesto que inhibe el crecimiento de la

bacteria.

4.7.2. Citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se determind en macrofagos por el método de
microdiluciéon usando bromuro 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-

tetrazolio (MTT) (Denizot et al. 1986)3.

Ensayo:

Los macréfagos J774A.1 se sembraron (8x10* células/pozo) en DMEM (Medio
de Eagle modificado por Dulbecco por sus siglas en inglés) en una placa de

96 pocillos con el compuesto a una concentracion por triplicado de 1 a 200
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ug/mL disueltos en DMSO. Después de 48 h de tratamiento, se agregd 10
ug/mL de solucion MTT (5 mg/mL en solucion salina de buffer de fosfatos) a
cada pocillo, y se incubo por 4 h a 37 °C. Terminado ese tiempo el medio se
elimino y los cristales de formazan fueron disueltos en 100 uL de DMSO. La
densidad 6ptica se midié6 a 540 nm usando un lector de placas BioRad. La

determinacién se midié por triplicado para determinar la viabilidad utilizando

la ecuacion:
Viabilidad Densidad 6ptica de macr6fagos tratados
oviabiidad = Densidad 6ptica de los macrdéfagos controles
4.7.3. Docking

Se realiz6 el docking en la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
reductoisomerasa (DXR). Se tomd de la base de datos UniProt con el nimero
de acceso POWNSL. La estructura 4A03 es la proteina que posee como
cofactor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) y se encuentra
unida a el antibiético experimental FR-900098 que son esenciales para la
funcionalidad de la proteina y asi la cristalografia pertenece a la conformacion
activa de la proteina®. Para relajar la estructura se sometié a una dindmica
molecular de 10 ns en un ensamble isotérmico-isobarico utilizando el campo
de fuerza amber 99 en el programa Gromacs 2016.4., se usaron los
parametros de manganeso y NADP los cuales fueron adaptados para su uso
en Gromacs utilizando Acpype. El andlisis de la dinamica molecular mostro
que la simulacion fue estable durante el tiempo de simulacion, ya que los

parametros termodinamicos (tabla 7) que se mantuvieron estables durante la
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simulacién. Por lo tanto, la informacion emana de esta simulacion se puede

usar con confianza para otros analisis o calculos.

Tabla 7. ParAmetros termodinamicos en la dinamica molecular

Parametro Promedio Error estandar | Deriva total
Energia potencial (kJ/mol) | -2.36336 x 106 150 -1019.08
Energia cinética (kJ/mol) 383665 6.1 24.3986
Energia total (kJ/mol) -1.9797 x 106 150 -994.682
Temperatura (K) 300.002 0.0047 0.0190777
Presion (bar) 0.705118 0.25 -0.0534394
Volumen (nm3) 1526.51 0.056 -0.372916
Densidad (kg/m3) 1023.81 0.038 0.250153
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1Propiedades fisicas y espectroscopicas de los productos

naturales y derivados semisintéticos.

A los productos naturales y los derivados semisintéticos se les realiz6 RMN
H, RMN 3C y HRMS, teniendo diferentes propiedades fisicas vy

espectroscopicas presentadas a continuacion.
5.1.1. Acido meso-dihidroguaiarético.

Sélido blanco; pf 80-82 °C; 0.38% de rendimiento; RMN 'H (CDCls, 400
MHz) & 6.81 (d, J=8.04 Hz, 2H-5,5"), 6.64 (dd, J=7.94, 1.70 Hz, 2H-6,6"),
6.60 (d, J= 1.72 Hz, 2H-2,2), 5.45 (s, 2H-OH), 3.85 (s, 6H-OMe), 2.70 (dd,
J=13.44, 5 Hz, 2H-7a), 2.25 (dd, J=13.5,9.2 Hz, 2H-7b), 1.71 (m, 2H-8),
0.83 (d, J=6.6 Hz, 6H-2Me); RMN 13C (CDCls, 100 MHz) & 146.2, 143.5,

133.7,121.6, 113.9, 111.41, 55.84, 39.18, 38.88, 16.21.

5.1.2. LT16: 4,4’-dihidroxi-3-metoxi-6,7’-ciclolignano.
Sélido blanco; pf: 100-102°C ; 0.07% de rendimiento: RMN *H (CDClIz, 400
MHz) § 6.86 (d, J= 8.48 Hz, 2H-2", 6°), 6.68 (d, J=8.44 Hz, 2H-3",5"), 6.56
(s, 1H-2), 6.38 (s, 1H-5), 5.33 (s, 1H-OH-4), 4.76 (s, 1H-OH-4"), 3.86 (S,
3H-MeO-3), 3.60 (d, J= 6.24, 1H-7"), 2.84 (dd, J= 16.38, 5.36 Hz, 1H-7a),

2.42 (dd, J=16.36, 7.4 Hz, 1H-7b), 1.98 (m, 1H-8), 1.6 (m, 1H-8"), 0.88 (d,
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J=7.92 Hz, 3H-9"), 0.87 (d, J= 7.92 Hz, 3H-9); RMN 13C (CDCls, 100 MHz)
§ 153.53, 144.95, 143.46, 139.42, 130.83, 130.15, 127.76, 116.06, 114.82,

110.57, 55.8, 50.0, 40.69, 35.17, 26.98, 16.08.

5.1.3. LT3: 5,8,4"-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona.

Sélido amarillo; Pf: 258-260 °C, 0.014% de rendimiento: RMN 'H (Acetona-
Ds, 400 MHz) & 11.28 (s, 1-OH-5), 9.1 (s, 1H-OH-4"), 8.11 (d, J=8.76 Hz,
2H-2°,6"), 7.03 (d, J= 8.76 Hz, 2H-3", 5°), 6.50 (s, 1H-6), 3.97 (s, 3H-MeO-
7), 3.89 (s, 3H, MeO-3), RMN 13C (Acetona-Ds, 100 MHz) § 179.10, 160.05,
155.99, 153.78, 143.31, 138.03, 130.45, 130.25, 126.52, 122.02, 115.50,

111.89, 105.02, 94.93, 59.28, 55.98.

5.1.4. Derivado 1: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-
dimetilbutil)-2-metoxifenil 4-(dimetilamino)benzoato.

Resina; 22.4 % de rendimiento: RMN 1H (CDCls, 400 MHz) 6 8.05 (d, J=
9.8 Hz, 2H-2"".5""), 7.01 (d, J= 7.92 Hz, 2-H-3"",57), 6.81 (d, J= 7.96 Hz,
1H-57), 6.76 (dd, J=7.96, 1.8 Hz, 1H-6") 6.74 (d, J= 1.8 Hz, 1H-2), 6.66 (dd,
J=7.96, 1.8 Hz, 1H-6), 6.65 (d, J=8.04, 1.88 z, 2H-3"", 57), 6.62 (d, J= 0.9
Hz, 1H-2), 5.45 (s, 1H-OH), 3.86 (s, 3H-MeO-3"), 3.77 (s, 3H-MeO-3), 3.07
(s, 6H-Me-N), 2.80 (dd, J= 13.4, 4.96 Hz, 1H-7a), 2.74 (dd, J= 13.56, 4.96
Hz, 1H-7a°), 2.32 (m, 2H-7b,7b’), 1.78 (m, 2H-8,8"), 0.87 (d, J= 6.52 Hz,
3H-Me-9), 0.85 (d, J= 6.56 Hz, 3H-Me-9"); RMN 3C (CDClIz, 100 MHz) &
165.24, 153.66, 151.26, 146.34, 143.59, 140.39, 138.35, 133.69, 132.07,

122.69, 121.71, 121.23, 116.12, 113.97, 113.27, 111.43, 110.78, 55.95,
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55.90, 40.09, 39.29, 39.16, 39.04, 29.70, 16.33, 16.17; HRMS m/z

calculada para C29H3sNOs [M+H]: 477.2515, obtenida [M+H]: 477.2515.

5.1.5. Derivado 3: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-
dimetilbutil)-2-metoxifenyl benzo[d][1,3]dioxole-5-
carboxilato.

Resina; 15.8 % de rendimiento: RMN 'H (CDClsz, 400 MHz) 6 7.83 (dd, J=
8.18, 1.70 Hz, 1H-6""), 7.64 (d, J= 1.64 Hz, 1H-2""), 7.03 (d, J= 7.92, 1H-
67), 6.91 (d, J= 8.16, 1H-6""), 6.84 (d, J= 7.96 Hz, 1H-6""), 6.76 (dd, J=
7.98, 1.72 Hz, 2H-5,5"), 6.68 (dd, J= 7.98, 1.86 Hz, 1H-6"), 6.65 (d, J= 1.8
Hz, 1H-6), 6.09 (s, 2H), 5.48 (s, 1H-OH), 3.88 (s, 3H-OMe3"), 3.80 (s, 3H-
OMe3), 2.74 (dd, J= 13.46, 5.2 Hz, 2H-7a,7a’), 2.33 (m, 2H-7b,7b"), 1.8 (m,
2H-8,8"), 0.8 (dd, J= 6.64, 3.6 Hz, 6H-Me). RMN *3C (CDClIz, 100 MHz) &
164.26, 152.04, 150.99, 147.83, 146.36, 143.62, 140.87, 137.96, 133.63,
126.26, 123.49, 122.39, 121.71, 121.24, 113.99, 113.24, 111.43, 110.13,

108.11, 101.89, 55.90, 33.32, 39.11, 39.07, 38.99, 29.70, 16.35, 16.14.

5.1.6. Derivado 4: ((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-
metoxi-4,1-fenileno) bis(benzo[d][1,3]dioxole-5-carboxylato.

Sélido blanco; Pf: 84-86 °C, 6.5 % de rendimiento: RMN 'H (CDCIs, 400
MHz) & 7.81 (dd, J=8.18, 1.70 Hz, 2H- 6"",6""), 7.62 (d, J= 1.64 Hz, 2H-
277,2°"),7.02 (d, 3= 7.88 Hz, 2H-5"",5"""), 6.88 (d, J= 8.16 Hz, 2H-5,5"), 6.78
(d, J=1.72 Hz, 2H-2,2"), 6.76 (s, 2H-6,6"), 6.07 (S, 4H-CH2-0), 3.79 (s, 6H,

OMe-3,3), 2.80 (dd, J= 13.48, 4.84 Hz, 2H-7a,7a), 2.38 (d, J= 4.08 Hz,
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1H-7b), 2.35 (d, J= 2.76 Hz, 1H-7b’), 2.26 (m, 2H-8,8"), 0.84 (d, J= 8 Hz,
6H-9,9). RMN 13C (CDCIz, 100 MHz) § 164.25, 152.02, 151.02, 147.81,
140.73, 137.96, 126.26, 123.47, 122.44, 121.22, 113.20, 110.13, 108.11,
101.88, 55.92, 39.28, 39.17, 29.70, 29.36, 16.26. HRMS m/z calculada para

C36H34010 [M+H]: 626.2152, obtenida [M+H]: 626.2173.

5.1.7.Derivado 5: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-

dimetilbutil)-2-metoxifenil 4-(trifluorometil)benzoato.

Resina; 47.7 % de rendimiento: RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 8.31 (d, J=
8.08 Hz, 2H- 27",6"), 7.76 ( d, J= 8.24 Hz, 2H-3",57"), 7.03 (d, J= 7.92 Hz,
1H-5), 6.82 (d, J= 7.92, 1H-5"), 6.78 (dd, J= 8, 1.76 Hz, 1H-6), 6.75 (d,
J=1.72 Hz, 1H-2), 6.67 (dd, J= 7.4, 1.8 Hz, 1H-6"), 6.64 (d, J= 1.8 Hz, 1H-
2'), 5.46 (s, 1H-OH), 3.86 (s, 3H-OMe3"), 3.77 (s, 3H- OMe3), 2.82 (dd, J=
13.34, 3.44 Hz, 1H-7a), 2.74 (dd, J= 13.72, 4.32 Hz, 1H-7a"), 2.36 (dd, J=
12.8, 9.48 Hz, 1H-7b), 2.32 (dd, J= 13.16, 5.88 Hz, 1H-7b"), 1.78 (m, 2H-8,
8"), 0.88 (d, J= 6.64 Hz, 3H-Me-9), 0.86 (d, J= 6.68 Hz, 3H-Me-9"). RMN
13C (CDCls, 100 MHz) & 163.71, 150.77, 146.36, 143.64, 141.35, 137.62,
133.58, 132.85, 130.67, 126.99, 125.56, 125.52, 122.17, 121.71, 121.28,
114.01, 113.24, 111.43, 55.86, 55.89, 39.36, 39.13, 39.07, 38.97, 16.12,
16.38. HRMS m/z calculada para Ca2sH29F3Os [M+H]: 502.1967, obtenida

[M+H]: 502.1967.
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5.1.8. Derivado 6: ((2R,3S)-2,3- dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-

metoxi-4,1-fenilene) bis(4-(trifluorometil)benzoato).

Sélido blanco; Pf: 96-98 °C, 59.1 % de rendimiento: RMN 'H (CDCls, 400
MHz) 6 8.31 (d, J=8.08 Hz, 4H-2"",2"", 6", 67"), 7.76 (d, J= 8.24 Hz, 4H-
37,57,37,57), 7.05 (d, J=5 Hz, 2H-5,5), 6.80 (dd, J= 8.22, 1.72 Hz, 2H-
6,67), 6.79 (d, J= 1.72 HZ, 2H-2,2"), 3.78 (s, 6H-OMe3,3"), 2.81 (dd, J=
13.38, 4.88 Hz, 2H-7a,7a"), 2.38 (dd, J= 13.42, 9.36 Hz, 2H-7b,7b"), 1.85
(m, 2H-8,8"), 0.90 (d, J= 6.56 Hz, 6H-Me9,9"). RMN 3C (CDCls, 100 MHz)
0 163.69, 150.82, 141.15, 137.68, 135.02, 132.89, 130.67, 125.56, 125.53,
122.25, 121.25, 113.23, 55.89, 39.31, 39.17, 16.28. HRMS m/z calculada

para CasH32FsOs [M+H]: 674.2103, obtenida [M+H]: 674.2138.

5.1.9. Derivado 7: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-

dimetilbutil)-2-metoxifenil-4-butilbenzoato.

Resina; 49.7 % de rendimiento: RMN *H (CDCls, 400 MHz) § 8.1 (d, J=8.28
Hz, 2H-2"",6"), 7.29 (d, J= 8.32 Hz, 2H-3"",5""), 7.01 (d, J= 7.92 Hz, 1H-5"),
6.81 (d, J= 7.96 Hz, 1H-5), 6.77 (d, J= 1.8 Hz, 1H-2"), 6.74 (dd, J= 5, 1.76
Hz, 1H-6), 6.65 (dd, J= 8, 1.8 Hz, 1H-6"), 6.62 (d, J= 1.8 Hz, 1H-2), 5.45 (s,
1H-OH), 3.86 (s, 3H-OMe3"), 3.77 (s, 3H-OMe3), 2.80 (dd, J= 13.38, 4.8
Hz, 1H-7a), 2.74 (dd, J= 14.2, 5.32 Hz, 1H-7a’), 2.60 (t, J= 7.76 Hz, 1H-7""),
2.29 (m, 7b,7b"), 1.76 (m, 2H-8,8"), 1.60 (m, 2H-8""), 1.33 (Sex, J= 7.4 Hz,
2H-97), 0.92 (t, J= 7.34 Hz, 3H-Me10"), 0.86 (d, J= 6.6 Hz, 3H-9), 0.85 (d,
J= 6.6 Hz, 3H-9"). RMN 23C (CDCls, 100 MHz) & 164.96, 151.04, 149.08,

146.35, 143.61, 140.82, 138.01, 133.64, 130.34, 128.58, 127.03, 122.43,
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121.71, 121.24, 113.99, 113.26, 111.42, 55.89, 39.31, 39.13, 39.05, 39.00,
35.79, 33.30, 22.32, 16.34, 16.15, 13.91. HRMS m/z calculada para

Ca1H380s [M+H]: 490.2719, obtenida [M+H]: 490.2758.

5.1.10. Derivado 8: ((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diyl)

bis(2-metoxi-4,1-fenilene) bis(4-butilbenzoato)

Sélido blanco; Pf: 107-109 °C 41.6 % de rendimiento: RMN *H (CDClIz, 400
MHz) & 8.1 (d, J= 6.6 Hz, 4H-3"", 37" ,57,5"), 7.29 (d, J= 8.32 Hz, 4H-
27,27 67,67),7.02(d, J=7.92 Hz, 2H-5,5"), 6.78 (dd, J= 8.54, 1.8 Hz, 2H-
6,67), 6.77 (d, J= 1.8Hz, 2H-2,2"), 3.78 (s, 6H-OMe-3), 2.80 (dd, J= 13.4,
4.84 Hz, 2H-7a,7a"), 2.67 (t, J=7.76 Hz, 4H-7"",7"""), 2.38 (dd, J= 13.4, 9.36
Hz, 2H-7b, 7b"), 1.79 (m, 2H-8,8"), 1.61 (dp, J= 7.4, 1.8 Hz, 4H-8"", 8""),
1.34 (sex, J= 7.4 Hz, 4H-9°", 9°7"), 0.94 (t, J= 7.32 Hz, 6H-Me10™",10"""),
0.90 (d, J= 6.6 Hz, 6H-9,9"). RMN *3C (CDClIs, 100 MHz) § 164.96, 151.08,
149.08, 140.69, 138.04, 130.35, 128.58, 127.03, 122.48, 121.24, 113.24,
55.93, 39.30, 39.18, 35.78, 33.30, 22.32, 16.27, 13.91. HRMS m/z

calculada para Ca2Hs00s [M+H]: 650.3670, obtenida [M+H]: 650.365.

5.1.11. Derivado 9: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil dimetil fosfato.

Resina; 31.2 % de rendimiento: RMN 'H (MeOD, 400 MHz) & 7.15 (dd, J=

8.64, 1.32 Hz, 1H-6), 6.81 (d, J= 7.92 Hz, 1H-5), 6.67 (d, J=7.92 Hz, 1H-2),
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6.69 (d, J= 7.92 Hz, 1H-5), 6.66 (d, J= 1.88 Hz, 1H-2), 6.63 (dd, J= 8.22,
1.8Hz, 1H-6"), 3.89 (s, 3H-OMe-3"), 3.80 (d, J= 3.28 Hz, 6H-MeOP), 3.83
(s, 3H-OMe3), 2.76 (dd, J= 13.52, 4.64Hz, 1H-7a), 2.71 (dd, J= 13.6, 8.2
Hz, 1H-7a’), 2.32 (dd, J= 13.92, 4.88 Hz, 1H-7b), 2.28 (dd, J= 13.48, 9.56
Hz-1H-7b"), 1.72 (m, 2H-8,8"), 0.85 (d, J= 6.76 Hz, 3H-9), 0.83 (d, J= 6.76
Hz, 3H-9"). RMN 3C (MeOD, 100 MHz) § 150.26, 146.36, 143.63, 139.94,
137.68, 133.57, 121.68, 121.24, 120.82, 120.79, 114.00, 113.43, 111.42,
55.89, 54.90, 54.84, 39.36, 39.12, 38.94, 38.87, 16.09, 16.32. HRMS m/z

calculada para C22H3z107P [M+H]: 438.1807, obtenida [M+H]: 438.181.

5.1.12. Derivado 10: 4-((2R,3S)-4-(4-((dimetoxifosforil)oxi)-

3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil dimetil fosfato.

Resina; 44.9 % de rendimiento: RMN 'H (MeOD, 400 MHz) & 7.17 (dd, J=
8.08, 0.96 Hz, 2H-5, 5"), 6.71 (d, J= 1.8 Hz, 2H-2, 27), 6.70 (dd, J= 8.08,
1.8 Hz, 2H-6, 67), 3.91 (d, J=0.36 Hz, 6H- MeOP), 3.89 (d, J=0.36 Hz, 6H-
MeOP), 3.86 (s, 6H-OMe3,3), 2.75 (dd, J= 13.36, 4.76 Hz, 2H-7a,7a’),
2.31 (dd, J= 13.36, 9.4 Hz, 2H-7b, 7b’), 1.77 (m, 2H-8,8"), 0.86 (d, J= 6.64
Hz, 6H-9,9°). RMN 3C (MeOD, 100 MHz) & 150.31, 150.26, 139.75,
137.82, 137.75, 121.23, 120.88, 120.85, 113.42, 55.99, 54.90, 54.84,
39.15, 39.11, 16.19. HRMS m/z calculada para C24H36010P2 [M+H]:

546.1784, obtenida [M+H]: 546.1781.
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5.1.13. Derivado 11: dietil (4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil) fosfato.

Resina; 44.9 % de rendimiento: RMN *H (MeOD, 400 MHz) & 7.09 (d, J=
8.08 Hz, 1H-5), 6.81 (d, J=1.92 Hz, 1H-2), 6.74 (dd, J= 7.96, 1.92 Hz, 1H-
6), 6.72 (d, J= 7.64 Hz, 1H-5"), 6.71 (d, J= 1.92 Hz, 1H-2"), 6.62 (dd, J=
7.84, 1.16 Hz, 1H-6"), 4.21 (m, 4H-1""), 3.83 (s, 3H-OMe3), 3.82 (s, 3H-
OMe3’), 2.80 (dd, J= 13.38, 4.93 Hz, 1H-7a), 2.71 (dd, J= 13.48, 5.72 Hz,
1H-7a"), 2.36 (dd, J= 13.52, 8.72 Hz, 1H-7b), 2.32 (dd, J= 13.28, 4.56 Hz,
1H-7b’), 1.76 (m, 2H-8,8"), 1.34 (t, J= 7.06 Hz, 6H-Me2""), 0.87 (, J= 6.8
Hz, 3H-9), 0.85 (d, J= 6.8 Hz, 3H-9). RMN 3C (MeOD, 100 MHz) § 150.50,
150.45, 147.74, 144.11, 140.48, 137.49, 133.09, 121.17, 120.76, 120.39,
114.54, 113.17, 112.22, 64.73, 64.67, 54.96, 38.91, 38.63, 38.45, 38.16,
15.27, 15.09, 14.99, 14.99. HRMS m/z calculada para C24H3s07P [M+H]:

466.2120, obtenida [M+H]: 466.2121.

5.1.14. Derivado 13: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil difenil fosfato.

Resina; 20 % de rendimiento: RMN 'H (MeOD, 400 MHz) & 7.40 (t, J= 7.46
Hz, 4H-2"", 67"), 7.26 (t, J= 7.33 Hz, 6H-3", 4", 57"), 7.02 (d, J= 8.12 Hz,
1H-5), 6.80 (sa, 1H-2), 6.74 (sa, 1H-2"), 6.71 (d, J= 8.12 Hz, 1H-5"), 6.71
(dd, J= 8, 1.44 Hz, 1H-6), 6.61 (dd, J= 7.96, 1.44 Hz, 1H-6"), 3.79 (s, 3H-
OMe3’), 3.70 (s, 3H-OMe3), 2.79 (dd, J= 13.36, 5.08 Hz, 1H-7a’), 2.70 (dd,

J=13.52, 5.76 Hz, 1H-7a), 2.31 (m, 2H-7b,7b"), 1.78 (m, 2H-8,8), 0.87 (d,
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J=6.24Hz, 3H-9), 0.86 (d, J= 6.24 Hz, 3H- 9"). RMN 3C (MeOD, 100 MHz)
0 150.52, 150.44, 147.38, 144.07, 141.23, 137.32, 133.04, 129.61, 125.51,
121.15,119.86, 119.81, 114.31,113.27,112.13, 54.93, 54.89, 38.81, 38.62,
38.36, 38.17, 15.25, 15.12. HRMS m/z calculada para Cs2H3s07P [M+H]:

562.2120, obtenida [M+H]: 562.2167.

5.1.15. Derivado 14: 4-((2S,3R)-4-(4-((difenoxifosforil)oxi)-

3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil difenil fosfato.

Sélido blanco; Pf: 125-127 °C, 16.6 % de rendimiento: RMN H (MeOD, 400
MHz) 6 7.39 (td, J= 7.9, 1.62 Hz, 8H-2"", 67"), 7.25 (t, J= 7.33 Hz, 12H-3"",
4, 57), 7.03 (dd, J=8.18, 1.2 Hz, 2H-5,5"), 6.85 (sa, 2H-2,2"), 6.74 (dd, J=
8.18, 1.4 Hz, 2H-6,6"), 3.68 (s, 6H-OMe3,3"), 2.79 (dd, J= 13.26, 5.36 Hz,
2H-7a,7a"), 2.37 (dd, J= 13.32, 9.06 Hz, 2H-7b,7b"), 1.78 (m, 2H-8,8"), 0.87
(d, J= 6.64Hz, 6H-Me9,9"). RMN 13C (MeOD, 100 MHz) & 150.54, 150.45,
150.34, 141.06, 129.62, 125.62, 120.81, 120.37, 119.86, 119.81, 113.35,
54.92, 38.70, 38.33, 15.15. HRMS m/z calculada para C44H44010P2 [M+H]:

794.2410, obtenida [M+H]: 794.2484.

5.1.16. Derivado 15: (1R,2R,3R)-6,7-dimetoxi-1-(4-

metoxifenil)-2,3-dimetil-1,2,3,4 tetrahidronaftaleno.

Resina; 8 % de rendimiento: RMN *H (MeOD, 400 MHz) & 6.91 (d, J= 8.4

Hz, 2H-5",3"), 6.77 (d, J= 8.4 Hz, 2H-2",6), 6.59 (s, 1H-2), 6.32 (s, 1H-5),
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3.86 (s, 3H-OMe4"), 3.78 (s, 3H-OMe4), 3.70 (d, J= 5.24 Hz, 1H-7"), 3.66
(s, 3H-Me03"), 2.81 (dd, J= 16.52, 5.321 Hz, 1H-7a), 2.42 (dd, J= 16.52,
8.32 Hz, 1H-7b), 1.99 (m, 1H-8), 1.90 (m, 1H-8"), 0.91 (d, J= 6.32 Hz, 3H-
9), 0.89 (d, J= 5.88 Hz, 3H-9). RMN %3C (MeOD, 100 MHz) § 157.65,
147.24, 147.14, 139.42, 129.93, 129.60, 128.50, 113.33, 113.30, 111.17,
55.77, 55.74, 55.20, 50.55, 40.92, 34.62, 28.26, 16.73, 15.20. HRMS m/z

calculada para C21H2603 [M+H]: 326.1882, obtenida [M+H]: 326.1871.
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5.2. Elucidacion estructural del Acido meso-dihidroguaiarético

Como se observa en el espectro de RMN *H (Figura 21) se presenta una
sefal doblete (d) a 0.83 ppm (d, J=6.6 Hz, 6 H) de los metilos en la posicién
9, 9" de la cadena alifatica que acopla con el proton de la posicién 8, 87; un
multiplete (m) en 1.71 ppm (m, 2H) de los protones de los metinos de la
posicion 8 y 8" que se acoplan con los metilos de la posiciéon 9, 9" y con los
metilenos de la posicion 7, 7°; se observa un doble de doble (dd) en 2.25
ppm (dd, J= 13.5; 9.22 Hz, 2 H) que corresponden a los protones 7b, 7b’
de los metilenos que se acoplan con los protones de la posicion 8, 8" y con
un acoplamiento geminal con los protones 7a, 7a’; se observa un doble de
doble en 2.70 ppm (dd, J= 13.44; 5 Hz, 2H) que corresponden a los
protones 7a, 7a” que acoplan con los protones de la posicién 8, 8 y un
acoplamiento geminal con los protones 7b, 7b”"; se observa un singulete (s)
en 3.85 ppm (s, 6H) que corresponden a los metoxilos de la molécula; se
observa un singulete en 5.45 ppm (s, 2H) que corresponden a los dos
hidroxilos fendlicos de la molécula; se observa un doblete en 6.60 ppm (d,
J=1.72 Hz, 2H) de los protones de la region aromatica en la posicion 2y 2
que acoplan con los protones de la posicidbn 6, 6 respectivamente; se
observa un doble de doble en 6.64 ppm (dd, J= 7.94; 1.70 Hz, 2H) de los
protones de la posicién 6, 6° que acoplan con los protones aromaticos en
orto con los protones en la posicion 5, 5° y en meta con los protones de la
posicion 2, 2°; se observa un doblete en 6.81 ppm (d, J= 8.04 Hz, 2H) de
los protones de la posicion 5, 5° que acoplan en orto con los protones en la

posicion 6 , 6°.
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En el espectro de RMN 3C (Figura 22) se observa en campos altos en
16.21ppm el carbono de los metilos de la posicion 9,97, en 38.88 ppm los
carbonos de la posicién 7,7°, 39.18 ppm los carbonos de la posicion 8,8",
55.84 ppm los carbonos de los metoxilos de la posicion 3,3, en campos
bajos se observa en 111.41 ppm los carbonos de la posicién 2,2", en 113.9
ppm los carbonos de la posicién 5,5, en 121.6 ppm los carbonos de la
posicion 6,6, en 133.7 ppm los carbonos de la posicién 1,1°, en 143.5 ppm
los carbonos de la posicién 3,3" y en 146.2 ppm los carbonos de la posicion

4.4 .
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Figura 21. Espectro de RMN *H de AmDG (400 MHz, CDCls)
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5.2 Elucidacion estructural del 4,4’-dihidroxi-3-metoxi-6,7’-
ciclolignano (LT16)

En el espectro de RMN H (Figura 23), se observa en 0.87 ppm un doblete
(d, J=7.92 Hz, 3H) que integra para metilos de la posicion 9 que se acoplan
con los protones de la posicion 8; en 0.88 ppm se observa un doblete (d,
J=7.92 Hz, 3H) que integra para metilos de la posicion 9" que se acoplan
con los protones de la posicion 87; en 1.6 ppm (m, 1H) resuena un multiplete
del proton de la posicion 8 que se acopla con los protones del metilo de la
posicion 9" y los protones de la posicion 77; en 1.98 ppm (m, 1H) resuena
un multiplete para el protén de la posicidon 8 que se acopla con los protones
de la posicion 7,y 9; en 2.42 ppm (dd, J=7.4, 16.36 Hz, 1H) se observa un
doble de doble de la posicion 7b que se acopla con el protdn 8 y existe un
acoplamiento geminal con 7a; en 2.84 ppm (dd, J=5.36, 16.38 Hz, 1H)
resuena el proton 7a que acopla de manera geminal con 7b y vecinal con
8; en 3.60 ppm (d, J= 6.24 Hz, 1H) se observa un doblete del proton 7 que
acopla con el protén de la posicion 8"; en 3.86 ppm (s, 3H) resuena el
metoxilo de la posicién 3; en 4.76 ppm (s, 1H) se observa el singulete del
hidroxilo en la posicion 4”; en 5.33 ppm (s, 1H) el hidroxilo de la posicion 4;
en 6.38 ppm (s, 1H) resuena el singulete del proton de la posicion 5; en
6.56 ppm (s, 1H) resuena un singulete de los protones de la posicion 2; en
6.68 ppm (d, J=8.44 Hz, 2H) un doblete para los protones de la posicion
3,5’y en 6.86 ppm (d, J=8.48 Hz, 1H) resuena un doblete para los protones

de la posicion 27, 6" .
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En el espectro de RMN 3C (Figura 24) se observa en 16.08 ppm los
carbonos de la posicion 9,9°; en 28.98 ppm el carbono de la posicion 8,
35.17 ppm el carbono de la posicion 7; en 40.69 ppm el carbono de la
posicion 8°; en 50.0 ppm el carbono de la posicion 7°; en 55.8 ppm el
carbono del metoxilo; en 110.57 ppm el carbono de la posicion 2; en 114.82
ppm los carbonos de la posicion 37, 57; en 116.06 ppm el carbono 5; en
127.76 ppm el carbono de la posicion 1; en 130.15 ppm los carbonos de la
posicion 67, 2°; en 130.83 ppm el carbono 6; en 139.42 ppm el carbono de
la posiciéon 17; en 143.46 ppm el carbono 4; en 144.95 ppm el carbono 3;y

finalmente en 153.53 el carbono de la posicion 4°.
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5.3. Elucidacioén estructural del 5,8,4 -trihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona (Lt3)

En el espectro de RMN 'H (Figura 25), se observa en 3.89 ppm un singulete
(s, 3H) que integra para metoxilos de la posicién 3; en 3.97 ppm se observa
un singulete (s, 3H) que integra para los protones de la posicion 7; en 6.5
ppm se observa un singulete (s, 1H) que integra para los protones de la
posicion 6; en 7.03 ppm se observa un doble (d, J= 8.76 Hz,2H) que integra
para los protones de la posicion 3’y 5'que acopla con los protones de la
posicion 2’y 6”; en 8.1 ppm se observa un doblete (d, J= 8.76 Hz, 2H)
que integra para los protones de la posicion 2’y 6°que acoplan con los
protones de la posicién 3’y 5°; en 9.1 ppm se observa un singulete (s, 1H)
que integra para el hidroxilo de la posicion 4°; en 12.28 ppm se observa un

singulete (s, 1H) que integra para el hidroxilo de la posicion 5.

En el espectro de RMN *3C (Figura 26) se observa en 55.98 y 59.28 ppm
los carbonos de los metoxilos de la posicion 3 y 7, respectivamente. En
94.93, 105.02, 111.89, 115.50, 122.02, 126.52, 130.45, 138.03, 143.31,
153.78, 155.99, 160.05 y 179 ppm resuenan los carbonos: 6, 8, 4a, 3’y 5,

4,7,2'y6,3,8a, 1,5, 2,y 4, respectivamente.

En el espectro COSY (Figura 27) se observa la correlacion entre los
protones del anillo aromatico H-2" y H-6" con los protones H-3" y H-5". En
el espectro NOESY (Figura 28) donde se puede observar las interacciones
en el espacio del proton H-6 y el metoxilo de la posicidon 7, esta correlacion
es coherente con la estructura propuesta. En el espectro HMBC (Figura 29)
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se observa la correlacion heteronuclear a uno, y dos enlaces de distancia
del proton H-6 con los carbonos C-5, C-7 y C-8. En el espectro HSQC
(Figura 30) se observan todas correlaciones heteronucleares. Por todo lo

anterior se confirma la estructura propuesta.
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Figura 25. Espectro de RMN H de '5,8,4'-trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona
(400 MHz, acetona)
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5.3 Rendimiento Propiedades fisicas y espectroscoépicas de los

derivados semi-sintéticos

5.3.1 Sintesis de ésteres

En las reacciones que se realizaron se obtuvieron los compuestos mono-

sustituidos y di-sustituidos del producto natural. Los compuestos mono-

sustituidos se obtuvieron en un rendimiento de 15.8 al 41.7% vy los

compuestos di-sustituidos en un rendimiento de 5.6 al 59.1 % (Tabla 8).

Del derivado 2 se obtuvieron 2.0 mg por lo que no se pudo obtener sus

espectros de RMN'H y RMN 13C.

Tabla 8. Caracteristicas fisicas y rendimientos de ésteres del AmDG.

Deriquo Solubilidad | Estado fisico | Peso | Rendimiento
semi-

sintético (mg) (%)
1 Cloroformo Resina 8.1 22.4
2 Cloroformo | Sdlido blanco | 2.0 5.6
3 Cloroformo Resina 5.7 15.8
4 Cloroformo | Solido blanco | 3.0 6.5
5 Cloroformo Resina 18.0 47.7
6 Cloroformo | Sdlido blanco | 28.2 59.1
7 Cloroformo Resina 18.3 49.7
8 Cloroformo | Sdlido blanco | 19.7 41.6

5.3.2. Sintesis de fosfatos

En las reacciones de fosforilacion se obtuvieron los compuestos mono-

sustituidos y di-sustituidos del
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monosustituidos se obtuvieron con un rendimiento del 20 al 35 % y los

compuestos di- sustituido se obtuvieron en un rendimiento del 16 al 44.9 %

(Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas y rendimientos de fosfatos del AmDG.

Derivado Solubilidad Estado fisico | Peso | Rendimiento
semi-sintético
(mg) (%)
1 Cloroformo Resina 10.3 31.2
2 Cloroformo Resina 18.4 449
3 Metanol Resina 11.0 35
5 Metanol Resina 8.7 20
6 Metanol Sélido blanco | 10.0 16.6

5.3.3. Sintesis del derivado 3,4,4"-trimetoxi-6,7-ciclolignano

En las reacciones de metilacion se obtuvo el compuesto di-sustituido del

producto natural 4, 4"-dihidroxi-3-metoxi-6,7-ciclolignano, obteniéndose 4.4

mg de un sélido blanco soluble en cloroformo, con un rendimiento del 8 %.
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5.3.2 Elucidacién estructural de los ésteres del AmMDG

5.3.2.1 Elucidacion estructural del derivado 1: 4-((2S,3R)-4-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil 4-

(dimetilamino)benzoato.

El derivado 1 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
y el acido dimetil amino benzoico. Al ser un derivado monosustituido la
molécula pierde la simetria, por lo que a diferencia del espectro de AmDG
se observa un aumento de la cantidad de sefiales y multiplicidad. En la
elucidacion estructural de los derivados solo se mencionaran las sefiales
de los sustituyentes que se insertaron ya que se discutié previamente la
elucidacion estructural del AmDG. En el espectro de RMN 'H (Figura 31)
se puede observar en 5.45 ppm un singulete que integra para 1H que
corresponde a un hidroxilo, lo que indica que esta monosustituido. Se
observa en 3.07 ppm un singulete que (s, 6H) que corresponde a los dos
metilos unidos al N del sustituyente; en 6.71 ppm se observa un doblete (d,
J= 7.16, 2H) que corresponde a los protones 3, 5°°; en 8.05 ppm se
observa un doblete (d, J= 9.65, 2H) que integra para los protones de la

posicion 2°” , 6™.

En el espectro de RMN 13C (Figura 32) se observa en 40.09 ppm los
carbonos de los metilos unidos al N del sustituyente; en 110 ppm los
carbonos aromaticos de la posicion 3, 5°"; en 132.07 ppm se observan los
carbonos de la posicion 27, 6; en 153.66 ppm resuena el carbono de la

posicion 4"; y en 165.24 ppm se observa el carbono del carbonilo del éster.
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5.3.2.2 Elucidacion estructural del derivado 3: 4-((2S,3R)-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenyl

benzo[d][1,3]dioxole-5-carboxilato.

El derivado 3 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
y el &cido piperonilico. En el espectro de RMN 'H (Figura 33) se observa
en 6.09 ppm un singulete (S, 2H) que integra para los dos protones del
metilendioxi; en 7.03 ppm se observa un doblete (d, J= 7.92 Hz, 1H) de
proton 5” que acopla en orto con el protén 6°°; en 7.64 ppm se observa un
doblete (d, J=1.68 Hz, 1H) que corresponde al proton de la posicion 2°" que
acopla en meta con el protén 6"; en 7.83 ppm se observa un doble de doble
(dd, J=8.18; 1.70 Hz, 1H) que corresponde al protén de la posicién 6 que

acopla con los protones 5~ en posicion orto y en meta con el protén 2°".

En el espectro de RMN *3C (Figura 34) se observa en 101 ppm el carbono
del metilendioxi; en 108.11 ppm el carbono de la posicién 2°"; en 113.24
ppm el carbono en la posicién 5°; en 126.26 ppm el carbono en la posicion
1”"; en 133.63 ppm el carbono de la posicion 6°"; en 147.83 ppm el carbono
de la posicion 3°"; en 152.04 ppm el carbono de la posicién 4°"; y en 164.26

ppm el carbono del carbonilo del éster.
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5.3.2.3. Elucidacion estructural del derivado 4: ((2R,3S)-2,3-
dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-metoxi-4,1-fenileno)

bis(benzo[d][1,3]dioxole-5-carboxylato.

El derivado 4 corresponde al derivado disustituido del producto natural y el
acido piperonilico. Al ser un derivado disustituido la molécula no pierde
simetria, y el espectro es mas simple que el derivado monosustituido. En el
espectro de RMN !H (Figura 35) se observa en 6.07 ppm un singulete (s,
4H) que integra para los protones del metilendioxi; en 7.02 ppm se observa
un doblete (d, J= 7.88 Hz, 2H) del hidrogeno 5,5 que acopla en orto
con el protén 6°"; 6”°"; en 7.62 ppm se observa un doblete (d, J=1.64 Hz,
2H) del protdn de la posicién 2, 2”"" que acopla en meta con el protén 6™,
6"""; en 7.81 ppm se observa un doble de doble (dd, J=8.18; 1.70 Hz, 2H)
que corresponde al proton de la posiciéon 6, 6°" que se acopla en orto con

el proton 57, 5" y en meta con el protén 27, 2",

En el espectro de RMN *3C (Figura 36) se observa en 101.88 ppm los
carbonos de los metilendioxi ; en 108.11 ppm el carbono de la posicién 57,
577, en 113.20 ppm el carbono en la posicion 2°7,2°""; en 126.26 ppm el
carbono en la posicion 1”7, 17°"; en 137.96 ppm el carbono de la posicién
67, 6""; en 147.81 ppm el carbono de la posicion 3", 3”"; en 152.02 ppm
el carbono de la posicion 47,4”""; y en 164.25 ppm se observa el carbono

del carbonilo del éster.
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5.3.2.4. Elucidacion estructural del derivado 5: 4-((2S,3R)-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil 4-

(trifluorometil)benzoato.

El derivado 5 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
y el acido trifluorometilbenzoico. En el espectro de RMN H (Figura 37) se
observa un doblete en 7.76 ppm (d, J= 8.24 Hz, 2H) que integra para los
protones de la posicién 3" y 5" del sustituyente, estos hidrégenos acoplan
en orto con los protones 6y 2°°; en 8.31 ppm se observa un doblete (d,
J=8.08 Hz, 2H) que corresponde a los protones de la posicién 6 y 2" que

se acoplan en posicion orto con los protones 3"y 5.

En el espectro de RMN 3C (Figura 38) se observa en 121 ppm el carbono
de la posicion 37 y 5°7; en 125.96 ppm se observa el carbono unido al flGor;
en 130.67 ppm se observa el carbono en la posicion 2"y 6°°; en 132.98
ppm resuena el carbono en la posicion 17°; en 137.62 ppm resuena el
carbono de la posicién 4”; y en 163.70 ppm se observa el carbono del

carbonilo del éster.
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5.3.2.5. Elucidacién estructural del derivado 6: ((2R,3S)-2,3-
dimetilbutano-1,4-diyl) bis(2-metoxi-4,1-fenilene) bis(4-

(trifluorometil)benzoato).

El derivado corresponde al derivado disustituido del producto natural con el
acido trifluorometilbenzoico. En el espectro de RMN 'H (Figura 39) se
observa un doblete en 7.76 ppm (d, J= 8.24 Hz, 4H) que integra para los
protones de la posicion 37, 37", 57, 57" que se acoplan en orto con los
protones 27, 2", 6" ,6°""; en 8.31 ppm se observa un doblete (d, J=8.08
Hz, 4H) que corresponde a los protones 2°,2"",6"" ,6°"" que acoplan en

orto con los protones 3,3, 57,57

En el espectro de RMN 3C (Figura 40) se observa en 122.25 ppm el
carbono de la posicién 37, 37", 57, 57"; en 125.56 ppm se observa el
carbono unido al flior; en 130.67 ppm se observa el carbono en la posicién
27,277,677 ,6777; en 132.83 ppm se observa el carbono en la posiciéon
17,177, en 137.68 ppm se observa el carbono de la posicion 4°,4""; y en

163.69 ppm se observa el carbono del carbonilo del éster.
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5.3.2.6. Elucidacion estructural del derivado 7: 4-((2S,3R)-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil-4-

butilbenzoato.

El derivado 7 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
con el &cido butilbenzoico. En la region alifatica del espectro de RMN H
(Figura 41) se observo un triplete en 0.92 ppm (t, J= 7.34 Hz, 3H) de los
protones del metilo de la posicion 10 que se acoplan con los protones de
la posicion 9" del sustituyente; se observa un sextaplete (sex) en 1.33 ppm
(sex, J= 7.4 Hz, 2H) que integra para los protones de la posicién 9" que se
acoplan con los protones de las posiciones 10”7y 8; se observa un
pentaplete (p, J=7.4 Hz, 2H) de la posicion 8 que se acopla con los
protones de la posicion 9 y 7°7; en 2.60 ppm se observa un triplete (t,
J=7.76 Hz, 2H) que corresponde a los protones de la posicién 7" "que se
acoplan con los protones de la posicion 8. En la region aromatica se
observa un doblete en 7.29 ppm (d, J= 8.32 Hz, 2H) que corresponde a los
protones de la posicion3”", 5" que se acoplan en orto con los protones de
la posicion 2”7, 6”"; en 8.1 ppm (d, J=8.28 Hz, 2H) aparece un doblete que
corresponde a los protones 2°° , 6 que se acoplan con los protones 3",

5

En el espectro de RMN *3C (Figura 42) resuenan en 13.91, 22.32, 33.30, y
35.79 ppm los carbonos de la posicion 107, 97,8,y 7”7, respectivamente.
En la region aroméatica se observa en 127.03 ppm el carbono de la posicion

1""; en 128.58 ppm se observan los carbonos de la posicion 3"y 5™"; 130.34
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ppm se observan los carbonos de la posicion 2 y 6°"; en 146.35 ppm
resuenan los carbonos de la posicion 4°°; y en 164.96 ppm resuena el

carbono del carbonilo del éster.
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5.3.2.7. Elucidacion estructural del derivado 8: ((2R,35)-2,3-
dimetilbutano-1,4-diyl)  bis(2-metoxi-4,1-fenilene) bis(4-

butilbenzoato).

El derivado 8 corresponde al derivado disustituido del producto natural con
el &cido butilbenzoico. En la region alifatica del espectro de RMN H (Figura
43) se observa un triplete en 0.92 ppm (t, J= 7.34 Hz, 6H) de los protones
del metilo de la posicion 10", 10" y que acopla con los protones de la
posicion 977, 97" del sustituyente; se observa un sextaplete en 1.34 ppm
(sex, J= 7.4 Hz, 4H) que corresponde a los protones de la posicion 97,9
que se acoplan con los protones de las posiciones 8,87, 10", 10" ;se
observa un pentaplete doblete en 1.61ppm (pd, J=7.4, 1.8 Hz, 4H) que
corresponde a los protones de la posicién 8 ,8”" que se acoplan con los
protones de la posicion 77,777,977 ,9”" ; en 2.67 ppm se observa un triplete
(t, J=7.76 Hz, 4H) de los protones de la posicién 77,7 que se acoplan con
los protones de la posicion 87,8, En la region aromatica se observa un
doblete en 7.29 ppm (d, J= 8.32 Hz, 4H) de los protones de la posicion 2"
277,677,677 que se acoplan en orto con los protones de la posicién
37,37,57,57"; en 8.10ppm se observa un doblete (d, J=6.6Hz, 4H) de los

protones de la posicion 3,377,577, 57" .

En el espectro de RMN 13C (Figura 44) resuenan en 13.91 ppm los
carbonos de la posiciébn 107,107".; en 22.32 ppm los carbonos de la
posicion 97,9, en 33.30 ppm los carbonos de la posicién 8,8""; en 35.78

ppm los carbonos de la posicion 777,77, en la regién aromatica se observa
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en 127.03 ppm el carbono de la posicion 17 ,1""; en 128.58 ppm se

observan los carbonos de la posicion 37, 37", 57, 5°"; 130.35 ppm

rrr

resuenan los carbonos de la posicion 27,2 6" ,6""; en 146.06 ppm se

rrr

observa el carbono de la posicion 47,4 y en 164.96 ppm resuena el

carbono del carbonilo de los éster.
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5.3.3. Elucidacion estructural de los derivados fosfatos del AmDG
5.3.3.1. Elucidacion estructural del derivado 9: 4-((2S,3R)-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil dimetil

fosfato.

El derivado 9 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
con la dimetil fosfita. En el espectro de RMN H (Figura 45) se puede
observar en 3.86 ppm un doblete (d, J= 3.28 Hz, 6H) que corresponde a los

metilos del sustituyente que se acoplan con el fosforo.

En el espectro de RMN 13C (Figura 46) se observa en 55.89 ppm los

carbonos de los metilos del sustituyente.
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Figura 45. Espectro de RMN *H del derivado 9 (400 MHz, CDClz)
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5.3.3.2. Elucidacion estructural del derivado 10: 4-((2R,3S)-4-(4-
((dimetoxifosforil)oxi)-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-

metoxifenil dimetil fosfato.

El derivado 10 corresponde al derivado disustituido del producto natural con
la dimetil fosfita. En el espectro de RMN H (Figura 47) se puede observar
en 3.89 y 3.91 ppm dos dobletes (d, J= 0.36 Hz, 6H) que integran para los
protones de los metilos del sustituyente los cuales se acoplan con el

fosforo.

En el espectro de RMN 3C (Figura 48) se observa en 55.99 ppm los

carbonos de los metilos del sustituyente.
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Figura 47. Espectro de RMN H del derivado 10 (400 MHz, CDCls)
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5.3.3.3. Elucidacion estructural del derivado 11: dietil (4-((2S,3R)-4-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil)

fosfato

El derivado 11 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
con la dietil-cloro-fosfita. En el espectro de RMN H (Figura 49) se puede
observar en 1.34 ppm un triplete (t, J= 7.06 Hz, 6H) de los protones de los
metilos terminales del sustituyente; en 4.21 ppm se observa un multiplete
(m, 4H) de los metilenos que se acoplan con los metilos terminales de los

sustituyentes y con el fosforo.

En el espectro de RMN *3C (Figura 50) se observa en 14.93 y 14.99 ppm
los metilos terminales del sustituyente; en 38.16 y 38.45 ppm los carbonos

de los metilenos de los sustituyentes.
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5.3.3.4. Elucidacion estructural del derivado 13: 4-((2S,3R)-4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenil difenil

fosfato.

El derivado 13 corresponde al derivado monosustituido del producto natural
y el difenilclorofosfita. En el espectro de RMN 'H (Figura 51) se puede
observar en la region aromatica en 7.26 ppm un triplete (t, J= 7.33 Hz, 6H)
que corresponde a los protones 37, 47, 57, en 7.40 ppm se observa un
triplete dobleteado (td, J= 7.46; 1.8 Hz, 4H) corresponde a los protones de

la posicion 2y 6.

En el espectro de RMN 3C (Figura 52) se observa en 119.81 ppm los
carbonos de la posicién 37,47 y 5" del sustituyente; en 129.61 ppm se

observan los carbonos de la posiciéon 2"y 67".
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5.3.3.5. Elucidacion estructural del derivado 14: 4-((2S,3R)-4-(4-
((difenoxifosforil)oxi)-3-metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-

metoxifenil difenil fosfato.

El derivado 14 corresponde al derivado disustituido del producto natural con
la difenilclorofosfita. En el espectro de RMN H (Figura 53) se observa en
7.25 ppm un triplete (t, J= 7.33 Hz, 12H) que corresponde a los protones
37,477,577, en 7.39 ppm se observa un triplete dobleteado (td, J=7.9; 1.62

Hz, 8H) que corresponde a los protones de la posicion 2y 67.

En el espectro de RMN 3C (Figura 54) se observa en 119.81 ppm los 2" y
6" del sustituyente; y en 129.62 ppm se observan los carbonos de la

posicion 37,47, 57,
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1.3.3. Elucidacion estructural del derivado metilado de LT16

1.3.3.1. 3, 4, 4’-trimetoxi-6,7-ciclolignano (15).

El derivado 15 corresponde al derivado metilado del producto natural LT16.

Solo se mencionaran las sefiales adicionales observadas con respecto al

producto natural. En el espectro de RMN 'H (Figura 55) se observan en

3.78y 3.86 ppm dos singuletes (s, 6H) adicionales que corresponde a los

metoxilos de la posicién 4 y 4°, respectivamente.

En el espectro de RMN 3C (Figura 56) se observan en 55.74 y 55.77 ppm

los carbonos de los metoxilos de la posicién 4 y 4°, respectivamente.
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5.2 Actividad antibacteriana

Se evaluaron 12 derivados del AmMDG vy el derivado metilado del LT16
contra ocho aislados clinicos de bacterias farmacorresistentes. Los
derivados semi-sintéticos evaluados contra cepas resistentes a diferentes

farmacos tuvieron un CMI >50 pg/mL (Tabla 10).

La actividad antibacteriana de los derivados semi-sintéticos no fue
comparable con la actividad antibacteriana del farmaco de referencia

levofloxacino.
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53 Actividad antimicobacteriana de los derivados semi-

sintéticos del AmMDG

Se evaluaron 13 derivados contra la cepa sensible H37Rv y un aislado
clinico MFR la cepa G122 (Tabla 11). Los resultados indicaron que
solamente dos ésteres el 1 (CMI 25 pg/mL), 5 (CMI 25 pg/mL), y el fosfato
11 (CMI 50 pg/mL), presentaron actividad contra M. tuberculosis H37Ruv.
Los esteres 5y 11 presentaron también actividad contra la cepa G122 con

una CMI de 50 pg/mL (Figura 57).

La actividad antimicobacteriana de los derivados activos mostraron menor
actividad que los farmacos de referencia isoniazida, rifampicina,

estreptomicina y etambutol.
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Tabla 11. Actividad antimicobacteriana de los derivados semi-sintéticos

99

del AmMDG
Compuesto CMI
H37Rv G122

1 25 pug/mL > 50 pg/mL

3 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

4 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

5 25 pg/mL 50 pg/mL

6 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

7 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

8 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

9 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

10 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

11 50 pug/mL 50 pg/mL

13 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

14 > 50 pg/mL > 50 pg/mL

15 > 50 pg/mL > 50 pg/mL
Isoniacida 0.048 pg/mL 0.19 pg/mL
Rifampicina 0.048 pg/mL 0.097 pg/mL
Estreptomicina 0.78 pg/mL 1.56 pg/mL
Etambutol 3.125 pg/mL 6.25 pg/mL



N CF4
Derivado 1 Derivado 5 Derivado 11
H37Rv = 25 pg/mL H37Rv = 25 pg/mL H37Rv = 50 pg/mL
G122 =>50 pg/mL G122 =>50 pg/mL G122 =50 pg/mL
LogP :6.12 LogP :5.85 LogP :5.75

Figura 57. Analogos del AmDG con actividad antimicobacteriana

Los ésteres disustituidos con los mismos sustituyentes no presentaron
actividad contra ninguna de las cepas, por lo que se sugiere que la
presencia del grupo hidroxilo probablemente sea necesario para la
interacciéon con su diana molecular. Los derivados 1 y 5 fueron activos
contra la cepa H37Rv con una CMI de 25 ug/mL, siendo 7.7 veces menos
activo que el estandar positivo etambutol; el derivado 5 y 11 también
presentaron actividad contra la cepa multifarmacorresistente G122 con una
CMI de 50ug/mL siendo 8 veces menor que €l estandar positivo etambutol.
Los derivados 1, 5y 11 fueron menos activos que los estandares positivos

rifampicina, isoniacida, estreptomicina y etambutol.

Los derivados 1, 5, y 11 cumplen con casi todas las reglas de Lipinski
excepto por la regla que indica que el logP debe ser menor de 5. El valor

de logP del derivado 1 es de 6.12, del derivado 5 es de 5.85 y el derivado
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11 es de 5.75 lo que nos indica que estos derivados son lipofilicos, sin
embargo, esto puede ayudar a que atraviese la membrana de M.
tuberculosis y llegue a su diana farmacoldgica y asi pueda realizar su

efecto.

Ambos derivados semisintéticos cumplen las reglas de Veber (2002)%° las
cuales nos indican la biodisponibilidad oral de los compuestos. Las 2 reglas
de Veber analizan los enlaces que puede rotar los cuales deben ser menor
a 10 para cumplir con esta regla y para los derivados 1y 5 es de 7, pero
para el derivado 11 es de 12; también analiza el area de superficie polar
debe ser menores de 140 A, para el derivado 1 es de 64.99 A, el derivado
5 es de 48.00 Ay el derivado 11 es de 84.03 A es de 6 cumpliendo ambos
compuestos esta regla es de 12. Los tres derivados activos tendrian
absorcion gastrointestinal, para el compuesto 1 seria baja y para el
derivado 5 seria alta. Los valores fueron obtenidos mediante la utilizacion

del programa SwissADME 4142,

Es importante recalcar que los compuestos sintetizados no poseen
similitudes con farmacos utilizados actualmente, lo cual nos brinda una
nueva opcion terapéutica contra M. tuberculosis, ya que podrian tener

diferente diana terapéutica que los farmacos utilizados.
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5.4 Citotoxicidad de los esteres activos

Se determino la citotoxicidad contra macréfagos J774A.1 del AmDG, los
ésteres 1 y 5 asi como los estandares positivos rifampicina, isoniazida,
etambutol, levofloxacino, y estreptomicina (Tablas 12-14). Con el programa
GraphPad Prism 7.04 se calculd el ICso a partir de las absorbancias

obtenidas (Figura 58-59).

Tabla 12. % de viabilidad de macréfagos J774A.1 tratados con los
derivados 1y 5

Concentracion pg/mL % Viabilidad
derivado 1 derivado 5
80 13.62 16.63
40 22.16 26.39
20 62.37 52.22
8 74.58 63.67
0.8 91.50 72.26

Tabla 13. % de viabilidad de macrofagos J774A.1 tratados con el AmDG.

Concentracion ug/mL | % Viabilidad
100 12.91
50 18.24
25 69.08
10 77.66
1 86.31
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Citotoxicidad del derivado 1,5y AmDG

% Viabilidad

i- ICso
100'{‘
= AmDG 31.11 pg/mL
=l= Derivado 1 21.22 pg/mL
=#= Derivado 5 23.26 pg/mL
501
i I\ -
0 50 100

Concentraciéon pg/mL

Figura 58. Citotoxicidad del derivado 1, 5 y AmDG en macrofagos

J774A.1.

Tabla 14. % de viabilidad de macréfagos J774A.1 tratados con los
farmacos de primera y segunda linea anti-tuberculosis.

Viabilidad (%)
Concentracién

pg/mL INH RIF SM EMB LFX

100 7294 | 1173 | 5431 | 55.72 81.87

50 88.39 33.45 68.73 65.82 88.39

25 86.03 68.06 72.95 68.56 90.53

10 90.0 94.83 79.47 79.17 92.33

1 100.0 96.41 9053 78.83 92.63
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Citotoxicidad de rifampicina

100

IC50= 32.32 pg/ml

501

Inhibicion

%

0 T T
0 50 100

Concentracion pg/mL

Figura 59. Citotoxicidad de Rifampicina en macrofagos J774A.1.

Los resultados de la Figura 58 indica que los esteres 1 (ICso = 21.22 pug/mL)
y 5 (ICso = 23.26 ug/mL) fueron mas citotoxicos que el producto natural

AMDG (ICs0 =31.11 pg/mL).

Los estdndares positivos, isoniazida, estreptomicina, etambutol y
levofloxacino presentaron ICso mayores 100 pg/mL frente a los macréfagos
J774A.1; tnicamente se pudo calcular el ICso para rifampicina que fue de

ICs0= 32.32 pg/mL.

Se calculé el indice de selectividad (IS) para el AmMDG fue de 0.6222 para
ambas cepas de M. tuberculosis. El éster 1 tuvo un IS de 0.8488 y >0.4244
para M. tuberculosis H37Rv y G122, respectivamente. El éster 5 mostro un
IS de 0.9304 y 0.4652 para M. tuberculosis H37Rv y G122,

respectivamente. EIl AmDG vy los esteres 1 y 5 presentaron un IS menor a
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10 lo que indica que son mas citotoxicos para los macréfagos que para M.
tuberculosis. En contraste los farmacos de referencia presentan un IS
mayor de 10 lo que indica que son mas toxico para la micobacteria que para

las células mamiferas (Tabla 15).
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Tabla 15. Citotoxicidad e indice de selectividad de los derivados 1y 5,
AmDG y estandares positivos contra macrofagos J774A.1

COMPUESTO I.S. H37Rv | LS. G122

ICs0 pg/mL IC IC
HO /em1 /em1

H,CO
Ho
OCH, 31.11 0.6222 0.6222
AmDG

OO
5 21.22 0.8488 >0.4244

00
5 23.26 0.9304 0.4652
CFs
Derivado 5
Isoniazida >100 pg/mL >2083.3 >526.31
Rifampicina 32.32 pg/mL 673.3 333.1
Estreptomicina >100 pg/mL >128.2 >64.10
Etambutol >100 pg/mL >32.0 >16
Levofloxacino >100 pg/mL >512 >64
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5.5 Docking con enzima DXR.

El agrupamiento de las conformaciones resultado de la simulacion de
dindmica molecular lo que permite identificar conformaciones de la proteina
que valdria la pena estudiar como posibles conformaciones de los sitios de
union en un estadio de acoplamiento molecular. El agrupamiento de
conformaciones de esta simulacion arrojé 8 estructuras relevantes de la
DXR, las cuales solo las 2 mas numerosas presentan informacion util para

hacer el acoplamiento molecular (Figura 60).

Conformacion a 6.1 ns Conformacion a 8.2 ns
(cluster 1, 80% de la simulacion) (cluster 2, 9% de la simulacién)

Figura 60. Estructuras para acoplamiento molecular

La estructura esta conformada por un dimero y posee dos sitios cataliticos
en donde cada sitio contiene un NADPH, durante la simulacion uno de ellos
fue expulsado. Se realiz6 un analisis de cavidades y tuneles en la estructura
realizado con Caver, el cual indicé que tanto la simulacién como la
presencia del sitio catalitico cambié el tamafio de las cavidades posibles

(Figura 61).
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Conformacién a 6.1 ns Conformacién a 8.2 ns

Figura 61. Conformaciones obtenidas del programa Caver.

La estructura con la conformacion a 8.2 ns representa la estructura mas
relajada y podria constituir a la mas representativa en simulaciones mas
prolongadas. El andlisis permitid identificar dos sitios de unién que
coinciden con el sitio catalitico de la enzima cuando una de las cadenas
carece de cofactor y el otro esta presente, con todo lo anterior se definen 2

sitios de union para 2 conformaciones de la proteina.

El docking se realiz6 utilizando dos programas distintos para tomar en
cuenta diversos factores y posibles conformaciones de union:
AutoDockVina y rDock los cuales nos dan informan: aminoacidos
relevantes para la unidon de los compuestos, caracteristicas estructurales
de los compuestos necesarios para la union, tipo de interacciones posibles

entre los compuestos y la enzima DXR.

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron en situaciones:

e (1-1): cavidad con el sitio catalitico con NADPH conformacion

cerrada.
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(1-2): cavidad del sitio catalitico sin NADPH en conformacion
cerrada.
(2-1): cavidad del sitio catalitico con NADPH en conformacion
relajada.
(2-2): cavidad del sitio catalitico sin NADPH en conformacion

relajada.

Obteniendo diferentes scores en los estudios del acoplamiento molecular

para cada compuesto (Tabla 16).

Tabla 16. Scores de los diferentes compuestos y acoplamiento
molecular.

Deriv.

MIC (mM) Score rDock (kcal/mol) Score AutodockVina
(kcal/mol)
H37Rv | G122 1-1 1-2 2-1 2-2 1-1 |12 | 21| 22

1 0.052 | 0.105 | -198.5 | -194.7 | -218.1 | -2239 | -75 | -79 | -7.5 | -9.1
3 0.105 | 0.105 | -167.6 | -164.5 | -187.5 | -191.7 | -7.8 | -83 | -7.9 | -9.9
4 0.080 | 0.080 | -167.6 | -182.5 | -209.3 | -230.5 | -7.8 | -9.4 | -8.5 | -10.1
5 0.050 | 0.100 | -167.7 | -177.4 | -199.3 | -199.8 | -7.7 | -8.6 | -7.8 | -9.2
6 0.074 | 0.074 | -156.7 | -179.8 | -205.1 | -205.1 | -7.8 | -7.9 | -7.2 | -9.9
7 0.102 | 0.102 | -182.8 | -182.0 | -190.0 | -214.2 | -75 | -74 | -7.5 | -8.8
8 0.077 | 0.077 | -145.9 | -142.3 | -183.3 | -185.7 | -7.1 | -7.3 | -6.8 | -8.8
9 0.114 | 0.114 | -1785 | -1745 | -203.1 | -1979 | -64 | -75 | -88 | -7.8
10 0.092 | 0.092 | -176.9 | -169.1 | -199.7 | -195.2 | -65 | -6.7 | -6.5 | -6.8
11 0.107 | 0.107 | -178.2 | -181.5 | -210.2 | -211.6 | -6.6 | -7.4 | -6.5 | -7.5
13 0.089 | 0.089 | -174.7 | -173.3 | -216.8 | -198.7 | -7.2 | -8.7 | -7.7 | -85
14 0.063 | 0.063 | -48.6 | -115.0 | -150.5 | -164.8 | -7.4 | -9.3 | -9.0 | -9.4
AmDG | 0.151 | 0.151 | -200.6 | -186.1 | -197.8 | -196.8 | -6.8 | -7.0 | -6.6 | -7.7
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Presentaron mayor estabilidad cuando las estructuras estan en la
conformacion mas relajada (2-1. 2-2). La diferencia entre los programas es
que rDock calcul6 que los derivados 1, 4, 5, 6, 11 y 13 (resultados
sombreados en la tabla 16) presentaron scores mas favorables que el
producto natural sin derivar, y en el programa AutodockVina la mayoria de
los derivados presentaron mayor afinidad teodrica que el AmDG. Los
derivados disustituidos 8, 10, 12 y 14 fueron los que presentaron menor
afinidad tedrica que los derivados monosustituidos con los mismos
sustituyentes. Por lo anterior y observando la tendencia de todos los
dockings realizados, los compuestos que mostrarian mejor potencial para

unirse a la enzima DXR serian 1, 4, 5, 6, 11y 13.

El derivado 1 presenta la formaciébn de puentes de hidrogeno con los
metoxilos con el TRP277 y GLY145. El grupo adicionado al AmMDG queda
ligeramente expuesto al solvente (sombras grises) y no parece formar
interacciones relevantes con la proteina solo posibles choques estéricos
con LEU139. ElI ambiente del sitio de unién, que esta por detras del sitio
catalitico, es de naturaleza hidrofébica que son los aminoacidos verdes

(Figura 62).
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Figura 62.Union del derivado 1 en la enzima DXR con dos NADPH.

Cuando la proteina cuenta un cofactor NADPH, el derivado presenta
interacciones n-cation con el ion manganeso, -t con TRP203, n-catidén con
LYS128 y puente de hidrégeno del metoxilo con SER23 (Figura 63). El
conjunto de estas interacciones podria tener potencial para Este derivado
presento actividad contra la cepa de M. tuberculosis, lo que podria ser un
posible mecanismo de accion, por lo que se necesitaria realizar la inhibicion

enzimatica in vitro para corroborar el resultado obtenido en el docking.
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Figura 63. Union del derivado 1 en la enzima DXR con un NADPH.

Para el derivado 4 es el Unico derivado disustituido que presenta
interacciones con la enzima DXR, este presenta la formacion del enlace n-
n del anillo aromético del producto natural con PHE230, puentes de
hidrogeno del metoxilo con el TRP277 y del oxigeno del sustituyente con

ARG279 (Figura 64).
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Figura 64. Union del derivado 4 en la enzima DXR con dos NADPH

Cuando la enzima se encuentra con un cofactor NADPH se forman

interacciones n-nt del anillo aromatico del sustituyente con el TRP203, =-
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cation del anillo aromatico del sustituyente con el MN390, n-cation del
aromatico del AmDG con LYS128 y también forma puentes de H el oxigeno

del sustituyente y GLY47 (Figura 65).

Figura 65. Union del derivado 4 en la enzima DXR con un NADPH.

Por las interacciones que forma el derivado 4 con la enzima DXR podria
ser un potencial inhibidor; pero el en estudio in vitro contra las cepas de M.
tuberculosis presento una concentracion minima inhibitoria >50 pg/mL, esto
se puede deber a la presencia de otros factores que intervengan para que
llegue a esta enzima y poder inhibirla como puede ser el tamafio del
derivado que impida que pueda atravesar las barreras biologicas de la

micobacteria.

El derivado 5 presenta una interaccion =-rt del anillo aromatico del producto

natural con PHE230, este derivado tiene posibles choques estéricos con
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varios residuos del sitio de unién mayormente hidrofébico como oLEU139,

ILE147 y LEU229 (Figura 66).
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Figura 66. Union del derivado 5 en la enzima DXR con dos NADPH.

Cuando el derivado se une a la enzima con un NADPH forma interacciones
n-cation por medio del anillo aromatico del sustituyente con el ion
manganeso y un puente de hidrégeno del hidroxilo libre con ASN212.EI
derivado tiene potenciales contactos estéricos con una gran cantidad de

residuos del sitio catalitico (sombras de color) (Figura 67).
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Figura 67. Unién del derivado 5 en la enzima DXR con un NADPH.
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Este derivado presento moderada actividad contra las cepas M.
tuberculosis H37Rv y G122 con un rango de MIC = 25-50 pg/mL por lo que
este compuesto podria ser guia para realizar una optimizacion de esta

estructura.

El derivado disustituido 6 no presenta interacciones relevantes cuando la
proteina cuenta con los NADPH unidos, inclusive, la estructura toma una
conformacion de pliegue sobre si misma, lo que tendria de consecuencia
la falta de interacciones relevantes. Adicionalmente los grupos presentan
choques estéricos con varios aminoacidos como GLY145y PHE230 (Figura

68).
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Figura 68. Union del derivado 6 en la enzima DXR con dos NADPH.
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El derivado 6 presenta en el sitio catalitico un puente de hidrégeno del
metoxilo con GLY47, exponiendo ligeramente a uno de los grupos al
disolvente. Al igual que la estructura con un NADPH no presenta

interacciones importantes y los grupos trifluorometilfenilcarbonil pueden
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presentar choques estéricos con ILE24, ALA88, LEU104 y LYS128 (Figura

69).
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Figura 69. Union del derivado 6 en la enzima DXR con un NADPH.

Comparando con el compuesto monosustituido que presento actividad
antimicobacteriana. Los resultados de acoplamiento molecular indicarian
que esta pérdida de actividad se debe a que el compuesto ya no interactla
correctamente como los otros compuestos, en particular el ion manganeso
del sitio catalitico o por lo relacionado con las propiedades fisicoquimicas

del compuesto.

Al calcular la union del derivado 11 con la enzima NADPH en su sitio
catalitico no presentd interacciones relevantes, el grupo afiadido esta
expuesto al solvente y podria presentar choques estéricos LEU139 y con

ILE149 (Figura 70).
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Figura 70. Unidn del derivado 11 en la enzima DXR con dos NADPH.

Cuando se calcul6 la unién a la enzima con un NADPH no se presentaron
interacciones relevantes, al igual que cuando se calculé con dos NADPH
podria presentar choques estéricos con GLU153, TRP203 y ASN209

(Figura 71).
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Figura 71. Union del derivado 11 en la enzima DXR con un NADPH.
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Por la presencia de choques estéricos y ninguna interaccion de relevancia
para su union, este compuesto probablemente no permanezca unido a la
enzima el tiempo suficiente para modificar su actividad catalitica. Esto
podria estar relacionado con la baja actividad antimicobacteriana in vitro
gue presenta este compuesto; sin embargo, no se puede descartar otro tipo
de fendmenos, como el hecho que los ésteres fosforicos son
biolégicamente labiles y que dado las condiciones especiales del cultivo de
M. tuberculosis, es posible que en el medio de cultivo se esté hidrolizando
este fosfoéster de forma bioquimica para resultar el fosfato de AmDG, el
cual tendria pocas posibilidades de atravesar las barreras biolégicas y tener

un efecto antimicobacteriano.

El derivado 13 muestra un puente de hidrégeno del sustituyente y GLY145
cuando se encuentran presentes en la enzima ambos NADPH, ademas los
grupos fenilo del sustituyente pueden presentar choques estéricos con

ILE139, GLY145, ILE147 y VAL148 (Figura 72).
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Figura 72. Unidn del derivado 13 en la enzima DXR con dos NADPH.

Cuando la enzima tiene solo un NADPH se presentan puentes de hidrogeno
gue se forma entre el metoxilo con THR21, el hidroxilo con GLY47 y el
sustituyente con ASN218, adicionalmente puede presentar choques

estéricos con ILE24, ALA126, LYS128 y ASN209 (Figura 73).

Figura 73. Unién del derivado 13 en la enzima DXR con un NADPH

Las interacciones que presenta el AmDG con la enzima DXR fueron

puentes de hidrégeno del metoxilo con TRP277 cuando la enzima se
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encuentra con dos NADPH. Pero cuando se evalla las interacciones de la
enzima con un NADPH se observan puentes de hidrégeno del hidroxilo con

AGN127 y n-n del anillo aromético y el ion manganeso (Figura 74).
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Figura 74. Interacciones del AmDG y la enzima DXR

De los derivados evaluados fueron los monosustituidos los que mostraron
mayor afinidad tedrica con la enzima DXR y resultaron ser mas afines que
el producto natural. Por los scores obtenidos la actividad
antimicobacteriana se puede proponer que los grupos afadidos tienen que
formar interacciones con los aminoacidos aromaticos como TRP227,
PHE230 o TRP203 y por otra parte interacciones n-cation como con
LYS128 y ARG279. Los derivados monosustituidos son los que podrian
presentar este tipo de interacciones, a diferencia de los derivados
disustituidos que tuvieron scores mas bajos y esto podria sugerir que existe

poca afinidad con la enzima.

120



Los derivados que presentaron actividad antimicobacteriana in vitro (Tabla
17) son los derivados que mostraron interacciones rw-cation con el ion
manganeso y podria ser el cual podria explicar solo en parte la actividad
antimicobacteriana teniendo como blanco esta enzima. Tomando en cuenta
que el AmDG también presenta interaccion con el ion manganeso y también
presenta actividad contra M. tuberculosis con un MIC= 50 pg/mL y esta
interaccion es compartida con los derivados que presentaron actividad,
para demostrar los resultados obtenidos te6ricamente son necesarios los

estudios in vitro de estos derivados con la enzima.
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Tabla 17. Tipos de unién de los derivados con la enzima DXR con 1y 2

NADPH.
DERIVADO | UNION A CADENA CON | UNION A CADENA CON 1
2 NADPH NADPH
1 Puentes de H entre GLY | r-cation con el ion
145 -OMe manganeso 390
Puentes de H entre TRP | r-x con TRP 203
277 -OMe n-catién con LYS 128
Puente de H con SER 23
4 Puentes de H del Trp n-1 con TRP 203
277- OMe n-cation con el ion
Puentes de H de ARG manganeso
279 — O(Dioxi) (benzodioxolano)
n-t con PHE 230 n-catién con LYS 128
Puentes de H con GLy 47
5 n-t con PHE 230 n-cation con el ion
(AmMDG) manganeso 390
(sustituyente)
Puente de H con ASN 212-
OH
6 No presenta Puentes de H con GLY 47-
interacciones OMe
importantes, toma
conformacion de pliegue
sobre si misma. Ademas,
presentan choques con
varios aminoacidos como
GLY 145y PHE 230
11 No presenta No presenta interacciones
interacciones relevantes, | relevantes, el grupo afiadido
el grupo afiadido esta estd expuesto al solvente y
expuesto al solvente y podria presentar choques
podria presentar choques | estéricos con GLU 153y
estéricos con LEU 139y | TRP 203 y ASN 209
ILE 149
13 Puente de H con GLU Puentes de H entre THR 21-

145

Los grupos fenilo del
fosfoester pueden
presentar choques
estéricos con ILE 139,
GLY 145, ILE 147 y VAL
148

OMe

Puentes de H entre GLY 47-
OH

Puentes de H entre ASN
218-Ofosfita

Puede presentar choques
estéricos con ILE 24, ALA
126, LYS 128 y ASN 209
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DISPOSICION DE RESIDUOS

La disposicion de residuos se realiz6 conforme a las normas establecidas por
la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y por
Reglamento de la Ley General Para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos (LGPGIR) en la Facultad de Ciencias Quimicas y en el Hospital

Universitario, UANL.
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10.

CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se aislé, purific6 y caracterizo6 el AmDG, 5,8,4 -trihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona y 4,4’-dihidroxi-3-metoxi-6,7’-ciclolignano.

Se sintetiz0, purifico y caracterizd el derivado 3,4,4 -trimetoxi-6,7"-
ciclolignano a partir del 4,4’-dihidroxi-3-metoxi-6,7’-ciclolignano

Se sintetizaron a partir del AmDG, purificaron y caracterizaron 12
derivados semisintéticos, incluyendo siete ésteres y cinco fosfatos.
Los derivados semisintéticos no presentaron actividad contra ocho
aislados clinicos de bacterias farmacorresistentes (Ml > 50 ug/mL)
Los ésteres 1y 5, presentaron actividad antimicobacteriana con una
CMI de 25pg/mL contra la cepa H37Rv. El éster 5 present6 actividad
contra la cepa resistente G122 con una CMI de 50 pg/mL.

El fosfato 11 presentd actividad contra las cepas H37Rv y G122 una
CMI de 50 pg/mL.

Los derivados 1 (ICso = 21.22 ug/mL) y 5 (ICso = 23.26 pg/mL) fueron
mas citotoxicos que el AmDG (ICso = 31.11 pg/mL) frente a los
macrofagos J744.

El indice de selectividad para los derivados 1y 5 fue menor que 10 por

lo que no son selectivos para la micobacteria.

. Los resultados del docking indicaron que los ésteres 1, 4,5y 6 y los

fosfatos 11 y 13 mostraron mayor afinidad hacia la enzima DXR que el
AmDG.
Los derivados 1 y 5 que mostraron actividad contra las dos cepas de

M. tuberculosis mostraron también interacciones en el sitio catalitico de
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la enzima DXR lo que podria explicar la actividad antimicobacteriana y
posible mecanismo de accion.

11.Los derivados semi-sintéticos fueron menos activos contra las cepas
bacterianas evaluadas y fueron mas citotoxicos que los farmacos
isoniazida, rifampicina, etambutol y levofloxacina por lo que la hipotesis

se rechaza.
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PERSPECTIVAS:

1. Determinar la actividad enzimatica in vitro de los derivados activos 1,
4, 5, 6, 11 y 13 con la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato

reductoisomerasa (DXR).
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ANEXO

Derivado 1
C i Table
[ Compound Label | RT Mass Abund Formula | Tgt Mass | Diff (ppm) Hits (DB) |
[ Cpd 1: (23 H35 W O5; 0.123] 0,123 4?7.7E| 1039600 T35 i35 N 05 1 77.2515] -D.El |
nd Label 3 RT [Aigorithm [Mass ]
g_"l"uk CHHISNCS  |oh Ha08 Elzl ||=-.c By Formula |477.2515
MS Zoomed Spectum
x10 © Cpd 1: C29 H35 N 05; 0.123: +ESI Scan (rt: 0.107, 0.156, 0.173 min, 3 scans) Frag=175.0V 18-Y
g
1.4 S
o~ Z
B 5+
'I.I;_‘ - § s
0.81 r~
2 *
0.6 o T
@ *
04 5 S
0.2 1 |
04— . : : — 1L . . . e ; . : : :
455 480 465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
Yz [Calc 1y Diff(ppm) z [Abund T
I— 4?8.2537I — 4?&25&5'_“'“ E} 1 I 303107.09) :—:—H'-—
Derivado 4
Compound Table
[ Compound Label I RT I Mass Abund T Formula T Tot Flass Diff (ppm] | Hits (DE) |
[ Tpd 1; C36 H34 O10; 0.133] 0.133] 5282173 50554 T35 HA 010 l er.zlﬁ 3.38| 1]
[Compound Label [m [RT [Rlgorithm [Mass |
g_ffa;: G6HIOI0;  easo51g 0.133 Find By Formula 626.2173

MS Zoomed Spectrum

x10 5 Cpd 1: C36 H34 O10; 0.133: +ESI Scan (rt: 0.100, 0.117, 0.133, 0.150 ... min, 5 scans) Frag=175.
3.5 S 5
R o ®©
ik
3 o
= S 3=
254 n I
N Z
24 3 %
w0 =
1.5 ©
<+ +
19 N~
N T
0.5 N [
0- . o IE‘?LT..‘ Ll : bt B [ J I,

610 615 620 625 630 635 640 645 650 655

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

600 605
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MS Spectrum Peak List

mfz Cale mfz Diff(ppm]) z Abund Ton
627.2245 627.2225 -3.17 1 9460.09](M+H)+
628.2082 628.225% 28.16 1 6016.54](M+H)+
629.2017 629.2287 43.01 1 3937.85](M+H)+
442514 4,249 -3.64 1 15035447 | (M+NH4H+
645.2545 645.2524 -3.29 1 56267.46|(M+NH4)+
646.2572 646.2552 -3.04 1 13605. 12 |[(M+NAA)+
649.2072 649.204 -4.26 1 259466.97 [(M+Na)}+
650.2103 650.2078 -3.87 1 96647.61 |(M+Na)+
651.2124 651.2107 -2.62 1 23672.2](M+Na}+
652.2138 652.2134 -0.54 1 4417.95](M+Na)}+
-— End Of Report —
Compound Table
[ Compound Label RT | Mass | Abund | Formula | Tgt Mass | Diff (ppm) |_Hits (DB]
[ Cpd 1 C28 H20 F3 O5; 0.131] 0.141] 502.1964] 52650 C28 H29 F3 05 [ 502.1967] 0.66] 1)
[Compound Label — [mfz [RT [Algorithm [Mass ]
5"1'1411: B HZIFI05; 555 1856 0.141 Find By Formula 502.1964
MS Zoomed Spectrum
x10 5 |Cpd 1: C28 H29 F3 O5; 0.141: +ESI Scan (rt: 0.108, 0.124, 0.141, 0.157 ... min, 5 scans) Frag=17
© +
n —
1.24 ® ©
- Z
1 wo*
1 o
B
i +
08 ~ =
ST
o~
0.6 1 N =
o o +
S S =
0.4 1 Sz NE=E
g‘, +
0.2 S = |
oA a IIJJIAJ\ Lha o llu | W
T T T T T T T T T T T T T T T T T
480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540 545 550 555
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
miz Calc m/z Diff(ppm) z Abund Ion
503.2039) 503.204 0.19 1 967 1[(M+HI+
504.2078 504.2074 -0.88 1 3701.46[(M+H)+
505.215 505.2103 -9.28 1 1313.61|(M+H)+
520.2297 520.2305) 1.66 1 33312.89|(M+NH4)+
521.2333 521.2339 1.02 1 11433.37|(M+NH4)+
522.2447 522.2367 -15.24 1 297949 |[M+NAA)+
525.1856 525.1859 0.68 1 92650.05 [(M+Na)+
526.1884 526.1893) 1.74 1 30775.37 [(M+Na)+
527.1923 527.1323 -0.17 1 5608.36|(M+Na)+
528.1967 528.195 -3.16 1 65L.71[(M+Na)+
-~ End Of Report —
Compound Table
[ Compound Label "T Mass Abund T Formula [ ToiMass | Dff(pom) | A (0B) |
| Cpd 1: C36 H32 F6 O8; 0.134] 0.134] 674.2138| 19157 C36 H32 F6 06 674.2103] 5.25] 1]
[Compound Label — [m/z [RT [Algorithm [Mass ]
g“fM“ GO HIZFE 06 |e7e 5303 0134 |F|nd By Formula 674.2138
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MS Zoomed Spectrum

%10 5 |Cpd 1: C36 H32 F6 O6; 0.134: +ESI Scan (r1: 0.101, 0.118, 0.134, 0.151 ... min, 5 scans) Frag=17
~
81 5
=
+ o
61 sy T
< I oo+
N Z O
41 ~Nt 2
RSN
8 .4 32
21 NT
n +
~ = l
650 655 660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 V15 720 725
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
mfz Calc mfz Diff(ppm}) z Abund Ion
£75.2203 575.2176 705 T T9157.02|(MTH) T
676.2220 676.221] 264 T 5306.64|(M+H)+
£92.2479 6922441 547 1 306166.81 |(M+NHA)+
693.2508 693.2475 382 1 124382.14|(M+NHa)+
694.2534 5942505 316 1 2642171 |(M+NHA)+
695.2564 605.2533 34 T 749721 [(M+NAA )£ |
£97.2032 697.1995 5.3] T 23857116 |(M+Na)+
698.2062 5902029 460 1 91374.6|(M+Na)+
£99.2086 599.206) 3.73 1 19825.83|(M+Na)+
700.2119 700.2088 336 1 3651.06](M+Na)+
-— End Of Report —
Derivado 7
Compound Table
I Compound Label T T Tass Abund T Formula [ TotMas | DWf(ppm] | ARs(DB) |
| Cpd 1: Cal Hag 05; 0.137] 0.137| 4902753' 354192| C31H38 05 | 480.2715] 7.83] 1)
[Compound Label — [m/z [RT [Blgorithm [Mass |
g_“l‘j; GLHBOS 5132637 0.137 |F|nd By Formula 490.2758
MS Zoomed Spectrum
%10 5 Cpd 1: C31 H38 O&; 0.137: +ESI Scan (rt: 0.104, 0.121, 0.137, 0.154 min, 4 scans) Frag=175.0V
51 ~
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=
14
D T T T T T T ll T t T h\‘ L |‘II \Il T . T T T T T
465 470 475 480 485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540 545

MS Spectrum Peak List

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

mfz Calc mfz Diff{ppm) z Abund Ton
3512664 3512792 ~13.75] T 12260624 |(M+A)+
4522907 352.2826 “16.41] 1 43863.71|(M+H)+
4532937 453.285 -16.41] 1 1546121 |[MHH)+
508.3068 508.3057 ~6.01] 1 161751 16|(M+NH4)H]
5093114 509.3091 4.65] 1 56525.25|(M+NH4 )+
510,326 510.3121 ~28.18| T T2115.51|(M+NA 5|
513.2637 513.2611 -5.03] 1 354191,66|(M+Na)+
513.2666 5132695 .05] 1 122582.65|(M+Naj+
515.2715 515.2675 7.7 1 25399.0L|(M+Na)+
516.276 5162708 -10.81] 1 3300.33|(M+Na)+

— End Of Report —
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Derivado 8

Compound Table

[ Compound Label RT I Fass Abund T Formula T Tot Fass [ Dt (pem) [ His(DB) |
[ Cpd 1: C42 H50 08; 0.138 0.138] ssu‘as—sl 360130 T2 H50 06 | 50,3507 3| 7
[Compound Label [m |RT [Algorithm [Mass |
S.D1d361: CA2H5006;  |g73.3543 0.136 |Fmd By Formula |650.365
x10 5 Cpd 1: C42 H50 O6; 0.136: + FBF Spectrum (rt: 0.103-0.16S min) 18-YRG-037-8_HRMS_r001.d
T oo+
5 eIaw
(=2} W Z
DZ o+
4+ w + ~=
gz °
3_
29 o
o+
M~ —
14 o T
o
e Ml
0- T T T T T | — T T T I T T T T T T
625 630 635 640 645 650 655 660 665 670 675 680 685 690 695 7J00 705
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
mz z Abund _l_nm
513737 T S (e
65237489 T 155012 | (M H)T
668.399| 1 36519441 |(M+NHa)+
£65.4019 T 17725506 | (M NFA) -
670.405| 1 44956.17 |(M+NH4)+
B7La07 T EEE (R
BEEEE T 35013556 (M N+
743572 T 16759281 | (MNa)+
575.3508 T FT06A| (M) +
£76.3627| 1 T3733|(MNa) T |
Derivado 9
Compound Table
[ Compound Label ’T I Fass Abund T Formula T Tot Fiass [ Dt (ppm Hits (DE]
[ Cpd 1: C22 H31 07 P; 0.097) 0.157] EEERE | 1318538 22 HELO7 P | 738.1607 058 7
[Compound Label [miz |RT | Algorithm [Mass |
g_"f's;: C2HIO7TP;  lagy 1701 0.137 Find By Formula 438.181
MS Zoomed Spectrum
x10 6 Cpd 1: C22H31 O7 P; 0.137: +ESI Scan (rt: 0.104, 0.170, 0.187 min, 3 scans) Frag=175.0V 18-Y
J -
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- Z
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= T =
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oz
0.25 g é
S A
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
[z [Glcmz _IDiﬂ(ppm] [z [Abund Ton |
[ EEERGED | EERES S | e [ |
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Derivado 10

Compound Table

[ ‘Compound Label | RT | Mass | ‘Abund | Formula | Tgt Mass | Diff (ppm) [ Hits (DB)

[ Cpd 2: C24 H36 010 P2; 0.141] 0.141] 546.1781] 872367] €24 H36 010 P2 | 546.1784| -0.52] 1)
[Compound Label [miz [RT [Algorithm [Mass |

g”ﬂf‘ C24 H36 010 P2} |eg 174 |o.141 Find By Formula 546.1781 ‘

MS Zoomed Spectrum

%10 6 [Cpd 2: C24 H36 O10 P2; 0.141: +ESI Scan (rt: 0.108, 0.174, 0.191, 0.207 min, 4 scans) Frag=175
<+ +
1.21 ST
- Z
11 o +
8=
0.8
0.6 1 D+
2T x
0.4 ~ + =3
5= Nz
0.2 1 gé
0 : L. e L

520 525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Spectrum Peak List

mfz Calc m/z Diff( ppm) z Abund Ton

547.1853 547.1856) 0.68 1 230009.33[(M+H)+

548.1884 548.1891 113 1 60575.47 | (M+H)+

549.1913 549.15915) 0.41 1 12899.78](M+H)+

550.1958 550.1842] -2.87 1 2327.58|(M+H)+

S64.2114 564.2122] 1.34 1 3195132 [M+NH4)+

565.215 565.2155) 0.57 1 8913.17| (M+NH2)+]

569.1674 569.1676) 0.3 1 672366.88| (M+Na)+

570.1706 570.171 0.63 1 238607.64| (M+Na)+

571.1727 571.1735) 1.4 1 43664.46|(M+Na)+

572.1761 572.1761] 0.08 1 5963.51|[M+Na)+
-— End Of Report —
Compound Table

Compound Label RT Mass I Abund ] Formula I Tot Mass [ Dif(ppm) | His(0B) |

[ Cpd 1: C24 H35 O7 F; 0.139 0.138 66,2121 Ti17474] C24H3507 | 366212 03] 1
[Compound Label _ [m/z [RT [Rlgorithm [Fass |
g"ldsé': Q4HI507F; |459.2013 |u.135 Find By Formula 466.2121

MS Zoomed Spectrum

%10 6 Cpd 1: C24 H35 O7 P; 0.138: +ESI Scan (rt: 0.105, 0.171, 0.188 min, 3 scans) Frag=175.0V 18-Y
™+
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N Z
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0.5 SE
0.25 4
0 L. n
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List

[z [Glcmiz [Difi(ppm] [z [fbund [fon
[ 7672195 67,215 R I | 67325 16| (MHH)F |
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Derivado 13

Compound Table

Compound Lal | RT | Mass Abund | Formula | Tot Mass | Diff (ppm) | Hits (DB) |
[ Tpd 1 C32 F3s 07 P 0,171 [EH| B | e TRREOTP 2| | |
[Fompound Label — [m/z TRT TAlgorithm [Mass ]
;“l‘jm“ G2HIS07P; oe32935 0121 |F|nd By Formula 562.2167 |

MS Zoomed Spectrum

%10 5 Cpd 1: C32 H35 O7 P; 0.121: +ESI Scan (rt: 0.104, 0.121, 0.137, 0.154 ... min, 5 scans) Frag=175
)
8 =
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64 Ire)
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0 4
8T
21 o ¥
8=
ol e L
540 545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605 610 615
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
[z [Glcmz [Dift(ppm) [z [Abund [on ]
Derivado 14
Compound Table
Compound Label RT I Mass Abund I Formula [ TgtWass | D#f(ppm) Hits (DB)_|
[ Cpd 1: C44 H#4 010 PZ; 0.121] 0.121] 7542464 60654 C43 H44 010 P2 74241 | Q.SEI 1)
[Compound Label — [mjz [RT [Algorithm [Mass ]
gﬁdnl: G343 H44 D10 P2y |aae 554 0.121 |F|nd By Formulz 794.2484 ‘
MS Zoomed Spectrum
x10 © Cpd 1: C44 H44 O10 P2; 0.121: +ESI Scan (rt: 0.105, 0.138, 0.155, 0.171 min, 4 scans) Frag=175
144 ~o*
5T
121 Nz
14 = =
0.8 A
0.6 . X
b
] . o I
04 g T g >
021 DS N2
R= %=
0- ‘ ‘ ‘ ‘ —l T ‘ — I]‘.' — ‘ T ‘ ‘ T
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
mfz Calc m/z Diff(ppm) z Abund Ton
7952548 7952962 82 T 5065431 [[M+H)+
796.2581 796.2516 8.06 1 30568.21|(M+H)+
797.26 797.2546 6.74 1 §309.65|(M+H)+
B12.2811 812.2748 774 T 57790.56 | (M+NHA) 3]
813.2848 813.2781 516 1 29213.01[(M+NHA)3]
14,2568 B15.2811 597 T 301654 [[MENAA T |
B17.2377 B17.2302 514 T 979412.5|(M+Na)+
818.2416 818.2336 982 1 468174.81|(M+Na)+
819.2436 §19.2366 857 1 128600.08|(M+Na)+
820.2458 §20.2395 777 1 26268.74|(M+Na)+
--- End Of Report —
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Derivado 15

Compound Table

[ Compound Label RT Mass I Abund Formula T Tot Mass I Diff (ppm) [ hits (oB) |
[ Cpd 1: C21 H26 03; 0.578] DE?FI 326.1671] 1176332| C21H26 03 | 326.1882| -3.36] 1
[Compound Label — [mfz [RT [Algorithm [Mass ]
g_";é: QIHBO% 351802 |u.5m Find By Formula 326.1871
MS Zoomed Spectrum
%10 6 Cpd 1: C21 H26 O3; 0.578: -ESI Scan (rt: 0.396, 0.413, 0.429, 0.446 ... min, 13 scans) Frag=175.
1.75 1 o~
2 .
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Spectrum Peak List
mfz Calc m/z Diff(ppm) z Abund Ton
325.1802 325.1809| 2.28] 1 1176331.75](M-H)-
326.1833 326.1843] 3.01] 1 247303.11|(M-H)-
327.179%4 327.1872| 23.87 1 67036.16](M-H)-
385.2111 385.202] -23.54 1 422.26](M+CH3C00)-
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