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RESUMEN
Karen Yuhaina Reyes Melo Fecha de graduacion: Noviembre 2015
Universidad Autbnoma de Nuevo Leén

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: SINTESIS, ELUCIDACION ESTRUCTURAL Y EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTITUBERCULOSA in vitro DE ANALOGOS
DEL ACIDO meso-DIHIDROGUAIARETICO

Numero de paginas:150 Candidato para el grado de Maestria en Ciencias
con Orientacion en Farmacia.

Area de estudio: Farmacia
Propésito y método de estudio:

Las infecciones de las vias respiratorias inferiores causaron 3.1 millones de muertes en
todo el mundo en el afo 2012, situandose asi en el cuarto lugar dentro de las diez
principales causas de muerte. A pesar de que existen terapias para combatir este tipo
de enfermedades, nos encontramos ante el problema de la resistencia a diferentes
antibacterianos. A partir de los afios 70’s este proceso se esta acelerando debido a la
presion selectiva ejercida por el amplio uso de los farmacos antibacterianos y las
grandes empresas farmacéuticas en los ultimos afios no han invertido mucho en el
desarrollo de nuevos antibacterianos. Es por estas razones que los grupos de
investigacion deben apoyar en la busqueda de nuevas moléculas con potencial para
desarrollarse como futuros farmacos antibacterianos. Una de las estrategias para el
descubrimiento de nuevas moléculas con diferentes actividades es a través de la
busqueda de productos naturales bioactivos. Estas moléculas a su vez pueden
modificarse a través de semi-sintesis organica, esto con la finalidad de mejorar su
actividad y disminuir su toxicidad, y no solamente eso, si no que al obtener diferentes
analogos, permite realizar un andlisis de la relacion estructura quimica-actividad
biologica que permite posteriormente el disefio de farmacos de forma racional. Es por
esto que en este proyecto se realizd la semi-sintesis de analogos del acido meso-
dihidroguaiarético (AmDG), un producto natural que se encuentra en muchas plantas,
entre ellas Larrea tridentata, dicho producto natural posee actividad antibacteriana y
antituberculosa in vitro. Los analogos del AmDG se evaluaron sobre cepas de
diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas que son resistentes a diferentes
antibacterianos. Se evalu6 la actividad antituberculosa in vitro en cepas de aislados
clinicos multifarmaco resistentes y una cepa sensible a todos los farmacos
antituberculosos de primera linea. Se evalud la citotoxicidad de los analogos mas
activos sobre células Vero para determinar la Concentracién Inhibitoria Media (Clsg) y
posteriormente se calcularon sus indices de selectividad (IS). Finalmente con todos
estos datos se realizé un analisis de la estructura quimica-actividad biologica de los
analogos obtenidos.
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Conclusiones y contribuciones:

Se sintetizaron, purificaron y elucidaron estructuralmente 28 nuevos analogos del
AmDG, de los cuales 18 fueron ésteres, 2 éteres y 8 aminoéteres. Ocho analogos de
AmDG (KRM-3m, KRM-4m, KRM-5m, KRM-8m, KRM-10m, KRM-13d, KRM-15m vy
KRM-15d) presentaron actividad antibacteriana moderada solamente sobre cepas de
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Staphylococcus haemolyticus resistente a linezolid, Staphylococcus epidermis
resistente a linezolid y Enterococcus faecium resistente a vancomicina) con valores de
CMI en el rango de 25 a 50 pyg/ml. Los aminoéteres KRM-15m y KRM-15d presentaron
el mejor espectro de accion ya que fueron activos contra S. aureus RM, S.
haemolyticus RL, y E. faecium RV., con CMI de 50 pg/ml. Estos analogos también
presentaron mejor actividad sobre E. faecium RV que el farmaco de referencia
levofloxacina (CMI >50 ug/l), aunque sus IS fueron menores de 10, indicando asi que
son citotéxicos y poco selectivos a las bacterias.

Por otro lado 16 analogos (KRM-1m, KRM-2m, KRM-3m, KRM-3d, KRM-4m, KRM-7m,
KRM-8m, KRM-8d, KRM-10m, KRM-12m, KRM-12d, KRM-13d, KRM-14m, KRM-14d,
KRM-15m y KRM-15d) presentaron actividad antituberculosa in vitro, con actividad
entre moderada y buena. Los ésteres del AmDG presentaron actividades moderadas
(CMI 12.5-50 ug/ml) tanto para las cepas MFR como para la cepa sensible H37Ryv,
ademas presentaron IS <10 siendo poco selectivos para las bacterias. Los aminoéteres
presentaron actividades entre buena (CMI 3.125-6.25 pug/ml) y moderada CMI 12.5-50
pg/ml), siendo los aminoéteres KRM-12d y KRM-12d los que presentaron mejor
actividad e 1S>10. El aminoéter KRM-12d presenté una CMI de 6.25 ug/ml, lo que
equivale a dos veces menos la potencia de etambutol, pero con un IS >77. El
aminoéter KRM-15d presenté una CMI igual a la de etambutol (CMI 3.125 pg/ml) con
un IS de 23.43. Estos aminoéteres son candidatos para desarrollarse como farmacos
anti-tuberculosos debido a que son selectivos para la bacteria y no son citotéxicos.
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CAPITULO |

1.INTRODUCCION

1.1. LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Las enfermedades infecciosas son causadas por diferentes agentes patdégenos
como virus, bacterias, hongos y parasitos. Estas enfermedades son un
problema de salud importante a nivel mundial, sobre todo en paises con
ingresos bajos. Las enfermedades de las vias respiratorias inferiores, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), las enfermedades diarreicas,
la malaria y la tuberculosis (TB) en conjunto representan casi un tercio de las
causas de muerte en estos paises. Mientras que en paises con altos ingresos
las enfermedades infecciosas que causan mas muertes son las de las vias
respiratorias inferiores. Las infecciones de las vias respiratorias inferiores
causaron 3.1 millones de muertes en todo el mundo en el afio 2012, situandose
asi en el cuarto lugar dentro de las diez principales causas de muerte. "2 A
pesar de que existen terapias para combatir la mayoria de este tipo de
enfermedades, queda claro que no es un problema resuelto y es importante que

los grupos de investigacion contribuyan con la solucion de este problema.



1.2. LA RESISTENCIA A ANTIBACTERIANOS

Por méas de 60 afos los farmacos antibacterianos se han considerado la cura
para casi todas las infecciones bacterianas, y aunque si lo han sido durante un
tiempo, nos encontramos que, tras el desarrollo de un nuevo farmaco
antibacteriano le sigue la aparicion de cepas resistentes a éste. El desarrollo de
la resistencia es un proceso evolutivo normal de los microorganismos (Figura
1).3* A partir de los afios 70’s este proceso se esta acelerando debido a la

presion selectiva ejercida por el amplio uso de los farmacos antibacterianos.

L 2. ; 4

Enuna poblacion de Antibacterianos matan Las bacterias farmaco Algunas bacterias
bacterias algunas pocas bacterias que causan resistentes ahora creceny | comparten su informacion
sonresistentes a los enfermedades, pero algunas| puede infectar nuevamente. | sobre sus mecanismos de
farmacos. no son eliminadas. resistencia.
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Figura 1. Proceso general de resistencia a antibacterianos.

El uso inadecuado de los antimicrobianos es uno de los factores determinantes
para la resistencia, a ello contribuyen el uso excesivo, insuficiente e inapropiado
de los mismos. En la ganaderia al utilizarse dosis sub-terapéuticas de
antibiéticos para fomentar el crecimiento o prevenir enfermedades en los
animales, se favorece la aparicibn de microorganismos resistentes que se
transmiten al ser humano.® La cantidad de microorganismos que han

desarrollado resistencia a diferentes antibacterianos va cada vez en incremento



y pueden contraerse en hospitales, en la comunidad o incluso de animales (ver

Tabla 1).°

Tabla 1. Especies de bacterias patdgenas que han adquirido resistencia a uno o0 mas
antibiéticos (OMS).

Medio de Bacterias
adquisicion

Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae,

Extrahospitalario Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae.

Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium y Enterococcus
Hospitalario faecalis, Escherichia  coli,  Klebsiella  pneumoniae, = Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia.

Zoonosis Campylobacter spp. y Salmonella spp.

En el ano 2014, el primer reporte de la OMS sobre la resistencia a los
antimicrobianos, remarca algunas bacterias como de importancia internacional:
E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. pneumoniae, Salmonella no tifoidea,
especies de Shigella, N. gonorrhoeae y M. tuberculosis. Estas bacterias tienen
un impacto significante en la salud publica en todo el mundo debido a que

comunmente son adquiridas en hospitales, en la comunidad, o ambos.

Sin lugar a dudas es de suma importancia la busqueda de nuevas moléculas
con actividad antibacteriana y de ser posible con mecanismos de accién
diferentes a los ya conocidos’ (Tabla 2), para asi poder hacer frente a este

problema de salud mundial.?

En 1993, la OMS consider6 a la TB una emergencia a nivel mundial debido a
que esta enfermedad se ha asociado con el virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH)/SIDA y a la aparicién de cepas de M. tuberculosis resistentes a




los farmacos de primera y segunda linea (Tabla 3). Actualmente, la TB se ubica

como la segunda causa de muerte por enfermedad infecciosa en todo el

mundo. Tan solo en el afio 2013 se estima que hubo 9 millones de casos de TB

y 1.4 millones de muertes por TB. En 2013 se estimé que 480,000 personas

desarrollaron TB resistente a farmacos (TB-MFR). En la TB-MFR, se presenta

resistencia a los dos farmacos que son actualmente los mas efectivos,

isoniazida y rifampicina y por lo tanto, requiere de un tratamiento que es

costoso y puede tener graves efectos secundarios.®°

Tabla 2. Principales clases de antibacterianos y sus mecanismos de accion.

Clase

Ejemplo

Mecanismo de accion

Aminoglucésidos

Gentamicina

Inhibicion de la sintesis de proteinas.

Inhibidores de beta-
lactamasas

Acido clavulanico

Inhibicion de la sintesis de la pared
celular.

Carbapenémicos

Imipenem

Inhibiciéon de la sintesis de la pared
celular.

Cefalosporinas

Cefepima, Ceftriaxona

Inhibicién de la sintesis de la pared
celular.

Fluoroquinolonas

Levofloxacina

Inhibicion de la sintesis de DNA

Glicopéptidos

Vancomicina

Inhibicion de la sintesis de la pared
celular.

Cetolidos Teletromicina Inhibicién de la sintesis de proteinas.

Lincosaminas Clindamicina Inhibicién de la sintesis de proteinas.

Oxazolidinonas Linezolid Inhibicién de la sintesis de proteinas.

Macrélidos Eritromicina, Inhibicion de la sintesis de proteinas.

Azitromicina.

Beta-lactamas monociclicas | Aztreonam Inhibicion de la sintesis de la pared
celular.

Penicilinas Ampicilina Inhibicion de la sintesis de la pared
celular.

Fenicoles Cloramfenicoles Inhibicién de la sintesis de proteinas.

Estreptograminas

Dalfopristina

Inhibicion de la sintesis de proteinas.

Sulfonamidas

Sulfametoxazol

Inhibicién de la sintesis de acido
folico.




Tabla 3. Farmacos de primera y segunda linea para TB y sus mecanismos de accion.

Farmacos de primera

linea Mecanismo de accién
Isoniazida Inhibicion de la sintesis de acidos micolicos.
. o Inhibicién de la RNA polimerasa, inhibiendo el proceso de
Rifampicina L
transcripcion
o . Disminucion de los niveles 6ptimos de pH celular, inhibiendo asi
Pirazinamida o .
la &cido graso sintasa y el transporte de membrana
Etambutol Inhibicion de la sintesis de arabinogalactanos y arabinomananos

Inhibicidon de la sintesis de proteinas uniéndose a un sitio activo

Estreptomicina . )
de rRNA 16S en la subunidad ribosomal 30s.

Farmacos de segunda

) Mecanismo de accion
linea

Levofloxacino o L L o
) Inhibicién de la replicacion y transcripcion, al inhibir la DNA
Monofloxacino

girasa.
Ofloxacino
Kanamicina Interferencia en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la
Amikacina subunidad ribosomal 30s .
Cicloserina Inhibicion de la sintesis de pared celular.

Otros datos preocupantes son los reportes de M. tuberculosis extremadamente
resistente a farmacos (XFR-TB), que se define como la TB-MFR con resistencia
adicional a cualquier fluoroquinolona y cualquier medicamento inyectable de
segunda linea como la kanamicina y amikacina. La XFR-TB se destacé como
una amenaza global para la salud publica en el afno 2006, especialmente en los
paises de alta prevalencia del VIH. Estas cepas ya han sido identificadas en

100 paises."

En México durante el ano 2014 se reportaron 18, 793 casos nuevos de TB, de

los cuales 15, 714 corresponden a TB pulmonar, mientras que se reportaron




2,531 defunciones en 2011 por esta causa. El nUmero de casos prevalentes de

TB-MFR fue de 161 casos hasta 2012."?

1.3. BUSQUEDA DE NUEVAS MOLECULAS CON ACTIVIDAD

FARMACOLOGICA.

En la busqueda y desarrollo de nuevas moléculas con diferentes actividades

farmacoldgicas se pueden tomar en cuenta tres objetivos importantes, que son

buscar y desarrollar farmacos mas potentes, mas selectivos y menos toxicos.

En el intento por encontrar 0 mejorar estas propiedades en los farmacos se

consideran cuatro estrategias de investigacion:

1.

Estudio u observacion fortuita de los efectos bioldgicos de
productos de origen natural o sintético. Como ejemplo de esto

tenemos el descubrimiento de la penicilina en 1928.

2. Cribado sistematico de familias de compuestos generalmente

elegidas al azar, en determinados ensayos biologicos o
bioquimicos. Consiste en someter moléculas de origen natural o
sintético a ensayos bioldgicos de actividad, sin una hipdtesis previa sobre
su posible potencial terapéutico o farmacolégico.

Mejora de los farmacos ya existentes. Esta estrategia tiene como
finalidad mejorar el perfil terapéutico o toxicoldégico de un farmaco y
mejorar sus propiedades fisicoquimicas. Para ello hay tres estrategias
principales:

a. Estudio de los efectos secundarios.

b. Estudio de los metabolitos del farmaco.



c. Estudio de intermediarios de sintesis.
d. Modificacion estructural de farmacos conocidos.

4. Diseno racional, basado en la analogia estructural de un ligando
endogeno o en la generacidn de colecciones de compuestos a partir
de una diana terapéutica determinada. Es necesario el conocimiento
del proceso bioquimico responsable de la disfuncién que se pretende
combatir. Asi también se pueden proponer disefios a partir de datos

estructurales del propio receptor.'®'*

Una de las estrategias que nos pueden dar resultados mas rapidos es la mejora
de moléculas de las cuales ya se conoce su actividad. La molécula que tiene
cierta propiedad farmacolégica y a partir de la cual se realizardn las
modificaciones se le llama cabeza de serie o compuesto lider. Al modificar
estructuralmente al compuesto lider también estarda cambiando su efecto
farmacolégico ya sea potencidndose o atenuandose, asi como su solubilidad,
reactividad quimica, estabilidad, o su metabolismo in vivo, entre otras

propiedades.

Modificaciones como la homologacién en las cadenas alquilicas, cambios en el
tamano del anillo e isbmeros de posicion en anillos son algunas de las
modificaciones mas frecuentes, ya que cuando no se conoce el sitio activo del
compuesto lider, este tipo de modificaciones generales pueden indicarnos qué
tipo de cambios mejoran la actividad o la disminuyen y asi ir dirigiendo la

sintesis de analogos a modificaciones mas especificas que finalmente nos



haran llegar a la obtencién de una molécula o serie de moléculas con las

propiedades deseadas.

Como ya se habia mencionado, uno de los objetivos de la quimica medicinal es
lograr que los farmacos sean menos toxicos. Asi tenemos que si una molécula
presenta una actividad muy buena pero es muy toxica, no cumplira con el
objetivo de ser un farmaco seguro y por tanto no llega a ser un candidato
potencial para desarrollarse como medicamento. Es por esto que el
conocimiento de la citotoxicidad es importante para el desarrollo de moléculas

que brinden un efecto terapéutico deseado y sean seguras.



CAPITULO Il

2. ANTECEDENTES

2.1. BUSQUEDA DE NUEVOS AGENTES ANTIBACTERIANOS vy

ANTITUBERCULOSOS EN Larrea tridentata.

En estudios previos nuestro grupo de investigacién evaludé los extractos

hexanico, cloroférmico, metandlico y acuoso de las partes aéreas de L.

tridentata, y se encontré que el extracto cloroférmico presenté actividad hacia

M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis H37Rv farmaco-resistentes (Tabla 4).'°

En un estudio posterior se observé que el extracto cloroformico de L.

tridentata también presentd actividad hacia diferentes bacterias responsables

de infecciones en las vias respiratorias inferiores (Tabla 4)."®

Tabla 4. Actividad del extracto cloroférmico de L. tridentata contra diferentes bacterias
causantes de enfermedades de las vias respiratorias inferiores.

Concentracion Minima

Bacteria Clave
Inhibitoria (CMI) en pg/ml

M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 200
M. tuberculosis resistente a rifampicina ATCC 35838 100-200
M. tuberculosis resistente a isoniazida ATCC 35822 100-200

M. tuberculosis resistente a estreptomicina ATCC 35820 100
M. tuberculosis resistente a etambutol ATCC 35837 100-200

S. pneumoniae ATCC 49619 31.25
E. faecalis ATCC 29212 250
S. aureus ATCC BAA-44 125




2.2. EL ACIDO meso-DIHIDROGUAIARETICO

Favela-Hernandez y colaboradores basandose en los antecedentes de actividad
antibacteriana y antituberculosa que presentaba L. tridentata, reportaron en el
ano 2012 el aislamiento y caracterizacion estructural de tres lignanos y cuatro
flavonoides de esta planta, los cuales fueron evaluados para su actividad
antibacteriana y antituberculosa, encontrandose que el &cido meso-
dihidroguaiarético (AmDG) presenté actividad hacia S. aureus resistente a
meticilina (RM), M. tuberculosis H37Rv y aislados clinicos de M. tuberculosis

MFR (Tabla 5)."

Tabla 5. Actividad antibacteriana y antituberculosa del acido meso-dihidroguiarético

Bacteria CMI pg/ml
S. aureus RM ATCC (BAA-44) 50
M. tuberculosis H37Rv ATCC (27294) 50
Aislados clinicos de M. tuberculosis MFR 1(2n335)0

El AmDG es un lignano obtenido de la planta L. tridentata asi como de otras
plantas como Machilus thunbergii'®, Beilshmiedia tsangi'®>, Machilus

wangchiana®®,  Myristica fragans®'??,  Saurus chinensis®®, Schisandra

24-25 | 26

sphenanthera™ <", entre otras. Presenta un peso molecular de 330.41 g/mo
Su estructura consiste en dos anillos aromaticos disustituidos con un grupo
hidroxilo y un metoxilo, estos anillos a su vez estan unidos por una cadena

alifatica de cuatro carbonos y dos grupos metilo centrales (Figura 3).
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Figura 3. Acido meso-dihidroguaiarético

2.3. POSIBLE MECANISMO DE ACCION DEL AmDG SOBRE M.
tuberculosis H37Rv

En otro trabajo realizado por nuestro equipo de investigacion se realizaron
aportaciones al posible mecanismo de accién del AmDG. Mediante el uso de
microarreglos se busc6 determinar qué genes estaban siendo afectados por el

AmDG.

Los resultados obtenidos mostraron la sobre-expresion de genes que codifican
para la enzima Coenzima A transferasa (CoA transferasa-Mt) que participa
principalmente en dos rutas. Una de ellas es la ruta de la degradacién del
geraniol donde la CoA transferasa tiene la funcién de convertir el &cido geranico
a trans-geranil-CoA. Por otro lado en la ruta del 2-metilnaftaleno, la CoA
tranferasa cataliza dos reacciones, una es la conversién del acido naftil-2-
metilsuccinico a naftil-2-metil succinil-CoA y la otra es la transformacion de 2-

naftoil-CoA a 2-naftoato.?’

11
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Figura 4. Rutas en las que interviene CoA transferasa

Se sugiri6 que el AmDG actua sobre M. tuberculosis teniendo como blanco
farmacolégico la CoA transferasa del gen Rv3551. EIl AmDG inhibe a esta
enzima, lo que provoca que geraniol no puede ser degradado, haciendo que
este ultimo se acumule en el interior de la micobacteria a altos niveles que
llegan a ser téxicos. Altas concentraciones de este monoterpeno ocasionan
dano a nivel de membrana celular generando alteracion en los procesos

celulares y la posterior muerte del microorganismo.

Se evalué el posible modo de uniéon del AmDG en Coenzima A transferasa de

M. tuberculosis (CoAt-Mt). (Figura 5).28

Figura 5. Posible modo de unién de la
molécula de AmDG en la CoA-Mt
unida al sitio activo.®
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Los resultados del docking muestran que la molécula de AmDG se une a la

val20b a'; 1 ..0
/7Tm(§ 4 o Phe72a
Thr26h
’(

Cs
Phel18b
Pro24h

Met91h s

10
C19

o] 1le104b

03

%’rgmh

.( Asn27b

Figura 6. Prediccion de interacciones de
la molécula de AmDG en la CoAt-Mt
uniendo al sitio por estudios de docking.
Las lineas verdes representan puentes
de hidrégeno y sus distancias y los
residuos con lineas rojas median
interacciones por contactos de Van der
Waals.?’

cavidad de la CoAt-Mt que pertenece a
su sitio activo. Los resultados mostraron
que AmDG interactia con residuos
Trp25, Phe72, y Asp76 de la subunidad
alfa (a), y Pro24, Thr26, Asn27, Met91,
Gly92, lle104, Phe 118, Val1i20 vy
Arg121 de la subunidad beta (b). Las
uniones en los residuos de Asp76a y
Asn27b con el AmDG son mediadas por
puentes de hidrogeno, mientras que las
otras se dan por interacciones de van

der Waals (Figura 6).%

Conociendo que el AmDG presenta
actividad antibacteriana y
antituberculosa y que ademas propone
un nuevo mecanismo de accion, hace

suponer que la obtencion de nuevos

analogos derivados de este producto natural podrian presentar mejor actividad

antibacteriana y/o antituberculosa y a su vez nos puede indicar el camino para

la generacion de nuevos farmacos para combatir esta problematica mundial.
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2.4. OBTENCION DE DERIVADOS PARA MEJORAR LA ACTIVIDAD DE
MOLECULAS DE INTERES.

La resistencia a antibacterianos va en aumento de forma acelerada provocando
preocupacion alrededor de todo el mundo. Una de las formas de ayudar a
combatir este problema es a través del descubrimiento y desarrollo de nuevas
moléculas con actividad antibacteriana que presenten un mecanismo de accién
diferente a los ya conocidos. En este sentido se investiga en la obtencién de
derivados a partir de productos naturales o de moléculas de origen sintético.
Algunos derivados de interés son los ésteres y adicion de grupos alquilo y
alquilamina, los cuales cambian las propiedades originales de la molécula y a
su vez los diferentes grupos funcionales que se pueden introducir por sus
caracteristicas pueden favorecer la actividad aumentando o disminuyendo la
toxicidad de alguna molécula con una actividad ya conocida. Como ejemplo
tenemos la obtencién de ésteres a partir de (-)-epicatequina, dicho producto
natural no presentaba actividad a 200 ug/ml contra S. aureus resistente a
meticilina (RM) y E. faecalis resistente a vancomicina (RV), al obtener los
ésteres de este producto natural mejoré la actividad de forma significativa

logrando actividades menores a 200 pg/ml.%°

Otro ejemplo es la obtencion de
derivados del 4cido mulinélico encontrandose que el éster de metilo tuvo mejor
actividad antituberculosa que el producto natural.*® En el caso de los derivados
esterificados de una  molécula  sintética del tipo  4-(4-(2,6-

diclorobenciloxi)fenil)tiazol-5 carboxilato, estos presentaron una mejor actividad

antituberculosa que la molécula original (ver Tabla 6).*'

14



Tabla 6. Derivados de productos naturales y sintéticos con mejor actividad que el
producto de partida

Producto de partida

Derivado obtenido

(-)-Epicatequina. oH

OH
HO O
OH

PN: CMI >200 yg/mL para S. aureus RM
CMI > 200 yg/mL para E. faecalis RV

3-O-octanoil-(-)-epicatequina.
OH

HO O
\@j-,,o
H 4L\//\\/A\v/\\
° (o]

SS: CMI 50 ug/mL para S. aureus RM.
CMI 100 pyg/mL para E. faecalis RV

OH

Acido mulinélico. (Mulinum crassifolium).

COOH

PN: CMI 100 ug/ml
H37Rv

CMI 50 pg/ml para aislados clinicos de M.
tuberculosis MFR

para M. tuberculosis

Ester de metilo del acido mulinélico

SS: CMI 12.5 pg/ml para M. tuberculosis
H37Rv y aislados clinicos de M. tuberculosis
MFR

Acido 4-(4-(2,6-diclorobenciloxi)fenil)tiazol-5-

carboxilico
HOOC

(o]
cl @IS%NE‘R
O
Cl

PS: Acidos carboxilicos: CMI >128 yM para
M. tuberculosis H37Rv

Esteres de etilo de 4-(4-(2,6-
diclorobenciloxi)fenil)tiazol-5-carboxilato.

E00C,_ ¢ 9 <
o
cl N
CCe
cl

DPS: Esteres de etilo: CMI 1-7.6 pM para M.

OH
Ci4Hag™  "NH3

PIN: Aminoalcohol: CMI= 24 uM para M.
tuberculosis H37Rv

tuberculosis H37Rv

(o]

Cq4H2g Nigh

Aminoéter: CMI= 3.1 uM para M. tuberculosis
H37Rv

bis-benzimidazol
)\ NH NH J\
H N N N
N CH,CH, 4 H
N N
H H

PS: CMI = 0.12 pg/mL para S. aureus RM.
CMI = 0.12-0.5 yg/mL para E. faecium RV

.z

Yol

N
H

.

DPS: CMI <0.06 ug/mL para S. aureus RM.
CMI = <0.06-0.12 ug/mL para E. faecium RV

Iz

PN: Producto natural, SS: Producto semi-sintético, PS: Producto sintético, DPS: Derivado de

producto sintético, PIN: Producto inspirado en producto natural.
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Otro tipo de moléculas que han presentado buena actividad son los
aminoéteres. Como ejemplo de esto tenemos que se obtuvo una molécula de
este tipo a partir de un amino alcohol, el cual presenté actividad contra M.
tuberculosis H37Rv, posteriormente se obtuvo una serie de derivados entre los
cuales un aminoéter presenté mejor actividad que el producto de partida.*

La formacion de éteres también ha mostrado mejorar algunas moléculas como
es el caso de la molécula del tipo bis-benzimidazol la cual tenia como puente de
unién central un grupo etil, dicha molécula presenté buena actividad hacia S.
aureus RM y E. faecium RV, posteriormente se realizé una modificacion en el
puente de unién cambiando el grupo etilen por un oxigeno para formar un éter
el cual presenté mejor actividad que la molécula lider.®®

La caracteristica del AmDG de poseer dos alcoholes fendlicos permite obtener
ésteres y éteres con diferentes grupos funcionales asi como la sustitucién con
alquialminas para formar aminoéteres.

Con base en la propuesta del posible mecanismo de accién sobre M.
tuberculosis H37Rv, resulta interesante la obtencién de derivados mono-
sustituidos y di-sustituidos en los alcoholes aromaticos de la molécula para
aportar mayor informacién y confirmar si las interacciones se estan dando en la
diana molecular propuesta y de esta forma poder realizar en posteriores

estudios un diseno racional de analogos del AmDG.
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CAPITULO llI

3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Los analogos del &cido meso-dihidroguaiarético presentaran mayor actividad
antibacteriana y antituberculosa in vitro que los controles positivos etambutol y

levofloxacina.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar estructuralmente andlogos del acido meso-

dihidroguaiarético y determinar sus propiedades antibacterianas y

antituberculosas in vitro.
3.2.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar analogos del AmDG.

2. Purificar y caracterizar analogos del AmDG.

3. Determinar la actividad antibacteriana de los analogos obtenidos.

4. Determinar la actividad antituberculosa in vitro de los analogos obtenidos.

5. Determinar la citotoxicidad de los analogos que presentaron mayor
actividad.

6. Analizar la relacién estructura quimica-actividad biolégica de los analogos
obtenidos.
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CAPITULO IV
4.MATERIALES Y METODOS.

4.1. SINTESIS Y PURIFICACION DE LOS DERIVADOS DEL AmDG.

Se sintetizaron 28 analogos de AmDG, los cuales se dividieron en tres series
diferentes: la serie de los ésteres, la serie de los éteres y la serie de

aminoéteres.

4.1.1. Sintesis de ésteres del AmDG.

Para sintetizar la serie de ésteres del AmDG se realizaron dos metodologias

distintas.

4.1.1.1. Metodologia 1: Alcoholisis.>*
Consistié en hacer reaccionar el producto natural (1 equivalente) con diferentes

cloruros de acido (1.5 equivalentes) en presencia de una base (1.5
equivalentes), en un solvente aprético, con agitacién y a temperatura ambiente

(Esquema 1).

HsCO HaCO HCO
® o o I o, I
HO R— o Mo
g e 4 h g
OCH; OCHs OCHj
OH OH YO

O

R: N02
Z N 1= Clorhidrato del cloruro de 2-piridincarbonilo
A 2= Cloruro de 4-bromobenzoilo
Br
1 2 3

R

3= Cloruro de 2-nitrobenzoilo

Esquema 1. Reaccién general para los analogos obtenidos por alcoholisis.
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4.1.1.1.1. Sintesis de los derivados KRM-1m y KRM-1d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en tetrahidrofurano
(THF, 2 ml), se adiciond hidruro de sodio (NaH, 0.113 mmol, 4.52 mg, al 60%) y
posteriormente el cloruro de 4-bromobenzoilo (0.113 mmol, 24.79 mg) a
temperatura ambiente y con agitacion. Se monitoriz6 la reaccion por
cromatografia en capa fina (CCF) a los 15 y a los 30 minutos, para verificar el
progreso de la reacciéon. A los 30 minutos se adicionaron 2 ml de agua

desionizada para detener la reaccion (Esquema 2).

o H3co HaCO
HaCO O O
HO /Q)\
cloruro de ‘ ‘
4-bromobenzoilo
‘ NaH OCH3 OCHj3
OCH

THF/,°C-T.A
3 Agitacion Ox© 0 0O
OH 30 min
KRM-1m KRM-1d

Esquema 2. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-1m y KRM-1d.

Purificacion: Se realizaron dos extracciones lavando la fase acuosa con 2 ml
de acetato de etilo. Se hizo pasar la fase organica por una cama de Na>SOg4
anhidro para eliminar el agua y se concentr6é a vacio. La purificacion se realiz6
por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica gel en
una relacién 1:30, la fase mévil fue un gradiente de hexano:acetato de etilo y
realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen de las fracciones fue de
400 pL. El derivado disustituido se obtuvo en la polaridad 90:10, en las
fracciones 17-20, mientras que el derivado mono-sustituido se obtuvo en la
polaridad 90:10, en las fracciones 25-28.
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4.1.1.1.2. Sintesis de los derivados KRM-2m y KRM-2d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en diclorometano
(CH2Cl», 2 ml) con cloruro de 2-nitrobenzoilo (0.113 mmol, 15 pl), carbonato de
potasio (K.COs, 0.113 mmol, 15.61 mg), a temperatura ambiente y con

agitacion. Se monitorizd la reaccion por CCF a los 15 y a los 30 minutos

(Esquema 3).
o Cl
Hsco ] NO, H3CO O gSCO O
HO E HO (e}
cloruro de +
2-nitrobenzoilo
oW S TS
CH,Cl, /T.A
OCH; Agzitazcién OCHj OCHj3
OH 30 min (@) (e} O (o]
N02 NOZ
KRM-2m KRM-2d

Esquema 3. Reaccion para la sintesis de los analogos KRM-2m y KRM-2d.

Purificaciéon: Se purificé la mezcla de reaccién cruda, sin pretratamiento. La
purificacion se realizd por cromatografia en columna, se utilizd como fase
estacionaria silica gel en una relacién 1:30, la fase movil fue un gradiente de
hexano:acetona, realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen de las
fracciones fue de 400 pL. El derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad
70:30, en las fracciones 57-75, mientras que el derivado di-sustituido se obtuvo

en la polaridad 65:45 y 60:40, en las fracciones 105-150.
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4.1.1.1.3. Sintesis de los derivados KRM-4m y KRM-4d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en CHxCl, (2 ml) con
clorhidrato del cloruro de 2-piridincarbonilo (0.113 mmol, 20.11 mg) y K-COs
(0.113 mmol, 15.61 mq), a temperatura ambiente y con agitacién. Se monitorizé

la reaccién por CCF alos 15y a los 30 minutos (Esquema 4).

Oy Cl

H,CO H,CO
L0 ‘B
O A HO > O
Clorhidrato del cls d
HO eridrato ol doruro do LN
+
K,CO4
CH,CI/T.A OCH3 OCH;
OCHjs

Agitacion (o) (o) O O
30 min
OH
Z>N N\
S I ~ I
KRM-4m KRM-4d

Esquema 4. Reaccion para la sintesis de los analogos KRM-4m y KRM-4d.

Purificacidon: Se adicionaron 2 ml de agua desionizada y se realizd una
separacion liquido-liquido con CH.Cl,. Se hizo pasar la fase organica por
Na>SO, para eliminar el agua y se dejé secar a vacio. La purificacién se realizé
por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica gel en
una relacién 1:30, la fase movil fue un gradiente de hexano:acetona, realizando
cambios de proporcion de 5%, el volumen de las fracciones fue de 400 pL. El
derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 80:20, en las fracciones 67-
90, mientras que el derivado di-sustituido se obtuvo en la polaridad 70:30, en

las fracciones 105-118.
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4.1.1.2. Metodologia 2: Reaccion de Steglich

Esta metodologia consiste en utilizar acidos carboxilicos en presencia de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP), y
diclorometano como solvente (DCM)* como se observa en el Esquema 5. A

esta esterificacion se le considera suave en comparacion con la esterificacion

de Fisher.

H3CO H300
H3;CO
DCC/DMAF’
CH,Cla/4°C-T.A
Agitacién OCH3 OCH3
OCHj;

30 min

R R

R= /\/\/\/\/\/\/\}‘s
W ng\l %CHC%
\/\/\/\/W

Esquema 5. Reaccion general para los ésteres obtenidos por la metodologia de
Steglish
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4.1.1.2.1. Sintesis de los derivados KRM-3m y KRM-3d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.083 mmol, 10.14 mg) y DCC (0.1134 mmol, 23.39 mg) en bafo de
hielo, posteriormente se adicion6 acido acético (0.1134 mmol, 6.81 mg),
después de 10 minutos se retird el bafo de hielo y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccion se llevé a

cabo por CCF alos 15y 30 minutos (Esquema 6).

o) HsCO O HsCO
HsCO Q
3 O )I\OH HO )\\O O
HO Acido acético
o
DMAP/DCC +
O CH,Cl, OCH, OCH,4
4°C-T.A. e} fe) o o
OCH, Agitacion j’ ﬁ/
OH 30 min

KRM-3m KRM-3d

Esquema 6. Reaccion para la sintesis de los analogos KRM-3m y KRM-3d
Purificacion: La mezcla de reaccién se concentré a vacio y se adicion6 acetato
de etilo, se filtr6 para separar del subproducto diciclohexilurea (DCU) vy
posteriormente se hizo pasar la fase organica por una cama de Na,SO,4 para
eliminar el agua y se concentré nuevamente a vacio. La purificacion se realiz6
por cromatografia en columna, se utilizd como fase estacionaria silica gel en
una relacion 1:30, la fase moévil fue un gradiente de hexano:acetona, haciendo
cambios de proporcién de 5%, el volumen de las fracciones fue de 300 uL. El
derivado di-sustituido se obtuvo en la polaridad 85:15, en las fracciones 34-40,
mientras que el derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 85:25, en

las fracciones 45-55.
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4.1.1.2.2. Sintesis de los derivados KRM-5m y KRM-5d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.1210 mmol, 14.78 mg) y DCC (0.1512 mmol, 31.19 mg) en bafo de
hielo, posteriormente se adicion6 &cido palmitico (0.1512 mmol, 38.77 mg),
después de 10 minutos se retird el bafio de hielo y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccién se llevé a

cabo por CCF alos 15y 30 minutos (Esquema 7).

0]

H,CO HsCO
H,CO
ot ohe TOX EC
Acido palmiti HO /\b/)»\o
HO palmitico > N 13
DMAP/DCC
CH,Cl,
OCH, OCH;§ OCH;

4°C-T.A.

Agitacion 0] 0]
OH 30 min \’(/\1)&1/ \’P?)En/
(@) (@)
KRM-5m KRM-5d

Esquema 7. Esquema de sintesis de los derivados KRM-5m y KRM-5d

Purificacion: La mezcla de reaccién se concentré a vacio y se adicion6 acetato
de etilo, se filtr6 para separar del subproducto DCU y posteriormente se hizo
pasar la fase organica por una cama de Na,SO4 y se concentr6 nuevamente a
vacio. La purificacion se realiz6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como
fase estacionaria silica gel en una relacién 1:20, la fase movil fue un gradiente
de hexano:acetato de etilo realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen
de las fracciones fue de 500 uL. El derivado di-sustituido se obtuvo en la
polaridad 90:10, en las fracciones 14-15, mientras que el derivado mono-

sustituido se obtuvo en la polaridad 90:10, en las fracciones 17-19.
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4.1.1.2.3. Sintesis de los derivados KRM-6m y KRM-6d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.1210 mmol, 14.78 mg) y DCC (0.1512 mmol, 31.19 mg) en bafo de
hielo, posteriormente se adiciond acido estearico (0.1512 mmol, 43.01 mg),
después de 10 minutos se retird el bafo de hielo y se dejé reaccionar a
temperatura ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccién se llevé a

cabo por CCF alos 15y 30 minutos (Esquema 8).

0}

H;CO H5CO
H3CO O /\M%];OH O (@) O
HO Acido palmitico - HO /\b/))ko
O DMAP/DCC O + O
CH,Cl,
OCH, OCHj OCH,

4°C-T.A.
Agitacion e} 0
OH 30 min \’(/\1)5}( \’(/7);[(
(0] @)
KRM-6m KRM-6d

Esquema 8. Reaccion para la sintesis de los analogos KRM-6m y KRM-6d

Purificacion: La mezcla de reaccién se concentré a vacio y se adicion6 acetato
de etilo, se filtr6 para separar del subproducto DCU y posteriormente se hizo
pasar la fase organica por una cama de Na,SO4 y se concentré nuevamente a
vacio. La purificacion se realiz6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como
fase estacionaria silica gel en una relacién 1:20, la fase movil fue un gradiente
de hexano:acetato de etilo realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen
de las fracciones fue de 500 uL. El derivado di-sustituido se obtuvo en la
polaridad 95:5, en las fracciones 6-9, mientras que el derivado mono-sustituido

se obtuvo en la polaridad 90:10, en las fracciones 11-13.
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4.1.1.2.4. Sintesis de los derivados KRM-9m y KRM-9d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.1210 mmol, 14.78 mg) y DCC (0.1512 mmol, 31.19 mg) a
temperatura de bafo de hielo, posteriormente se adicioné acido palmitico
(0.1512 mmol, 39 pl), después de 10 minutos se retird el bafio de hielo y se dejé
reaccionar a temperatura ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccidn

se llevo a cabo por CCF a los 15 y 30 minutos (Esquema 9).

o H5CO H4CO
e =t %
® A s
HO Acido oleico HO 7 ; O
DMAP/DCC +
CH,Cl,
4°C-TA. OCH, OCHj
OCH; G- T
Agitacion _ o) - o)
OH 30 min 7 7 7 7
O (0]
KRM-9m KRM-9d

Esquema 9. Reaccidn para la sintesis de los andlogos KRM-9m y KRM-9d

Purificacion: La mezcla de reaccién se concentrd a vacio y se adicioné acetato
de etilo, se filtr6 para separar el subproducto DCU y posteriormente se hizo
pasar la fase organica por una cama de Na,SOq4 y se concentré nuevamente a
vacio. La purificacién se realizé por cromatografia en columna, se utiliz6 como
fase estacionaria silica gel en una relaciéon 1:30, la fase movil fue un gradiente
de hexano:acetona realizando cambios de proporcion de 2%, el volumen de las
fracciones fue de 500 uL. El derivado di-sustituido se obtuvo en la polaridad
90:10, en las fracciones 34-38, mientras que el derivado mono-sustituido se

obtuvo en la polaridad 90:10, en las fracciones 40-51.

26



4.1.1.2.5. Sintesis de los derivados KRM-7m y KRM-7d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.083 mmol, 10.14 mg) y DCC (0.113 mmol, 23.4 mg) en bafno de hielo,
posteriormente se adiciond acido benzdico (0.113 mmol, 13.85 mg), después de
10 minutos se retird el bafo de hielo y se dej6 reaccionar a temperatura
ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccion se llevé a cabo por CCF a

los 15 y 30 minutos (Esquema 10).

O HsCO 3co O
o

H,CO l
HO ACIdO benzdico O O
OCHg OCHj,
(e}

O DMAP/DCC
OCH, CH,Cl, © ©
OH 4°C- T.A.
Agitacion
30 min
KRM-7m KRM-7d

Esquema 10. Reaccién para la sintesis de los analogos KRM-7m y KRM-7d

Purificacion: La mezcla de reaccién se concentrd a vacio y se adicion6 acetato
de etilo, se hizo pasar la fase organica por una cama de Na>SO4 y se concentrd
nuevamente a vacio. La purificacién se realizdé por cromatografia en columna,
se utiliz6 como fase estacionaria silica gel en una relacién 1:30, la fase mévil
fue un gradiente de hexano: acetato de etilo, realizando cambios de proporcién
de 5%, el volumen de las fracciones fue de 400 uL. El derivado di-sustituido se
obtuvo en la polaridad 85:15, en las fracciones 23-35, mientras que el derivado

mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 85:15, en las fracciones 41-48.




4.1.1.2.6. Sintesis de los derivados KRM-8m y KRM-8d

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en DCM (2.5 ml) con
DMAP (0.083 mmol, 10.14 mg) y DCC (0.113 mmol, 23.4 mg) en bafio de hielo,
posteriormente se adiciond acido 2-pirazincarboxilico (0.113 mmol, 14.07 mg),
después de 10 minutos se retird el bafio de hielo y se dejdé reaccionar a
temperatura ambiente y con agitacién. El monitoreo de la reaccién se llevé a

cabo por CCF a los 15y 30 minutos (Esquema 11).

DMAP/DCC o

co
O Hs
H;CO
O K’N * \
HO Acido N/
2- plrazmcarboxnmo> OCH, OCH,
] OCH;,

CH,Cl,
4°C-T.A.
OH Agitacion N~ | N“ |
30 min x_N \ N
KRM-8m KRM-8d

Esquema 11. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-8m y KRM-8d.

Purificacion: La mezcla de reaccién se concentré a vacio y se adicion6 acetato
de etilo, se filtré para separar del subproducto DCU y posteriormente se hizo
pasar la fase organica por una cama de Na,SOq4 y se concentré nuevamente a
vacio. La purificacién se realiz6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como
fase estacionaria silica gel en una relaciéon 1:30, la fase movil fue un gradiente
de hexano:acetona realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen de las

fracciones fue de 500 pL. El derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad
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80:20, en las fracciones 31-42, mientras que el derivado mono-sustituido se

obtuvo en la polaridad 75:25, en las fracciones 13-16.

Se lograron cristalizar los derivados KRM-8m y KRM-8d. El derivado KRM-8m
cristalizé disolviendo en acetona y posteriormente adicionando hexano hasta
que se observd un cambio en la solucion de transparente a turbia, mientras que
el derivado KRM-8d cristalizé disolviéndose en acetato de etilo y posteriormente
adicionando hexano hasta que se observé la formacion de pequenas particulas

blancas. Se dej6 evaporar el solvente a temperatura ambiente en ambos casos.

4.1.2. Sintesis de éteres y aminoéteres del AmDG

Se sintetizaron dos éteres y ocho aminoéteres. Las condiciones de reacciéon
generales fueron disolver el AmDG (1 equivalente) en un solvente aprético, en
presencia de una base (KoCOs, 1.5 equivalentes) y adicionando diferentes

halogenuros de alquilo (Esquema 12). %3°

HsCO HsCO HsCO
T 0 C
HO N

K,CO4 HO N R @)

Acetona/ Temp. 25-110 °C
O Agitacion/ 2-24 h ‘ O
OCHs OCH; OCH;

OH R__O R_O

~
X=Clol

R= %H "HQN< &N/\:/\O &Ni:l &ND

~

Esquema 12. Reaccidn general para la sintesis de éteres y aminoéteres.
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4.1.2.1. Sintesis de los derivados KRM-10m y KRM-10d

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en dimetilformamida
(DMF, 2 ml) con CHsl (0.113 mmol, 7 pl) y KoCO3 (0.113 mmol, 15.6 mg), a
temperatura ambiente y con agitacion. Se monitorizé6 la reaccién por CCF a los
15, 30, 60, 120 y 180 minutos, se detuvo la reaccion a los 180 minutos

(Esquema 13).

H5CO H3CO O H3CO O
HO O CHjl HO HaCso
KoCOj N
O DMF/ T. A. O O
Agitacion/ 3 h
OCH, OCHj OCHs

OH OCH, OCH,

KRM-10m KRM-10d

Esquema 13. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-10m y KRM-10d

Purificacion: La mezcla de reaccion cruda se seco a vacio. La purificacion se
realizd6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica
gel en una relacion 1:30, la fase moévil fue un gradiente de hexano:acetona,
realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen de las fracciones fue de
300 pL. El derivado di-sustituido se obtuvo en la polaridad 85:15, en las
fracciones 48-56, mientras que el derivado mono-sustituido se obtuvo en la

polaridad 85:15, en las fracciones 58-64.
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4.1.2.2. Sintesis de los derivados KRM-12m y KRM-12d

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en acetona (2 ml) con
clorhidrato de 2-cloro-N,N-dimetiletilamina (0.113 mmol, 16.3 mg) y K>COs
(0.113 mmol, 15.6 mq), a reflujo y con agitacién. Se monitorizé la reaccion por
CCF a los 15, 30, 60 min, 2, 4, 8 y 24 h, se detuvo la reaccién a las 24 h

(Esquema 14).

HsCO | HsCO HsCO
/\/N ~ I
Cl N

K,COs3
Acetona/ Reflujo +
O Agitacién/ 24 h ‘ O
OCHj OCHj

OH \N/\/O (e}
| IT/

OCH,

KRM-12m KRM-12d

Esquema 14. Reacciodn para la sintesis de los analogos KRM-12m y KRM-12d.

Purificacion: La mezcla de reaccidn cruda se secé a vacio y posteriormente se
realiz6 una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (3 ml) y agua
desionizada (2 ml), repitiéndose el proceso dos veces. La purificacidon se realizd
por cromatografia en columna, se utilizd como fase estacionaria silica gel en
una relacién 1:30, la fase mévil fue un gradiente de CH>Cl>:MeOH realizando
cambios de proporciéon de 1%, el volumen de las fracciones fue de 300 uL. El
derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 96:4, en las fracciones 59-
70, mientras que el derivado di-sustituido se obtuvo en la polaridad 95:5, en las

fracciones 73-90.
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4.1.2.3. Sintesis de los derivados KRM-13m y KRM-13d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en acetona (2 ml) con
clorhidrato de 4-(2-cloroetil)morfolina (0.113 mmol, 21.1 mg) y K>CO3 (0.113
mmol, 15.6 mg), a reflujo y con agitacién. Se monitorizé la reaccién por CCF a

las 2, 4, 8 y 24 h (Esquema 15).

HsCO HsCO
H3CO o O o™ O
O o~ N Ho "N
HO
K,CO3
Acetona/ Reflujo O +
O Agitacion/ 24 h OCH OCH
3 3
OCH3

OH K\N/\/O O\L

(0]

N
KRM-13m KRM-13d
_o

Esquema 15. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-13m y KRM-13d

Purificacion: La mezcla de reaccién cruda se secé a vacio y posteriormente se
realiz6 una extraccidon liquido-liquido con acetato de etilo (3 ml) y agua
desionizada (2 ml), repitiéndose el proceso dos veces. La purificacion se
realizd6 por cromatografia en columna, la fase mévil fue un gradiente de
hexano:acetona, realizando cambios de proporcion de 5%, el volumen de las
fracciones fue de 500 pL. El derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad
75:25, en las fracciones 91-118, mientras que el derivado di-sustituido se

obtuvo en la polaridad 50:50, en las fracciones 130-140.
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4.1.2.4. Sintesis de los derivados KRM-14m y KRM-14d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en acetona (2 ml) con

hidrocloruro de 1-(2-cloroetil)pirrolidina (0.113 mmol, 24.79 mg) y KoCO3 (0.113

mmol, 15.6 mg), a reflujo y con agitacién. Se monitorizé la reaccion por CCF a

las

2,4,8Yy 24 h, se detuvo la reaccion a las 24 h (Esquema 16).

HsCO

HO

HsCO O Hs;CO
9 O JO
K,CO4 -
Acetona/ Reflujo +
O Agitacion/ 24 h OCH OCH
3 3
OCH3 NSO o}
OH @

INQ

KRM-14m KRM-14d

Esquema 16. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-14m y KRM-14d

Purificacion: La mezcla de reaccién cruda se secé a vacio y posteriormente se

realizd una extraccién liquido liquido con acetato de etilo (3 ml) y agua

desionizada (2 ml), repitiéndose el proceso dos veces.

La purificacion se

realizd6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica

gel en una relacion 1:30, la fase mévil fue un gradiente de CH>Cl>:MeOH

realizando cambios de proporcion de 1%, el volumen de las fracciones fue de

500 uL. El derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 95:5, en las

fracciones 36-55, mientras que el derivado di-sustituido se obtuvo en la

polaridad 90:10, en las fracciones 61-75.
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4.1.2.5. Sintesis de los derivados KRM-15m y KRM-15d.

Sintesis: Se disolvieron 25 mg (0.0756 mmol) de AmDG en acetona (2 ml) con
clorhidrato de 1-(2-cloroetil)piperidina (0.113 mmol, 20.9 mg) y KoCOs3 (0.113
mmol, 15.6 mg), a reflujo y con agitacién. Se monitorizé la reacciéon por CCF a

las 2, 4, 8 y 24 h (Esquema 17).

H3CO H;CO
0T Qs
O >N HO N0
HO
K,CO,
Acetona/ Reflujo O *
O Agitacion/ 24 h OCH OCH
3 3
OCH o
OH

O
O\j N I
KRM-15m KRM-15d ’\O

Esquema 17. Reaccidn para la sintesis de los analogos KRM-15m y KRM-15d

Purificacion: La mezcla de reaccién cruda se secé a vacio y posteriormente se
realiz6 una extraccidon liquido-liquido con acetato de etilo (3 ml) y agua
desionizada (2 ml), repitiéndose el proceso dos veces. La purificacion se
realizd6 por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica
gel en una relacion 1:30, la fase mévil fue un gradiente de hexano:acetona
realizando cambios de proporcion de 1%, el volumen de las fracciones fue de
500 pL. El derivado mono-sustituido se obtuvo en la polaridad 85:15, en las
fracciones 49-84, mientras que el derivado di-sustituido se obtuvo en la

polaridad 70:30, en las fracciones 115-144.
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4.2. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS DERIVADOS DEL
AmDG.

La elucidacion estructural de los analogos del AmDG ya purificados se realizé

por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno y carbono trece

(RMN 'H y RMN '*C). Para todos los derivados se utilizé cloroformo deuterado

(CDCl3) en un equipo de BRUKER NMR400 de 400 MHz.

También se utilizd6 Espectrometria de Masas de Alta Resolucién (EMAR) con la
técnica de lonizacién por Electro Spray positivo (IES +). Se utilizd el equipo
JEOL JMS-AX505HA. Para cada analogo se calcul6 su masa teérica y se

confirmo con el resultado observado en el equipo.
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4.3. ENSAYOS BIOLOGICOS

4.3.1. Actividad antibacteriana

4.3.1.1. Cepas y cultivo.

Para la actividad antibacteriana se utilizaron las siguientes cepas de aislados

clinicos resistentes a diferentes farmacos (Tabla 7).

Tabla 7. Bacterias resistentes a diferentes farmacos.

Gram negativas

Gram positivas

Acinetobacter baunanni resistente a
carbapenémicos (12-666).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(14-2095)

Escherichia coli (OXA-48) resistente
oxacilinas.

Staphylococcus epidermis resistente a
linezolid (14-583)

Escherichia coli productora de BLEE (14-
2081).

Staplylococcus haemolyticus resistente a
linezolid (2975)

Pseudomonas aeuroginosa resistente a
carbapenémicos (13-1391).

Enterococcus faecium resistente a
vancomincina (10-984)

Klebsiella pneumoniae NDM-1+ (14-3335)
resistente a carbapenémicos, cefalosporianas
de amplio espectro.

Klebsiella pneumoniae productora de BLEE
(14-2081).

Providencia rettgeri NDM-1+ (NDM) resistente
a carbapenémicos, cefalosporianas de amplio
espectro.

Stenotrophomonas maltophilia resistente a
trimetropima con sulfametoxazol.

OXA-48: oxacilinasa-48, BLEE: betalactamasas de espectro extendido, NDM-1+: New Delhi metalo-
B-lactamasa-1.

Las cepas fueron inoculadas en placas preparadas con agar-sangre al 5% y
cultivadas por 24 horas, a excepcion de la cepa P. aeuroginosa resistente a
carbapenémicos, que se dej6é durante 48 horas. Para la preparacion del in6culo
para el ensayo, de tres a cinco colonias de cada cultivo fueron transferidas a
tubos con soluciéon salina estéril, y la turbidez se ajusté al tubo 0.5 de
McFarland  (1.5X10®  Unidades colonias

formadoras de (UFC)/ml).
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Posteriormente se transfirieron 10 yL en 11 ml de caldo Mueller Hinton, para

alcanzar una concentracion de 5 X 10° UFC/m.

4.3.1.2. Ensayo biolégico.

El ensayo se realizd en base al método de microdilucion reportado por Zgoda et
al., 2001.%° Consistié en utilizar microplacas de 96 pocillos estériles con tapa. Se
adicionaron 100 pl de medio de cultivo en cada pocillo de toda la placa.
Posteriormente, en el primer y segundo pocillo de la fila A se adicionaron 100 pl
de la solucién de trabajo (por duplicado) con la concentracion de 4X (200
pg/ml), se mezclé utilizando la micropipeta multicanal y de esta mezcla se
tomaron 100 pl y se transfirieron a la fila B para realizar una dilucion 1:2, y se
continué asi hasta la fila G, desechando los ultimos 100 pL. Posteriormente, se
tomaron 100 ul de la suspensién bacteriana ajustada al tubo 0.5 de McFarland y
se adicionaron a los pozos con o sin muestra, asi como los controles positivos y
negativos, a la fila H no se le adicion6 suspensidn bacteriana, ya que esta fila
sirve como control de esterilidad. La microplaca se sometié a incubacién a 37
°C durante 16-24 horas, a excepcion de la cepa S. maltophilia resistente a
trimetropima con sulfametoxazol, la cual se incubd 48 horas. Al término de la
incubacion se evalué de forma visual el crecimiento o inhibicion de la bacteria,
tomandose como inhibicién los pocillos donde no se observé turbidez ni
depésito de bacterias en el fondo. Cada concentracidén se evalué por duplicado

y el experimento se realizd dos veces en dias diferentes. Se utilizé
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Levofloxacina como control positivo de referencia. Se determin6 la CMI como la

minima concentracién del compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria.

4.3.2. Ensayo de actividad antituberculosa.
4.3.2.1. Cepas y cultivo.

Para este ensayo se empled M. tuberculosis H37Rv ATCC 27794, la cual es
sensible a isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida. Esta cepa fue
cultivada en medio Middlebrook 7H9 a 37 °C durante dos semanas, esto con el
fin de que la bacteria se encontrara en su fase logaritmica de crecimiento. El
inbculo para el ensayo bioldgico se prepard diluyendo el cultivo en fase
logaritimica, ajustando al tubo No. 1 de McFarland, luego se diluy6 a 1:20 con

medio Middlebrook 7H9.

4.3.2.2. Ensayo bioldgico.

El ensayo se realizé de acuerdo a lo descrito por FranzBlau et al., 2001.*" El
método se basa en que los microorganismos en crecimiento liberan
deshidrogenasas al medio que reducen la resazurina que es de color azul y que

al oxidarse se convierte a resofurina que es de color rosa.

El ensayo se llevé a cabo en microplacas de 96 pocillos. Cada derivado se
evalué a partir de 50 pg/mL, cada concentracion se realizé por duplicado. Se
colocaron 200 pL de agua estéril en todos 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
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los pozos de la placa se agregé 100 pL de medio Middlebrook. Después se
afiadieron 100 uL de la solucién de trabajo 4X (200 pg/mL) en la fila B. Se
realizaron las diluciones 1:2 a lo ancho de la placa y posteriormente se
afadieron 100 pL del inéculo bacteriano previamente preparado. En los pocillos
que quedaron de la fila H se prepararon tres controles 100:100, 100:10 y 1:100,
los cuales representan el 100%, 10% y 1% de la poblacién bacteriana a

ensayar.

Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias, después de este tiempo se le
adicionaron 20 L de reactivo Alamar azul y 12 yL de Tween 80 al 10% a todos
los pocillos, se sometié nuevamente a incubacion a 37 °C por 24 horas. Al
término de la incubacion se evalué de forma visual el crecimiento o inhibicion de
la bacteria, tomandose como inhibicion los pocillos donde no hubo cambio de
color, mientras que en los pocillos donde hubo cambio a color rosa se tomoé
como no inhibicién. Se utiliz6 Etambutol y Levofloxacina como control positivo
de referencia. Se determind la CMI como la minima concentracién del
compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria. Los experimentos se

llevaron a cabo tres veces en dias diferentes.

4.3.3. Actividad citotoxica.
4.3.3.1. Cultivo de células Vero.
Se hizo crecer las células Vero en medio RPMI suplementado con suero fetal

bovino (SFB) al 10% y se incubd a 37° C en atmosfera himeda con 5% de CO»,
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4.3.3.2. Preparacion de soluciones de trabajo.

Para la preparacién de las soluciones de trabajo se pes6 de 1.1 a 1.5 mg de
cada andlogo a evaluar y se adicioné DMSO al 100% para disolver y obtener
una concentracion de 20, 000 ug/ml. Posteriormente de esta solucion stock se
tomaron 10 yL y se adicionaron a 10 yL de DMSO, realizandose una dilucion
1:2 y quedando una concentracion de 10, 000 pg/ml. Asi se realizaron
diluciones en serie hasta llegar a una concentracion de 2, 500 pg/ml.
Posteriormente de cada concentracion se tomaron 5 L y se adicionaron a 200
ML de suspension celular quedando las concentraciones finales como: 487

pg/ml, 243.9 ug/ml, 121.95 ug/mly 66.97 ug/mil.

4.3.3.3. Ensayo

Se despegaron las células adheridas a través de tripsinizacion adicionando 1 ml
de tripsina-EDTA 0.25 % por caja, se dejo actuar la tripsina durante 30 minutos
hasta que la mayoria de las células se despegaran, esto se confirmé por
observacion al microscopio. Pasados los 30 minutos se traspasaron las células
a tubos Eppendorf estériles y se sometieron a centrifugacién a 1500 rpm
durante 5 minutos, se retird la tripsina y se adicion6 1 ml de medio RPMI a cada
tubo Eppendorf para resuspender las células. Se realizd un conteo de la
cantidad de células presentes en la suspension con una cdmara de Neubauer.
La cantidad de células fue de 12.625 x 10*/ml. Posteriormente se adicionaron

200 ul de la suspension celular a cada pocillo de las placas de 96 pocillos
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quedando una cantidad de 25, 250 células por pocillo. Se sometieron las placas
a incubacion durante 24h a 37° C en atmdsfera humeda con 5% de COs..
Transcurridas las 24 horas de incubacion se observd que las células estuvieran
adheridas y se retir6 el medio de cultivo. Se adicioné 200 yL de medio RPMI
fresco y 5 yL de cada compuesto a sus diferentes concentraciones asi como
con controles positivo (SDS al 1%) y negativo (caldo de cultivo sélo). Cada
concentracion se evalud por triplicado. Se sometieron nuevamente las placas a
incubacion en las condiciones ya mencionadas durante 24 horas. Transcurridas
las 24 horas se retir6 el medio de cada pocillo y se adicionaron 50 pL de
tripsina-EDTA 0.25 % a cada pocillo y se dej6 actuar durante 30 min. Se aspird
la tripsina junto con las células de cada pozo y se traspasé el contenido de
cada pozo a tubos Eppendorf para centrifugar. Se retird la tripsina y se adiciono
50 yL de medio RPMI para lavar, y se retir6 el medio. Posteriormente se
adicion6 200 uL para re-suspender las células en cada uno de los Eppendorf.
Las células de cada uno de los tres pocillos del control negativo se contaron
individualmente en la camara de Neubauer dando un numero promedio de

16.88 x 10* células/ml.

Se determiné el porcentaje de viabilidad de cada pocillo a través del método
azul de tripano, para esto se tomaron 60 uL de cada tubo de Eppendorf y se
adicion6 20 uL de azul de tripano al 0.2 %, se dejé transcurrir 15 minutos a
temperatura ambiente, se tomaron 20 uL de esta mezcla y se colocé en un
portaobjetos para realizar el conteo de células viables y no viables. Para lo cual

se contd un total de 100 células por cada Ependorff conteniendo las células de
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cada pocillo. De estas 100 células las que se tifneron color azul oscuro se
contaron como células no viables (células muertas) y las que no se tifieron y
presentaban anillo de refractancia se contaron como células viables (células

vivas).*?*3

Se determiné el % de viabilidad de la siguiente forma:

o ntmero de células tefidas
% viabilidad = —; ~ - * 100
(nimero de células vivas [control])

4.3.3.4. Concentracion inhibitoria media (Clsp)

Se determiné la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp) a través del analisis
estadistico Probit, el cual consiste en transformar la curva dosis-respuesta
sigmoidea a una linea recta en donde se puede analizar por regresion lineal
dandonos una ecuacibn de la recta que nos permite determinar la
Concentracion Inhibitoria 50 de cada compuesto ensayado. Para los cual el %
de viabilidad (eje Y) se transforma a unidades probit (ver apéndice C) y la
concentracion del compuesto evaluado (eje X) se transformé a su logaritmo
(Log10), de esta forma obtenemos la linea recta de la cual podemos obtener la

ecuacion de la recta que nos permite conocer la concentracion.
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4.4. MANEJO DE RESIDUOS.

4.4.1. Sintesis y purificacion.

La disposicién de los residuos generados en la sintesis y purificacion de los
anélogos del AmDG se realiz6 en los contenedores ubicados en el Laboratorio
de Quimica de Productos Naturales en base al reglamento interno de Medio
Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

4.4.2. Ensayos biolégicos.

Los residuos generados en los ensayos de actividad antibacteriana y
antituberculosa fueron dispuestos en base a lo establecido por el Laboratorio de
Diagnostico  Microbiologico Especializado del Hospital Universitario. Los
residuos generados en los ensayos de citotoxicidad fueron dispuestos en base
a lo establecido por el Centro de Investigacion Biomédica del Noreste del

Instituto Mexicano del Seguro Social.
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CAPITULO V

5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. RENDIMIENTO Y PROPIEDADES FiSICAS DE LOS ANALOGOS
DEL AmDG

5.1.1. Sintesis de ésteres.

En todas las reacciones se presento la formacion del derivado mono-sustituido
y di-sustituido, favoreciéndose principalmente la formacién del derivado mono-
sustituido. Particularmente en el caso de los ésteres obtenidos por la
metodologia de Steglich se presentd la formacidén de diciclohexilurea (DCU), la
cual fue eliminada principalmente por filtracidon. Los rendimientos obtenidos
fueron en rango de 20.01 a 50.42% para los derivados mono-sustituidos y de
11.38 a 48.3 % para los derivados di-sustituidos. Los puntos de fusion de las
resinas no se determinaron debido a la consistencia que presentaron, lo que
impedia visualizar el punto de fusion, todos los ésteres fueron solubles en

cloroformo (Tabla 8).
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Tabla 8. Rendimiento y caracteristicas fisicas de los ésteres obtenidos.

Derivado Rendimiento Aspecto Punto de Solubilidad
(% mmol) fusion (°C)
KRM-1m 35.32% Resina transparente. Cloroformo
KRM-1d 11.38 % Sélido blanco. 147-149 Cloroformo
KRM-2m 26.26 % Resina amarilla. Cloroformo
KRM-2d 13.62 % Sélido amarillo claro. 165-167 Cloroformo
KRM-3m 50.42% Resina amarillo claro Cloroformo
KRM-3d 21.3% Sélido amarillo claro 105-106 Cloroformo
KRM-4m 45.52% Cristales blancos. 72-74 Cloroformo
KRM-4d 25.7 % Sélido blanco. 132-135 Cloroformo
KRM-5m 25.71% Sélido blanco 103-105 Cloroformo
KRM-5d 22.3 % Sélido blanco 48-49 Cloroformo
KRM-6m 21.73% Resina transparente Cloroformo
KRM-6d 48.3 % Sdlido blanco 53-55 Cloroformo
KRM-7m 28.20% Resina amarillo claro Cloroformo
KRM-7d 17.2 % Sdlido blanco 113-115 Cloroformo
KRM-8m 28.20% Sdlido blanco 95-97 Cloroformo
KRM-8d 19.5 % Sélido blanco 107-109 Cloroformo
KRM-9m 20.01% Resina transparente Cloroformo
KRM-9d 16.7 % Resina transparente Cloroformo
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5.1.2. Sintesis de éteres y aminoéteres.

En todas las reacciones se presento la formacion del derivado mono-sustituido
y di-sustituido, favoreciéndose principalmente la formacion del derivado mono-
sustituido en todos los casos. Los rendimientos obtenidos para estas reacciones
fueron entre el 25.71% al 50.42% para los derivados mono-sustituidos y de 17.2
a 48.3% para los derivados di-sustituidos. Los puntos de fusién de las resinas
no se determinaron debido a la consistencia que presentaron, lo que impedia
visualizar el punto de fusidén, todos estos derivados fueron solubles en

cloroformo (Tabla 9).

Tabla 9. Rendimiento y caracteristicas fisicas de los éteres y aminoéteres

Derivado Rendimiento Aspecto Punto de fusion | Solubilidad
(% mmol) (°C)
KRM-10m 50.42% Resina transparente Cloroformo
KRM-10d 21.3 % Sélido blanco 104-106 Cloroformo
KRM-12m 25.71% Resina amarillo claro Cloroformo
KRM-12d 22.3 % Sélido blanco 155-157 Cloroformo
KRM-13m 21.73% Sélido blanco 124-125 Cloroformo
KRM-13d 48.3 % Sélido blanco 165-168 Cloroformo
KRM-14m 28.20% Resina amarillo claro Cloroformo
KRM-14d 17.2 % Resina transparente Cloroformo
KRM-15m 28.20% Resina amarillo claro Cloroformo
KRM-15d 19.5 % Sélido blanco 147-148 Cloroformo
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5.2. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL.

Para la caracterizacion estructural es importante discutir los espectros de RMN
del producto natural sobre el cual se realizaron las modificaciones. Como se
puede observar en el espectro de RMN 'H (Figura 7), el AmDG presenta un
patrén de senales simple, caracteristica que le confiere su estructura simétrica,
dicho patrén de senales consiste en un doblete a 6.83 ppm (d, J= 8 Hz, 2 H-Ar)
de los protones H-5 y H-5’ que se acopla con H6, H-6"; un doble de doble a 6.66
ppm (dd, J = 8, 1.8 Hz, 2 H-Ar) que corresponde a los protones H-6 y H-6' que
se acoplan con los protones en posicién orto (H-5y H-5’) y meta (H-2 y H-2’); un
doblete a 6.62 ppm (d, J = 1.81 Hz, 2 H-Ar) de los protones aromaticos H-2, H2"
que estan meta-relacionados con H6, H6"; un singulete (s, 2 H) a 5.47 ppm
correspondiente a los dos protones de los fenoles; un singulete (s, 6 H) 3.87
ppm correspondiente a los metoxilos aromaticos (OMe-3, OMe-3°), dos doble
de dobles que corresponden a protones bencilicos a 2.73 ppm (dd, J = 13.5 Hz,
H-7a, H-7a’) y 2.29 ppm (dd, J = 13.9 Hz, H-7b, H-7b’); un multiplete a 1.75
ppm (m, 2 H) que corresponde a los protones de los metinos H-8 y H8".
Finalmente un doblete a 0.843 ppm (d, J = 6.76 Hz, 6 H) que corresponde a los
metilos unidos a la cadena alifatica (Me-9 y Me-9"). Una de las sefiales mas
importantes es la correspondiente a los hidroxilos ya que las reacciones de
sustitucion se realizaran en estos grupos funcionales. La presencia o ausencia
de la misma nos confirman la obtencién del analogo mono-sustituido o del

analogo di-sustituido.
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Figura 7. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de Am-DG

El espectro de RMN *C (Figura 8) muestra diez sefiales correspondientes a los
veinte carbonos del AmDG. Algunas de las sefiales que nos ayudaron a
confirmar la sustitucion de los diferentes grupos funcionales son las senales de
los metilos Me-9 y Me-9’a 16.18 ppm y de los metoxilos OMe-3 y OMe-3"a
55.82 ppm, las cuales se presentan como singuletes y que al momento de
perderse la simetria de la molécula, cambiaron de un singulete a dos

singuletes.**
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5.2.1. Caracterizacion de los ésteres del AmDG.
5.2.1.1. Derivado KRM-1m.

En la Figura 9 se muestra el espectro de RMN 'H, dénde se aprecia que a
diferencia del espectro del AmDG (Figura 7), la cantidad de sefales aumenta,
esto se puede visualizar de forma muy clara en los singuletes de los metoxilos,
asi como en las sefnales de la region aromatica, lo que esta indicando que la
molécula ha perdido la simetria por la sustitucién del grupo p-bromobenzoilo en
uno de los hidroxilos del AmDG. Otra sefnal importante que indica la sustitucién
en uno de los hidroxilos y que se obtuvo el analogo mono-sustituido, es la senal
del hidroxilo a 5.47 ppm que integra para un protdn. Finalmente otras de las
sefnales que confirma la sustitucién del grupo p-bromobenzoilo son los dobles a
8.06 ppm (d, J = 6.8, 2H, H-2” y H-6") y 7.64 ppm (d, J= 6.8, 2 H, H-3” y H-5")

correspondientes a cuatro protones de un anillo aroméatico para sustituido.
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Figura 9. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl) de KRM-1m
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En el espectro de RMN '3C (Figura 10) se presentan un total de 25 sefiales que

corresponden a los 27 carbonos del derivado KRM-1m, a diferencia del

espectro del AmDG que presenta solamente diez sefales; esto se debe a la

pérdida de la simetria al momento que se realizé la sustitucion por el grupo p-

bromobenzoilo. Otra senal importante es la del carbonilo del éster, dicha senal

la encontramos a 164.18 ppm.
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5.2.1.2. Derivado KRM-1d.

En la Figura 11 se puede observar el espectro de RMN 'H que a diferencia del
espectro del derivado mono-sustituido (Figura 9), la cantidad de sefales en este
espectro disminuye, esto se puede visualizar en el singulete de los metoxilos,
asi como en las sefales de la regién aromatica indicando que al sustituirse la
molécula en los dos hidroxilos recuperd la simetria. A diferencia del derivado
mono-sustituido aqui no se logra apreciar ninguna sefal correspondiente a un
protén de hidroxilo, confirmando asi que la sustitucion se realizé en ambos
hidroxilos. La sustitucion del grupo p-bromobenzoilo presenta de igual manera
dos dobletes, uno a 8.064 (d, J=6.8 Hz, 4H, H2”, H-2"", H-6" y H-6"") y el otro
a 7.64 ppm (d, J = 6.8 Hz, 4H, H-3”, H3"”, H-5” y H-5"") correspondientes a

ocho protones de los dos anillos aroméaticos sustituidos en posicidon para.
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Figura 11. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-1d
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En el espectro de RMN '3C (Figura 12) se presentan un total de 15 sefiales que
corresponden a los 34 carbonos del derivado KRM-1d, a diferencia del espectro
del derivado mono-sustituido (Figura 10) que presenta 25 sefales; esto vuelve a
confirmar que al sustituir en los dos hidroxilos con el grupo p-bromobenzoilo, la
molécula recupero la simetria. La sefial a 164.16 ppm indica los carbonilos del

éster que se formo.

2 5 53 5285 8% = e K = "
. £ g% SREE RN 2 E3E E E8 g 1500
g 8 §5 pREE 8y g ¥ g g8 P L
[ [ 1T NV W | v I [ eco
I-1300
=1200
1100
I-1000
00
=800
700
G600
OMe-3 Me-9 r
€5 s OMe-3' Me-9’ 500
C5 o L
- c2
B o e o
Carbonilos C3 c17
de éster CIS, I €1 cam

170 160 150 140 130 120 110 100 20 80
1 (ppm)

Figura 12. Espectro de RMN *C (400 MHz, CDCl;) de KRM-1d

53



5.2.1.3. Derivado KRM-2m.

Del espectro de RMN 'H de la figura 13 sélo se mencionaran las caracteristicas
mas importantes que confirman la sustitucion en uno de los hidroxilos con el
grupo 2-nitrobenzoilo. En el espectro se observan dos doble de dobles para los
protones H-3” a 8 ppm (dd, J=7.96, 1.2 Hz, 1 H-Ar) y H-6” a 7.94 ppm (dd, J =
7.6, 1.44 Hz, 1 H-Ar), posteriormente dos tripletes dobleteados para los
protones H-5” (7.9 ppm, td, J = 7.7, 1.5 Hz, 1 H-Ar) y H-4” (7.54 ppm, td, J =

8,1.5 Hz, 1 H-Ar), asi como el singulete del fenol a 5.48 ppm (s, 1H, -OH).
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Figura 13. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-2m
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En el espectro de RMN ' C (Figura 14) se pueden observar 26 sefiales que

corresponden a 27 carbonos de la molécula, asi como el carbonilo del éster a

163.62 ppm.
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5.2.1.4.

Derivado KRM-2d.

En la figura 15 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observa un doble de

doble a 8.0 ppm (dd, J = 8, 1 Hz, 2 H-Ar), correspondiente a los 2 protones

aromaticos H-3” y H-3"". Posteriormente tenemos otro doble de dobles a 7.95

ppm (dd, J = 7.5, 1.4 Hz, 2 H-Ar) correspondiente a los protones aromaticos H-

6” y H-6"". A 7.75 ppm tenemos un triplete dobleteado (id, J = 8, 1.2 Hz, 2 H-Ar

) que corresponde a los protones aromaticos H-5”

y H-5" y a 7.68 ppm

tenemos otro triplete dobleteado (td, J = 8,1.5 Hz, 2 H-Ar) que corresponde a

los protones aromaticos H-4” y H-4”, todos estos desplazamientos

corresponden al grupo sustituyente 2-nitrobenzoilo. Cabe remarcar la ausencia

del singulete del fenol que indica que se obtuvo el analogo di-sustituido.
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En el espectro de RMN ' C (Figura 16) se pueden observar 17 sefiales que
corresponden a 34 carbonos de la molécula, asi como el carbonilo del éster a

163.61 ppm.
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Figura 16. Espectro de RMN C (100 MHz, CDCl;) de KRM-2d
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5.2.1.5. Derivado KRM-3m.

En la figura 17 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observa un singulete
a 2.31 ppm para los 3 protones del grupo acetilo. Como se puede apreciar, el
singulete se solapa con la sefal que corresponde al multiplete de los protones
bencilicos H-7b y H-7b’ dando una integracion de 5 protones. Se observa el
singulete del hidroxilo, lo que nos confirma que se obtuvo el analogo mono-

sustituido.
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Figura 17. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-3m
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En la Figura 18 que corresponde al espectro de RMN '3C se observan 22
sefnales correspondientes a los 22 carbonos de la molécula, de las cuales la
sefial a 20.70 ppm corresponde al metilo unido al carbonilo del éster y la sefial a

169.23 ppm corresponde al carbonilo del éster.
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5.2.1.6. Derivado KRM-3d.

En la figura 19 que corresponde al espectro de RMN 'H, se observa un
singulete a 2.30 ppm correspondiente a los 6 protones de los grupos acetilos.
Como se puede observar, el singulete se solapa con la sefal correspondiente al

multiplete de los protones bencilicos H-7b y H-7b’ dando una integracién de 8

protones.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-3d
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En la Figura 20 que corresponde al espectro de RMN '°C se observan 12
sefnales correspondientes a los 24 carbonos de la molécula, de las cuales la
sefial a 20.70 ppm corresponde a los metilos unidos al carbonilo del éster y la

sefal a 169.22 ppm corresponde a los carbonilos del éster.
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Figura 20. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-3d
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5.2.1.7. Derivado KRM-4m.

En la Figura 21 correspondiente al espectro de RMN 'H se observan los 4
protones correspondientes al anillo de 2-piridincarbonilo en la region aromatica
a 8.85 ppm (d, J =4.12 Hz, H-3”), 8.28 (d, J = 7.84 Hz, H-6”), 7.91 (td, J = 7.8,
1.7 Hz, H-4”) y 7.54 (ddd, J = 7.6, 4.8, 1 Hz, H-5"). También se aprecia el

singulete del hidroxilo a 5.51 ppm, confirmando la obtencién del andlogo mono-

sustituido.
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Figura 21. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-4m
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En el espectro de RMN *C (Figura 22), podemos observar 25 sefales que

corresponden a los 26 carbonos de la molécula. También se observan las

sefnales correspondientes al anillo de 2-piridincarbonilo en la regién aromatica,

y la sefial a 169.38 ppm corresponde al carbonilo del éster.
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5.2.1.8.

Derivado KRM-4d.

En el espectro de RMN "H (Figura 23) se logra apreciar en la regién aromatica 4

sefales que integran para 8 protones correspondientes a los dos anillos de 2-

piridincarbonilo, en 8.85 (d, J = 4.4 Hz, 2H, H-5” y H-5"), 8.28 (d, J = 7.8 Hz,

2H, H-6""y H-6"), 7.90 (td, J = 7.6, 1.68 Hz, 2 H, H-4” y H-4"") y 7.54 ppm (td,

J=7.6,1.68 Hz, 2 H, H-5" y H-5") y no se observa el singulete del proton del

hidroxilo, confirmando asi la obtencidén del analogo di-sustituido.
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Figura 23. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-4d
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En el espectro de RMN ™C (Figura 24) se aprecian 16 sefiales que
corresponden a los 32 carbonos de la molécula, lo que esta indicando que es el

derivado di-sustituido y la sefal del carbonilo de éster a 163.37 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-4d
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5.2.1.9. Derivado KRM-5m.

En la Figura 25 se observa el espectro de RMN 'H dénde se puede ver la
sustitucién de un acido graso de 16 carbonos (acido palmitico) y se aprecian las
sefnales caracteristicas de éste, comenzando con los dos protones H-11 en el
carbono a al carbonilo mostrando un triplete a 2.56 ppm, luego a 1.76 ppm un
multiplete que corresponde a los dos protones H-12 del carbono 3 al carbonilo, esta
sefnal se empalma con el multiplete que corresponde a los protones bencilicos del
producto natural, H-8b y H-8b’ dando una integracién para cuatro protones.
Posteriormente a 1.41 ppm se observa otro multiplete que corresponde a los dos
protones de la posicion H-13 del carbono y al carbonilo. También a 1.26 ppm hay
una sefal intensa que integra para 22 protones unidos a los carbonos 13-24 del
acido graso y finalmente a 0.87 ppm un multiplete, el cual integra nueve protones
de los cuales tres son del metilo terminal del acido graso y los seis restantes

corresponden a los 2 metilos del producto natural.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-5m
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En el espectro de RMN ™C (Figura 26) se observan 34 sefales
correspondientes a los 36 carbonos de la molécula. Se observa la sefal del
carbonilo del éster a 172.09 ppm. Una gran cantidad de sefales en la region
alifatica entre 34 y 22 ppm (13 sefales) que corresponden a los 14 carbonos de
la cadena del acido palmitico y la sefial a 14.12 ppm corresponde al metilo

terminal del &cido palmitico.
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Figura 26. Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCls) de KRM-5m
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5.2.1.10. Derivado KRM-5d.

En la Figura 27 se observa el espectro de RMN 'H dénde se puede ver la
sustitucién de dos cadenas de un acido graso de 16 carbonos (acido palmitico) y se
aprecian las sefnales caracteristicas de estas cadenas, comenzando con los cuatro

protones H-11 y H-11" en el carbono a al carbonilo mostrando un triplete a 2.56

ppm, luego a 1.75 ppm un multiplete que corresponde a los cuatro protones H-12 y
H-12" del carbono B al carbonilo. Posteriormente a 1.41 ppm otro multiplete que
corresponde a los cuatro protones de la posicion H-13 y H-13’ del carbono vy al
carbonilo. También a 1.26 ppm hay una sefal intensa que integra para 44 protones
unidos a los carbonos 13-24 y 13’-24’ del acido graso y finalmente a 0.87 ppm un
multiplete, el cual integra doce protones de los cuales seis son de los metilos
terminales de las cadenas de acido graso y los seis restantes corresponden a los 2

metilos del producto natural.
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En el espectro de RMN ™C (Figura 28) se observan 23 sefales

correspondientes a los 52 carbonos de la molécula. Se observa la sefal del

carbonilo del éster a 172.09 ppm. Una gran cantidad de sefales en la region

alifdtica entre 34.08 y 22.70 ppm (11 sefales) que corresponden a los 28

carbonos de las cadenas del &cido palmitico y la seifal a 14.12 ppm

corresponde a los metilos terminales del &cido palmitico.
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Figura 28. Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCl3;) de KRM-5d
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5.2.1.11. Derivado KRM-6m.

En la Figura 29 se observa el espectro de RMN 'H dénde se puede ver la
sustitucién de un acido graso de 18 carbonos (acido estearico) y se aprecian las
sefales caracteristicas de éste, comenzando con los dos protones H-11 en el
carbono a al carbonilo mostrando un triplete a 2.56 ppm, luego a 1.76 ppm un
multiplete que corresponde a los dos protones H-12 del carbono 3 al carbonilo, esta
sefnal se empalma con el multiplete que corresponde a los protones bencilicos del
producto natural, H-8 y H-8 dando una integracion para cuatro protones.
Posteriormente a 1.41 ppm otro multiplete que corresponde a los dos protones de
la posicion H-13 del carbono y al carbonilo. También a 1.26 ppm hay una sefal
intensa que integra para 26 protones unidos a los carbonos 14-26 del acido graso y
finalmente a 0.87 ppm un multiplete, el cual integra nueve protones de los cuales
tres son del metilo terminal del acido graso y los seis restantes corresponden a los

2 metilos del producto natural.
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En el espectro de RMN ™C (Figura 30) se observan 34 sefales
correspondientes a los 38 carbonos de la molécula. Se observa la sefal del
carbonilo del éster a 172.08 ppm. Una gran cantidad de sefales en la region
alifatica entre 34.08 y 22.70 ppm (13 sefales) que corresponden a los 16
carbonos de la cadena del acido palmitico y la sefial a 14.12 ppm corresponde

al metilo terminal del &cido palmitico.
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5.2.1.12. Derivado KRM-6d.

En la Figura 31 se observa el espectro de RMN 'H dénde se puede ver la
sustitucién de dos cadenas de un acido graso de 18 carbonos (acido estearico) y
se aprecian las sefales caracteristicas de estas cadenas, comenzando con los
cuatro protones H-11 y H-11" en el carbono a al carbonilo mostrando un triplete a
2.56 ppm, luego a 1.75 ppm un multiplete que corresponde a los cuatro protones H-
12 y H-12’ del carbono B al carbonilo. Posteriormente a 1.41 ppm otro multiplete
que corresponde a los cuatro protones de la posicién H-13 y H-13’ del carbono v al
carbonilo. También a 1.26 ppm hay una sefal intensa que integra para 52 protones
unidos a los carbonos 13-26 y 13’-26’ del acido graso y finalmente a 0.87 ppm un
multiplete, el cual integra doce protones de los cuales seis son de los metilos
terminales de las cadenas de acido graso y los seis restantes corresponden a los 2

metilos del producto natural.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-6d

72



En el espectro de RMN ™C (Figura 32) se observan 23 sefales
correspondientes a los 56 carbonos de la molécula. Se observa la sefal del
carbonilo del éster a 172.04 ppm. Una gran cantidad de sefales en la region
alifatica entre 34.08 y 22.70 ppm (11 sefales) que corresponden a los 32
carbonos de las cadenas del &cido palmitico y la seifal a 14.13 ppm

corresponde a los metilos terminales del &cido palmitico.
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Figura 32. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-6d
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5.2.1.13. Derivado KRM-9m.

La Figura 33 que corresponde al espectro de RMN 'H dénde se visualiza la sustitucién
de un acido graso insaturado de 18 carbonos de longitud (&c. oleico), y se pueden
apreciar las sefnales caracteristicas de este acido graso comenzando con un multiplete
a 5.35 ppm (m, 2 H) que integra para los dos protones vinilicos (H-18 y H-19) en
posicion cis del doble enlace. Luego se encuentra un triplete a 2.56 ppm (i, J = 7.46
Hz, 2H) que corresponde a los dos protones (H-11) en el carbono a al carbonilo. A
2.02 ppm (m, 4 H) tenemos un multiplete que integra para cuatro protones que
corresponde a los protones alilicos H-17 y H-20. Otra sefial importante es la de los
protones en el carbono B (H-12) a 1.76 ppm (m, 4 H), esta sefal se empalma con el
multiplete que corresponde a los protones H-8 y H-8' del producto natural, dando una
integracién de 4 protones. Un multiplete a 1.41 ppm corresponde a los protones en el
carbono vy al carbonilo. A 1.28 ppm una sefnal intensa que integra los 20 protones que
unidos a los carbonos 13 a 16 y 21 a 26. Los protones correspondientes al metilo de la
cadena del acido graso, se encuentran en el multiplete a 0.87 ppm, el cual integra 9
protones de los cuales 3 son del acido graso y los 6 restantes corresponden a los 2

metilos 9 y 9’ del producto natural.
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En el espectro de RMN 'C (Figura 34) observamos 36 sefales de los 38
carbonos de la molécula. Primeramente se observa la sefal que indica la
formacion del éster a 172.05 ppm. Posteriormente se encuentran las sefiales de
los carbonos del doble enlace a 130.02 y 129.76 ppm, y 13 sefales en la regidén
alifatica entre 34 y 22 ppm (34.06, 31.91, 29.78, 29.72, 29.53, 29.33, 29.21,
29.16, 29.05, 27.23, 27.18, 25.07, 22.68) que corresponden a los carbonos del
acido oleico. Finalmente a 14.11 ppm esta la sefial que corresponde al metilo

terminal del acido oleico.
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Figura 34. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-9m.
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5.2.1.14. Derivado KRM-9d.

La Figura 35 que corresponde al espectro de RMN 'H donde se visualiza la sustitucion
de un acido graso insaturado de 18 carbonos de longitud (&c. oleico), y se pueden
apreciar las senales caracteristicas de este acido graso comenzando con un multiplete
a 5.35 ppm (m, 2 H) que integra para los dos protones vinilicos (H-18 y H-19) en
posicion cis del doble enlace. Luego se encuentra un triplete a 2.56 ppm (i, J = 7.46
Hz, 2H) que corresponde a los dos protones (H-11) en el carbono a al carbonilo. A 2.02
ppm (m, 4 H) tenemos un multiplete que integra para cuatro protones que corresponde
a los protones alilicos H-17 y H-20. Otra sefial importante es la de los protones en el
carbono B (H-12) a 1.76 ppm (m, 4 H), esta sefal se empalma con el multiplete que
corresponde a los protones H-8 y H-8' del producto natural, dando una integracién de 4
protones. Un multiplete a 1.41 ppm corresponde a los protones en el carbono vy al

carbonilo. A 1.28 ppm una sefal intensa que integra los 20 protones que unidos a los
carbonos 13 a 16 y 21 a 26. Los protones correspondientes al metilo de la cadena del
acido graso, se encuentran en el multiplete a 0.87 ppm, el cual integra 12 protones de
los cuales 6 son del &cido graso y los 6 restantes corresponden a los 2 metilos Me-9 y

Me-9’ del producto natural.
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En el espectro de RMN 'C (Figura 36) observamos 28 sefales de los 56

carbonos de la molécula. Primeramente se observa la sefal que indica la

formacion del éster a 172.05 ppm. Posteriormente se encuentran las sefiales de

los carbonos del doble enlace a 130.02 y 129.76 ppm, y 13 sefiales en la region

alifatica entre 34 y 22 ppm (34.06, 31.91, 29.78, 29.72, 29.53, 29.33, 29.21,

29.16, 29.05, 27.23, 27.18, 25.07, 22.68) que corresponden a los carbonos del

acido oleico. Finalmente a 14.11 ppm esta la sefal que corresponde al metilo

terminal del acido oleico.
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5.2.1.15. Derivado KRM-7m.

En el espectro de RMN 'H (Figura 37) se observan 3 sefiales correspondientes
a los protones del anillo de fenilo. La primera sefal corresponde a un doble de
doble a 8.21 ppm (dd, J= 7.2, 1.2 Hz, 2 H-Ar) que integra para 2 protones (H-2”"
y H-6"), posteriormente a 7.62 ppm otro doble de doble (dd, J = 4.4, 1.2 Hz, 1
H-Ar) que integra para 1 protén (H-4”) y finalmente un doble de doble a 7.50
ppm (dd, J =7.6, 1.2 Hz, 2 H, H-3” y H-5"). Otra sefial importante es la del
protén del hidroxilo a 5.47 ppm que integra para 1H y confirma la obtencién del

analogo mono-sustituido.

- CURITTURTTIr OO0 M Ll (] h@‘ﬂwgg‘— \ﬂf’-gl‘) OFMNT TN D = 00 B
NNNo@uuYNgoXRanRhhEOBO®Y o = @k BARRERROOOGOOAGHRERND 3 00 €0 &K
030000 I 1 1= 1 I 1= I 1= 4 4040 46 46 40 46 5 6 6 6 & @ B R P PN PN PN P RN PR PA PR PP o Soco
P e 1 e e i it
s | o
@
S5H-Ar
s H-5
s H-3 Ome 3
H-6 f OMe-¥
t H-4" |
| o
| s
il | |
| |
il ,l'._ o
\ = PLALY b, (5} 2
[
F = g . 3"
& 5 2 5 Me-9
@ 2l 5 - Me.9'
: T T T
80 7.5
OH
l -
H2, HZ', H5, H-Tb
H5", H6 y HE* H-Tb' H-8
H-Ta H-8'
N H-7a' l
!; L N 1 JI" 'll\u M '.' ‘Il I ‘
a1 JU WA AN N Vi I oL W | WY B WL S L W S R
@ [ o |d= o = e & | & 4
b 58 3| 453 o 3 S 2 K |2 5
@ S S||[dae @ ] S S @ | N
-l i ) ldedei e leles) o~ ~ o LN. w,
1| IEih) ] 11 1 L 1T
T T T t T T T T T T T T T T T
8 6 4 2 [ppm]

Figura 37. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-7m
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En el espectro de RMN ™C (Figura 38) se aprecian 26 sefiales que

corresponden a los 27 carbonos de la molécula. La primer sefal que confirma la

obtencidn del éster es la de 164.90 ppm, posteriormente hay cuatro sefales que

corresponden a los 6 carbonos del fenilo (133.38, 130.28, 129.59, 128.49).
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5.2.1.16. Derivado KRM-7d.

En el espectro de RMN 'H (Figura 39) se observan 3 sefiales correspondientes
a los protones de los anillos de fenilo. La primer sefal corresponde a un doblete
a 8.21 ppm (d, J = 7.3 Hz, 4 H-Ar) que integra para 4 protones (H-2”, H-2"", H-
6” y H-6""), posteriormente a 7.63 ppm un triplete (t, J = 7.4 Hz, 2 H-Ar) que
integra para 2 protones (H-4” y H-4"") y finalmente un triplete a 7.50 ppm (t, J =

7.4 Hz, 4 H-Ar) que integra para cuatro protones (H-3”, H-37, H-5" y H-57").
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Figura 39. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-7d
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En el espectro de RMN ™C (Figura 40) se aprecian 15 sefiales que
corresponden a los 34 carbonos de la molécula. La primer sefal que confirma la
obtencidn del éster es la de 164.88 ppm, posteriormente hay cuatro sefales que

corresponden a los 6 carbonos de los fenilos (133.36, 130.28, 129.60, 128.48).
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Figura 40. Espectro de RMN C (100 MHz, CDCl;) de KRM-7d
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5.2.1.17. Derivado KRM-8m.

En el espectro de RMN 'H (Figura 41) observamos 2 sefales que
corresponden a los protones del anillo pirazinico. La primer sefal corresponde a
un doblete a 9.46 ppm (d, J = 1.4 Hz, 1 H-Ar) que integra para 1 protén (H-6"),
posteriormente a 8.83 ppm un multiplete que integra para 2 protones (H-3” y H-
4”). Otra sefal importante es la del protén del hidroxilo a 5.50 ppm que integra

para uno, lo que indica la obtencion del analogo mono-sustituido.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-8m
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En el espectro de RMN ™C (Figura 42) se aprecian 25 sefiales que

corresponden a los 25 carbonos de la molécula. La primer sefal que confirma la

obtencidn del éster es la de 162.10 ppm, posteriormente hay cuatro sefales que

corresponden a los 4 carbonos del anillo pirazinicos (146.83, 144.64, 143.63,

143.10).
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Figura 42. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-8m
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5.2.1.18. Derivado KRM-8d.

En el espectro de RMN 'H (Figura 43) observamos 2 sefiales correspondientes
a los protones de los anillos pirazinicos. La primera sefial corresponde a un
doblete a 9.46 ppm (d, J = 1.2 Hz, 2 H-Ar) que integra para 2 protones (H-6” y
H-6’"), posteriormente a 8.42 ppm un multiplete (m, 4 H-Ar) que integra para 4

protones (H-3”, H-3", H-4” y H-4"").
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Figura 43. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-8d

84



En el espectro de RMN ™C (Figura 44) se aprecian 15 sefiales que
corresponden a los 30 carbonos de la molécula. Se puede observar la senal
que corresponde a la formacion de los ésteres a 162.09 ppm. Cuatro senales
corresponden a los ocho carbonos de los anillos pirazinicos a 147.83, 146.83,

144.63, 143.10 ppm.
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Figura 44. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl3) de KRM-8d
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5.2.2. Caracterizacion de los éteres y aminoéteres del Am-DG.

5.2.2.1. KRM-10m

En la Figura 45 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observa el singulete
del hidroxilo a 5.47 ppm (s, 1 H, OH), lo que nos confirma que se obtuvo el
derivado mono-sustituido. Posteriormente se observan tres singuletes a 3.86 (s,

3 H, OMe), 3.854 (s, 3 H, OMe) y 3.849 (s, 3 H, OMe) ppm correspondientes a

los 9 protones de los 3 metoxilos.
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En la Figura 46, que corresponde al espectro de RMN *C, se observan 21

sefales correspondientes a los 21 carbonos de la molécula, de las cuales las

senales a 55.92, 55.85 y 55.91 ppm corresponden a los 3 metoxilos de la
molécula.
WO e D - DS DD 3
s58k 86 Sh oo SE= 83 SHB=S e o
Sndg 35 2 road=s 3FR Saw KBRS 8s 8
=IXIZT |2 SEEFEF N £ BB8 2888 28 <
ome s es
cs gg es i
C-g C-5 c7
crl cs
Cc-1 ;
C e ”
c-3 c-a
" ||‘ | l‘q " ‘ — . . P L
T T T T T T T T T T T T :
150 100 50 o Tooml

Figura 46. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl3) de KRM-10m
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5.2.2.2. KRM-10d.

En la Figura 47 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan dos
singuletes a 3.86 (s, 6 H, OMe) y 3.85 (s, 6 H, OMe) ppm correspondientes a

los 12 protones de los 4 metoxilos.

9 PEeRILNg gk SG8% 2ORETHRRYES 23 g8 [~
W OO0 Ll 2l ROY OO0 PO TO o o -
& ahroazey 2k FoRe ongh2onreN2 23 ]
~ SOV OWOD I X L e I L L T L oo e
| i -+ e ey , | r
L2
OMe-3 i
OMe-3" r
OMe4 | s
OMe4'
= w0
Me-9 B
Me-9' L
-
H2, H2’, H5, S
HY, H6yH6" |
e
H-Ta H-Tb r
H-8
H-T. H-TH’ L
i | o l He
: ll . -
UL JIL il “ JAN N .,._.._Jk..._._lk_,__o
e g w o o~ ™ -
Fss 3 :3‘ g 8 E 8‘
g4 - @ S @ [~ S -
iy - ' | -
T T T L] T
6 4 2 [ppm]
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En la Figura 48 que corresponde al espectro de RMN '3C se observan 12
sefales correspondientes a los 22 carbonos de la molécula, de las cuales las

sefnales a 55.90 y 55.80ppm corresponden a los 4 metoxilos de la molécula.

148.6992
147.0399
—134.4724

™ o
~
- P~
@ o
o o
§ =
=
I

L112.2242
- 1109812

¢ 55.9047
\ 55.7970
- 39.1907
\ 38.8392
- 16.2239
- 0.0010

OMe 3
OMe 3’ Me-9
OMe 4 Me-9'
OMe &’

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 [ppm]
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5.2.2.3. KRM-12m

En la Figura 49 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 3 sefiales
que confirman la unién del grupo N,N-dimetiletilamina, primeramente a 4.16
ppm un triplete (1, J= 5.8 Hz, 2 H, -CH»-O) que corresponde a los protones H-10
del carbono unido al oxigeno del éter, posteriormente a 2.93 ppm otro triplete (1,
J =5.6 Hz, 2 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-11 del carbono
unido al nitrégeno. También a 2.48 ppm se encuentra un singulete que integra

para los 6 protones correspondientes a los dos metilos unidos al nitrégeno.
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Figura 49. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-12m
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En la Figura 50 que corresponde al espectro de RMN 'C se observan 22
sefales correspondientes a los 24 carbonos de la molécula, de las cuales las
sefales a 66.50 (C-10), 57.66 (C-11) y 45.28 (C-12 y C-13) ppm corresponden

a los 4 carbonos del grupo N,N-dimetiletilamina.
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5.2.2.4. KRM-12d.

En la Figura 51 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 3 sefiales
que confirman la unién del grupo N,N-dimetiletilamina a los dos hidroxilos del
producto natural, primeramente a 4.08 ppm un triplete (t, J = 6.2 Hz, 4 H, -CH.-
O) que corresponde a los protones H-10 y H-10’ de los carbonos unidos a los
oxigenos de los éteres, posteriormente vemos a 2.77 ppm otro triplete (t, J = 6
Hz, 4 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-11 y H-11’ de los metilenos
unidos al nitrogeno. También a 2.48 ppm se encuentra un singulete que integra

para los 12 protones correspondientes a los dos metilos unidos al nitrégeno.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-12d
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En la Figura 52 que corresponde al espectro de RMN '*C se observan 13

sefnales correspondientes a los 28 carbonos de la molécula, de las cuales, las

sefales a 67.17 (C-10, C-10’), 58.22 (C-11, C-11’) y 45.90 (C-12, C-12’, C-13,

C-13’) ppm corresponden a los 8 carbonos de los grupos N,N-dimetiletilamina.
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Figura 52. Espectro de RMN
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5.2.2.,5. KRM-13m.

En la Figura 53 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 4 sefiales
que confirman la union del grupo 4-etilmorfolina, primeramente a 4.13 ppm un
triplete (t, J = 6 Hz, 2 H, -CH>-O) que corresponde a los protones H-10 del
carbono unido al oxigeno del éter, posteriormente a 3.74 otro triplete (t, J = 4.6
Hz, 4 H, -CH»-O) que integra para 4 H que corresponden a protones H-13 y H-
14 de los carbonos del anillo de morfolina y que estan unidos al oxigeno, a 2.84
ppm hay un triplete (t, J = 6 Hz, 2 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-
11 del carbono unido al nitrégeno y finalmente a 2.60 ppm un triplete (t, J = 4.3
Hz, 4 H, -CH>-N) que integra para 4 H que corresponden a protones H-12 y H-

15 de los carbonos del anillo de morfolina y que estan unidos al nitrégeno.
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Figura 53. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-13m
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En la Figura 54 que corresponde al espectro de RMN 'C se observan 24
sefales correspondientes a los 26 carbonos de la molécula, de las cuales, las
senales a 66.93 (C-10), 66.88 (C-13 y C-14), 57.65 (C-11) y 54.070 (C-12, C-

15) ppm corresponden a los 6 carbonos del grupo 4-etilmorfolina.
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Figura 54. Espectro de RMN ®C (100 MHz, CDCl;) de KRM-13m
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5.2.2.6. KRM-13d.

En la Figura 55 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 4 sefiales
que confirman la union de los dos grupos 4-etilmorfolina a los dos oxigenos del
producto natural, primeramente a 4.13 ppm un triplete (t, J = 6 Hz, 4 H, -CH>-O)
que corresponde a los protones H-10 y H-10’ de los carbonos unidos a los
oxigenos de los éteres, posteriormente vemos a 3.73 otro triplete (t, J = 4.6 Hz,
8 H, -CH»-0) que integra para 8 H que corresponden a protones H-13, H-13’, H-
14 y H-14’ de los carbonos de los anillos de morfolina y que estan unidos al
oxigeno. Posteriormente tenemos a 2.83 ppm un triplete (t, J =6 Hz, 4 H, -CH»-
N) que corresponde a los protones H-11 y H-11" de los carbonos unidos al
nitrégeno y finalmente tenemos a 2.59 ppm un triplete (t, J = 4.5 Hz, 8 H, -CH.-
N) que integra para 8 H que corresponden a protones H-12, H-12’, H-15 y H-15’

de los carbonos de los anillos de morfolina y que estan unidos al nitrégeno.
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-13d
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En la Figura 56 que corresponde al espectro de RMN '°C se observan 13

sefales correspondientes a los 32 carbonos de la molécula, de las cuales, las

sefiales a 66.94 (C-13, C-13’, C-14, C-14, C-10 y C-10’), 57.66 (C-11, C-11") y

54.05 (C-12, C-12’, C-15, C-15’) ppm corresponden a los 12 carbonos de los

dos grupos 4-etilmorfolina.
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5.2.2.7. KRM-14m.

En la Figura 57 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 4 sefiales

que confirman la unién del grupo 1-etilpirrolidina, primeramente a 4.15 ppm un

triplete (1, J= 6.3 Hz, 2 H, -CH»-O) que corresponde a los protones H-10 del

carbono unido al oxigeno del éter. Posteriormente a 3.0 ppm hay un triplete (i,

J=6 Hz, 2 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-11 del carbono unido

al nitrogeno. Luego en 2.73 ppm un multiplete que integra para 6 protones, de

los cuales 4 corresponden a los protones H-12 y H-15 de los carbonos del anillo

de pirrolidina y que estan unidos al nitrdgeno, esta sefial se empalma con la

sefial que intregra para los dos protones H-7a y H-7a’. Finalmente a 1.84 ppm

un multiplete (m, 4 H) que integra para 4 H que corresponden a protones H-13 y

H-14 de los carbonos del anillo de pirrolidina.
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Figura 57. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCly) de KRM-14m
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En la Figura 58 que corresponde al espectro de RMN '3C se observan 26
sefnales correspondientes a los 26 carbonos de la molécula, de las cuales, las
sefales a 67.72 (C10), 54.54 (C-12, C-15), 50.86 (C-11) y 23.46 ppm (C-13, C-

14) corresponden a los 6 carbonos del grupo 1-etilpirrolidina.
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Figura 58. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl3) de KRM-14m
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5.2.2.8. KRM-14d.

En la Figura 59 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 4 sefales

que confirman la unién del grupo 1-etilpirrolidina, primeramente a 4.14 ppm un

triplete (t, J = 6.4 Hz, 4 H, CH,-O) que corresponde a los protones H-10 y H-10’

del carbono unido al oxigeno del éter. Posteriormente tenemos a 3.0 ppm un

triplete (t, J = 6 Hz, 2 H, CH>-N)

que corresponde a los protones H-11 del

carbono unido al nitrégeno, luego tenemos un multiplete a 2.66 ppm que integra

para 8 protones que corresponden a los protones H-12, H-12’, H-15 y H-15’ de

los carbonos del anillo que estan unidos al nitrégeno, y finalmente tenemos a

1.84 ppm un multiplete (m, 4 H) que integra para 4 H que corresponden a

protones H-13 y H-14 de los carbonos del anillo.
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En la Figura 60 que corresponde al espectro de RMN '°C se observan 14

sefnales correspondientes a los 26 carbonos de la molécula, de las cuales, las

sefales a 67.92 (C-10, C-10’), 54.94 (C-11, C-11’), 54.58 (C12, C-12’, C-15, C-

15’) y 23.50 ppm (C-13, C-13’, C-14 y C-14’) corresponden a los 12 carbonos de

los dos grupos 1-etilpirrolidina.
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Figura 60. Espectro de RMN "*C (100 MHz, CDCl3) de KRM-14d
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5.2.2.9. KRM-15m.

En la Figura 61 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 5 sefiales

que confirman la unién del grupo 1-etilpiperidina, primeramente a 4.16 ppm un

triplete (t, J = 6.18 Hz, 2 H, -CH>-O) que corresponde a los protones H-10 del

carbono unido al oxigeno del éter. Posteriormente a 2.84 ppm hay un triplete (t,

J = 6.28 Hz, 2 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-11 del carbono

unido al nitrogeno. Luego en 2.55 ppm un singulete que integra para 4 protones,

los cuales corresponden a los protones H-12 y H-16 de los carbonos del anillo

de piperidina y que estan unidos al nitrégeno. A 1.63 ppm hay un multiplete que

integra para 4 protones y que corresponde a los protones H-13 y H-15 del anillo.

Finalmente a 1.46 ppm un multiplete (m, 2 H) que integra para 2 H que

corresponden a protones H-14 del anillo de piperidina.
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Figura 61. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-15m
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En la Figura 62 que corresponde al espectro de RMN '*C se observan 26

sefales correspondientes a los 27 carbonos de la molécula, de las cuales, las

sefiales a 66.38 (C-10), 57.75 (C-11), 54.90 (C-12y C-16) 25.67 (C-13 y C-15) y

24.09 ppm (C-14) corresponden a los 7 carbonos del grupo 1-etilpiperidina.
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Figura 62. Espectro de RMN ®C (100 MHz, CDCl) de KRM-15m
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5.2.2.10. KRM-15d.

En la Figura 63 correspondiente al espectro de RMN 'H, se observan 5 sefiales
que confirman la unién del grupo 1-etilpiperidina, primeramente a 4.12 ppm un
triplete (t, J= 6.5 Hz, 4 H, -CH»>-O) que corresponde a los protones H-10 y H-10’
de los carbonos unidos al oxigeno del éter. Posteriormente a 2.80 ppm hay un
triplete (t, J = 6.5 Hz, 4 H, -CH>-N) que corresponde a los protones H-11 del
carbono unido al nitrégeno. Luego en 2.51 ppm un singulete ancho que integra
para 8 protones, los cuales corresponden a los protones H-12, H-12’ y H-16, H-
16’ de los carbonos del anillo de piperidina y que estan unidos al nitrégeno. A
1.61 ppm hay un multiplete que integra para 8 protones y que corresponde a los
protones H-13, H-13' y H-15, H-15" del anillo. Finalmente a 1.46 ppm un
multiplete (m, 4 H) que integra para 4 H que corresponden a protones H-14 y H-

14’ del anillo de piperidina.
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Figura 63. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de KRM-15d
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En la Figura 64 que corresponde al espectro de RMN 'C se observan 15
sefales correspondientes a los 34 carbonos de la molécula, de las cuales, las
sefiales a 66.61 (C-10, C-10’), 57.87 (C-11, C-11"), 55.00 (C-12, C-12', C-16 y
C-16") 25.89 (C-13, C-13’, C-15 y C-15") y 24.22 ppm (C-14 y C-14)

corresponden a los 14 carbonos del grupo 1-etilpiperidina.
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Figura 64. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) de KRM-15d
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5.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Se evaluaron 28 derivados del AmDG contra 12 bacterias resistentes a
antibiéticos las cuales se mencionaron previamente en la seccion de materiales
y métodos (seccién 4.1). Los resultados de la Tabla 10 indican que de los 28
derivados ensayados solo ocho derivados: KRM-3m, KRM-4m, KRM-5m, KRM-
8m, KRM-10m, KRM-13d, KRM-15m y KRM-15d (Figura 65) presentaron una
CMI en el rango de 25 a 50 ug/ml contra cuatro bacterias resistentes (E.
faecium RV, S. aureus RM, S. epidermis RL y S. haemolyticus RL), mientras
que los otros derivados fueron inactivos a las concentraciones ensayadas (MIC
> 50 pg/ml). Cabe resaltar que unicamente las bacterias Gram positivas se

vieron afectadas por los analogos del AmDG.

KRM-3m KRM-4m KRM-5m KRM-8m KRM-10m
H3CO HsCO H3CO H300 H3CO
HO H3CO
OCHa OCH3; OCH3 OCHj,4 i OCHs
0O o OH

Z "N
S |
KRM-13d KRM-15m

/\ 3CO O G H3CO

K/ N\/\O ‘
g OCH; ‘ OCH;
O\L OH

K/ 0 Levofloxacina
O O

K/ N
KRM-15d

H,CO
O

F
| OH

/N\)N O\)N\

Figura 65. Estructura quimica de derivados del AmDG que presentaron actividad
antibacteriana y del control positivo.
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Tabla 10. Actividad antibacteriana y LogP de analogos del AmDG.

E. faecium  S. aureus S. epidermis S. haemolyticus LogP
Derivado RV RM RL RL
CMI pg/ml CMI pg/ml CMI pg/ml CMI pg/ml
KRM-1m > 50 > 50 > 50 > 50 7.71
KRM-1d > 50 > 50 > 50 > 50 10.41
KRM-2m > 50 > 50 > 50 > 50 6.39
KRM-2d > 50 > 50 > 50 > 50 7.76
KRM-3m > 50 25 > 50 > 50 4.98
KRM-3d > 50 > 50 > 50 > 50 4.96
KRM-4m > 50 25 > 50 > 50 5.54
KRM-4d > 50 > 50 > 50 > 50 6.08
KRM-5m > 50 50 > 50 > 50 11.06
KRM-5d > 50 > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-6m > 50 > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-6d > 50 > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-7m > 50 > 50 > 50 > 50 6.88
KRM-7d > 50 > 50 > 50 > 50 8.75
KRM-8m > 50 50 > 50 > 50 4.63
KRM-8d > 50 > 50 > 50 > 50 4.25
KRM-9m > 50 > 50 > 50 > 50 >11.16
KRM-9d > 50 > 50 > 50 > 50 >11.16
KRM-10m > 50 25 > 50 > 50 5.27
KRM-10d > 50 > 50 > 50 > 50 5.53
KRM-12m > 50 > 50 > 50 > 50 5.27
KRM-12d > 50 > 50 > 50 > 50 5.53
KRM-13m > 50 > 50 > 50 > 50 4.87
KRM-13d > 50 50 > 50 > 50 4.73
KRM-14m > 50 > 50 > 50 > 50 5.58
KRM-14d > 50 > 50 > 50 > 50 6.16
KRM-15m 50 50 50 50 6
KRM-15d 50 50 > 50 50 7
Levofloxacina >50 3.125 12.5 12.5 1.35
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De los resultados mas relevantes podemos destacar la actividad antibacteriana
de los derivados KRM-3m, KRM-4m y KRM-10m, los cuales incorporan un
grupo éster (acetilo para el caso de KRM-3m y 2-piridincarbonilo para KRM-4m)
o éter (metilo para KRM-10m) en su estructura. Cabe sefalar que solo los
derivados mono-sustituidos presentaron actividad, mientras que sus analogos
di-sustituidos resultaron inactivos. Es muy probable que la presencia del grupo
hidroxilo, un grupo donador de puentes de hidrégeno, sea necesario para
mantener interacciones con su diana molecular, tal como fue observado en la
posible interaccién del acido meso-dihidroguaiarético con la Coenzima A

transferasa para M. tuberculosis.?®

Comparando la actividad antibacteriana entre los ésteres que incorporan
heterociclos aromaticos (Figura 66), como KRM-4m (heterociclo de piridina) y
KRM-8m (heterociclo de pirazina), podemos deducir que la incorporacion de
dos heteroatomos en el anillo pirazinico conlleva a una disminucién en sus

propiedades lipofilicas y por ende a la pérdida de la actividad antibacteriana.

KRM-4m KRM-8m
® e
HO HO
l OCH;3 l OCH3
0.0 0.0
Z "N Nj%
o SN
CMI = 25 pg/ml CMI = 50 pug/ml
S. aureus RM S. aureus RM
LogP= 5.54 LogP= 4.63

Figura 66. Esteres de heterociclos aromaticos con actividad antibacteriana.
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De entre la serie de ésteres, también se observa que la incorporacién de largas

cadenas hidrocarbonadas, como en el derivado KRM-5m que posee una

cadena de 16 carbonos que ademas de aumentar drasticamente la lipofilicidad,

también propicia que la molécula pierda el doble de la actividad antibacteriana

en comparacion con su analogo KRM-3m que contiene un grupo acetilo y

menos caracter lipofilico, y el éter KRM-10m que solamente incorpord un metilo

lo que no aumenté mucho su Log P (Figura 67).

KRM-3m KRM-5m KRM-10m
H;CO E H;CO : H;CO E
HO HO HO
I OCHs; ! OCHjs g OCHj3
OYO 0.0 OCHg3
CMI = 25 ug/ml CMI = 25 pg/ml
S. aureus RM S. aureus RM
LogP=4.98 LogP=5.27

CMI = 50 pg/ml
S. aureus RM
LogP= 11.06

Figura 67. Esteres y éter con diferente longitud de cadena y que poseen actividad

antibacteriana.
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En cuanto a la serie de aminoéteres, se puede apreciar que el derivado KRM-
15d presentd actividad contra S. aureus RM, S. haemolyticus RL y E. faecium
RV mientras que el anadlogo KRM-15m presento igual actividad contra estas tres

bacterias, pero ademas mostr6 actividad contra S. epidermis RL (Figura 68).

KRM-13d KRM-15m KRM-15d
H3CO H3CO H3CO
N \/\o:‘z N \/\O:‘E N \/\o:‘E
OCH3 OCH3 OCHj3
CMI = 50 ug/ml o CMI =50 pg/ml o CMI = 50 pg/ml o
S. aureus RM S. aureus RM S. aureus RM
S. haemolyticus RL S. haemolyticus RL N
LogP=4.73 /ﬁ S. epidermis RL E. faecium RV Q
0 E. faecium RV
LogP=7
LogP=6

Figura 68. Aminoéteres con actividad antibacteriana.

Como se puede apreciar en la Figura 68, la incorporacién de un grupo
piperidinilo en el derivado KRM-15m le confiri6 modesta actividad antibacteriana
la cual no fue alterada a pesar de la incorporacion de un segundo grupo
piperidinilo como en el derivado KRM-15d. Asimismo, se puede apreciar que la
actividad antibacteriana se mantiene a pesar de la incorporacién de un segundo
heteroatomo en el anillo de piperidina tal como se observa para el derivado

morfolinico KRM-13d.
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5.4. ACTIVIDAD ANTITUBERCULOSA in vitro DE LOS ANALOGOS
DEL AmDG.

En lo que respecta a los resultados de la actividad antituberculosa in vitro, 16
derivados del AmDG (Figura 69) presentaron actividad antituberculosa como se

puede apreciar en la Tabla 11.

KRM-1m KRM-2m KRM-3m KRM-3d
HaCO O H5CO O H4CO O HaCO O
HO HO HO
g OCH; g OCHs g OCH; g OCH;
0.0 0O oj/o 0O
6(”"2 !
Br
KRM-4m KRM-7m KRM-8m KRM-8d
H3CO H4CO H3CO HaCO
$ ® ® 3. O
HO HO HO N\f\\o
N
N
OCHs OCHs OCH; OCH;
0O 0O 0O 0O
AN 5/) N N7
~ KN N
KRM-10m KRM-12m KRM-12d KRM-13d

HaCO HaCO HsCO HaCO
9 o JO JOTC
HsCO ~"~"0 ~"~"0 ~"0

KRM-14m KRM-14d

O O
N O Q¢
O \/\O \/\O
ocH3 i OCHjz g OCHj3

KRM-15d O\L OH

H300
& 0
\/\O o o

O H F [ oH
OCH; HN/\/N\(\ (N N
~ OH /N O\)\

0 OH
I NN

’\O Etambutol Levofloxacina

Figura 69. Estructura quimica de analogos del AmDG que presentaron actividad
antituberculosa in vitro y de los controles positivos.
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Tabla 11. Actividad antituberculosa y LogP de derivados del AmDG.

M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis  LogP
Derivado H37Rv G122 G133
CMI pg/mi CMI pg/mli CMI pg/mli
KRM-1m 125 50 > 50 7.71
KRM-1d > 50 >50 > 50 10.41
KRM-2m 125 50 50 6.39
KRM-2d >50 >50 > 50 7.76
KRM-3m 50 50 > 50 4.98
KRM-3d 50 >50 > 50 4.96
KRM-4m 50 25 50 5.54
KRM-4d >50 >50 > 50 6.08
KRM-5m > 50 > 50 > 50 11.06
KRM-5d > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-6m > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-6d > 50 > 50 > 50 >11.06
KRM-7m 125 50 25 6.88
KRM-7d > 50 > 50 > 50 8.75
KRM-8m 50 50 50 4.63
KRM-8d 50 > 50 50 4.25
KRM-9m >50 > 50 > 50 >11.16
KRM-9d > 50 > 50 > 50 >11.16
KRM-10m 50 50 50 5.27
KRM-10d > 50 > 50 > 50 5.53
KRM-12m 125 50 50 5.27
KRM-12d 6.25 125 125 5.53
KRM-13m > 50 > 50 > 50 4.87
KRM-13d 25 6.25 25 4.73
KRM-14m 12.5 25 50 5.58
KRM-14d 25 12.5 12.5 6.16
KRM-15m 125 25 25 6
KRM-15d 3.125 6.25 6.25 7
EMB 3.125 6.25 0.781 0.06
Lev. 0.3906 1.35
Iso. 0.3906 0.0976 0.0488 -0.64
Rif. -

H37Rv: Sensible a todos los farmacos de primera linea, G122: Resistente a isoniazida,
rifampicina y etambutol, G133: Resistente a isoniazida, rifampicina, estreptomicina.
EMB: etambutol, Lev.: levofloxacina, Iso.: isoniazida, Rif.: rifampicina.
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La serie de ésteres (Figura 70) con actividad anti-TB (KRM-1m, KRM-2m, KRM-

3m, KRM-3d, KRM-4m, KRM-7m, KRM-8m, KRM-8d) tuvieron valores de CMI’s

en el rango de 12.5 a 50 pg/m sobre la cepa H37Ryv, sin diferencias destacables

de actividad entre los derivados mono-sustituidos y di-sustituidos, mientras que

la actividad de estos ésteres sobre las cepas de TB-MFR decay6 en la mayoria

de los analogos o en algunos casos se perdio, a excepcion del derivado KRM-

4m el cual presenté una CMI de 25 pg/mL sobre la cepa G122, que fue mejor

que la observada para la cepa H37Ruv.

KRM-1m KRM-2m KRM-3m KRM-3d
H5CO O H5CO O H5CO O HgC O
HO HO
g OCHj g OCHj, OCH3 OCH3
0._0 0._0 0._0
vo, T
cMmi cMmi
H37Rv = 50 pg/ml H37Rv = 50 pg/ml
Br G122 = 50 pg/ml G122 = >50 pg/ml
cmi CcMmi G133=>50 pg/ml G133=>50 pg/mi
H37Rv = 12.5 ug/ml H37Rv = 12.5 png/ml LogP= 4.98 LogP= 4.96
G122 = 50 pg/ml G122 = 50 pg/ml
G133= >50 pg/ml G133= 50 pg/ml
LogP=7.71 LogP= 6.39
KRM-4m KRM-7m KRM-8m KRM-8d
H3CO HgCO H3CO HsCO
O 3 I
HO N tho
N
N
ooH3 OCH; OCHjg OCH,3
0._0 0._0 0.0 0._0
= 5 N™ | N7
~ KN N
CMI CMI CMI CMI

H37Rv = 50 ug/ml
G122 = 25 pg/ml
G133= 50 pg/ml

LogP= 5.97

H37Rv = 12.5 ug/ml
G122 =50 ug/ml
G133= 25 ug/ml

LogP= 6.88

H37Rv = 50 ng/ml
G122 =50 ug/ml
G133= 50 pg/ml

LogP=4.63

H37Rv = 50 pg/ml
G122 =>50 ug/ml
G133= 50 ug/ml
LogP=4.25

Figura 70. Esteres activos sobre cepas de M. tuberculosis.
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Hablando de este grupo de analogos se puede observar que la presencia de
heteroatomos en anillos aromaticos confiere modesta actividad antituberculosa
como es el caso de KRM-4m, KRM-8m y KRM-8d. Por el contrario, la
incorporacion de un anillo de benceno (sin heteroatomos presentes), como en
los derivados KRM-1m, KRM-2m y KRM-7m, incrementa 4 veces la potencia
con respecto a los analogos con heteroatomos en sus anillos aromaticos.
Aparentemente, la presencia de un grupo electrodonador como el bromo o un
grupo electroatractor como el nitro en el benceno, no es un factor determinante
de la actividad antituberculosa ya que los analogos que presentaron estos
sustituyentes en el anillo presentaron la misma CMI que el analogo con un anillo
de benceno. La presencia del grupo benzoilo parece ser un factor determinante
en la actividad, ya que estos mostraron una actividad 4 veces mayor que los
analogos KRM-3m y KRM-3d que poseen grupos acetilo y KRM-5m, KRM-5d,
KRM-6m y KRM-6d que incorporaron cadenas hidrocarbonadas de 16
(palmitoil) y 18 (estearoil) carbonos, respectivamente. Es muy probable que
este incremento en la actividad se deba a que el grupo benzoilo confiere mayor
lipofilicidad* a la molécula que el grupo acetilo pero menor que las cadenas de
acidos grasos permitiendo que difundan de manera mas facil a través de la

compleja pared celular de la micobacteria.
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En lo que respecta a la serie de los aminoéteres, se puede apreciar que siete
analogos (Figura 71) resultaron muy activos (KRM-12m, KRM-12d, KRM-13d,

KRM-14m, KRM-14d, KRM-15m y KRM-15d) frente a M. tuberculosis.

KRM-12m KRM-12d KRM-13d KRM-14m

H3CO H3;CO
SO AT DS e
N~ Noe~o K/N\/\O N0
l OCH; ! OCH; g OCH3 g OCHs

OH O (0] OH
cmi \L -~ \L cmI
H37Rv = 12.5 pg/ml '}' N/\ H37Rv = 12.5 pg/ml
G122 = 50 ug/ml oM K/O G122 = 25 ug/ml
G133 =>50 pg/ml H37Rv = 6.25 ua/ml cmI G133 =50 ug/ml
LogP= 5.27 =oeoud H37Rv = 25 pg/ml LogP= 5.58
G122 =12.5 ug/ml G122 = 6.25 ug/ml
G133 =12.5 pg/ml G133 = 25 ug/ml
LogP=5.53 LogP= 4.73

KRM-14d KRM-15d

KRM-15m
UL O Q¢
l OCH;s : OCHs I OCHs
O\L OH o

N CMI IN
\3 H37Rv = 12.5 pg/ml

G122 = 25 ug/ml

cmi G133 = 25 pg/ml cMi
H37Rv = 25 pg/ml LogP= 6 H37Rv = 3.125 pg/ml
G122 =12.5 pg/ml G122 = 6.25 pg/ml
G133 =12.5 ug/ml G133 = 6.25 ug/ml
LogP=6.16 LogP=7

Figura 71. Aminoéteres con actividad antituberculosa

La incorporacién de un grupo etildimetilamino como en KRM-12m confirié buena
actividad anti-TB para la cepa H37Rv, pero la incorporacion de dos grupos
etildimetilamino como en su analogo KRM-12d increment6 2 veces la potencia
de la molécula. EI mismo comportamiento se observa sobre las cepas

multifarmaco resistentes pero con una CMI mayor.

115



Una tendencia similar en la actividad anti-TB se puede observar para el caso de
los aminoéteres KRM-15m y KRM-15d, donde el derivado disustituido mostré
mayor potencia que el monosustituido. Con la incorporaciéon de un grupo N-
etilpiperidinilo se increment6 el LogP de los analogos KRM-15m y KRM-15d en
aproximadamente un orden de magnitud con respecto de sus analogos KRM-
12m y KRM-12d. Asi, el derivado KRM-15d exhibié el mayor LogP y ademas
mostrd la mayor potencia de todos los aminoéteres, una potencia igual a la
observada para el farmaco de referencia etambutol (MIC 3.125 pg/mL) el cual
presenta un LogP de 0.06. La gran diferencia entre los LogP de KRM-15d y
etambutol indica que la forma en que estas moléculas entran al interior de la
micobacteria es distinta, ya que se conoce que etambutol por ser de un tamano
muy pequefio y de caracter hidrofilico es transportado a través de unas
proteinas llamadas porinas, estas se encuentran en la pared celular de M.
tuberculosis “°. El aminoéter KRM-15d posee un LogP de 7 y un tamafio mayor
que el de etambutol, por lo que es presumible que esta molécula esté
atravesando por difusién pasiva la pared celular de la micobacteria, la cual se
caracteriza por su composicion alta en acidos micélicos dandole un caracter
muy lipofilico y lo que permite que moléculas lipofilicas puedan difundir

facilmente.

Los analogos KRM-13m, KRM-13d, KRM-14m y KRM-14d presentan una
tendencia distinta a los analogos KRM-12m, KRM-12d, KRM-15m y KRM-15d,
ya que KRM-13m a diferencia del resto de los aminoéteres mono-sustituidos fue

inactivo sobre M. tuberculosis. En el caso de los aminoéteres KRM-14m y KRM-
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14d se esperaba que el analogo di-sustituido fuera mas activo que el analogo
mono-sustituido, lo que fue contrario ya que KRM-14m present6 una CMI de
12.5 yg/mL y KRM-14d una CMI de 25 ug/mL sobre la cepa H37Rv. En cuanto
a la actividad sobre las cepas de TB-MFR los aminoéteres KRM-13d y KRM-
14d también presentan una tendencia distinta ya que se esperaba que la
actividad sobre estas cepas fueran menor que sobre la cepa sensible (H37Rv),
pero se puede observar que para la cepa G122 estos aminoéteres di-sustituidos
resultaron mas activos en comparacion con la cepa H37Rv. Estas diferencias
importantes sugieren que el mecanismo por el cual actuan sobre la cepa H37Rv
podria ser diferente al de los aminoéteres mas activos (KRM-12m, KRM-12d,
KRM-15m y KRM-15d), y que por la misma razén actuan de forma distinta

frente cepas MFR.

Otro hallazgo importante es la similitud estructural que presenta la porcion
aminoéter de los aminoéteres, con la porciébn aminoalcohol del farmaco
etambutol (Figura 72). Esta similitud estructural es importante tomarla en cuenta
para futuras investigaciones sobre el mecanismo de accion de estos
aminoéteres, ya que podria ayudar a saber si actuan sobre la misma diana

molecular de etambutol o en una diferente.

Etambutol KRM-15d
H HsCO
/\/N G O
g OH \(\ N0
NN OH
Figura 72. Comparacién entre LogP= 0.06 O
L, i . Peso molécular: 204.31 OCHj3
aminoéter mas activo y etambutol. CMI = 3.125 pg/ml 0
M. tuberculosis H37Rv LogP=7 \L
Peso molécular: 552.80 N
CMI = 3.125 pg/ml
M. tuberculosis H37Rv
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5.5. CITOTOXICIDAD E iNDICE DE SELECTIVIDAD (IS).

De los 28 analogos del AmDG, se evalud la citotoxicidad de los analogos que
presentaron mayor actividad antibacteriana y antituberculosa, siendo un total de
15 analogos los que se evaluaron sobre células Vero, las cuales son
ampliamente usadas como un modelo para estimar la citotoxicidad de las
moléculas.®** Conociendo su valor de Clsy se calculd el IS, considerandose

selectivos para las bacterias los analogos con IS > 10.%74°

Con respecto a la actividad antibacteriana se tiene que los siete analogos
evaluados (KRM-3m, KRM-4m, KRM-8m, KRM-10m, KRM-13d, KRM-15m Y
KRM-15d) presentaron un IS <10, lo que indica que son citotdxicos y poco
selectivos a la bacteria, en comparacion con el farmaco de referencia

levofloxacina, el cual present6 un IS de 93.81 (Tabla 12).

Tabla 12. Citotoxicidad e indice de selectividad de analogos del AmDG con actividad
antibacteriana.

) E. faecium S. aureus S. epidermis S. haemolyticus  Células IS
Derivado RV RM RL RL vero — cig/cmi)
CMI pg/mi CMI pg/ml CMI ng/mi CMI ng/mi Clso pg/ml
KRM-3m > 50 25 > 50 > 50 111.58 4.46
KRM-4m > 50 25 > 50 > 50 65.04 2.60
KRM-5m > 50 50 > 50 > 50 NE NC
KRM-8m > 50 50 > 50 > 50 43.34 0.87
KRM-10m > 50 25 > 50 > 50 47.75 1.91
KRM-13d > 50 50 > 50 > 50 71.65 1.43
KRM-15m 50 50 50 50 62.57 1.25
KRM-15d 50 50 > 50 50 73.23 1.46
Levofloxacina >50 3.125 12.5 12.5 293.16 93.81

RV: Resistente a vancominicina, RM: Resistente a meticilina, RL: Resistente a linezolid, IS:
Indice de Selectividad, NE: No evaludado, NC: No calculado.
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Cabe destacar que los aminoéteres KRM-15m y KRM-15d resultaron ser mas
activos que el farmaco de referencia levofloxacina contra E. faecium RV; sin
embargo, estos derivados fueron mas citotdxicos que levofloxacina ya que

presentaron IS de 1.25 y 1.26 respectivamente.

En cuanto a la actividad antituberculosa, se determin6 la Clso de 15 de los 16
analogos que presentaron actividad anti-TB. Puede observarse un diferencia
marcada entre el IS del grupo de los ésteres y aminoéteres, siendo los siete
ésteres (KRM-1m, KRM-2m, KRM-3m, KRM-3d, KRM-4m, KRM-7m, KRM-8m)

citotdéxicos y poco selectivos para M. tuberculosis con IS < 10.

Tabla 13. Citotoxicidad e indice de selectividad de analogos del AmDG con actividad
antituberculosa.

M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis

Derivado H37Rv G122 G133 Células Vero IS
CMI pg/ml CMI pg/ml CMI pg/ml Cleopg/ml  (Clso/CMlus7ry)
KRM-1m 125 50 > 50 111.58 8.93
KRM-2m 125 50 >50 97.07 7.76
KRM-3m 50 >50 > 50 102.73 2.05
KRM-3d 50 50 > 50 95.13 1.90
KRM-4m 50 50 >50 65.04 1.30
KRM-7m 125 50 >50 124.62 8.04
KRM-8m 50 50 50 43.34 0.86
KRM-8d 50 > 50 50 NE NC
KRM-10m 50 50 >50 47.75 0.96
KRM-12m 12.5 >50 >50 326.59 26.13
KRM-12d 6.25 125 125 >487 >77.93
KRM-13d 25 6.25 25 71.65 2.87
KRM-14m 12.5 25 50 >487 >38.96
KRM-14d 25 125 125 >487 >19.48
KRM-15m 125 25 25 62.57 5.01
KRM-15d 3.125 6.25 6.25 73.23 23.43
EMB 3.125 6.25 - 390.93 183.53
Lev. 0.3906 293.16 750.54

H37Rv: Sensible a todos los farmacos, G122: Resistente a Isoniazida, rifampicina y etambutol, G133:
resistente a isoniazida, rifampicina, estreptomicina. EMB: etambutol, Lev.: levofloxacina.

119



También se puede observar que dentro de los ésteres, los analogos que
poseen anillos aromaticos sin heteroatomos presentes (Benceno, 4-bromo
benceno, 2-nitrobenceno) presentaron los IS mas altos (8.93, 7.76 y 8.04)
aunque no lo suficiente para considerarse como selectivos para M. tuberculosis.
En contraste se observa que los ésteres con heteroatomos en anillos

aromaticos (piridina y pirazina) incrementd la citotoxicidad (IS 1.30, 0.86).

Por otro lado estan los aminoéteres, de los cuales, cinco presentaron IS > 10,
considerandose selectivos para M. tuberculosis: KRM-12m, KRM-12d, KRM-
14m, KRM-14d, y KRM-15d. Los aminoéteres que presentaron los mejores IS
fueron KRM-12d con un IS >77 y con una potencia dos veces menor a la del
farmaco de referencia etambutol y KRM-15d con un IS de 23.43, teniendo una
potencia igual a la de etambutol. Ambas moléculas son promisorias para el
desarrollo de nuevos agentes antituberculosos ya que presentaron buenas

actividades y un IS alto.*
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CAPITULO VI

6.CONCLUSIONES

1. Se sinterizaron, purificaron y elucidaron estructuralmente 28 nuevos analogos
del acido meso-dihidroguaiarético los cuales incluyen: 18 ésteres, 2 éteres y 8
aminoéteres.

2. Los analogos KRM-15M Y KRM-15d presentaron la mejor actividad
antibacteriana con una CMI de 50 pg/ml contra S. aureus RM, S. haemolyticus
RL y E. faecium RV. La actividad de estos analogos fue mejor que la de
levofloxacina (CMI > 50 ug/ml) sobre la cepa E. faecium RV, sin embargo sus
IS estan por debajo de 10 indicando que son mas téxicos para células
mamiferas que para la bacteria.

3. Los analogos KRM-12d y KRM-15d presentaron la mejor actividad
antituberculosa in vitro con CMI de 6.25 y 3.125 pg/ml respectivamente contra
M. tuberculosis H37Rv. Estos compuestos no fueron citotdéxicos a las
concentraciones ensayadas. El IS para KRM-12d y KRM-15d fueron >77 y
23.43, respectivamente indicando su selectividad hacia M. tuberculosis, lo que
las hace moléculas promisorias para desarrollarse como farmacos

antituberculosos.
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CAPITULO VI

7.PERSPECTIVAS

Optimizar sintesis para la obtencién de aminoéteres del AmDG.

Sintetizar nuevos aminoéteres inspirados en los analogos KRM-12d y KRM-
15d para incrementar su actividad y mejorar la selectividad hacia M.
tuberculosis.

Realizar estudios sobre el mecanismo de accién de los aminoéteres del
AmDG para conocer su blanco terapéutico y realizar un disefio racional de
nuevos derivados.

Realizar estudios de actividad anti-tuberculosa in vivo.
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