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RESUMEN
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Numero de paginas: 140

Candidato para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias con orientacion
en Farmacia.

Area de estudio: Sintesis de moléculas con actividad biolégica.

Propdsito y método de estudio: El desarrollo de distintos mecanismos de
resistencia por parte de las bacterias a los multiples antimicrobianos, es un tema
alarmante en la actualidad, y en mayor medida en el futuro. Un punto importante en
la formacion de bacterias resistentes son los hospitales, en los cuales existe una
gran confluencia de distintos microorganismos, entre ellos las bacterias vy

numerosos antibidticos son utilizados para tratar las infecciones causadas por



éstas. A lo mencionado anteriormente, se suma el mal uso de los antibidticos por
parte de la poblacién en general, por tanto, la busqueday desarrollo de nuevos
farmacos con nuevos mecanismos de accién se convierte en una necesidad
primordial. Los a-aminofosfonatos son compuestos prometedores que han
demostrado tener una amplia gama de actividades biolégicas, de las cuales se han
reportado: antibacteriana, antiviral y antineoplasica, entre otras. En el presente
proyecto fueron sintetizados cinco nuevos a-aminofosfonatos unidos a grupos que
se presentan frecuentemente en moléculas presentes en productos naturales, los
cuales, de la misma manera que los a-aminofosfonatos, han demostrado tener
distintas actividades bioldgicas, principalmente, antineoplasica y antibacteriana.
Para llevar a cabo la sintesis, fue utilizada la reaccién de Kabachnik-Fields, la cual
consiste en la condensacién de un aldehido, una amina y una fosfita, ésta fue
catalizada utilizando agitacion en vortex. La purificacion de los compuestos fue por
medio de filtracion al vacio y recristalizacion, siendo esto un método no
convencional y ecolégicamente amigable. Posterior a esto, fueron realizadas las
pruebas antimicrobianas in vitro empleando la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana de “Kirby-Bauer” con la que pudimos observar que ninguno de los
compuestos sintetizados presenté actividad antibacteriana, posterior a esto fue
llevado a cabo un analisis computacional de los compuestos, donde se obtuvieron
las energias de afinidad de la union de los ligandos con las proteinas dianay
algunos aspectos de la posible farmacocinética y farmacodinamia. La
caracterizacion de los nuevos compuestos sintetizados fue mediante Resonancia
Magnética Nuclear de 'H, '3C y 3'P, lo cual confirmé la correcta sintesis de los

mismos.



Contribuciones y conclusiones: Se logréo obtener cinco a-aminofosfonatos
mediante un método de sintesis y purificacién amigable con el medio ambiente, los
cuales fueron caracterizados por latécnicade Resonancia Magnética Nuclear. Fue
probada la actividad antibacteriana de los compuestos “in vitro” mediante la técnica
de “Kirby-Bauer”, resultando en una nula actividad en contra de las bacterias
probadas, esto probablemente debido a la pobre difusién de los compuestos en el
medio. También se realizé un analisis computacional de los compuestos, el cual
consisti6 en pruebas de acoplamiento molecular sobre distintas dianas y la
prediccién de distintas caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de los
compuestos, debido a que el analisis de las dianas moleculares fueron proteinas
que participan en el ciclo celular o tienen funciones especificas en la division de las

células en humanos, estas Uultimas mostraron la posibilidad de evaluar los

compuestos en lineas celulares cancerigenas.
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CAPITULOI

1. INTRODUCCION

1.1 Estadisticas y problematica mundial de las infecciones bacterianas.

Se puede definircomo infeccidén bacteriana a la invasién de un huésped por parte
de unabacteria patégena, la cual,evadiendo al sistema inmunitario,entray coloniza
dentro del huésped, llegando a causar la muerte o dafio del mismo, siendo este
ultimo, permanente o temporal. (1) Las defunciones en el mundo causadas por este
tipo de infecciones, contintan estando entre las primeras causas de mortalidad,
solo superadas por las enfermedades crénicas no transmisibles. De acuerdo con
cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2016, las infecciones
de las vias respiratorias inferiores aparecen como las mas letales con una cifra
anual de 3 millones de muertes, seguida de la diarrea infecciosa con 1.4 millonesy
la tuberculosis, con 1.3 millones. Estas dos Gltimas han disminuido su incidenciaen
los ultimos afios, no obstante, aun se sitan entre las primeras diez causas de

muerte en todo el mundo. (2)

La OMS ha publicado una lista de “patdogenos prioritarios” resistentes a los
antibiéticos, clasificandolos con un gradode urgencia,que van desde la critica hasta
la media. El grupo de prioridad critica incluyelasbacterias multirresistentesque son
especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los
pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como ventiladores y

catéteres intravenosos. Entre dichas bacterias actualmente se



incluyen: Acinetobacter, Pseudomonas y varias  enterobacterias
como Klebsiella, Escherichia coli, Serratia, y Proteus, |las cuales son bacterias que
pueden provocar infecciones graves y a menudo letales, como sepsis y neumonias.
Estas bacterias han adquiridoresistenciaaun elevado numero de antibiéticos,como
los carbapenémicos y las cefalosporinas de tercera generacion (los mejores
antibioticos disponibles para tratar las bacterias multifarmacorresistentes). Los
niveles segundo y tercero de la lista de “patdgenos prioritarios”, categorias de
prioridad alta y media, contienen otras bacterias que exhiben una
farmacorresistenciacreciente y provocan enfermedades comunescomo la gonorrea

o intoxicaciones alimentarias por salmonela. (3)

1.2 Estadisticas y problematica en México

En México, en el afio 2014 se presentaron 17 mil muertes causadas por influenzay
neumonia; y las principales causas de morbilidad fueron las infecciones
respiratorias agudas con 27 millones de casos; las infecciones intestinales con 5

millones de casos; e infecciones en las vias urinarias con 4 millones de casos.

Dentro de las principales causas de muerte, desde el afno 2007 hasta el 2017
aparecen las infecciones del tracto respiratorio ocupando el noveno lugar. (4) Otro
problema presentado en México es el de las muertes por infecciones nosocomiales,
un problema el cual abordaremos méas adelante. Aunado a este problema
encontramos la resistencia bacteriana mencionada anteriormente, sobre la que
existen numerosos reportes de los hospitales mexicanos de un gran niumero de

cepas resistentes, las cuales son una causa importante de muerte durante la

estancia hospitalaria.



1.3 Problematica de las infecciones nosocomiales

Existe un grave problema entre las personas que anualmente son atendidas en los
hospitales, las cuales sufren de complicaciones a causa de infecciones que
contraen durante su estancia, agravando su situacion, ocasionando el alargamiento
de su permanencia hospitalaria, ademas de incapacidad para laborar por largos
periodos de tiempo y un gran numero de muertes. Toda esta problematica genera
ademas de lo mencionado, altas cargas econdmicas para los sistemas de salud.
Estas infecciones contraidas a nivel hospitalario se conocen como “infecciones
hospitalarias o nosocomiales” y son una grave amenaza para la seguridad de las
personas hospitalizadas. En el mundo, los paises en desarrollo poseen un mayor
riesgo de contraer infecciones nosocomiales comparados con los paises
desarrollados, y estos pueden superar hasta un 25% de pacientes afectados.
Encontramos que, en México por cada 450,000 casos registrados con infeccién

hospitalaria, se presentan 32 muertes. (5)

Para identificarlos microorganismos causantes de estas infecciones, se realizé un
estudio en México dirigido por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con el
objetivo de conocer la incidencia de distintas bacterias en relacion con las
infecciones hospitalarias. Los resultados del estudio (tabla 1) indicaron una mayor

frecuencia para el caso de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa y Staphylococcus coagulasa-negativos. (6)



Tabla 1. Incidencia bacteriana en ambientes hospitalarios de México en el

ano 2016.
Bacteria Incidencia (%) No. de casos
Escherichia coli 16.9 8192
Staphylococcus coagulasa-
negativos 14.0 6771
Pseudomonas aeruginosa 10.9 5275
Staphylococcus aureus 9.8 4725
Klebsiella(pneumoniae/oxytoca) 7.3 3493
Enterobacter cloacae 35 1696
Acinetobacter spp 3.0 1437

Otra variable para considerar en el caso de las infecciones bacterianas
nosocomiales es la generacion acelerada de multiples mecanismos de resistencia
hacia los antibiéticos usados en la actualidad. Una de las principales razones de la
aparicion de estos mecanismos de resistencia es el uso indiscriminado de los
antibidticos. (7) Esta resistencia bacteriana representa una de las mas grandes
amenazas de salud publica ya que, aunque este es un fendmeno natural, este
problema avanza de manera creciente y veloz, ocasionando que infecciones como
la neumonia, tuberculosis, salmonelosis 0 gonorrea se vuelvan enfermedades muy

dificiles de tratar, provocando un aumento en el numero de muertes.

Por otro lado, es alarmante que lainvestigacion para el desarrollo de nuevasformas
de contrarrestar esta situacion esta disminuyendo, debidoa quelas pruebasclinicas
son muy estrictas y los protocolos demasiado largos para poder aprobar un
antibiético, teniendo como consecuencia que laindustria farmacéutica brinde poco

apoyo para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. Todo esto ha ocasionado



que, con el paso de tiempo, se hayan aprobado una menor cantidad de antibiéticos,

mientras que las bacterias continian generando mecanismos de resistencia para

las terapias existentes. (8)

1.4 Tratamiento

El tratamiento para las infecciones bacterianas consiste en una gama de

compuestos denominados antibiéticos o antimicrobianos, de los cuales tristemente

algunos de ellos, han perdido efectividad por la generacion de mecanismos de

resistencia por parte de las bacterias (9), los cuales se mencionaran mas adelante

con mayor detalle. Estos agentes se pueden clasificar tal como se describe a

continuacion:

a)

b)

Inhibidores de la sintesis de la pared celular: Estos agentes
antimicrobianos han sido usados histéricamente con un éxito muy grande,
dentro de este grupo podemos encontrar a los -lactdmicos,
glucopéptidos, cefalosporinas, penicilinas, entre otros. Algunos de los
miembros de estos grupos ya han sido descontinuados debido a la

resistencia bacteriana.

Despolarizantes de la membrana celular: Estos agentes, como su
nombre lo indica, tienen la capacidad de despolarizar la membrana celular
bacteriana, lo cual ocasiona que algunos canales, especialmente idnicos,
se abran, destruyendo la homeostasis de la célula bacteriana vy
destruyéndola al permitir la transferencia de iones, este es uno de los

mecanismos mas comunes por los cuales causan un efecto bactericida.
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Algunos ejemplos de este tipo de farmacos son los lipopéptidos como las

polimixinas. (9, 10)

Inhibidores de la sintesis de proteinas: La sintesis de proteinas es un
proceso vital para cualquiertipo de célula, y de la misma manera que en
las células eucariotas, en las bacterias, esta tarea es realizada por los
ribosomas. El ribosoma bacteriano esta constituido por ARN, que incluye
el ARN 16S, 23S y 58S, los cuales son acidos ribonucleicos con actividad
catalitica (ribozimas), que facilitan el proceso de la formacién del enlace
peptidico para la formacion de las proteinas en la bacteria, las unidades
antes mencionadas, en conjunto con mas de 50 factores proteicos que se
ensamblan en 2 subunidades, la 30S y la 50S y uniéndose estas,
conforman el ribosoma denominado 70S. La sintesis de proteinas se da
un proceso conocido como traduccién, el cual consiste en la lectura de los
codones del ARN mensajero por el ribosoma, en este complejo proceso
mecanicista, por medio de pasos regulados con especial afinidad,
participan numerosas proteinas que se denominan factores de la
traduccidn,los cualesdirigen alribosoma en la sintesis proteica en algunos
pasos esenciales que podemos nombrar como: iniciacién, elongacion,
terminacidn y reciclaje de ribosomas. Los antibidticos que actuan a través
de este mecanismo de accién, participan en alguno de estos procesos
interfiriendo en cualquiera de los pasos mencionados, provocando la

muerte de la célula bacteriana. (11)



d) Antimetabolitos o interruptores del metabolismo: En cuanto a los
antibidticos que tienen este mecanismo de accion han tenido un desarrollo
con precedente mucho tiempo atrds. Un ejemplo clasico de estos son los
farmacos que inhiben la via del folato, el cual es esencial para muchas
reacciones de transferencia de carbono y es un elemento primordial en la
sintesis de purinas, pirimidinas y aminoacidos. Existe una enzima llamada
dihidrofolato reductasala cual tiene un papel preponderante en la reserva
de tetrahidrofolato en la célula, el cual es un precursor en la sintesis de
glicina, metionina, timidina trifosfato y purinas. La inactivacién de esta
enzima priva a la célula de metabolitos esenciales para formar las
macromoléculas principales como proteinas, ADN y ARN, conduciendo a

la falta de replicacion bacteriana. (12)

1.5 Mecanismos de resistencia bacteriana

Dentro de los mecanismos de resistencia generados por las bacterias podemos

encontrar 4 principales:

a) Limitar la absorcion del farmaco. La capa de lipopolisacaridos en las
bacterias gram negativas le confiere proteccion a la bacteria sobre algunas
moléculas, por lo tanto, estas bacterias tienen un resistenciainnata ante un
grupo de agentes antimicrobianos muy eficaces. Otro ejemplo similar puede
ser observado en las micobacterias cuya membrana tiene un alto contenido
de lipidos y acidos micoélicos los cuales hacen imposible la entrada de
muchos agentes antimicrobianos; sin embargo, los agentes lipofilicos tienen

un acceso facilitado, ejemplos de estos farmacos son la rifampicinay las
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b)

fluoroquinolonas, los cuales son ampliamente utilizados en el tratamiento de
la tuberculosis, enfermedad causada por una micobacteria. Un ejemplo claro
de cdmo es que se genera resistencia de esta manera es el caso de
Staphylococcus aureus el cual ha logrado desarrollar resistencia a la
vancomicina por medio de mecanismos distintos, uno de ellos es el
engrosamiento de su pared celular lo que hace dificil la entrada de los
farmacos. Otra manifestacién de este tipo de resistencia es la formacion de

biopeliculas, esto es visto en la colonizacién bacteriana.

Modificacion de la diana farmacolégica. Dentro de la célula bacteriana
existen distintas dianas sobre las cuales los farmacos pueden actuar. Un
ejemplo de los mecanismos de resistencia de este tipo, es el dirigido hacia
los farmacos betalactamicos que son utilizados casi de manera exclusiva por
bacterias gram positivas y consiste en alterar la estructura y niamero de las
proteinas de unién apenicilina,las cuales son transpeptidasas que participan
en la construccion del peptidoglucano en la pared celular. Un aumento en la
produccién de proteinas de unién a penicilina con menor afinidad a los
farmacos o un déficit de proteinas de union a penicilina con una afinidad
normal, afecta directamente la cantidad de farmaco que puede unirse a su
objetivo, esto es posible a través de diversas mutaciones en genes

especificos.

Inactivacion del farmaco. Existen dos formas principales por medio de las

cuales las bacterias logran inactivar farmacos, puede ser por la degradacion
8



de los mismos o al transferirles un grupo funcionalque los torna inactivos, un
ejemplo de enzimas que hidrolizan farmacos son las B-lactamasas. En
cuanto a la inactivacion de farmacos por medio de la adicién de grupos
funcionales, la forma mas comun es la de afadir grupos acetilo, proceso
conocido como acetilacion, también se pueden afadir grupos fosforilo y

adenilo.

d) Expulsion de farmacos: Las bacterias pueden lograr la expulsién de
farmacos por bombas codificadas en sus genomas, algunas de estas tienen
una expresion normal y otras son sobreexpresadas en determinadas
situaciones. Estas bombas tienen la funcion de que las células bacterianas
sean protegidas de unagran cantidad de sustanciastéxicas quellegan aella,
estas bombas son llamadas MDR (por las siglas en inglés Multi Drug

Resistance).(9)

1.6 Compuestos organofosforados: a-aminofosfonatos

Unafamiliade moléculasde interésterapéutico por sus propiedades farmacolégicas
son los a-aminofosfonatos, que son compuestos organofosforados que tienen
relacion estructural con los a-aminoacidos, y los cuales poseen la capacidad de
intervenir en procesos patolégicos. Se ha demostrado que los a-aminofosfonatos
poseen actividad antiviral, antifGngica y antibacteriana, lo que da un panorama
prometedor para el desarrollo de nuevos antibidticos. Estos compuestos fueron
estudiados por primera vez hace medio sigloy su actividad biologica se le adjudica

principalmente a la base de los enlaces entre los atomos de nitrégeno, carbonoy



fésforo. Este tipo de compuestos participan como péptido-miméticos y su principal
mecanismo de accion es la inhibicibn enzimatica.(13-15) Los mecanismos
biol6gicos mas importantes atribuidos a su actividad, incluyen lainhibicion de una
enzimaimplicada en la sintesis del peptidoglicano en las bacterias; inhibicion de la
ADN girasa, la enzima responsable de liberar la tensidn torsional del ADN durante
la replicacion. Ademas, este tipo de compuestos son capaces de inhibir a las
betalactamasas, enzimas responsables de la degradacién del anillo beta-lactamico

presente en muchos antibioticos, principalmente penicilinas. (16)

1.7 Sintesis de los a-aminofosfonatos

En cuanto a la sintesis de los a-aminofosfonatos, la ruta sintética mas eficientey
estudiada para este fin por sus buenos rendimientos es aquellaque involucraa la
reaccién de Kabachnik-Fields, la cual se fundamenta en la reaccién entre un
aldehido, una amina primaria y una fosfita para enlazar los atomos de nitrégeno,
carbono y fésforo, formando el farmacéforo deseado. Sin embargo, a pesar de los
buenos rendimientos que ésta genera, se ha buscado modificar las condiciones de
reaccion originales hacia reacciones asistidas por microondas, con el objetivo de
disefiarunareaccién acorde a los principios de la quimica verde, de acuerdo a los
principios que procuran lasustentabilidad en los procesos quimicos. Se han llegado
a realizar sintesis de a-aminofosfonatos y algunos otros derivados relacionados via
microondasy por lareaccién antes mencionada, sin la utilizacion de solventescomo
las reportadas por Keglevich y Bélint, ellos utilizaron la anilina o bencilamina como
amina, formaldehido, benzaldehido, acetofenona o cliclohexnona como

oxocomponentes y dialquil fosfitas y 6xido de difenilfosfina como reactivo, ellos
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realizaron la sintesis y probaron distintas temperaturas, 80°C, 100°C y 120°C,
obteniendo rendimientos desde un 80% hasta un 94%. Esta reaccion ha sido objeto
de multiples estudios para generar mejores rendimientos y afectar menos al medio

ambiente, los cuales, aun se siguen reportando. (17)

Por lo tanto, la sintesis de nuevos a-aminofosfonatos mediante sintesis sencillasy
amigables con el medio ambiente,con laobtencidén de buenosrendimientos, plantea
una innovadora y util alternativa para el creciente problema de resistencia
bacteriana y de las infecciones nosocomiales por medio del aporte de nuevas

plataformas con nuevos mecanismos de accion.

CAPITULOI

2. ANTECEDENTES

2.1 Sintesis de los a-aminofosfonatos

En 2012 Abdel-Megeed y colaboradores, llevaron a cabo la sintesis de a-
aminofosfonatos, obteniendo buenos rendimientos (73 al 90%) para la mayoria de
los compuestos sintetizados (esquema 1). Ademas, probaron su actividad
antibacteriana sobre bacterias como Escherichia coli, Bacillus subtilis y

Staphylococcus aureus. Durante el estudio utilizaron rangos de concentraciéon de
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10-1000 pg/mL y reportaron alta actividad antibacteriana en rangos de
concentraciones bajas, encontrando una concentracion minima inhibitoria de 10

ug/mL, utilizando ciprofloxacino como control positivo. (13)

OPh
e 0=P-OPh
P(OPh); LiCIO, XN Me
| X0+ ArNH, > |
P DCM, RT,20-30 h N

N

Esquema 1. Reaccion de la sintesis de los derivados de Abdel-Megeedy
colaboradores.

En 2014, Subba-Reddy y colaboradores, llevaron a cabo la sintesis de a-
aminofosfonatos mediante la reaccion de Kabachnik-Fields por irradiacion de
microondas en un solo paso y sin el uso de disolventes (esquema 2). La reaccién
fue llevada a cabo utilizando Amberlyst-IRC15, una resina de intercambio i6nico
como catalizador a 490 watts por un rango de tiempo de 4 a 6 minutosy obtuvieron

rendimientos de reaccién de 82-92%. (16)

o\\P/OR1

o] “OR
CHO HN !

Cl NH, O/ .\ HFI’I—OR1 Amberlyst-15
+ . ' > 7 N\
~ OR ; Cl
HO \R 1 MWI, 4-6 min —{
Cl HO Cl

Esquema 2. Reaccion de sintesis realizada por Subba-Reddy y
colaboradores.
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También en 2014, Maddina y colaboradores, llevaron a cabo una sintesis de a-
aminofosfonatos y evaluaron su actividad antibacteriana y antifingica obteniendo
buenos resultados. La sintesis fue realizada por irradiacién con microondas y se
utilizétolueno como disolvente (esquema 3). Ellos evaluaron concentracionesde 25
y 50 pg/mL y los compuestos derivados de benzaldehido; p-clorobenzaldehidoy p-
metoxibenzaldehido los cuales mostraron una potente actividad antibacteriana
contra Bacillus subtilis (16 mm de halode inhibicién a25 pg/mL), Escherichia coli
(16 mm a 25 pg/mL) y Pseudomonas aeruginosa (16 mm a 50 ug/mL) en

comparacién con el control Estreptomicina (13mm a 25 uyg/mL).(15)

?Et
CHO O=P—-OEt
Tolueno A NH
IN\ NH; Y EoPoE —
_ Tl OEt MW-IR 7 %\N

N R 10-20 min N

Esquema 3. Reaccion realizada por Maddina y colaboradores.

En 2016, Sampath y colaboradores, llevaron a cabo la sintesis de una serie de
distintos derivados de a-aminofosfonatos (esquema 4) a través de la reaccién de
Kabachnik-Fields utilizando polietilenglicol como solvente (amigable con el
ambiente) y evaluaron su actividad antibacteriana y antioxidante. Para la prueba
utilizaron las siguientes bacterias: Escherichia coli, Bacillus subtilis y Streptococcus
bovius. Se utilizé el método de difusion en discoa concentracionesde 150,250 y
350 pg/mL, se empled estreptomicina como control y reportaron que cinco
compuestos poseen una fuerte actividad, las concentraciones minimas inhibitorias
de los compuestos fueron desde 94 pug/mL hasta 154 pg/mL, reportando el control

94 ug/mL.(18)
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Qg e i)
+ R'CHO + I > R + N
RNH, O/E\o 80°C H o\©

Esquema 4. Reaccion de la sintesis realizada por Sampath y
colaboradores.

En 2018, Cordero Diaz en su Tesis de Maestria dentro de nuestro grupo de
investigacion, reportdé una metodologia no convencional para la sintesis de a-
aminofosfonatos con aplicacion potencial como antifungicos, la cual consiste en
llevar a cabo la reaccion de Kabachnik-Fields por agitacion con vortex y en
presencia de etanol como solvente a temperatura ambiente. Esté método se puede
considerar como amigable con el medio ambiente. La obtencién de los productos
fue por cristalizacion y lavados por filtracion a vacio, asi como la purificacion de las
aguas madres por cromatografia en columna para la obtencién una mayor cantidad

de producto puro. Se reportaron rendimientos entre el 71% y el 95%.

o)
0 (@] o/\
Vort
07 R/U\H + Pho.H opn ortex N
I} OPh
H,N o EtOH R1)\P/\\
ta. Pho  ©

Esquema 5. Reaccion realizada por Cordero y colaboradores.
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En 2019, Salgado y colaboradores realizaron la sintesis de a-aminofosfonatos,
utilizando 1,3-benzoxazinas, dietil fosfita y eterato de trifluoruro de boro como
catalizador en MeCN, a 26 °C durante 48 horas, obteniendo rendimientos que iban

desde un 24 hasta un 96%. En el esquema 6 se su muestra la reaccidén y sus

condiciones. (19)

Q
R H—P(OEt), R 0o
©\)\N/Bn BF3 OEt,(20 mol %) (:ﬁ\N/\II-l’(OEt)g
L \
o) MeCN, 26 °C, 48 h on®"

Esquema 6. Reaccion realizada por Salgado y colaboradores.

2.2 Estudios clinicos y preclinicos de compuestos organofosforados

Algunos compuestos organofosforados han llegado a fases clinicas, cuyas

caracteristicas de biodisponibilidad se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2. Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de distintos

compuestos organofosforados.(14)

Tipo de compuesto organofosforado
0
@) o] ] “ n_OH
Caracteristicas | N 5-OH | ™ &-OH | ™y L.OAr N
. ¢ N s R s \ Y OH
farmacologicas Y “oH T N\ Y oar b
“\
R R R 9 JoH
Actividad y
Moderada Alta Alta Alta
selectividad
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Reversibilidad Si Si No Si
Estabilidad
quimicay Muy buena Muy buena Muy buena Muy buena
metabdlica
Dependiente
Biodisponibilidad Baja dela Buena Muy baja
estructura
Dependiente
Excrecion Réapida dela Lenta Muy rapida
estructura
Duracion del
efecto Corto Corto Largo Largo
terapéutico
Efectos
No No No Si
adversos

2.3 Otros compuestos con actividad antibacteriana

La busquedade nuevos agentes terapéuticos que mejoren la calidad de vida, ha

sido motivo de diversos estudios en lo que respecta a las plantas, siendo los

compuestos contenidos en estas, la base de multiples farmacos actualmente

utilizados en las terapias. Existe una gran cantidad de plantas que se les ha

comprobado, entre otras actividades bioldgicas, que inhiben el crecimiento

bacteriano, ya sea de bacterias gram positivas 0 gram negativas (18), lo cual sirve

como unaexcelenteguiaen labusquedade nuevasformas de tratamiento. Algunas
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de las estructuras quimicas de compuestos encontrados en plantas y las diversas

actividades biol6égicas que estos presentan, se describen a continuacion.

Los indoles, (cuya estructura general se encuentraen la figura 1) y sus derivados,
poseen actividad antibacteriana, antifingica, antiviral y antiparasitaria, son
compuestos organicos con una estructura heterociclica aromatica cuya actividad
biol6gicahasido de mucharelevanciaen laquimica medicinal. Estas moléculashan
demostrado ser muy buenos candidatos para la luchaen contra de la resistencia
bacteriana debido a su amplia gama de funciones biolégicas. Se han considerado
como posibles inhibidores de las bombas de expulsién NorA, las cuales son un
mecanismo de resistencia bacteriana. (20). Por otra lado, en 2019, Yuan y
colaboradores probaron compuestos que contenian como farmacéforo la estructura
del indol, sobre distintas cepas bacterianas entre las cuales encontramos a
Enterococcus faecalis, Enterococcus faeciumy Staphylococcus aureus, todas esta
cepas resistentes. Obtuvieron como resultado una fuerte inhibicion antibacteriana

por uno de los compuestos derivados con base indodlica, especificamente sobre las

bacterias antes mencionadas. (21)

Irz

Figura 1. Estructura general del indol.

Los indazoles (cuya estructura general se encuentra en la figura 2), poseen una

amplia gama de actividades bioldgicas, siendo utilizados contra bacterias y virus,
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también como antidepresivos, antihiperglucemiantesy en el campo de la agricultura,
como pesticidas. En el aino 2010, Farooqui y colaboradores, Illevaron a cabo la
sintesis de diferentes derivados de indazoles obteniendo buenos resultados para
varios de sus compuestos, las bacterias utilizadas para las pruebas biologicas
fueron Bacillus thurengensis, Staphylococus aureus, Bacillus subtilis y E. coli. (22)
Por otro lado, en 2018, Malapati y colaboradores desarrollaron nuevos derivados
gue contenian como base la estructura del indazol, sus pruebas fueron sobre la
bacteria Mycobacterium tuberculosis. Dentro de todos los derivados que fueron
probados, ellos encontraron al menos dos, los cuales presentaban una potente
inhibicién tanto en bacterias en estado de replicacién, como las que no se
encontraban en este estado, fueron prometedores con posibles antibioticos

antituberculosos. (23)

N\/
N
H

Figura 2. Estructura general de los indazoles.

El cinamaldehido (cuya estructura general se encuentra en la figura 3), es un
componente de la canela que presenta actividad antibacteriana, entre otras. En
2006 Ooi y colaboradores, probaron el aceite esencial de canela y a través de
técnicas como espectrometria de masas determinaron que el cinamaldehido
constituye el 85% de la composicidén del extracto. Realizaron pruebas en bacterias

Gram-positivas  Staphylococcus aureus, y bacterias Gram-negativas, E.
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coli, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Vibro
cholerae, Vibrio parahaemolyticus y Salmonella typhymurium y probaron que
tuvieron buen efectode inhibicion de crecimiento. (24) Porotro lado, en el afio 2019
fue publicado un reporte en donde se ha demostrado la actividad antibacteriana del
cinamaldehidoy sus derivados, sobre bacterias gram positivas y gram negativas,
tales como Bacillus subtilis, Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp.,

entre muchas otras. (25)

Figura 3. Estructura del Cinamaldehido

El planteamiento de las moléculas objetivo del presente proyecto se realizd con
base en los reportes, por un lado, de la sintesis y actividad biolégica evidente de los
a -aminofosfonatos, y por otro a la evidenciade que compuestos tales como indoles,

indazoles y cinamaldehido presentan actividad antimicrobiana.

Por otro lado, la realizacion de la sintesis se propuso con base en las tendencias de
la sintesis organica enfocadas a utilizar condiciones de reaccién amigables con el
ambiente, tal es el caso de reacciones con limitado uso de disolventes y llevadas a
cabo mediante agitacion con vortex. Por lo tanto, este proyecto propuso
primeramente la obtencién de 5 nuevos derivados de a-aminofosfonatos a través

de la reaccion de Kabacnik-Fields en condiciones sustentables, ademas, la
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determinacion de su actividad antibacteriana potencial frente a 4 diferentes cepasy

finalmente larealizacién de estudios de acoplamiento molecular (Docking).

CAPITULOII

3.1 Justificacion.

Debido a que laterapia antimicrobianaactual se hacomprometido por la resistencia
bacteriana y los indices de mortalidad de etiologia infecciosa van en aumento, la
busqueday disefio de nuevas estructuras que posean efectos antimicrobianos se
haconvertido en unatarea de gran relevancia para combatir este problema de salud

publica.

3.2 Hipétesis.

Al menos uno de los a-aminofosfonatos sintetizados presentara mayor actividad

antibacteriana in vitro comparado con ciprofloxacino.
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3.3 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar cinco nuevos a-aminofosfonatos, determinar su actividad

antibacteriana in vitro y realizar analisis computacional de los compuestos.

3.4 Objetivos especificos

1.- Sintetizary purificar 5 nuevos a-aminofosfonatos
2.- Caracterizar los nuevos compuestos mediante RMN de 'H, '3C y 3'P.

3.- Determinar la actividad antibacteriana de los a-aminofosfonatos frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosay Enterococcus

faecalis.

4.- Realizar el analisis computacional de las moléculas (Acoplamiento

molecular/Docking)
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CAPITULOIV

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En el presente capitulo se muestra la metodologia experimental seguida para lograr
la sintesis de los compuestos, de la misma manera que la técnica de purificacion
utilizada, el proceso de caracterizacidon de las moléculasy la metodologia del cultivo
celular que se utilizd en las pruebas biologicas para evaluar la actividad
antibacteriana de los mismos, asi como la metodologia para la realizacion de las

pruebas de anélisis computacional con las diferentes dianas.

4.1 Informacion general

La sintesis organica de los compuestos se realizd en el Laboratorio de Quimica
Industrial ubicado en el Centro de Laboratorios Especializados (CELAES)de la FCQ
de la UANL y en Laboratorio de Quimica Organica de la misma dependencia. En
cuantoalas pruebasbiologicas fueron realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia
ubicado en el tercer piso del CELAES de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

UANL.
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4.2 Reactivos, material y equipo

Para la obtencion de los a-aminofosfonatos fueron utilizados los siguientes

reactivos y equipos:

» Sigma-Aldrich: Difenilfosfita 98%, 4-etilaminobenzoato 98%. 4
Clorobenzaldehido 97%, Indol 3-carboxaldehido 97%, 3,45
Trimetoxibenzaldehido 98%, Indazol 5-carboxaldehido 96%, Cinamaldehido
99%

» Macherey-Nagel: Silica 60, 0.040-0.063 mm.

» Desarrollo de Especialidades Quimicas: acetato de etilo, hexano, metanol,
diclorometano (grado industrial, destilados para su uso), isopropanol, etanol
(grado industrial).

» Vortex Genie 2

En cuanto a las pruebas bioldgicas que fueron realizadas en este proyecto, los
equiposy reactivos fueron los siguientes:
a) Pruebas antimicrobianas
Cajas Petri de plastico.
Agar bacteriolégico Bioxon.
Caldo Mueller Hinton.
Papel filtro.
Micropipetas de 1000 uL, 200 uLy 20 uL.
Etanol

Espectrofotdmetro

vV V YV VY VY V V V¥V

Tubos HACK de 13 x 100 mm
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» Varillas de vidrio

> Asa microbiol6gica

» Cepas bacterianas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosay Enterococcus faecalis) proporcionadas por

el laboratorio de Biotecnologia del CELAES.

4.3 Forma de manejo y disposicion de los residuos generados.

Para el manejo de los reactivos y en la realizacion de las reacciones y las
purificaciones se utilizé el equipo de seguridad declarado en el reglamento del
laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ), como la bata, lentes de

seguridad, mascarilla y guantes.

La disposicion de los residuos generados se apeg6 al programa de disposicién de
residuos implementado por la FCQ de la UANL, utilizando los siguientes

contenedores:

A (soluciones de sales inorganicas, acidos y bases neutralizados).
B (sdélidos inorganicos).

C (compuestos y disolventes organicos no halogenados).

D (compuestos y disolventes organicos halogenados).

E (muy toxico, cancerigeno organico).

G (s6lidos organicos).

Vidrio impregnado de sustancias quimicas.
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Residuos bioldgicos: el desecho de residuos mediante el estandar de clasificacion
de los Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI): Contenedor rojo: residuos
punzocortantes biolégico-infecciosos. Contenedor amarillo: residuos patolégicos

(6rganos, tejidos, células bioldgico-infecciosas).

Tabla 3. Residuos generados durante el proyecto.

Residuo generado Cantidad aproximada
Acetato de etilo 6 litros
Hexano 6 litros
Metanol 6 litros
Etanol 1 litro
Silica gel 4 kg

4.4 Sintesis de los a-aminofosfonatos

4.4.1 Sintesis a temperatura ambiente de los a-aminofosfonatos.

La sintesis a temperatura ambiente de los a-aminofosfonatos se llevdé a cabo
siguiendo la siguiente metodologia planteada:en un tubo de MW G10, se coloc6 4-
etilaminobenzoato (1 mmol), el aldehido correspondiente (1 mmol) y la difenilfosfita
(1 mmol), usando como solvente etanol (Esquema 6). Se agitd en vértex hasta que

se observdé un precipitado. El seguimiento de la reaccion se realizd por
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cromatografia en capa fina, las cuales fueron reveladas con unalampara de luz UV

de 366 nm.

(0]
o) R o™
o~ 0 (PI Vortex Ph—Q )\N
—_— >
+ )J\ + /p\ o \ H
R H o’y o EtOH /O

H2N ta PH
b d (001-005) C a (001-005)
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Esquema 7. Reaccién de Kabachnik-Fields y los diferentes sustituyentes
utilizados en este proyecto.

4.4.2 Purificacion de los a-aminofosfonatos

En cada una de las reacciones, la mayor cantidad del producto se obtuvo por
cristalizacion en el crudo de reaccidny la posterior filtracidn al vacio, en un embudo
Buchner,un matraz Kitazato y papel filtro. Las aguas de filtrado se dejaron reposar
durante toda la noche a unabaja temperatura y al dia siguiente se siguié la misma

metodologia obteniendo una cantidad mayor de producto. El seguimiento de las

fracciones se llevd a cabo por cromatografia en capa fina.

4.4.3 Caracterizacion de los a-aminofosfonatos.

Para la caracterizacién de los compuestos sintetizados fue utilizada la técnica de

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protén, carbono 13 y fésforo 31 (*H, 13C
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y 3'P), cuyos espectros resultantes brindaron informacién estructural suficiente para

corroborar la obtencion de los compuestos esperados.

4.5 Pruebas bioldgicas

Las bacterias utilizadas en esta prueba fueron proporcionadas por el laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, las cepas proporcionadas
fueron Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Enterococcus faecalis. Mediante el método de susceptibilidad antibacteriana mas
ampliamente utilizado, el método de Kirby-Bauer o de difusion en disco, todas estas

cepas fueron evaluadas con los distintos compuestos sintetizados.

4.5.1 Método de difusion disco o prueba de Kirby-Bauer para susceptibilidad

antibacteriana

a) Preparacion de las diluciones de compuestos a evaluar.

Primeramente, se procedié a pesar 1 mg de cada uno de los 5 compuestos, los
cuales fueron disueltos en 1 mL de DMSO, resultando en una concentracion de
1000 pg/mL, posteriormente una dilucion fue realizada para obtener una
concentracion final de 500 pg/mL y esta fue la concentracion a la cual fueron

probados los compuestos. En lo que respecta al ciprofloxacino fue disuelto en HCI

al 0.1% por instrucciones de fabricante a una concentracién de 250 pg/mL

b) Preparacion del medio Miieller Hinton y adicion a las cajas
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El medio fue preparado mediante la adicién de Agar bacterioldgico y medio Mueller
Hinton con las siguientes cantidades: 15 g de Agar bacteriolégico por cada litro de
aguadesionizaday 21 g de medio Mueller Hinton, esta mezcla posteriormente fue
puesta en calentamiento y agitacion en una plancha de calentamiento a 130° C
hasta que se llegd al punto de ebulliciéon, enseguida fue retirada de la planchay
esterilizada en la autoclave a una temperatura de 120 °C y una presion de
aproximadamente 30 libras durante 15 min. Se dej6é enfriar hasta que alcanzé la
temperatura adecuaday fue puesta unacantidad de 20 mL de medio en cada caja

Petri.
c) Preparacion y ajuste del inéculo

Los inb6culos de las bacterias fueron preparados a partir de las cepas
proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia, las cuales fueron tomadas y
sembradas en un tubo HACH con medio Mueller Hinton, las cuales se dejaron
incubando a 37° C durante 24 horas, posteriormente a las bacterias sembradas en
los tubos les fue afiadida una cantidad de 3 mL de solucién salina la cual fue
preparada en una proporciéon de 85 g de NaCl por cada litro de agua y
posteriormente fue tomado 1 mL de la mezcla de bacterias con solucién salinay

puesta en un tubo HACH con solucion salina y ajustada a la escala 0.5 de

McFarland.

d) Inoculacion de las cajas, aplicacion de los discos impregnados e

incubacion.

Para la inoculacién de las cajas fueron tomados 200 pL de la ultima solucidn salina

preparada y se afnadieron a las cajas Petri con el medio Mdueller Hinton
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anteriormente preparadas. La impregnacion de los compuestos a las discos se
realiz6 utilizando una micropipeta y se adicionaron 10 yL de los compuestos ya
disueltos, se colocaron 3 compuestos por caja, mas el control de DMSO vy el control
positivo ciprofloxacino, posteriormente se dejaron incubara 37° C durante 22 horas

y se procedié a medir los mm de los halos de inhibicion.

4.6 Analisis computacional

El anélisis computacional consistié en la realizacion de un acoplamiento molecular
entre los compuestos sintetizados y 3 proteinas dianas, para esto fue necesariala
utilizacién de distintos software, entre los cuales se encuentran AutoDock, PyMol,
Phyton, Avogadro, Chimera y LigPlot+, posteriormente se realizaron anélisis de

farmacocinética y farmacodindmica con la ayuda de la base de datos del Instituto

Suizo de Biotecnologia, con las herramientas SwissTargetPrediction y SwissAdme.

4.6.1 Analisis del acoplamiento molecular

El anélisisde acoplamiento molecularcomenzo con la generacion delas estructuras
de los a-aminofosfonatos con una conformacién espacial en 3D. Para llevara cabo
el cumplimiento de dicha tarea se utilizé el programa Avogadro, un software que es
utilizado para realizar representaciones de moléculas y visualizar estructuras
quimicas en 3D y que, por medio de herramientas que el programa brinda
relacionadas con dinamica molecular y minimizacién de energias es capaz de
generar una estructura quimica en su conformacion mas estable o de mas baja
energia, que tedricamente seria la mas cercana a la realidad, la interfaz del

programa Avogadro se muestra en la figura 4. Las estructuras de los a-
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aminofosfonatos fueron introducidas al software una a unay unavez cargadas
dentro del programa se utilizaron las opciones con las herramientas de este para
minimizar su energia y obtener su conformacién mas estable, y esta ultima fue
guardada en formato .pdb para su posterior manejo en otros software. Seguido de
esto, mediante el uso de Python, un software especializado en visualizar y editar
estructuras de proteinas cristalizadas, fue realizada unalimpieza de las proteinas
(estas fueron obtenidas de la fuente de datos del Protein Data Bank) que iban a ser
utilizadas en el acoplamiento molecular. En esta limpieza, las moléculas de agua
fueron eliminadasyde igualmaneralos ligandos que se cristalizaron con la proteina
y los iones, en la figura 5 se muestra la interfaz del programa Pymol. (26) Luego de
este tratamiento informatico, los archivos se guardaron en formato .pdb para su
posterior uso en los otros software. Las proteinas utilizadas fueron elegidas debido
a que moléculas con similitud a las sintetizadas en este proyecto, fueron

cristalizadas con las proteinas.
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Figura 4. Interfaz del programa Avogadro

Edv PyMOL

http:/pymol.org/educational
v2.x

Figura 5. Interfaz del programa Pymol

En continuacién con el proceso, la proteina tratada y el a-aminofosfonato
correspondiente fueron introducidos al software AutoDocktools para llevar a cabo el
acoplamiento molecular. Para realizar este paso, primeramente se importaron las
proteinas anteriormente tratadas con los otros programas, de manera inmediata el
programa AutoDocktools retira los hidrogenos no polares, remarca los hidrégenos
polares y anade cargas formales a los &tomos en los que sea necesario anadirlas.
Posterior a esto, el programa nos da la opcién de guardar un archivo con el formato
pdbgt una vez que estas caracteristicas fueron afnadidas. De igual manera el

ligando, que en este caso es cada uno de los a-aminofosfonatos, sufren el mismo
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proceso al momento de introducirlos al programay le afiade una caracteristica extra,
el establecimiento de los enlaces rotacionales de la molécula y de la misma manera
que con la proteina el programa da la opcion de guardar el ligando en el formato
pdbgt. Dentro del programa AutoDocktools se procedidé a seleccionar la
herramienta GridBox, la cual es accesada mediante la opcion del menu Grid con el
objetivo de determinar la zona de la proteina en la cual se realizara el acoplamiento
molecular con el ligando. La zona mencionada anteriormente (GridBox) se asigna
en funcion de dos parametros, uno de los cuales es el tamarfo de la caja espacial
en angstroms y el segundo son las coordenadas de dicha cajaen losejes X, Yy Z.
Una vez introducidos dichos parametros fueron guardados para proseguir con el
proceso del acoplamiento. Después de esto nos dirigimos hacia la pestaria con el
nombre Docking y se seleccion6 de nuevo la proteina al elegir la opcion
Macromoleculey parala seleccidén delligando en la opcién Ligand. Los pardmetros
de busquedafueron mantenidosen suforma ya predeterminaday como método de
busqueda se seleccion6 el algoritmo genético lamarckiano para obtener los
complejos proteina-ligando con la menor energia libre de Gibbs. Después de haber
realizado estos pasos, nos dirigimos hacia la pestana Run para seleccionar la
opcion Run AutoDock para que el proceso de acoplamiento fuera realizado, por
ultimo, para realizar el anélisis nos dirigimos a la pestafia Analyze, seleccionando la
opcion Dockingy posteriormente la opcién Open. Este proceso se repitio para llevar
a cabo el acoplamientode cada complejo proteina-ligandoy de cada uno,se generdé
un archivo con el formato .pdb con el acoplamiento que obtuvo una menor o mas
baja energia libre de Gibbs. (27) La interfaz del programa AutoDockTools se

muestra en lafigura 6.
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Figura 6. Interfaz del programa Autodocktools.

4.6.2 Modelado molecular de los a-aminofosfonatos

Los ultimos archivos de formato .pdb de los complejos proteina-ligando con lamenor
energia libre de Gibbs generados en la parte previa fueron utilizados para llevar a
cabo el modelado molecular utilizando los softwares UCSF Chimeray LigPlot+. En
esta parte del analisis nos fue posible realizar un andélisis mas profundo de las
interacciones resultantes entre los grupos funcionales de los ligandos, que en este

caso fueron los a-aminofosfonatos y los residuos de aminoécidos de los péptidos.
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Esta etapa se comenzd con la introduccién de un archivo con el formato .pdb de los
complejos proteina-ligando en el programa denominado UCSF Chimera.
Posteriormente, el ligando fue seleccionado y nos dirigimos hacia la pestafia Select
y se eligié la opcidn que nos permite hacer una seleccidn por zona, para abarcar
todos los atomos que se encuentren en una distanciaestablecida, que en este caso
fue determinada en unadistanciatotalde 5 A, que segun la literatura, es la maxima
distancia en la que se pueden establecer interacciones no covalentes. Después de
esto, una vez que la distancia de 5 A fue seleccionada se dio clic en la pestaia
Actions y se activo la opcién “Show side chains only”, esto para que nos fuera
permitido visualizartodas las cadenaslaterales de los residuosde aminoécidos que
interactuaron con el ligando correspondiente. Para finalizar, nos dirigimos hacia la
pestafia Tools y se dio clic en la opcion FindHBond para poder visualizar los
potencialespuentesde hidrégenoque se llegarian a establecer, tomando en cuenta
a todos los atomos involucradosy los criterios geométricos. En la figura 7 se

muestra la interfaz del programa Chimera.
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Figura 7. Interfaz del programa UCSF Chimera

El modelado realizado fue simplificado utilizando el software LigPlot+, el cual nos
permite analizar las interacciones proteina-ligando en un plano 2D partiendo del
archivoen 3D generado previamente para cada complejo proteina-ligando. El hacer
esto nos permitié obtener unaimagen mas sencilla de comprender con respecto a
las interaccionesy de que atomos participaban en estas. Para llevar a cabo dicha
transformacion primeramente nos dirigimos hacia la pestafia File y después a la
opcion PDB file. Posteriormente, después de haber seleccionado el archivo con
formato .pdb correspondiente para cada complejo proteina-ligando, procedimos a
dar clicen la pestafia Run que se encuentra en la ventana principal. Por ultimo, los
diagramas en 2D fueron archivados y enseguida analizados con los resultados del
programa UCSF Chimera. En la figura 8 se puede apreciar la interfaz del programa

LigPlot+ y una representacién en 2D de uno de los complejos proteina-ligando.
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Figura 8. Interfaz del programa LigPlot+, mostrando las interacciones entre el
compuesto A-001 y la proteina alanina racemasa con el codigo de identificacidon

del Protein Data Bank (1bd0).

4.6.3 Analisis de las posibles dianas de los a-aminofosfonatos en humanos.

Para este analisis fue utilizada la herramienta SwissTargetPrediction de la base de
datos del Instituto de Bioinformatica Suizo. Una vez dentro de la interfaz del
programa fueron introducidas las estructuras de los a-aminofosfonatos en el cuadro
de dibujo que brinda el programa, posterior a esto el programa traduce la molécula
a un codigo denominado SMILES, el cual es un tipo de nomenclatura para
sustancias quimicas aplicada en las ciencias bioinformaticas, conformada por una
serie de datos alfanumeéricos que ayudan para la representacidn de las moléculas.
Unavez que la estructura fue introducida se procedié a realizar la busqueda de las

dianas, cuya especie seleccionada fue Homo sapiens. Una vez que el programa
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arrojé los resultados, estos fueron archivadosy analizados. En lafigura9 se muestra

la interfaz del programa, el cual esta disponible en el sitio web.

Click2Drug | SwissDock SwissParam Swiss Sidechain SwissBioisostere SwissTargetPrediction SwissADME Swiss Similarity | About us
é SwissTargetPrediction

Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer

This website allows you to estimate the most probable macromolecular targets of a small molecule, assumed as bioactive.
The prediction is founded on a combination of 2D and 3D similarity with a library of 370'000 known actives on more than 3000
proteins from three different species.

The webtool is described in detail here: SwissTargetPrediction: updated data and new features for efficient prediction of protein
targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019). For technical information about the prediction algorithm, you can refer to:
_ Shaping the interaction landscape of bioactive molecules, Bicinformatics (2013) 29:3073-3079.
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Figura 9. Interfaz de la pagina web del SIB, en la pantallade la pestafa
SwissTargetPrediction.

4.6.4 Analisis de las propiedades farmacocinéticas en humanos

Para finalizar el analisis computacional de los a-aminofosfonatos, se procedié a
realizar el analisis de las propiedades farmacocinéticas. Para llevar a cabo dicho
andlisis se utilizé la base de datos SwissADME que también al Instituto Suizo de
Bioinformatica. El analisis comenzé introduciendo los codigos SMILES vya

generados previamente en el analisis de las dianasy se corrié el proceso en el

37



software, los resultados fueron guardados y analizados, la informacion la
encontramos en la seccion de resultados. La figura 10 muestra la interfaz del

programa la cual puede ser encontrada en el sitio web.

SwissADME

[ +4
é SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small maolecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717.

For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301.

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121.

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.

Enter a list of SMILES here:
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Figura 10. Interfaz de la pagina web del SIB, en la pestafia SwissADME
para la prediccidon de perfiles farmacocinéticos

4.7 Analisis estadistico
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La prueba estadistica utilizada en el analisis de los resultados fue la prueba de
Kruskall-Wallis. Esta fue elegida debido a que la distribucién de los datos no era
normal y por la naturaleza nominal y continua de las variables. Posteriormente de
ser detectadas diferencias estadisticas con la prueba de Kruskall-Wallis, se realizé
una comparacion post-hoc con la prueba de Mann Whitney, con el objetivo de
observar las diferencias por parejas entre los grupos analizados. El nivel de

significancia fue determinada porlos valores de p.
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CAPITULOV

5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados y discusién de los mismos, en lo que
respecta a la sintesis de los compuestos, su purificacidén y caracterizacidén,asi como
los resultados de las pruebas biolégicas frente a las diferentes cepas bacterianas y

el analisis computacional (acoplamiento molecular).

5.1 Sintesis de los a-aminofosfonatos

La sintesis de los a- aminofosfonatos, se realizé de acuerdo con la metodologia de
la reaccién “one-pot” de Kabachnik-Fields, afadiendo los aldehidos

correspondientes, cuyos datos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Reactivos y cantidades usadas en la reaccién de Kabachnik-Fields

Compuesto Reaz:;:\éz#igllz)ado (mmol) Cantidad
A-001 1-H-Indol-3-Carbaldehido 3.02 439.3 mg
A-002 3,4,5-Trimetoxibenzaldehido 3.02 593.85 mg
A-003 Cinamaldehido 3.02 380.97 pl
A-004 4- Clorobenzaldehido 3.02 425.47 mg
A-005 1-H-Indazol-5-Carbaldehido 3.02 443 mg
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Todas las reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con el procedimiento de sintesis
descrito en el apartado de la metodologia en todas las reacciones se observé un
precipitado de color blanco de granofino. En la figura 11 se observa el proceso de
sintesis en vértex llevado a cabo, en donde se puede observar la formacién del

precipitado.

Figura 11. Proceso de sintesis de los a-aminofosfonatos mediante la

reaccion de Kabachnik-Fields y agitacion en vortex.

Como se puede observar en la figura 11 las materias primas utilizadas para la
reaccion fueron solubles en el solvente al comenzar la agitacion en el vortex, el
precipitado fue apareciendo conforme avanzaba el tiempo. Todos los aldehidos
utilizados presentan grupos aromaticos, y al momento de la agitacion junto con las
demas materias primas y el solvente, se mostraban solubilizados, despuésde cierto
tiempo (mostrado en la tabla 5 para cada compuesto), se observé un precipitado
blanco de grano fino que se sedimentaba, este se form6é de manera espontanea
debido a que la agitacién genera energia cinética, la cual en un momento logra
superarla energia de activacién para que la reaccién se lleve a cabo y esta termina

ocurriendo. La presencia de dicho precipitado es evidenciade que se ha formado

41



un nuevo producto que en comparacion con las materias primas, es parcialmente

insoluble. Por otro lado, la cantidad de reactivos agregada es suficiente para formar

unacantidad de producto que sature la solucion.

Tabla 5. Aldehidos utilizados, tiempos de reaccidn, rendimientos y

cantidades obtenidas de los compuestos

5.1.1 Sintesis de los compuestos A-001 y A-002

Cantidad Tiempo | Caracteristicas
Reactivo utilizado . Rendimiento de de los
Compuesto (Aldehido) izl (%) reaccion | compuestos
(mg) (min)
1-H-Indol-3- Polvo blanco
A-001 919.7 58 105
Carbaldehido fino
3,4,5- Polvo blanco
A-002 988.4 58 30
Trimetoxibenzaldehido fino
Polvo blanco
A-003 Cinamaldehido 610.0 49 30
fino
Polvo blanco
A-004 4- Clorobenzaldehido 651.0 43 30
fino
1-H-Indazol-5- Polvo blanco
A-005 144. 2 10 120
Carbaldehido fino
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Cabe destacar que el compuesto A-001 junto con el A-002, obtuvieron los mejores
rendimientos; sin embargo, la diferencia de tiempo de sintesis fue
considerablemente mas grande con el sustituyente del indol, probablemente debido
al impedimento estérico presentado por el grupo indol, el cual consiste en 2 anillos
aromaticos unidos,un anillo de 6 miembros y un anillo de 5 miembros, mientras que
el compuesto A-002 solo consta de uno de seis miembros y, aunque contiene
grupos metoxilo, estos tiene mas libertad de movimiento debido a que estan unidos

por enlaces sencillos y no se encuentran formando ciclos.

5.1.2 Sintesis del compuesto A-003

Para este compuesto se realiz6 la reaccion de la misma manera, en agitacién por
vortex, a los 20 minutos aproximadamente se formdé un precipitado blanco de
apariencia pastosa y se continu6 hasta los 30 minutos para posteriormente ser
filtrada. Este compuesto junto con el compuesto A-004 fueron los mas rapidos en
formarse, probablemente debido a la distanciaproporcionadapor la cadenaalifatica
que uneal carbono del carbonilodel aldehido, con el anillo aromatico; debido a que
dichadistancia es mas grande que en los demas sustituyentes, esta le confiere una
libertad estérica que facilita el ataque por parte de la difenilfosfita al carbono de la

imina ya formada, y cabe destacar que de esta distancia carecen los demas

sustituyentes, el compuesto A-004 se discute a continuacion.

5.1.3 Sintesis del compuesto A-004

El compuesto A-004 fue anteriormente sintetizado por el grupo de investigacion, en

un trabajo realizado por Cordero, Diaz en 2018, el tiempo de reaccién de este
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compuesto fue de 30 minutos. Sin embargo, en comparacién con el trabajo de
nuestro grupo de investigacién encontramos de una misma manera que se forma la
imina del 4-clorobenzaldehido en un tiempo menor al minuto de la reaccién, esta
aparece como un precipitado en forma de agujas. A este precipitado se le siguid
agitandoy a los 15 minutos la mezcla de reaccion se torna transparente indicando
que todos los compuestos estan disueltos, esto da indicio a que el ataque
nucleofilico de la fosfita esta ocurriendo ya que unavez pasados otros 10 minutos
se observa el precipitado blanquecino caracteristico de las reacciones de los otros
compuestos, este es diferente a la imina ya que presenta un aspecto granulary
mediante la técnica de cromatografia en capa fina se observa la aparicion de un
compuesto con distinto R.F. al de laiminay al de las materias primas. Debido a que
este grupo presenta un atomo electroatractor como lo es el cloro, este puede retirar
densidad electronica del anillo aromatico lo que repercute directamente en la carga

parcial del carbono del carbonilo del aldehido.

5.1.4 Sintesis del compuesto A-005

El compuesto A-005 fue el compuesto con menor porcentaje de rendimiento entre
los compuestos sintetizados, el tiempo transcurrido en formarse el precipitado
observado en las otras reacciones, fue mayor en este caso en comparacién con
todos los demas; se realiz6 la agitacion por un tiempo total de 2 horas, hasta que
fue observada la formacion del precipitado, la reaccion se monitoreé mediante

cromatografia en capa fina (CCF). El bajo rendimiento se pudo deber
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probablemente al acomodo espacial de la parte del anillo de pirazol contenido en el
indazol, parte que contiene un par de electrones libres en uno de sus nitrogenos, y
aunado el hecho que al contener dos anillos aromaticos de la misma manera que el
compuesto A-001 presenta un mayor impedimento estérico, interfiriendo éstos en
el ataque de la difenilfosfita tautomerizada al carbono de la imina ya formada,
recordando también que la difenilfosfitaes un farmacoéforo voluminosoy con gran

densidad electronica conferida porlos electrones no compartidos de los oxigenos.

5.2 Mecanismo de la reaccion de Kabachnik-Fields

En el esquema 7 puede ser observado el mecanismo de la reaccién de Kabachnik-
Fields, que de acuerdo a lo reportado por Cherkasov y colaboradores (28) consiste
basicamente en dos etapas principales, la primera consta de la formacién de una
imina, resultante de la reaccién entre el aldehido y la amina primaria, en donde el
carbono del carbonilo del aldehido sufre un ataque nucleofilico por parte del par
electronico no compartido del nitrdgeno del grupo amino de la amina primaria, alo
cual le continda un ataque nucleofilico de la difenilfosfita en unaforma tautomérica,
al carbono de la imina formada anteriormente, obteniéndose el a-aminofosfonato

como producto final.

Debido a que los aldehidos que se utilizaron en este proyecto presentaban grupos
aromaticos, en comparacion con aldehidos alifaticos que han sido sintetizados
anteriormente en el grupo de investigacién, mostraron un menor tiempo de reaccion
hasta la aparicion del precipitado, de la misma manera reportada por Cordero en
2018 (29), esto debido al efecto de resonancia de los anillos aromaticos los cuales

estabilizan la cargas de los grupos carbonilo de los aldehidos, mientras que en los
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aldehidos alifaticos no ocurre este efecto. Por otro lado, es importante considerar el
posible efecto de los grupos presentes en los aldehidos para la estabilidad de la
imina intermediaria y su relacion con los porcentajes de rendimiento observados,
sin embargo, al no detectar una tendencia especifica, se deben considerar también
diferentes factores que pueden influir, tales como, pérdidas de producto en la

purificacion, posibles impurezas en los reactivos utilizados, entre otros.
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Esquema 8. Mecanismo de reaccion de Kabachnik-Fields

5.3 Sintesis no convencionales

Dentro de la literatura podemos encontrar una variedad de métodos de sintesis no
convencionales para la obtencion de a-aminofosfonatos,incluyendola utilizacion de

liquidos ibnicos reportadas en mdultiples ocasiones, sin embargo el uso de
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determinados liquidos i6nicos tiene ciertos inconvenientes como: bajos
rendimientos, tiempos muy largos de reaccién, altos costos, entre algunos otros
(30); sin embargo, existen algunos otros reportes de sintesis de aminofosfonatos
con liquidos iénicos como los reportados por Zahed Karimi y colaboradores en
2017, donde utilizaron sulfato de trietilamonio como catalizador obteniendo buenos
rendimientos que iban del 80% al 96% (31). También encontramos otros métodos,
como la sintesis mediada por microondas sin presencia de disolvente como lo
reportado por Tajti y colaboradores en 2019, en cuyo trabajo ellos sintetizaron a-
aminofosfonatos tras condensar N-metil etanolamina, paraformaldehido vy
dietilfosfita, probando diferentes temperaturas que variaron de 60 °C a 100 °C,
obteniendo rendimientos de entre el 62% y 84% con purificacion en columna
cromatografica (32), en comparacién con la metodologia seguida en el presente
proyecto, si bien, |la sintesis propuesta involucra la utilizacion de solventes, en este
caso fue etanol, este es un solvente de baja toxicidad y que no causa dafo
ecoldgico, ademas de que se utilizé en cantidades minimas. Adicionalmente, para
la purificacion de los compuestos no se utilizé columna cromatografica, lo cual
implica una ventaja, ya que este método de purificacion involucra el uso de
cantidades grandes de solventes. En la tesis de Cordero en 2018, se reportd la
sintesis de a-aminofosfonatos y acidos a-aminofosfénicos  parcialmente
hidrolizados obteniendo buenos rendimientos que iban del 71% al 95%, dejando
evidenciade que el método de agitacion por vértex a temperatura ambiente y con
limitado uso de solventesy sin purificacién en columna es un método muy eficiente,
de bajo costo y bajo impacto ambiental, y este método pudo ser corroborado en la

obtencién de los 5 nuevos a-aminofosfonatos que son las moléculas de estudio en
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el presente proyecto de Tesis. De la misma manera, en el afio 2018 Tiwari y
colaboradores llevaron a cabo la sintesis de algunos nuevos fosfonatos mediante la
reaccion de Kabachnik-Fields utilizando un catalizador verde llamado nitrato de
amonio cérico, con altos rendimientos que iban desde el 84 al 95%, en comparacion
con nuestro sistema en vortex, éste representa un gasto extra por el costo del
catalizador, problema que en nuestro caso no se presenta ya que no es necesaro
un catalizador. (33) En 2019, Bélint y colaboradores reportaron la sintesis de
fosfonoilmetilaminas mediante la reaccién de Kabachnik-Fields asistida por
microondas y sin presencia de catalizadores, obteniendo rendimientos que iban
desde el 92 hasta el 97%, si bien los compuestos sintetizados por este grupo de
investigacion varian un poco con respecto a los nuestros en cuanto a la estructura
quimica, contintan siendo muy parecidos entre si y sintetizados por la misma
reaccién, sin embargo la agitacion en vértex continta siendo un método mas sencillo
y econémico en comparacion con la técnica de microondas. (34) En 2020 lhammiy
colaboradores sintetizaron por la misma reaccion propuesta y realizada en el
presente proyecto, nuevos a-aminofosfonatos, utilizando catalizadores como FeCls,
LaCls, CeCls, obteniendo rendimientos altos que iban desde el 78 al 95% vy
posteriormente a esto realzaron las pruebas bioldgicas y un docking molecular, en
comparacién con su método, la ventaja de utilizar el método de voértex y sin
catalizadores, representa una ventaja econémica en comparacion con el uso de
catalizadores, que como se menciono anteriormente, generalmente tienen un costo

elevado. (35)

48



5.4 Purificacion de los a-aminofosfonatos

El método principal para la purificacién de los a-aminofosfonatos, fue mediante
lavados con etanol, posteriormente al sobrenadante se le dejé en congelacién para
que el compuesto continuara precipitando, este proceso se repitid otra vez hasta el
puntode no encontrarprecipitado. El método aplicado para la obtencién de la mayor
parte de cada producto en las distintas reacciones el cual consistia en dejar en
congelacion durante un tiempo determinado, que iba de las 24 a las 72 horas, tiene
como fundamento que, al disminuir la temperatura, las moléculas de producto
presentan una menor solubilidad en el solvente, formando un precipitado, el cual
posteriormente se filtr6 y se le realizaron lavados con el solvente frio. En la figura
12 se observa el procedimiento de filtrado y el precipitado de polvo blanco que se

recolecto, el cual fue muy similar para cada compuesto.

Figura 12. Proceso de purificacion de los a-aminofosfonatos, mediante
filtracién al vacio.
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5.5 Elucidacion estructural de los a-aminofosfonatos.

La identificacion estructural de los a-aminofosfonatos se realiz6 por la técnica de
ResonanciaMagnéticaNuclearde 'H, '3C y 3'P (RMN 'H, '3C y 3'P). A continuacion
se muestran los espectros de RMN antes mencionados de los compuestos A-002 y
A-004, las senales de los demas compuestos se pueden encontraren latabla 6 y
en los anexos, para estos también se obtuvieron las sefiales esperadas para los

compuestos sintetizados.
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Figura 13. Espectro de RMN 'H del compuesto A-002 (primera parte).
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Figura 14. Espectro de RMN 'H del compuesto A-002 (segunda parte).

5.5.1 Espectro de RMN-'H del compuesto A002

El espectro de RMN-'H del compuesto A-002 se muestra en las figuras 13 y 14, este
fue disuelto en DMSO deuterado. Se pueden observar las siguientes sefiales: con
un desplazamiento de (8) 1.33 ppm se observa un triplete con una constante de
acoplamiento (J) de 5.9 Hz que integra para 3 protones correspondientes al grupo
metilo de la parte de etoxilo de la molécula, en (8) 3.76 ppm se puede observarun
singulete que integra para 6 protones pertenecientes a los 2 grupos metilo de los
metoxilos en meta al carbono quiral, en (8) 3.78 ppm un singulete que integra para
3 protones correspondientes al grupo metilo del metoxilo en para al carbono quiral,
en (8) 4.30 ppm un cuarteto con una constante de acoplamiento (J) de 5.95 Hz que

integra para 2 protones que corresponde al grupo metileno del etoxilo, en (8) 5.11
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ppm un doble de dobles con unaconstante de acoplamiento (J) de 20 Hz que integra
para el proton del grupo metino, el cual es el carbono quiral de la molécula, el cual
muestra un acoplamiento con el fésforo y con el proton del grupo amino,
posteriormente en (8) 5.25 ppm encontramos un triplete con una constante de
acoplamiento (J) de 5.78 Hz que integra para un protén correspondiente al grupo
amino de la molécula, en (8) 6.64 ppm un doble con una constante de acoplamiento
(J) de 7.3 Hz que integra para dos protones correspondientes a los protones en orto
al grupo amino, en (6) 6.710 un singulete que integra para un proton
correspondiente a uno de los protones en orto al carbono quiral en el anillo con el
grupo trimetoxi, en (8) 6.715 encontramos otro singulete que integra para el otro
proton en orto al carbono quiral en el mismo anillo con el grupo trimetoxi, estas
sefales se observan muy cercanaspero se alcanzaa distinguirlaseparacion de los
2 singuleteslo cual es posiblemente debido al distinto ambiente quimico en el que
se encuentra cada protén, en (8) 6.85 ppm un doble con una constante de
acoplamiento (J) de 7.25 Hz que integra para dos protones correspondientes a los
protones en orto al oxigeno del grupo fenoxi, posteriormente a campos mas bajos
en (0) 7. 08 ppm encontramos otro doble con una constante de acoplamiento (J) de
7.15 Hz que integra para dos protones correspondientes a los protones en orto al
oxigeno del grupo fenoxi restante, en (d) 7. 10 ppm se observa un triplete con una
constante de acoplamiento (J) de 6. 15 Hz que integra para un protén
correspondiente al protdn en para al oxigeno del grupo fenoxi,en (8) 7.17 ppm se
puede encontrar un triplete con una constante de acoplamiento (J) de 6.2 Hz que
integra para un protdn correspondiente al protdn en para al oxigeno en el grupo

fenoxi restante, en (d) 7. 21 ppm encontramos un triplete con una constante de
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acoplamiento (J) de 6.7 Hz que integra para dos protones correspondientes a los
protones en meta al oxigeno del grupofenoxi,en (8) 7.28 ppm se observa un triplete
con una constante de acoplamiento (J) de 6.65 Hz que integra para dos protones
que corresponden a los protones en meta al oxigeno en el grupo fenoxi restante,
por ultimo, en (&) 7. 86 ppm podemos observar un doble con una constante de
acoplamiento (J) de 7.35 Hz que integra para dos protones correspondientes a los

protones del anillo en orfo al grupo éster de la molécula.
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Figura 15. Espectro RMN-'3C del compuesto A-002.

5.5.2 Espectro RMN-'3C del compuesto A002

En la figura 15 se muestra el espectro de RMN-13C del compuesto A-002, en cual
se pueden apreciar las siguientes sefiales: con un desplazamiento quimico & de
55.5 y 55.6 ppm un doblete con una constante de acoplamiento (J) de 102.49 Hz
correspondiente a la sefial del carbono quiral de la molécula, dicha sefial doble es

resultado del acoplamiento con el fésforo, en & 56.4 ppm unasenal que corresponde
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a los carbonos de los grupos metoxilo en orientacién meta con respecto al carbono
quiral de la molécula, en & 60.1 ppm encontramos la sefal correspondiente al
metileno del grupo etoxilo de la molécula, en & 60.6 ppm encontramos la sefal
correspondiente al carbono del grupo metoxilo restante, que se encuentra en
posicion para al carbono quiral en & 105-155 ppm encontramos las sefiales que
corresponde a los carbonos aromaticos, en & 166.7 ppm encontramos la senal

correspondiente al carbono del carbonilo del éster.
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Figura 16. Espectro RMN-3'P del compuesto A-002.

5.5.3 Espectro RMN-*'P del compuesto A-002
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En lafigura 16 se muestra el espectro de RMN 3'-P del compuesto A002 con el cual

se confirmala presencia del fésforo, con la sefial encontrada en un desplazamiento

quimico de & 14.1 ppm

1H_FHF-648_08032019
EHF-648

cl

4.29 ppm
J=4.68 Hz
q, 2H
5.28 ppm
J=59 Hz
L 1 il
x.f“ ‘I‘” M\

T
.0 78 7.6 74 7.2 7.0 6.8 66 64 6.2 6.0 58 56 1 (opry)

54 52 5.0 48 46 44 42 40 3.8 36 3.4 3.2 30 28 26 24 22 20 IS 1.6 14 1.2

Figura 17. Espectro de RMN-'H del compuesto A-004 (primera parte).
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Figura 18. Espectro de RMN-'H del compuesto A-004 (segunda parte).
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Figura 19. Espectro de RMN-'H del compuesto A-004 (tercera parte).
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5.5.4 Espectro de RMN-'H del compuesto A004

En la figuras 17,18 y 19 se muestra el espectro de RMN-'H del compuesto A-004,
el cual fue disuelto en DMSO deuterado y se pueden encontrar las siguientes
senales: con un desplazamiento de () 1.33 ppm un triplete con una constante de
acoplamiento (J) de 4.8 Hz que integra para tres protones correspondientes al grupo
metilo de la parte de etoxilo de la molécula, en (8) 4.29 ppm encontramos un
cuarteto con una constante de acoplamiento (J) de 4.68 Hz que integra para dos
protones correspondientes al grupo metileno de la parte de etoxilo de la molécula,
en (d) 5.14 ppm se observa un doble de dobles con unaconstante de acoplamiento
(J) de 4.62 Hz que integra para 1 proton correspondiente al proton del grupo metino,
el cual contiene al carbono quiral de la molécula, la sefial de doble de dobles es
debido al acoplamiento con el fosforoy el protén del grupo amino, en (8) 5.28 ppm
se puede observar un triplete con una constante de acoplamiento (J) de 5.9 Hz que
integra para un proton correspondiente al proton del grupo aminode la molécula,en
(8) 6.58 ppm encontramos un doble con una constante de acoplamiento (J) 5.8 Hz
que integra para dos protones correspondientes a los protones en orto al grupo
amino, en (8) 6.88 ppm se observa un doble con una constante de acoplamiento
(J) de 5.44 Hz que integra para dos protones correspondientes a los protones en
orto al oxigeno del grupo fenoxi, en (6) 7.05 ppm encontramos un doble con un
constante de acoplamiento (J) de 5.44 Hz, que integra para 2 protones
correspondientes a los protones en orto al oxigenodel otro grupo fenoxi,en (8) 7.13
ppm se puede observar un triplete con una constante de acoplamiento (J) de 4.96
Hz que integra para un protén correspondiente al protdbn en para al oxigeno del
grupo fenoxi,en () 7.17 otro triplete con una constante de acoplamiento (J) de 5

57



Hz, que integra para el protdn en para al oxigeno del otro grupo fenoxi,en (8) 7.23
ppm un triplete con una constante de acoplamiento (J) de 5.6 Hz que integra para
dos protones correspondientes a los protones en meta al oxigeno de uno de los
grupos fenoxi, en (8) 7.27 ppm encontramos un triplete con una constante de
acoplamiento (J) de 5.18 Hz que integra para dos protones correspondientes a los
protones en meta al oxigeno del otro grupo fenoxi, en (8) 7.32 ppm encontramos un
doble con una constante de acoplamiento (J) de 5.48 Hz que integra para dos
protones que corresponde a los dos protones, que corresponde a los protones en
meta al cloro, en (8) 7.46 ppm un doble de dobles con una constante de
acoplamiento (J) de 1.4 Hz que integra para dos protones correspondientes a los
protones en orto al cloro, por ultimo en (8) 7.83 ppm se observa un doble con una
constante de acoplamiento (J) de 5.84 Hz que integra para dos protones que

corresponden a los protones en orto al grupo éster.
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Figura 20. Espectro de RMN-'3C del compuesto A-004.

5.5.5 Espectro RMN-3C del compuesto A004

En la figura 20 se muestra el espectro de RMN-'3C del compuesto A-004, en cual
se pueden apreciar las siguientes sefiales: con un desplazamiento quimico & de
49.64 ppm y 50.66 ppm se puede observar una sefal doble correspondiente al
carbono quiral de la molécula, esta sefial doble es ocasionada por el acoplamiento
del carbono mencionado anteriormente con el &tomo de fésforo, en & 55.65 ppm
encontramos la senal correspondiente al carbono del metileno de la parte del grupo
etoxilo de la molécula, entre & 108 y 145 ppm encontramos las sefales
correspondientes a los carbonos aromaticos, en & 161.67 ppm encontramos la

sefnal que corresponde al carbono del carbonilo del éster.
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Figura 21. Espectro de RMN-3'P del compuesto A-004.

5.5.6 Espectro RMN-3'P del compuesto A004

En la figura 21 se muestra el espectro de RMN 3'-P del compuesto A-004 con el

cual se confirma la presencia del fésforo, con la sefial encontrada en un

desplazamiento quimico & 13.7 ppm. A continuacién se muestra en la Tabla 6 las

senales a manera de resumen de los compuestos A-001 al A-005. La potencia del

equipo de RMN-1H fue de 400 MHz. y para el RMN-13C de 100 MHz. Los

compuestos fueron corridos en DMSO deuterado.

Tabla 6. Resumen de las sefiales de RMN de 'H, 3C, 3P

2H, ArH), 7.70 (d, J
=6.6 Hz, 1H, ArH),
7.38 (s, 1H, ArH),
7.35 (d, J = 6.7 Hz,
1H, ArH), 7.02-
7.28 (m, 10H, ArH),
6.80 (d, J =7 Hz,
2H, ArH), 6.70 (d, J
=4.5 Hz, 2H, ArH),
5,57 (dd, J = 17.6,
7Hz,1H, CH), 4.98

104-146 (m, ArC),
55.60 (CHa),
42.83, 43.93 (d, J
~136.25 Hz, C-P),
9.67 (CHa)

Compuesto Desplazamientos | Desplazamientos | Desplazamientos
RMN H RMN 3C RMN 31p
A001 THNMR 3 3C NMR d 3P NMR
o
o 8.34 (s, 1H, ArH), 161.88 (C=0),
7.95 (d, J =7.3 Hz, 15.25
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(t, J=5Hz, 1H, NH),
430 (q, J =5Hz,
2H, CH2) 1.34 (t, J
=5Hz, 3H, CH3)

'H NMR
786 (d, J = 7.35
Hz, 2H, ArH), 7.28
(t, J =6.65 Hz, 2H,
ArH), 7.21 (t, J=6.7
Hz, 2H, ArH), 7.17
(t, J =6.2 Hz, 1H,
ArH), 710 (t, J
=6.15 Hz, 1H, ArH),
7.08 (d, J=7.15 Hz,
2H, ArH), 6.85 (d, J
=7.25 Hz,2H, ArH),
6.715 (s,1H, ArH),
6.710 (s, 1H, ArH),
6.64 (d, J =7.3 Hz,
2H, ArH), 5.25 (i,
J=5.78 Hz, 1H,
NH), 5.7, 5.11 (dd,
J=20Hz, 1H, CH),
4.30 (9, J=5.95 Hz,
2H, CH2), 3.78 (s,
3H, MeQ), 3.76 (s,
6H,MeO), 1.33 (t, J
=5.9 Hz, 3H, CH3)

3C NMR &
166.7 (C=0), 105-
155 (m, ArC),

60.6 (OCHs), 60. 1
(CHz), 56.4
(20CHs3),55.5,
55.6 (d, J= 102.49
Hz, CH)

141

1P NMR &
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A003 THNMR & 3C NMR & 3P NMR &
7.89 (d, J= 5.92 166.42  (C=0), | 14.08
/J@ioa Hz, 2H, ArH), 7.13- | 11281501 (m,
T %hy ArC),
@ o f 7.33 (m, 13H, ArH)
@ 60.33 (CH2),
7.05 (d, J=5.44 53.87,52.82 (d, J=
Hz, 2H, ArH), (t, J= | 104.62 Hz, CH),
Hz, 1H, NH), 6.78 | 1442 (CHs)
(dd, J= 3.22 Hz,
1H, CH), 6.69 (d,
J=5.88 Hz, 2H,
ArH), 6.34 (ddd, J=
10.56, 4.24, 3.79
Hz, 1H, CH) 4.87
(m, 2H, C=C, N-H)
4.29 (g, J=4.73
Hz, 2H, CH2), 1.35
(t, J=4.74 Hz, 3H,
CHzs)
A004 THNMR & 3C NMR 5 3P NMR &
N 7.83 (d, J=5.84 Hz, 1;'325 (i=g)’ 13.7
2 |2H AH), 7.46 (dd, 145 (m, ArC),
g NJ@AO J= 14 Hz, 2H,|5565 (CH2),

ArH), 7.32 (d, J=
5.48 Hz , 2H, ArH),
7.27 (t, J=5.18 Hz,

50.66, 49.64 (d, J=
102.45 Hz, CH)
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2H, ArH), 7.23 (i,
J= 56 Hz, 2H,
AtH), 7147 (t, J=
4.96 Hz, 1H, ArH),
7.05 (d, J=5.44 Hz,
2H, ArH), 6.88 (d,
J= 544 Hz, 2H,
ArH), 658 (d, J=
5.8 Hz, 2H, ArH),
5.28 (t, J= 5.9 Hz,
1H, NH), 5.14 (dd,
J= 462 Hz, 1H,
CH), 429 (q, J=
4.68 Hz, 2H, CH2),
1.33 (t, J= 4.8 Hz,
3H, CHa)

'THNMR 5

11.22 (s, 1H, NH),
8.02 (s, 1H, ArH),
792 (s, 1H, ArH),
7.82 (d, J=5.88 Hz,
1H, ArH), 7.54 (d, J
=5.76 Hz, 1H, ArH),
7.42 (d, J=5.76 Hz,
1H, ArH), 7.05-7.28
(m, 9H, ArH), 6.83
(d, J=5.6 Hz, 2H,

ArH), 6.64 (d,
J=6.32 Hz, 2H,
ArH), 544 (dd,

J=5.4 Hz, 1H, CH),

SC NMR 8

166.4 (C=0), 110-
150.2 (m, ArC),
60.3 (CH2), 55.92,
54.89 (d,
J=128.66, CH),
14.3 (CH3)

14.5

TP NMR &
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5.25 (1, J=6 Hz, 1H,
NH), 428 (q,
J=476 Hz, 2H,
CH2), 1.31 (1, J=
4.72 Hz, 3H, CHs)

5.6 Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana

A continuacion, se muestran los resultados del ensayo realizado para verificar si el
crecimiento de las bacterias era inhibido por los compuestos sintetizados, y como
se puede observar en la tabla 7 ningin compuesto presenté actividad mayor que la
del DMSO. En comparacion con el control positivo ciprofloxacino, ninguno de los
compuestos sintetizados logré superar la actividad antibacteriana, siendo la
diferenciade actividad muy marcada. La inactividad de los compuestos sintetizados,
se pudo deber al caracter no polar de las moléculas sintetizadas, ya que estas
presentan un logP alto o, en otras palabras, presentan unanaturalezalipofilica, esto
pudo dificultar la correcta distribucién en un medio con un ambiente acuoso polary
su mejor interaccion con las cepas bacterianas. Otro aspecto que también pudo
haber afectado, es el tamafo de los compuestos, el cual es untamano grande y
debido a que las bacterias contienen proteinas con naturaleza polar en sus
membranas, éstas pudieron haber impedido la internalizacién debido a naturaleza

no polar de los compuestos.
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Tabla 7. Halos de inhibicion de los compuestos

Compuesto | Staphylococcus | Escherichia| Pseudomonas | Enterococcus
aureus (mm) coli (mm) aeruginosa faecalis

(mm) (mm)
A-001 9.6 6.3 6.0 5.0
A-002 10.0 5.3 5.0 5.0
A-003 9.6 5.6 5.3 5.0
A-004 9.6 6.0 5.0 5.0
A-005 7.0 6.0 5.6 5.6
DMSO 10.3 7.6 16.6 9.3
Ciprofloxacino 25.6 40.0 36.0 40.6

Como se puede apreciar en la tabla 7 los halos de inhibicion de los compuestos

sintetizados iban desde los 5 mm que representa 0% de inhibicién debido que ese

es el tamano de los discos, hastalos 40 mm en el caso del antibidtico ciprofloxacino

en la mayoria de las cepas bacterianas, salvo en el caso de Staphylococcus aureus,

en la cual el area de inhibicion fue de 25.6 mm. (con base en el control positivo).
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Figura 22. Inhibicién de algunos de los compuestos sobre las bacterias.

En lafigura 22 se muestran los halos de inhibicién de algunos compuestos sobre
las distintas bacterias, en el recuadro marcado con la letra a se muestra la accién
del compuesto A-001 sobre la bacteria Escherichia coli, en el recuadro marcado con
la letra b, se muestra la accion del compuesto A-005 sobre la bacteria
Staphylococcus aureus, en el recuadro ¢ se muestra la accion del compuesto A-003
sobre la bacteria bacteria Pseudomonas aeruginosa, y por ultimo, en el recuadro
con la letra d se muestra la accién del compuesto A-003 sobre la bacteria

Enterococcus faecalis.
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A continuacién se muestra la evaluacién estadistica y las graficas de la actividad de

los compuestos sobre las distintas cepas bacterianas:

A-001
A-002
A-003
A-004
A-005
DMSO

Ciprofloxacino

Inhibiciéon (mm)

QQ'\ Qﬂbq' 965 9&‘ QQ(Q a_,.o \¢° * Diferencia estadisticamente
v Ll v v v Qé +'b° significativa con p<0.05.
(&)
&
R
Compuestos

Figura 23. Inhibicidn (mm) de los compuestos sobre la bacteria Staphylococcus
aureus.

Como se observa en lafigura 23, existe unadiferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre la actividad de los compuestos sintetizados con respecto al
ciprofloxacino sobre la bacteria Staphylococcus aureus. La actividad inhibitoria de
los compuestos, nuncarebasé la del control negativo y por ende no fue observada
una diferencia entre los mismos. Por otro lado, no se observé diferencia

estadisticamente significativa en la actividad entre los distintos compuestos a
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excepcion de los compuestos A-002 y A-005 en la cual si se observo una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).

50-
5
40
E‘ . = A-001
F EE A-002
3 N A-003
g 20 . mE A-004
= B A-005
10+ EE DMSO
Bl Ciprofloxacino

N U3 ) be H (o) o * Diferencia estadisticamente
S $ S § \\\% & significativa con p<0.05.
U L S R G
2O
5Q
‘0
R

Compuestos

Figura 24. Inhibicion (mm) de los compuestos sobre la bacteria Escherichia col.

En la figura 24 se pude observar una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre la actividad de los compuestos sintetizados en comparacion con el
ciprofloxacino sobre la bacteria Escherichia coli. Es posible notar que ningin
compuesto logro rebasar la actividad del vehiculo (DMSO), no fue observada una
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) con excepcién del compuesto A-
002, siendo la actividad inhibitoria de éste, menor que la de los demas compuestos,

mas no de significancia estadistica.
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Figura 25. Inhibicién (mm) de los compuestos sobre la bacteria Pseudomonas
aeruginosa.

En la figura 25 se muestra la actividad de los compuestos sintetizados sobre la
bacteria Pseudomonas aeruginosa, aqui puede ser observada una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre las actividades de los compuestos en
comparacién con ciprofloxacinoy en comparacion con el control negativo (DMSO).

Como se puede observar, los compuestos no mostraron diferencias significativas

entre ellos (p>0.05).
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Figura 26. Inhibicién (mm) de los compuestos sobre la bacteria Enterococcus
Faecalis.

En la figura 26 se puede observar la actividad de los compuestos sobre la bacteria
Enterococcus faecalis, es notable unadiferencia estadisticamente significativa entre
los compuestos y el ciprofloxacino (p<0.05). La actividad fue disminuida en
comparacién con el control negativo (DMSO) con una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). Se observa que los compuestos no mostraron una diferencia

estadisticamente significativa entre ellos en cuanto actividad (p<0.05).
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5.7 Analisis computacional

En las siguientes figuras (27-31) se muestra la conformacion mas estable de los

compuestos A-001- A005.

Figura 27. Conformacion mas estable del compuesto A-001 proporcionada
por el software Avogadro.
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Figura 28. Conformacion mas estable del compuesto A-002 proporcionada

por el software Avogadro.

Figura 29. Conformacion mas estable del compuesto A-003 proporcionada
por el software Avogadro.
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Figura 30. Conformacion mas estable del compuesto A-004 proporcionada

por el software Avogadro.

Figura 31. Conformacion mas estable del compuesto A-005 proporcionada
por el software Avogadro.

En las siguientes figuras (32-34) se muestran las proteinas ya limpias, con las
cuales se realizaron las pruebas de acoplamiento molecular para todos los

compuestos.
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Figura 32. Proteina Betalactamasa procesada en el programa
computacional Pymol.

Figura 33. Proteina Betalactamasa clase B VIM-2 procesada en el programa

computacional Pymol.
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Figura 34. Proteina alanina racemasa procesada en el programa

computacional Pymol.

5.7.1 Analisis del acoplamiento molecular

Se llevé a cabo el acoplamiento molecular entre las moléculas propuestasy la lista
de posibles proteinas diana que arrojé el ensayo de prediccién de dianas. Las
energias de afinidad (kcal/mol) y las constantes de disociacion (en pM o nM)

calculadas para la interaccion mas estable de cada compuesto, se muestran en la

tabla 8.

Posteriormente, fue llevado a cabo el acoplamiento molecular entre los compuestos
sintetizadosy las tres proteinas anteriormente mencionadas. El programa nos arroj6é
las energias de afinidad con las unidades de kcal/mol y las constantes de
disociaciéon con mayor estabilidad en unidades de yM o nM que fueron calculadas

en la interaccién, cuyos resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Energias de afinidad y constates de disociacion de los compuestos

sobre las distintas dianas.

Compuesto Alanina racemasa Betalactamasa Betalactamasa clase B
VIM-2
i Constantes . Constantes i
Energias de Energias de Energias
de disociacion de disociacion de Constantes
afinidad afinidad afinidad de
(kcal/mol) (uM) (kcal/mol) (nM) (kcal/mol) | disociacion
A-001 -4.92 248.56 -4.82 293.24 -7.56 2.87 uM
A-002 -4.62 413.39 -4.26 747.76 -7.14 5.85 uM
A-003 -6.39 20.6 -5.95 43.76 -9.44 121.3 nM
A-004 -4.72 349.7 -6.88 9.05 -7.82 1.86 uM
A-005 -5.84 52.76 -6.22 27.7 -7.52 3.09 uM

Como se puede observar en la tabla 8 el complejo ligando-proteina que mostrd una
mayor energia de afinidad fue el compuesto A-003 con la proteina Betalactamasa

clase B VIM-2, con una constante de disociacion de 121.3 nM, cuyo complejo se

muestra en lafigura 35.
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Figura 35. Complejo A-003-Betalactamasa clase B VIM-2

Se pueden observar también energias moderadas para los demas compuestos
sobre ésta misma proteina, que iban desde 7.14 kcal/mol hasta 7.82 kcal/mol, esto
sugiere que esa proteina tiene la capacidad de interaccionar mas facilmente con
compuestos como los sintetizados en este proyecto. En cuanto a las constantes de
disociacién, cabe mencionar que nuestros compuestos obtuvieron valores
calculados que iban desde 121.3 nM hasta 5.85 pM, esto coincide con los datos
reportados en la literatura en el trabajo de Skagseth y colaboradores, en el cual
fueron evaluados compuestos similares a los sintetizados en este proyecto,

muestran IC50 que iban desde 0.38 uM hasta 133 uM (36).
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5.7.2 Modelado molecular de los a-aminofosfonatos

A continuacion se muestran los resultados del modelado molecular con los
progrmas Ligplot+, Pymol y UCSF Chimera. En la figura 36 se muestran las
interacciones del complejo A-003-Betalactamasa clase B VIM-2 en 2D, que fue el
compuesto con mayor energia de afinidad.La energia de afinidadfue -9.44 kcal/mol
y en la imagen se pueden observar tres enlaces o puentes de hidrégeno formados
entre el aminoacido Arg228, especificamente de su grupo amino y el oxigeno del
grupo éster de la molécula, otro puente de hidrégeno se encuentra entre el
aminoacido Asp120 formado por su grupoamino, con el oxigenounidocon un doble
enlace al fésforo, y por ultimo otro mas entre el grupo aminodel aminoacido Asp119
y el oxigeno de uno de los grupos fenoxi del compuesto A-003. Otras interacciones
observadas entre los distintos residuos de aminoacidos, especificamente Ser60,
Trp87, Asn165, Glu149,His118, Ala235, Asp236, Phe61, Asn233, His263, His196,
se encuentran formando interacciones de tipo de Van der Waals con las partes
ciclicas de lamoléculaligando. Enlafigura 37 se puede observar un representacion
en 3D del complejo proteina-ligando, haciendo notar los enlaces o puentes de

hidrogeno en color celeste.
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Figura 36. Imagen de las interacciones entre el compuesto A-003 y la
proteina Betalactamasa clase B VIM-2 proporcionada por el software LigPlot+.
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Figura37. Imagen de las interacciones entre el compuesto A-003 y la
proteina Betalactamasa clase B VIM-2 proporcionada por el programa Pymol.

A continuacion se muestran los resultados del programa Ligplot+ de los complejos

ligando-proteina en 2D restantes

En la figura 38 podemos observar las interacciones del complejo A-001-Alanina
racemasa. Se puede observar la formacion de tres puentes de hidrégeno, uno
formado entre el unode los grupos amino del aminoacido Arg290 y el oxigeno del
unode los grupos fenoxi de nuestro ligando, otro mas puede ser observado entre
otro de los grupo amino, del amino&cido anteriormente mencionado y el oxigeno
unido con un doble enlace al atomo de fésforo y el Gltimo de los tres, entre uno de
los grupos amino del aminoacido Arg309 y el oxigeno del carbonilo del grupo éster

de la molécula ligando. También se observan interacciones de tipo de Van der
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Waals entre los aminodcidos Arg347, Ala346, Thr351, 1e352, Glu350, Arg291,

GIn293, His294, Thr268 y los grupos aromaticos y del ligando.

Ala346(B
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Glu3sn(E clg
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A001-Alanina racemasa

Thr268(A)

Figura 38. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-001 y la proteina Alanina racemasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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En la figura 39 se muestran las interacciones existentes entre el complejo A-001-
Betalactamasa clase B VIM-2, a diferencia de las interacciones presentadas con la
proteina Alanina racemasa, no fueron observadas interacciones por puentes de
hidrégeno. Las interacciones presentadas en este complejo son solo de tipo de Van
der Waals, y por mencionar algunas, entre los aminoacidos Asp62, Gly63, Glu225,
Ser230, Phe61, Tyr 67, His263, entre otras con los anillos aromaticos de nuestro

ligando.
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A001-Betalactamasa clase B VIM-2

Figura 39. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-001 y la proteina Betalactamasa clase B VIM 2, proporcionada por el
software LigPlot+.
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Por ultimo, en lo que respecta al compuesto A-001, como podemos observar en la
figura 40, se muestran las interacciones del complejo A-001-Betalactamasa.
Encontramos que se forman dos puentes de hidrégeno, el primero entre el grupo
amino de la parte inddlica de nuestra molécula, y el atomo de oxigeno del
aminoacido Ser235 de la proteina, el otro lo podemos encontrar entre el grupo
hidroxilo del aminoacido Ser70 y un oxigeno unode los grupos fenoxi de nuestra
molécula. El resto de las interacciones son de tipo Van der Waals, entre los
aminoacidos Asp276, Ser216, Arg244, GIn237, Asn132, Asn170, lle167, Tyri05 y

los anillos aromaticos del ligando.
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Figura40. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-001 y la proteina Betalactamasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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Enlafigura41 se muestran las interaccionesdel complejo A-002-Alaninaracemasa.
Cuatro puentes de hidrégeno son formados en el complejo. Los primeros dos
puentes son formados por grupos amino de 2 aminoacidos histidina (His294 e
His348) con el oxigeno del carbonilo del grupo éster de la molécula;otro de ellos es
formado por un oxigeno del grupo trimetoxi, especificamente un grupo metoxi que
se encuentraen posicidn meta, con un aminoacido Arg309, el resto de interacciones
son el tipo de Van der Waals entre los aminoacidos Thr268, 11e352, Arg291, GIn293,

Glu350Yy los anillos aromaticos de la molécula.

A002-Alanina racemasa

Figura41. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-002 y la proteina Alanina racemasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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En la figura 42 se puede observar el complejo A-002-Betalactamasa clase B VIM-2
y de manera similar a los resultados del compuesto A-001, la interaccién ligando-
proteina fue menor, presentando solamente 1 puente de hidrégeno entre uno de los
grupos amino del aminoacido Arg228 y el oxigeno del grupo éster de la molécula
ligando. El resto de las interacciones fueron de tipo Van der Waals, entre los
aminoacidos His296, His263, Asn233, Tyr224, Asp120, Ser60, Asp119, entre otros

y los grupos aromaticos de la molécula.
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Figura42. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-002 y la proteina Betalactamasa clase B VIM-2, proporcionada por el
software LigPlot+.
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En la figura 43 podemos observar las interacciones entre el complejo A-002-
Betalactamasa. Solo se presenta la formacién de un puente de hidrogeno entre uno
de los grupos amino del aminoacido Arg244 y un oxigeno del grupo metoxi en
posicion paradel grupo trimetoxi de lamolécula. Las demas interacciones son de la
misma manera que en el resto de los complejos, de tipo Van der Waals, por
mencionar algunos aminoacidos que participan, encontramos a Pro107, Ser216,
Ser235, Tyr105, Ser130, Glu237, Ala238, los cuales se encuentran interaccionando
con los grupos aromaticos de la molécula ligando. De la misma manera no tuvo

interacciones significativas al presentar solo un puente de hidrégeno.
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Figura43. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-002 y la proteina Betalactamasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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Enlafigura44 se muestran las interaccionesdelcomplejo A-003-Alaninaracemasa,
donde se puede observar la formacién de solo dos puentes de hidrogeno, uno de
ellos entre uno de los grupos amino del aminoacido Arg309 y oxigeno del carbonilo
del grupo éster de la molécula, el puente de hidrégeno restante, se forma entre un
atomo de oxigeno del aminoacido Glu350 y el grupo amino de nuestra molécula
ligando; el resto de las interacciones son de tipo de Van der Waals, entre los
aminodacidos Leu289, Arg290, Thr351, Glu355, Arg291, Glu350, His294, entre otros

y los grupos aromaticos de nuestra molécula.
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Figura 44. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-003 y la proteina Alanina racemasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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En la figura 45 podemos observar las interacciones del complejo A-003-
Betalactamasa. Podemos observar la formacion de tres puentes de hidrogeno, dos
de ellos formados entre dos aminoacidos distintos (Ser235 y Arg224) uno entre uno
de los grupos amino de Arg224 y el oxigeno del carbonilo del éster de molécula e
interaccionando con este mismo, uno de los grupos hidroxilo de Ser235, el otro
puente de hidrégeno se encuentra entre el aminoacido GIn237 y el grupo amino del
ligando.Elresto son interaccionesde Van der Waals, entre los aminoacidos Pro107,

Ser216, Gly236, Asn132, entre otros y los grupos aromaticos del compuesto A-003.
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Figura45. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-003 y la proteina Betalactamasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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En la figura 46 podemos observar las interacciones del complejo A-004-Alanina
racemasa, encontramos que se forman tres puentes de hidrégeno, dos de ellos son
formados con el oxigeno unido con un doble enlace al atomo de foésforo, uno entre
uno de los grupos amino del aminoacido Arg309 y otro con un grupo amino del
aminoacido GIn293, el puente restante, se forma entre uno de los oxigenos de un
grupo fenoxiy otro de los grupos amino del aminoacido Arg309. Las interacciones
restantes que aparecen, son interaccionesde Van der Waals, entre los aminoacidos
Arg347, Ala346, Glu350, His294, entre otros y los anillos aromaticos de nuestra

moléculaligando.
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Figura 46. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el compuesto
A-004 y la proteina Alanina racemasa, proporcionada por el software LigPlot+.
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En la figura 47 se pueden observar las interacciones del complejo A-004-
Betalactamasa clase B VIM-2. Se pueden observar tres puentes de hidrégeno, uno
entre el grupo amino del aminoacido Asn233y el oxigeno del carbonilo del éster de
nuestra molécula, otro entre el grupo amino del anillo indélico del aminoacido Trp87
y el oxigeno unidocon un doble enlace al &tomo de fésforo y el tltimo entre el grupo
amino del ligando y un grupo hidroxilo del aminoacido Asp119, el resto de las
interacciones son deltipo Van der Waals entre los aminoacidos Asp236, Gin149,

Asp62, Phe61,His118, Asp120, entre otros con los anillos aromaticos del ligando.
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Figura47. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-004 y la proteina Betalactamasa clase B VIM-2, proporcionada por el
software LigPlot+.
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En la figura 48 se observan las interacciones entre el complejo A-004-
Betalactamasa, de la misma manera que con la proteina anterior, podemos observar
tres puentes de hidrégeno, dos de los cuales, se observan siendo formados entre el
oxigeno del carbonilo del éster de nuestra moléculay uno de los grupos amino del
aminoacido Arg244 y un grupo hidroxilo del amino&cido Ser235, el puente restante
los observamos entre el grupo amino de la molécula y el oxigeno de un grupo
hidroxilo del amino&cido GIn237, el resto de las interacciones son de tipo Van der
Waals entre los aminoacidos Ser216, Ser70, Ser130, Gly236, Tyr105, Asn132,

Asn170, entre otros con los anillos aromaticos de la molécula ligando.
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Figura48. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-004 y la proteina Betalactamasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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Enlafigura49 se observan las interaccionesdel complejo A-005-Alaninaracemasa,
es notable la formacion de solo un puente de hidrogeno entre el oxigeno unido con
un doble enlace al fésforo y uno de los grupos amino del aminoacido Arg290, el
resto de las interacciones son de tipo Van der Waals entre los aminoacidos Arg309,
Glu350, Thr351, Pro231, Asp343, Ala228, entre otros, con los anillos aromaticos del

compuesto.
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Figura49. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-005 y la proteina Alanina racemasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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En la figura 50 podemos observar las interacciones presentadas en el complejo A-
005-Betalactamasa clase B VIM-2, donde podemos notar la formacion de tres
puentes de hidrégeno, uno de ellos entre el grupo amino del aminoacido Lys90 y el
oxigeno del grupo éster de nuestra molécula, otro entre en nitrégeno del grupo
amino del aminoacido Asp62 y el grupo amino de la parte indazoélica de nuestra
molécula, el ultimo entre e grupo amino de la parte indélica del aminoacido Trp87 y
el oxigeno de uno de los grupos fenoxi de nuestra molécula, el resto, por mencionar
algunos, son interacciones de tipo Van der Waals entre los aminoacidos Gly88,
Asn91, Phe61, Ala89, Asp119, entre otros, con los anillos aromaticos de nuestra

molécula.
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Figura 50. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-005 y la proteina Betalactamasa clase B VIM-2, proporcionada por el
software LigPlot+.
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Enla figura51 podemos observar las interacciones presentadas en el complejo A-
005-Betalactamasa, es posible notar la formacion de solo un puente de hidrégeno
entre el oxigeno del grupo hidroxilo del amino&cido Ser130 y el grupo amino de la
parte indazdlicade nuestramolécula, el resto son solo interaccionesdetipo Van der
Waals, entre los aminoacidos Asn132, Gly326, Lys234, Tyr129, Pro107, Ser70,

entre otros, con los anillos aromaticos de nuestra molécula.
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Figura51. Imagen en 2D donde se muestran las interacciones entre el
compuesto A-005 y la proteina Betalactamasa, proporcionada por el software
LigPlot+.
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5.7.3 Analisis de las dianas de los compuestos en humanos

Como también fue mencionado en el apartado de metodologia, se realizé un analisis
de las dianasposiblesa las cuales nuestros compuestos se unirian teéricamente en
humanos, utilizando los mismas herramientas que fueron empleadas para el anélisis
farmacocinético; la base de datos y los programas del Instituto Suizo de
Biotecnologia. Este analisis serealiz6 con el objetivo de encontraralgunahomologia
en proteinas humanasy bacterianas, como lo es el caso de los canales o bombas
las cuales tienen una amplia similitud en bacterias y humanos. Otro objetivo fue
comprobar si nuestros compuestos tienen alguna otra posible actividad, como por
ejemplo en cancer. Las distintas dianas que el programa arroj0, se encuentran en

la tabla 9, la cual se muestra a continuacion.

Tabla 9. Dianas obtenidas en el software SwissTargetPrediction del SIB.

Compuesto Dianas moleculares
A-001 Fosfodiesterasa, receptor cannabinoide 2.
A-002 Caseina quinasa alfa y caseina quinasa alfa (prime), carnitina o-

palmitoil transferasa (isoforma hepatica), tirosina-proteina quinasa
SYK, hexoquinasatipo IV, receptor de adenosina A3, receptor de
adenosinaA2a,quinasaBRAF,CDK9,ciclina T1, receptor de factor

de crecimiento de hepatocitos, tanquirasa 2.

A-003 Activador de sefal y activador de la transcripcién 3 (STAT3)
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A-004 MAP quinasa p38 alfa y beta, receptor del neuropéptido Y,

calicreina 1,2,3,4, receptor cannabinoide 1y 2.

A-005 De la familia A de los receptores acoplados a proteina G
encontramos al receptor V2 de la vasopresina, receptor V1a de la
vasopresina, receptor B de interleucina-8, receptor de ghrelina y a

unaquinasa, la serina/treonina quinasa Chk1.

Como se puede observar en la tabla, muchas de las enzimas son esenciales en
procesos de division celular y mantenimiento de la integridad y estabilidad
gendmica, esto coincide con el trabajo de Loredo y colaboradores en 2019 (37), en
el cual sintetizaron moléculas similares a las de este proyecto, siendouno de sus
compuestos activo sobre células cancerigenas especificamente sobre unalineade

cancerde mama MCF-7 con un IC50 de 36 pM.

5.7.4 Andlisis de las propiedades farmacocinéticas

Este analisis fue enfocado en verificar si los compuestos contaban con las
propiedades necesarias para presentar una buena biodisponibilidad. EI primer
analisis que fue realizado por el programa, fue el de comprobar si los compuestos
cumplian con las reglas de Lipinski, cuyos resultados se muestran en la tabla 10,
segun laliteratura, estas reglas consisten enlossiguientespuntosque se describen
a continuacién: a) la molécula o compuesto debe tener un peso molecular por
debajo de los 500 Da, b) la moléculadebe tenerun nimerode donadoresde puente

de hidrégeno menor a cinco, c) debe tener un nimero de aceptores de puente de
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hidrégeno mayor a 10 y d) tener un coeficiente de reparto octanol-agua (iLogP)
menor que 5. Como se puede observar en la tabla 10 ninguno de los compuestos
cumple con las reglas de Lipinski, especificamente, en lo que respecta al peso
molecular, todos nuestros compuestos rebasan el peso de 500 Da, por lo tanto no
cumplen esa regla, en cuanto al niumero de donadores de puente de hidrogeno se
puede observar quetodos cumplen laregla, todos poseen un niamero menora cinco,
en cuanto al numero de aceptores, ninguno de los compuestos cumple con laregla,
la cual establece que debe ser mayor a diez, en cuanto al iLog P todos los
compuestos cumplen con la regla. Estos problemas presentados tanto en el peso
como en el numero de aceptores de puente de hidrogeno podrian ser facilmente
solucionados al quitar los grupos fenilo de las moléculas, en su parte fenoxiy si
fuese necesario cambiarlos por algunos otros grupos que brinden un iLogP ideal

para que se cumplan las demas reglas.

Tabla 10. Analisis de las pruebas de Lipinski para los distintos compuestos

Peso # de #de iLo Accesibili Realas de
Compuesto | molecul | donadores | aceptores Pg dad Ligin ki
ar (Da) de H de H sintética P
A-001 526.52 2 5 4.2 4.76 No
A-002 577.56 1 8 4.74 5.1 No
A-003 513.52 1 5 4.7 4.96 No
A-004 521.93 1 5 4.68 4.6 No
A-005 527.51 2 6 3.74 4.7 No
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De la misma manera, estando dentro de la misma base de datos, se procedi6 a
realizar un analisis para obtener el diagrama de huevo hervido, el cual nos brindo
informacién acerca de perfiles de absorcidn intestinal, en caso que el farmaco se
fuese a ingerir de manera oral, y muestra también la capacidad de las moléculas

para atravesar la barrera hematoencefalica, ver figura 52.
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Figura 52. Diagrama de “huevo hervido” proporcionado por el analisis de la
base de datos del SIB en el apartado de SwissADME.

Como se puede observar en el diagrama, los compuestos se encuentran en el area
gris, esto significa que los compuestos son dificilmente absorbidos por via oral, de
manera especifica, estos presentaran teéricamente, una pobre absorcion a nivel
intestinal. El diagrama muestra un area blanca (la cual simulala clara del huevo), si

los compuestos aparecen dentro de ésta regién, significa que seran facilmente
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absorbidos, lo cual no ocurrié con nuestros compuestos. Si se llegasen a encontrar
compuestos en el area amarilla (lo cual simulala yema de huevo) significa que los
compuestos podrian atravesar la barrera hematoencefalica, lo cual no es deseable
en la quimica medicinal y tal como se puede observar ninguno de nuestros
compuestos lograrian teéricamente atravesar dicha barrera. Un altimo punto a
observar en el diagrama es que algunos compuestos se muestran como circulos
azules ( en el caso de los compuestos A-002, A-003, A-004) y como circulos rojos
(en el caso de A-001 y A-005), en este caso los circulos rojos indican que éste
compuesto no tiene afinidad hacia la glucoproteina P y los circulos azules indican
quesi se tienedichaafinidad, éste analisis nos permite predecir ciertos mecanismos
de resistencia por parte de células cancerigenas y esto se podria extrapolar por

homologia a bombas de expulsion bacteriana.

CAPITULOVI

6. CONCLUSIONES

e La sintesis de los a-aminofosfonatos mediante la reaccion de Kabachnik-

Fields, llevada a cabo por medio de agitacién en vértex, a temperatura
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ambiente y utilizando etanol como solvente, sumada a la sencillay eficiente
purificacion de los compuestos por medio de filtracién al vacio y
recristalizacion, representa una sintesis amigable con el medio ambiente, de
bajo costo, rapida y sencilla para la generacion de éstos compuestos de
interés farmacologico.

e La caracterizacién de los compuestos mediante Resonancia Magnética
Nuclearde 'H, '3C, 3'P, nosfue Gtil para comprobar quelos compuestos eran
los que se esperaban.

¢ Ningunode los compuestos present6 actividad antibacteriana “in vitro”sobre
las bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosay Enterococcus Faecalis.

e La hipotesisse rechazaya queningunodelos compuestos sintetizados logrd
superar la actividad antibacteriana del ciprofloxacino.

e Los programas computacionales y bases de datos nos brindaron un
panorama tedrico del por qué la mayoria de los compuestos no presentaron
actividad y a su vez dieron indicios de las posibles aplicaciones en otros
sistemas celulares, como por ejemplo, células eucariotas y especificamente

en patologias como el cancer.

PERSPECTIVAS

Segun los resultados que fueron obtenidos en este proyecto, con relacién a las

perspectivas, cabe destacar lo siguiente:
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En cuanto a la sintesis organica, el seguir investigando y probando métodos de
sintesis innovadores y relevantes dentro de la quimica verde, como el realizado en
este proyecto, asi como de la busqueda de nuevos métodos de purificacion que
también sean amigables con el medio ambiente y de bajo costo, esto permitira la
obtencion de mayores rendimientos. En cuanto a la parte biolégica se podrian
realizar ciertas modificaciones estructurales en los compuestos para que las
moléculas sean mas afines a las proteinas bacterianas y tengan un mejor pefrfil
farmacocinético, lo cual puede ser asistido y calculado probabilisticamente por los
multiples programas computacionales que actualmente existen. En lo que respecta
a la difusion de los compuestos en el medio de cultivo, la cual fue muy baja en el
presente proyecto, es posible realizar otras pruebas como la microdilucion en placa
e intentar disolver el compuesto con ayuda de algun detergente como el tween 80
para mejorar su solubilidad. Sin duda, su efecto anticancerigeno, antiviral,

antifingico, etc. deberan ser evaluados.
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ANEXOS

En este apartado se encuentran los espectros de resonancia magnética nuclearde

H, 18C y 3P, asi como imagenes del anélisis computacional realizado.

A continuacién, se muestran los complejos proteina-ligando de todos los

acoplamientos realizados (Figuras 53-66).

Figura 53. Complejo A-001-Alaninaracemasa. Imagen obtenida del
programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.
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Figura 54. Complejo A-001-Betalactamasa clase B VIM-2. Imagen obtenida
del programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.

Figura 55. Complejo A-001-Betalactamasa. Imagen obtenida del programa
Pymol después de introducir el archivo con el resultado del

acoplamiento por Autodock4.
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Figura 56. Complejo A-002-Alanina racemasa. Imagen obtenida del
programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.

Figura57. Complejo A-002- Betalactamasa clase B VIM-2. Imagen obtenida
del programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.
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Figura 58. Complejo A-002-Betalactamasa. Imagen obtenida del programa
Pymol después de introducir el archivo con el resultado del

acoplamiento por Autodock4.

Figura 59. Complejo A-003-Alanina racemasa. Imagen obtenida del
programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.
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Figura 60. Complejo A-003-Betalactamasa. Imagen obtenida del programa
Pymol después de introducir el archivo con el resultado del

acoplamiento por Autodock4.

Figura 61. Complejo A-004-Alaninaracemasa. Imagen obtenida del
programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.
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Figura 62. Complejo A-004-Betalactamasa clase B VIM-2. Imagen obtenida
del programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.

Figura 63. Complejo A-004-Betalactamasa. Imagen obtenida del programa Pymol

después de introducir el archivo con el resultado del
acoplamiento por Autodock4.
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Figura 64. Complejo A-005-Alaninaracemasa. Imagen obtenida del programa
Pymol después de introducir el archivo con el resultado del acoplamiento por

Autodock4.

Figura 65. Complejo A-005-Betalactamasa clase B VIM-2. Imagen obtenida del
programa Pymol después de introducir el archivo con el resultado del

acoplamiento por Autodock4.
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Figura 66. Complejo A-005-Betalactamasa. Imagen obtenida del programa Pymol

después de introducir el archivo con el resultado del

acoplamiento por Autodock4.

En las figuras 67 y 68 podemos observar los halos de inhibicién del resto de los
compuestos sobre las distintas cepas bacterianas, y posteriormente, de las figuras
69 ala 92 se muestran el resto de los espectros de RMN de todos los compuestos

sintetizados, las cuales se muestran a continuacion:
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Figura 67. Inhibicién de los compuestos sobre las cepas bacterianas de E.
coliy S. aureus. Se muestran en la primera linea los compuestos A-002 y A-005
(a-d) sobre la bacteria E. coliy los compuestos A-001 y A-004 (e-h) sobre la
bacteria S. aureus.

Figura 68. Inhibicién de los compuestos sobre las cepas bacterianas de P.
aeruginosay E. faecalis. Se muestran en la primera linea, los compuestos A-001,
A-002, A-004 y A-005 (a-d) sobre la bacteria P. aeruginosay los mismos
compuestos (e-h) sobre la bacteria E. faecalis.
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Figura 82. Espectro de RMN H del compuesto A-004 (primera parte).
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Figura 84. Espectro de RMN H del compuesto A-004 (tercera parte).
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Figura 88. Espectro de RMN H del compuesto A-005 (primera parte).

130




Espectro protdn
EHF-651

.I. T .-I T Ll 1 T -I - .I. 1 T 1 1 T 1 T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

1.5

1
Figura 89. Espectro de RMN H del compuesto A-005 (segunda parte).
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