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RESUMEN

Q.F.B. Evelin Guadalupe Butanda Serrano Fecha de graduacion: 20/Feb/2026
Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: DISENO IN SILICO DE NUEVOS AMINOETERES DEL
AmDG, SEMI-SINTESIS DE LOS DERIVADOS MAS
PROMISORIOS Y Su EVALUACION
ANTIMICOBACTERIANA Y CITOTOXICA.

Numero de paginas: 182 Candidata para el grado de

Maestra en Ciencias con Orientacion
en Farmacia

Area de estudio: Farmacia.

Propésito y método de estudio: La tuberculosis es causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Se estiman 10.8 millones de nuevas personas
infectadas y un total de 10.25 millones de muertes en el afio 2023, de las cuales
160, 000 muertes se debieron a tuberculosis multifarmaco resistente. El acido
meso dihidroguaiarético (AmDG) un lignano de Larrea tridentata, mostro
actividad significativa contra M. tuberculosis (CMI 50 ug/mL) al inhibir la enzima
IpdAB CoA transferasa (genes Rv3551-Rv3552). La enzima 1-deoxi-D-xilulosa 5-
fosfato reductoisomerasa (DXR) también se identifica como un objetivo
prometedor debido a que la via del fosfato metileritriol (MEP) no forma parte del
metabolismo humano, lo que sugiere que podria reducir la toxicidad de los
farmacos dirigidos a ella. Del analisis QSAR de los 61 derivados de AmDG
obtenidos hasta el momento se propusieron 16 nuevos aminoéteres derivados de
AmDG y mediante el uso de herramientas computacionales se realizé un tamizaje
in silico para elegir a aquellos mas prometedores. En primer lugar, los derivados

propuestos se sometieron a un acoplamiento molecular (docking) con las



enzimas IpdAB CoA transferasa (6CON) y DXR (4A03) y las moléculas con mejor
calificacion de acoplamiento se sometieron a un analisis farmacocinético en
SWISSADME vy toxicolégico en Protox Il para seleccionar a aquellas que
presenten las mejores caracteristicas. Posteriormente, se realiz6 la semisintesis
de los derivados mas prometedores y se caracterizaron mediante RMN '"H, RMN
3C y HRMS. Finalmente se evaluaron in vitro y se determind la actividad
antimicobacteriana mediante la determinacién de CMI de los derivados frente a
dos cepas de M. tuberculosis |la cepa sensible HRv37 y la cepa G117 resistente
a rifampicina, isoniazida, y etambutol, asi como la citotoxicidad mediante la
determinaciéon de la Concentracion Inhibitoria Media (ICs0) y el indice de

Selectividad (IS).

Contribuciones y conclusiones: A partir del analisis in silico de dieciséis
derivados del AmDG, se identificaron los compuestos con mayor potencial
biolégico y mejor perfil farmacocinético y toxicolégico. Con base en estos
resultados, se definieron las principales contribuciones y conclusiones del
presente trabajo, las cuales se resumen a continuacion. Las moléculas que
presentaron mejor afinidad con la enzima IpdbAB CoA transferasa (-10.13 a -
13.05 kcal/mol) fueron EBS-1A y EBS-1B (Etilpirrolidina), EBS-5B (indol), EBS-
7A y EBS-7B ((N-bencil-1H-benzimidazol), y EBS-8B (isoquinolina) y para la
enzima DXR (-11.65 a -12.42 kcal/mol) fueron EBS-6B (dibencilamina), EBS-7B
y EBS-8B. Se resalta la importancia de los derivados EBS-6B y EBS-7B, que
muestran una mayor afinidad por la enzima DXR e IpdAB respectivamente, lo

que sugiere una potencial actividad antimicobacteriana. ElI analisis



farmacocinético y toxicoldgico in silico mostré que los derivados EBS-1A, EBS-
1B y EBS-3A y EBS-7B, tienen buena probabilidad absorcion gastrointestinal,
biodisponibilidad y bajo potencial de inhibicion de citocromos y predicciones
toxicoldgicas. Por lo tanto, se realiz6 la semisintesis de seis derivados: EBS-1B
(etilpirrolidina), EBS-3A (Azepina), EBS-3B (Azepina), EBS-6B (dibencilamina),
EBS-7B (benzil benzimidazol) y EBS-8B (isoquinolina), los cuales fueron
caracterizados mediante espectroscopia de RMN'H, RMN"C y HRMS.
Finalmente, las pruebas in vitro frente a M. tuberculosis confirmaron al derivado
EBS-8B como el mas activo con una CMI = 6.25-12.5 pg/mL para para la cepa
H37Rv y G117 respectivamente, posicionandolo junto con EBS-6B y EBS-7B
como los compuestos mas prometedores para el desarrollo de nuevos agentes
antituberculosos, al ser los derivados que mejor IS presentaron. En conjunto, los
resultados evidencian la relevancia de combinar herramientas in silico e in vitro
para el desarrollo racional de medicamentos para el tratamiento de la
tuberculosos. Los derivados EBS-6B, EBS-7B y EBS-8B destacan como los

compuestos mas prometedores para estudios posteriores.

Dra. Maria del Rayo Camacho Corona

Director de Tesis

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda

Director de Tesis
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1. INTRODUCCION

1.1 La tuberculosis
1.1.1 Generalidades de Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis. Esta
bacteria pertenece a la familia Mycobacteriaceae, tiene forma bacilar, es aerobia,
no movil, resistente a acidos y no forma esporas (Kanabalan et al., 2021). Esta
bacteria posee una envoltura celular rica en lipidos que proporciona una barrera
hidrofébica impermeable que le permite sobrevivir a ambientes hostiles. Los
componentes caracteristicos de la envoltura celular son una membrana plasmatica,
un espacio periplasmico, un nucleo de la pared celular, membrana exterior y
capsula. El peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y acidos micdlicos forman
la pared celular. La membrana externa esta compuesta por varios acillipidos libres
como la diaciltrealosa (DAT), lipoarabinomanano (LAM), poliaciltrealosa (PAT),
dimicocerosato de tiocerol (PDIM), PG, glicolipido fendlico (PGL), fosfatidil inositol
manosido (PIM), triasiltrealosa (TAT), trealosa 6, 6-dimicolato (TDM) y sulfolipido -
1 (SL-1); que se intercalan con los acidos micdlicos. La capa exterior, llamada
capsula contiene principalmente polisacaridos y proteinas de superficie Figura 1 (P.

Singh et al., 2018).
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Figura 1. Composicion de la envoltura celular de M. tuberculosis.

Diaciltrealosa (DAT), lipoarabinomanano (LAM), poliaciltrealosa (PAT),
dimicocerosato de tiocerol (PDIM), fosfatidil inositol manosido (PIM), trealosa 6, 6-
dimicolato (TDM), monomicolato de trehalosa (TMM) y sulfolipido -1 (SL-1),
fosfatidil inositol manosido (PIM). La imagen se disefié usando la plataforma en
linea en Biorender.

1.1.2 Epidemiologia

De acuerdo con el Reporte Global de Tuberculosis de la Organizacion Mundial de

la Salud del 2024, la tuberculosis es la primera causa de muerte por un agente

infeccioso y se ubica en el décimo lugar en causas de muertes a nivel mundial. De

acuerdo con los datos estadisticos del reporte, se estima que en 2023 fallecieron

1.25 millones de personas de las cuales 161 000 personas estaban coinfectadas

con VIH siendo la enfermedad mas mortifera para las personas con este

padecimiento, también se menciona que alrededor de 10.8 millones de personas

contrajeron la enfermedad, de las cuales 8.2 millones fueron diagnosticadas por

primera vez, aumentando la cantidad de personas diagnosticadas respecto a las

registradas en 2022. Por otra parte, los datos presentados por el perfil de
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tuberculosis en México indicaron 36 mil casos nuevos y la incidencia de resistencia
a rifampicina fue de aproximadamente 1300 pacientes (Global Tuberculosis Report,

2024).

1.1.3 Etiologia de la tuberculosis

El contagio de la tuberculosis se da de persona a persona debido a que la M.
tuberculosis contenida en las mucosas de las personas enfermas se dispersan
como particulas en aerosol. El patdgeno ingresa por la nasofaringe a la region
traqueo bronquial hasta llegar a la orofaringe. Una vez en el tracto respiratorio bajo,
la M. tuberculosis es fagocitada por los macrofagos y células dendriticas (Bussi
Claudio et al, 2019) Normalmente ataca a los pulmones; sin embargo, puede llegar

a causar dafio a cualquier érgano o sistema del cuerpo.

La infeccion por M. tuberculosis puede ser primaria o secundaria; en la infeccion
primaria, el paciente suele estarinmunocomprometido y desarrolla un cuadro clinico
con meningitis, tuberculosis diseminada, tuberculosis miliar y granulomas
extrapulmonares, por lo tanto, cuando el paciente contagiado esta
inmunocompetente le permite desarrollar inmunidad sistémica facilitando su
recuperacion, por otra parte, la tuberculosis secundaria o de reactivacién se da
cuando el microorganismo evade la respuesta inmune sistémica, permitiendo que

la infeccidn sea diseminada por el organismo (Kanabalan et al., 2021).



1.1.3 Tratamiento para la tuberculosis

Los medicamentos contra la tuberculosis se administran en diferentes
combinaciones, los de primera linea son: la rifampicina, isoniazida, pirazinamida y
etambutol. Los medicamentos de segunda linea se usan cuando hay resistencia a
los medicamentos de primera linea (Kanabalan et al., 2021). Las bacterias
adquieren resistencia a los antibioticos debido a que algunos pacientes no logran
culminar el tratamiento y en muchas ocasiones no reciben un diagnostico oportuno
0 su tratamiento no es el adecuado, ademas de que la accesibilidad a los
medicamentos es baja y la duracion del tratamiento es de 6 hasta 24 meses
(Velayati et al., 2018). El nuevo esquema oral de la OMS para el tratamiento de
tuberculosis multirresistente es de seis meses que combine bedaquilina,
pretomanid, linezolid y moxifloxacino (BPaLM) o bedaquilina, pretomanid y linezolid
(BPaL) como tratamiento de eleccion para los pacientes que reunan los requisitos

establecidos (Global Tuberculosis Report, 2024).

Farmacorresistencia
La resistencia de la M. tuberculosis se clasifica en tres categorias: (a) tuberculosis
resistente a un solo medicamento (SDR-TB), (b) tuberculosis multifarmaco
resistente (MDR-TB) a rifampicina y a isoniazida (c) tuberculosis extremadamente
resistente (XDR-TB), esta es una combinacion de MDR-TB mas un medicamento

de la segunda linea de tratamiento (V. Singh & Chibale, 2021).

La capacidad de manipular macréfagos, granulomas y el metabolismo celular del
huésped se debe a la diferenciacion genética en las diferentes etapas de la

infeccion, por lo que adquiere mecanismos de resistencia (R. Singh et al., 2020).



Durante la formacion de los granulomas de tuberculosis, los macrofagos infectados
con M. tuberculosis acumulan cuerpos lipidicos en su area citosolica,
diferenciandose en macrofagos espumosos caracteristicos de las lesiones de
tuberculosis. Los cuerpos lipidicos acumulados en forma de burbujas contienen
esteres de colesterilo y triglicéridos. Los macréfagos espumosos infectados con M.
tuberculosis desempefian un papel central en el desarrollo, el mantenimiento y la
diseminacion de la infeccidn del granuloma. En los granulomas avanzados, la region
central se caracteriza por necrosis caseosa, o que conduce ademas a la formacion
de un entorno rico en lipidos. En los granulomas, M. tuberculosis puede crecer y
persistir en macréfagos espumosos y en el nucleo necrotico. Cuando los
macrofagos espumosos abandonan el granuloma original, se establece un

granuloma secundario que promueve la diseminacién (Shim et al., 2020).

Los factores de virulencia de M. tuberculosis se atribuyen a los genes que codifican
vias de lipidos, proteinas y reguladores de sistemas de transduccion de seiales,
asi como proteinas de superficie celular. La resistencia también puede incluirse a
los cambios en las bombas de la membrana, cambios en la interaccion del farmaco
o el objetivo y mutaciones cromosdmicas. Otra razén puede incluir la baja
permeabilidad de la pared celular de las micobacterias por su naturaleza lipidica,
impidiendo la accesibilidad de los farmacos a los objetivos. En la Tabla 1 se
mencionan las caracteristicas de los medicamentos de primera y segunda linea, su
mecanismo de accion, asi como los mecanismos de resistencia adquiridos por la M.

tuberculosis.



Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generacion. Adaptada de Dominguez et al., 2016; R.
Singh et al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021.

Farmaco Genes objetivo del farmaco Mecanismo de accién Mecanismo de resistencia
Grupo-1: Primera linea (orales)
Rifampicina -rpoA que codifica la subunidad a  Bloquea la sintesis de proteinas Disminucion de la unién del
(RIF) de la RNA polimerasa mediante la inhibicion de RNA al farmaco a la polimerasa en:

(Derivados de Ansamicina)

-rpoB que codifica la subunidad 8

de la RNA polimerasa

’

-rpoC que codifica la subunidad 8
de la RNA polimerasa

unirse a rpoB.

rpoB: Ser531Leu, Ser531Trp,
His526Tyr, His526Asp, His426Pro

Isoniazida
(INH)

(Analogo de Hidrazida de acido
nicotinico)

-katG que codifica catalasa
peroxidasa

-inhA que codifica la proteina
transportadora de anoil acilo
reductasa (ACP) especifica de
NADH.

-kasA que codifica B8 cetoacil ACP
sintasa

-ndh que codifica NADH
deshidrogenasa |l.

La activacion del profarmaco por
katG seguida de la activacion de
inhA'y kasA por INH activado
conduce a la inhibicion de la
sintesis de acido micdlico de la
pared celular, pantotenato y
coenzima-A, agotando la energia
de la membrana e inhibiendo la

trans-traduccion.

del

por

Inhibicion producto de
katG-katG:
Thr275Pro;

del

farmaco con el promotor inhA

(cl5t)

inhA: lle21Thr, Ser94Ala

activacion
Ser315Thr,

disminuyendo la  unién

Pirazinamida
(PZA)

(Analogo de Nicotinamida)

-ahpC que codifica a alquil
hidroperoxidasa

-fabg que codifica a 3-oxoacil
reductasa (transportadora de

proteinas acilo).

Activacion del profarmaco por
acido
pH

la sintesis de acidos

pncA para formar
pirazinoico, al disminuir el
inactiva

grasos vitales.

Disminuye la actividad en la
pirazinamidasa en:
pncA: Asp8Asn, Cys138S,

Cys138G 1S6110




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generaciéon. Adaptada de Dominguez et al., 2016; R. Singh et

al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021.

(Continuacion).

Farmaco

Genes objetivo del farmaco

Mecanismo de accién

Mecanismo de resistencia

Pirazinamida
(PZA)

(Anéalogo de Nicotinamida)

-iniA  que
inducibles de INH
-fadE24 que codifica a acil CoA

deshidrogenasa

codifica a genes

-pncA que codifica a la enzima
pirazinamidasa

-rpsA que codifica la proteina S171
30S ribosomal

-panD que codifica aspartato
decarboxilasa

-gpsl que codifica proteinas
bifuncionales, poliribonucleotido y

nucleotidotransferasa (pnpasa)

La forma activa de PZA se une con
inhibir

interrumpiendo  la

el rpsA para la trans-
traduccion
interaccion del tmRNA.

Acido pirazinoico (POA), bloquea
la sintesis de pantotenato o B-
alanina un precursor de Coenzima
A (CoA)

energia del metabolismo.

importante para la

Etambutol
(EMB)
(Derivado de Etilen diamino -1-

butanol)

-embC-embA-embB

tres

codifican
para homdlogos de
arabinosiltransferasas asociadas
a membrana

-embR que codifica la regulacion
de la transcripcion de proteinas
-rmID que codifica Dtdp-4-

dehidrorhamnosa reductasa

Interacciona con tres
arabinosiltransferasas homologas
asociadas a membrana afectando
la sintesis de lipidos de la pared
celular.

También regula la expresion de
proteinas codificadas por genes
inducibles por INH, como las

proteinas iniA y ACP.

Disminuye la unién al enlace del
farmaco

embB: Met306lle, Met306Val,
Gly406Asp, Gly406Ala,
GIn497Arg, GIn497Lys
(Dominguez et al., 2016)




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generaciéon. Adaptada de Dominguez et al., 2016; R. Singh et
al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021. (Continuacion).

Farmaco

Genes objetivo del farmaco

Mecanismo de accion

Mecanismo de resistencia

Grupo -2. Segunda linea: Grupo A (orales e inyectables)

Levofloxacina (LFX)
(Fluoroquinolonas)

Ciprofloxacina/
Ofloxacina (CIP/OFX)

Moxifloxacin/gatifloxacin (MFX/OFX)

(Nuevas fluoroquinolonas)

-gyrA que codifica para la subunidad a de
la DNA girasa.

-gyrB que interviene la actividad de la
ATPasa(Adnan Hameed et al., 2019).
Coddn D94 mut y A90mut

Inhibicion de la DNA girasa una
Topoisomerasa Il con subunidades a'y
B(Adnan Hameed et al., 2019).

Las mutaciones en genes gyrA afecta la
susceptibilidad a los medicamentos
(Adnan Hameed et al., 2019). Las
mutaciones en el residuo D94 confieren

resistencia clinica

Grupo2. Segunda linea: grupo B (inyectables)

Kanamicina/Amikacina (KAN/AMY)
(Aminoglucocidos)

rrs codifica a 16s RNA
WhiB7 Codifica la proteina regulatoria

transcripcional

Bloquea la sintesis de proteinas a través
de la inhibicién de la sintesis de la cadena
peptidica

Capreomicina/Viomicina (CAP/VIO)

rrs codifica a 16s RNA

tlyA codifica 16S/23S RNA

eis codifica a acetiltransferasa
aminoglucdsido

WhiB7 Codifica la proteina regulatoria

transcripcional

Inhibe la sintesis de proteinas

Mutaciones A1401G y A1484T en el gen

s

Estreptomicina (SM)

rpsL caodifica a la proteina ribosomal
rrs codifica a 16s RNA
gidB codifica a la 16S RNA

metiltransferasa

Su objetivo es la subunidad 30S
ribosomal.
Se une a la proteina ribosomal 16S rRNA

inhibiendo la sintesis de proteinas.

Mutaciones en K43R, K88R y K88Q del
gen rpsL




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generaciéon. Adaptada de Dominguez et al., 2016; R. Singh et
al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021. (Continuacion).

Grupo C. Otros medicamentos basicos de segunda linea.

Farmaco

Genes objetivo del farmaco

Mecanismo de accion

Mecanismo de resistencia

Etionamida/Protionamida
(ETH/PTH)
Derivados del acido

isonicotinico

ethA codifica a monoflavin
monooxigenasa

inhA codifica a la enoil ACP
reductasa

Ndh codifica a NADH
dehidrogenasa Il

mshA codifica a glicosil
yttransferasa

ethR codifica a la proteina
represora transcripcional

kasA codifica a -cetoacil ACP

sintasa

Inhibe la sintesis de acidos

micolicos

Regulacion de mmpSL5 mediante
MAB_2648c
(Rodriguez et al., 2023)

D-Cicloserina (CS)
Terizidone (TRD) Derivados de

cicloserina

Alr codifica a alanin racemasa

ddl codifica a D-alanina-D-alanina
ligasa

cycA codifica a D-serina/L

ald codifica el proton D-alanina

/glicina/D-cicloserina simportador

Inhibe la sintesis de

peptidoglicano

Mutaciones en rv3423c que
codifica la alanina racemasa.
(Chen et al., 2017)




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generacion. Adaptada de Dominguez

et al., 2016; R. Singh et al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021.

(Continuacion).

Farmaco

Genes objetivo del farmaco

Mecanismo de accién

Mecanismo de resistencia

Clofazimina (CFZ)

Derivados de iminoferacina

Rv0678

represor

(mmpR) codifica al
transcripcional de la
bomba de eflujo Mmpl5

Rv2535¢ codifica a
aminopeptidasa citoplasmatica

Rv1979C codifica una permeasa

Interfiere con un balance redox,
desbalance en la membrana y

produccion de ROS

Linezolida (LZD)

Derivado de oxazolidina

rrl codifica a la 23S Rrna
rplC codifica a 50S proteina
ribosomal L3

Inhibe la sintesis de proteinas

Mutacion
Rv1453
(Zhang et al., 2023)

intergénica del gen

Grupo D. Medicamentos complementarios (no medicamentos basicos del régimen de tratamiento contra tuberculosis MDR).

Subgrupo D1

Pirazinamida
Etambutol y altas dosis de

isoniacida

Mencionado previamente

Mencionado previamente

Mencionado previamente

Subgrupo D2

Bedaquilina

(Diarilquinolina)

atpE codifica a la subunidad C de
la ATP sintasa

Rv0678(mmPR) codifica al
represor trasncripcional de la

bomba de eflujo Mmpl5

Inhibe la homeostasis de ATP

Mutacion de RAV en RV0678,
atpE o pepQ, expresan resistencia
genotipica inicial

(Mallick et al., 2022)

Alteracion de la union al ADN




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generacion. Adaptada de Dominguez
et al., 2016; R. Singh et al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021. (Continuacion).

Farmaco

Genes objetivo del farmaco

Mecanismo de accion

Mecanismo de resistencia

Delamanid

(nitroimidazol)

Genes de 5 coenzimas F420
Rv0407(fgd1) la NADP-
dependiente de glucosa-6-fosfato

codifica

deshidrogenasa
FbiA/B/C codifica el
transferencia de dos electrones f420
Rv3547(Ddn) codifica deazaflavina

dependiente de nitroreductasa

cofactor de

Inhibe la sintesis de acidos micolicos

y proteinas

Mutacién en los genes ddn, thiA/B/C y
fdg1,
principales proteinas coenzimas para
la biosintesis de F420

(Khoshnood et al., 2021)

cuyos productos son las

Subgrupo D3

Acido para amino salicilico (PAS)

thyA codifica a timidilato sintasa

folC/ codifica dihidrofolato sintasa
dfrA/ribD dihidrofolato
reductasa

codifica a

ribD codifica a dihidrofolato reductasa

Inhibe la sintesis de folatos

Mutacion en thyA, especificamente
en el sitio de union a dUMP, el sitio
catalitico y el sitio de uni6n del
cofactor de folato (Pandey et al.,
2019)

Tienamicina (Imipenen/cilastatita
(IMP/CLN)

Rv2163c (ftsl) codifica la proteina 3
fijadora de penicilina (pbpB)

Inhiben la sintesis de pared celular al
unirse a las proteinas fijadoras de

penicilina

Amoxicilina/clavulanato lactamasa
(AMX/CLA)

BlaC codifica a betalactamasa
ponA/Pbp codifica las proteinas de

union a penicilina

Inhibe la sintesis de peptidoglicano y

de la pared celular




Tabla 1. Mecanismo de accion y resistencia de los farmacos de primera y segunda generacion. Adaptada de Dominguez
et al., 2016; R. Singh et al., 2020 y V. Singh & Chibale, 2021. (Continuacion).

Farmaco Genes objetivo del farmaco Mecanismo de accién Mecanismo de resistencia

Tiacetazona (TAC) hadAB/CD codifica al complejo Inhibe la ciclopropanacion de los
FAS-II dihidratasa compuesto por  acidos micélicos de la pared

los genes hadABC celular

Nota: Estos farmacos son bactericidas excepto el etambutol que es bacteriostatico.
Aminoacidos: SER: Serina, LEU: Leucina, TRP: Triptéfano, HIS: Histidina, TYR: Tirosina, PRO: Prolina, THR: Treonina, ASP: Aspartato, ASN:
Asparagina, CYS: Cisteina. GLY:Glicina, VAL: Valina, MET: Metionina, GLN: Glutamina. GLU: Glutamato, ALA: Alanina, ARG: Arginina, PHE:

Fenilallanina, ILE: Isoleucina, LYS: Lisina. EI nimero que aparece a un costado del aminoacido indica el nimero de residuo que ocupa en la
proteina.




1.2 Catabolismo del colesterol en M. tuberculosis: degradacion de los
anillosCyD

Se menciond anteriormente que uno de los mecanismos de defensa de M.
tuberculosis se debe a la adaptacion genética que le permite sobrevivir dentro de
los macréfagos. Algunos genes participes en la adaptacion y supervivencia de M.
tuberculosis en macrofagos se identificaron mediante la hibridacion del sitio de
transposones (TraSH), esta técnica es un ensayo de microarreglos que permite
identificar de manera integral genes de grandes grupos de mutantes de
transposones que son esenciales para el crecimiento en diferentes condiciones.
Para este caso particular, permitio la deteccion de mutantes de transposones que
no crecen dentro de los macrofagos primarios. Algunos genes de un grupo reducido
comparten funciones y participan en vias comunes, por ejemplo, los genes Rv3551
y Rv3552 del locus fadEZ28, son criticos ya que participan en el transporte y
degradacion de lipidos exdgenos de las membranas de las células huésped
involucrados en la B-oxidacion y degradaciéon de acidos grasos (Rengarajan et al.,
2005). De la misma manera se reportd que el locus fadE28 esta relacionado con la
degradacion del colesterol mediante una B-oxidacion de una fraccién de propionato
de acido 9,17-dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-ioco (DOHNAA) procedente
de los anillos de esteroides C y D del colesterol (Van Der Geize et al., 2007) regulada
por el operon echA20 que codifica a una CoA transferasa de dos subunidades

denominadas IpdAB (Miclo & Germain, 1990; Van der Geize et al., 2011).



Hasta el momento, el catabolismo del colesterol en M. tuberculosis se ha descrito

en tres procesos:

1. pB-oxidacién de la cadena lateral alquilica,
2. Escision oxigenolitica de los anillos Ay B,

3. B-oxidacion de los anillos C y D.

En la Figura 2 se describe la via para la degradacién de los anillos C y D. La ruta
comienza con 3a-H-4a(3’-propanoato)-7ap-metilhexahidro-1,5-indanediona (HIP),
que se tioesterifica a HIP-CoA y luego se somete a una serie de reacciones (3-
oxidativas para producir acido 9,17-dioxo-1,2,3,4,5,6,10,19-octanorandrost-8(14)-
en-7-oico (HIEC-CoA), en la que los anillos C y D todavia estan intactos. El anillo D
se hidroliza por CoA hidratasa (EchA20), para producir (R)-2-(2-carboxietil)-3-metil-
6-oxociclohex-1-eno-1-carboxil-CoA (COCHEA-CoA). Posteriormente la enzima
CoA transferasa IpdAB abre el ultimo anillo C de esteroide del colesterol al catalizar
la hidrdlisis por una apertura retro-Claisen de COCHEA-CoA a 6-metilo. -3,7-
dioxodecanodioil-CoA (MeDODA-CoA), finalmente FadA6 actua sobre el tioéster de
MeDODA-CoA para producir 4-metil-5-oxo-octanodioil-CoA (MOODA-CoA) (Crowe

et al., 2018).
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Figura 2. Degradacion de los anillos C y D del colesterol en M. tuberculosis.
(Figura adaptada de Crowe et al. 2018)

1.2.1 Via del fosfato metileritriol: biosintesis de isoprenoides

La via del fosfato metileritriol (MEP) o también conocida como via de no mevalonato
es una ruta alternativa propia de protozoos y eubacterias para la biosintesis de
isoprenoides esenciales que consta de ocho reacciones catalizadas por nueve

enzimas (Figura 3).

Esta ruta comienza con la condensacién de piruvato (Pyr) y gliceraldehido-3-fosfato
(G3P) para formar 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP) catalizada por la enzima 1-
desoxi-D-xilulosa-5-fosfato-sintasa (DXS) utilizando pirofosfato de tiamina como
cofactor. El segundo paso en la via es la conversion de DXP en 2-C-metil-D-eritritol
4-fosfato (MEP) mediada por la enzima 1-desoxi-d-xilulosa 5-fosfato
reductoisomerasa (DXR), comenzando por la isomerizacion de DXP en un
intermediario metil eritrosa, posteriormente un reordenamiento a-cetol y luego el

intermediario se reduce mediante hidruro. El tercer paso es la reaccion de MEP con
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citidina trifosfato (CTP) para producir 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritriol (CDP-ME) y
libera pirofosfato en la reaccién catalizada por 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritrol
citidiliitransferasa (CMS). El cuarto paso se da por un mecanismo asociativo para
producir 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-MEP) y ADP mediante la
enzima 4-difosfociticil-2C-metil-D-eritritol cinasa (CMK) dependiente de ATP. El
quinto paso se da por la enzima 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa (MCS)
al generar un estado de transicion pentacoordinado y liberar CMP y 2C-metil-D-
eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEcCPP). El sexto y séptimo paso se describen juntos ya
que son los menos comprendidos. EI MECPP sufre una reduccion y eliminacién a 4-
hidroxi-3-metil-2(E)-butenil-4-difosfato y luego a IPP y DMAPP. El MEcPP es
transformado en 1-hidroxi-2-metil-2(E)-butenil-4-difosfato (HMB-PP) por la 1-
hidroxi-2-metil-2(E)-butenil-4-difosfato sintasa (HDS), posteriormente la 4-hidroxi-3-
metil-2-(E)-butenil-4-difosfato reductasa (HDR) termina con la formacion de los
precursores isoprenoides isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP).
El octavo paso se da por la enzima isopentenil-difosfato isomerasa Il (IDI-Il), ya que
ocurre una isomerizacion del enlace IPP C=C para formar DMAPP (Hunter, 2007;
Proteau, 2004; Rohmer, 1999). Los patégenos importantes que utilizan esta via son,
por ejemplo, Plasmodium falciparum, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli. Esta via no forma parte del metabolismo en
mamiferos, hongos, arqueobacterias y la mayoria de las bacterias Gram positivas
como estreptococos y algunos estafilococos, (Knak et al., 2022; Proteau et al,

2004).
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Figura 3. Via del fosfato metileritriol.
(Figura adaptada de Hunter, 2007)

1.3 Diseno de farmacos asistido por computadora

Los avance cientificos y tecnolégicos han logrado mejorar las estrategias para

el

descubrimiento y/o mejoramiento de nuevos farmacos, asi como la identificacion de

nuevas dianas terapéuticas, identificar el mecanismo de accién, la evaluacién

farmacocinética y dinamica de las moléculas mas promisorias.
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En la actualidad la eficiencia de los dispositivos electronicos y digitales permiten su
exploracion y categorizacion rapida para un objetivo determinado permitiendo el
enfoque en aquellas moléculas prometedoras, de forma que las limitaciones como
el tiempo, costo y almacenamiento no sea un impedimento para alcanzar el objetivo

planteado (Bender et al., 2021).

El desarrollo farmacéutico es un reto importante en la industria farmacéutica debido
a que se necesita una cantidad enorme de tiempo y dinero para que un farmaco
pueda ser aprobado siguiendo fases del disefio de un farmaco. Un método
ampliamente utilizado para minimizar estos costos es el Disefio de Farmacos
Asistido por Computadora (DFAC). La técnica permite la simulacion y prediccion de
varios factores esenciales, como toxicidad, actividad, biodisponibilidad y eficacia
incluso antes de que el compuesto se someta a pruebas in vitro permitiendo asi una
mejor planificacion y direccion de la investigacion, es decir, menos experimentos in
vitro e in vivo (Maia et al., 2020). El disefio de farmacos puede tener dos enfoques:
técnicas basadas en estructuras y técnicas basadas en ligandos. (Tosco & Balle,

2011).

Las estrategias basadas en estructuras se enfocan en proteinas objetivo con
estructuras tridimensionales (3D) de alta resolucién y la identificacion de sitios de
unién. El dato experimental permite evaluar la interaccion entre la proteina objetivo
y el ligando. Por otra parte, el disefio enfocado en ligandos es un método indirecto
basado en un conjunto de ligandos activos con determinadas caracteristicas
estructurales. Las similitudes estructurales permiten descubrir compuestos

potencialmente bioactivos sin conocer la estructura tridimensional de la proteina
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objetivo. Un Analisis Cuantitativo Estructura-Actividad (QSAR) es un algoritmo
crucial en la busqueda ya que convierte la estructura quimica de la molécula en
descriptores para realizar operaciones estadisticas y analisis cuantitativos (G. Wang

et al., 2022).

1.3.1 Inhibicion competitiva o no competitiva en el disefio de farmacos

El desarrollo de farmacos convencional se dirige al importante sitio de union
(ortostérico o catalitico) para evitar la unidon natural al sustrato, reconocido como
una inhibicion competitiva (Ejalonibu et al., 2021a). Sin embargo, se han descubierto
sitios no cataliticos de las proteinas de M. tuberculosis, Shi et al., 2016 identificaron
un segundo sitio de unién (alostérico) en la UDP-galactopiranosa (UGM),
clasificando al compuesto MS-208 como un inhibidor no competitivo/mixto debido a
que se une a otra ubicacion en la proteina y afecta el sustrato de la enzima natural
al reconocer también el sitio catalitico, estos sitios alostéricos se predijeron

mediante acoplamiento molecular con Autodock Vina.

1.3.2 Acoplamiento molecular - docking

El acoplamiento molecular o docking es una de las herramientas que nos permiten
hacer disefio de farmacos mediante estructuras, este método permite analizar la
conformacion y orientaciones (“poses”) de las moléculas en el sitio de unién de un
objetivo para predecir el mecanismo de accion identificando el complejo ligando-

receptor mediante procedimientos informaticos (Torres et al., 2019).

La busqueda de la proteina y los ligandos es esencial para realizar el docking. Las
proteinas se pueden descargar de bases de datos como Protein Data Bank (PDB)
o Swiss UniProt y la busqueda de un posible sitio de unién se puede lograr mediante
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dos enfoques, a) primero se identifica el sitio de enlace y después se acopla el
ligando o b) se acopla al ligando mediante un acoplamiento ciego. Los parametros
que se consideran para que el acoplamiento sea exitoso son los algoritmos de

busqueda que se clasifican de la siguiente manera:

e Método sistematico o directo

Busqueda conformacional: Los parametros estructurales del ligando cambian

gradualmente, los grados de libertad torsional, traslacional y rotacional.

Fragmentacion: Se acoplan varios fragmentos durante el proceso de acoplamiento

molecular para formar enlaces entre ellos o0 acoplandose por separado.

Busqueda de bases de datos: Permite crear muchas conformaciones de una

molécula ya registrada para acoplarla con una diana objetivo.

e Métodos estocasticos o métodos aleatorios

Monte Carlo: Este enfoque permite colocar libremente al ligando en el sitio de unién

del receptor para puntuarlo y generar una nueva configuracion.

Algoritmo genético: Busca la solucion 6ptima simulando el proceso de evolucion
natural. El algoritmo genético Lamarckiano combina la busqueda local y algoritmo
genético basado en la optimizacién de un grupo de particulas disefiado para el
acoplamiento flexible con el objetivo de identificar la conformacion acoplada a la

energia mas baja (Guan et al., 2016).
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e Busqueda Tabu

Esta busqueda evita que las areas previamente expuestas al espacio

conformacional sean examinadas nuevamente.

La seleccidn virtual de los ligandos se evalua segun su afinidad de unién, lo que
ayuda a evaluar a la estructura y rotacion del ligando que es mas ventajosa con
respecto al receptor, este concepto se conoce como funcién de puntuacién y los

parametros que evalua son los siguientes:

Basado en campos de fuerza: Se refiere a interacciones no enlazadas como fuerzas
de Van der Waals, enlaces de hidrégeno y electrostatica de Coulomb, asi como la
interaccion en angulo similar a un enlace y desviacion torsional para determinar la

afinidad de enlace.

Funcion empirica: Se basa en el analisis de un conjunto de estructuras complejas
que utilizan complejos proteina-ligando con afinidades de unién conocidas, que
comprenden grupos funcionales y algun tipo de interaccién. Algunos ejemplos son
la interaccién del enlace de hidrogeno con el N-O y O-O, enlace de una sal,

apilamiento de anillos aromaticos, etc.

Basado en conocimiento: Evalua estadisticamente una coleccién de estructuras
complejas, proporciona elementos, atomos, y agrupaciones funcionales con la

posibilidad de separarlos por pares.

Consenso: Fusiona en diversas disposiciones las evaluaciones u ordenes
adquiridas a través de multiples métodos de evaluacion. (Agu et al., 2023; Das et

al., 2020)
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1.3.3 Analisis de Relaciéon Cuantitativa Estructura - Actividad (QSAR)

El analisis de Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad, es una técnica de ligandos
basado unicamente en actividades biologicas y estructuras quimicas de una serie
de moléculas (Asakawa et al., 2012); dispone de un conjunto de compuestos que
muestran diferentes grados de afinidad de unidn, potencia funcional o potencia
inhibidora enzimatica en el objetivo. Esta informacion se puede transmitir a modelos
cuantitativos que pueden guiar el desarrollo de ligandos con un perfil farmacoldgico
mejorado y también proporcionar informacion directa sobre las caracteristicas

estructurales complementarias del objetivo (Tosco et al., Balle, 2011)

El método de Analisis Comparativo de Campos Moleculares (CoMFA) propuesto por
Cramer et al., 1988 se refiere a la interaccién calculada no covalente que rodea las
moléculas, también conocido como campos de interaccion molecular
(FOMIN),(Ragno, 2019) este método propicié un avance importante en el campo

de analisis QSAR-3D.

El servidor web llamado Cloud 3D-QSAR, permite a los usuarios enviar facilmente
su propio conjunto de datos y realizar automaticamente el modelo CoMFA, incluidos
todos los pasos necesarios tales como la alineacién molecular y el calculo del
campo de interaccidén molecular (MIF). Ademas, este servidor proporciona una
funcion de prediccidn; con esta funcidn, los usuarios pueden realizar una prediccion
QSAR con un modelo CoMFA seleccionado. A menudo, las investigaciones de
QSAR-3D van acompafiadas de estudios de acoplamiento molecular de proteina

ligando y esta combinacion funciona sinérgicamente (Y.-L. Wang et al., 2021).
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1.3.4 Perfil farmacocinético y toxicolégico

Se pueden utilizar técnicas in silico para analizar las estructuras de nuevos farmacos
sintéticos y obtener perfiles preliminares, lo que puede ayudar en la identificacion y
clasificacion de sustancias. Estos métodos ofrecen ventajas como la obtencion de
parametros fisicoquimicos, toxicologicos y espectrales de un gran grupo de
compuestos en un periodo corto de tiempo. Al no requerir estandares, puede ser
usado para predecir compuestos aun no sintetizados, prescindiendo de muestreo

fisico, sin necesidad de autorizacién de agencias reguladoras (Lopes et al., 2024).

Los métodos computacionales identifican caracteristicas comunes entre grandes
conjuntos de datos, que se encuentran en bibliotecas “on-line”, lo que ayuda en la
prediccion de la actividad compuesta y las propiedades fisicas. Estas técnicas
ofrecen un enfoque rentable para el desarrollo de farmacos, ya que, al utilizar datos
no clinicos, proporcionan informacion sobre la farmacocinética de posibles
candidatos a medicamentos, lo que reduce la necesidad de estudios in vivo
costosos y lentos, por lo tanto, aceleran el cronograma para la comercializacion de

nuevos medicamentos (Hiroaki Iwata, 2023).

La farmacocinética se debe tomar en cuenta en el desarrollo de nuevos farmacos,
ya que para que éstos sean efectivos, la molécula de interés debe alcanzar su diana
en el cuerpo en concentraciones adecuadas, y permanecer en su forma bioactiva el
tiempo suficiente para que ocurran los eventos bioldgicos esperados. Asimismo,
prevenir la toxicidad mediante estudios in silico disminuyen los ensayos en animales
con moléculas que potencialmente pueden tener efectos adversos significativos

tanto en animales de estudio como en humanos. En resumen, las moléculas deben
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mostrar una alta actividad biolégica combinada con baja toxicidad, asi como
asegurar que tras su administracion la molécula acceda al sistema y alcance su

objetivo con la concentracién administrada (Daina et al., 2017).

Entre los softwares y plataformas en linea utilizadas para el estudio de moléculas
nuevas, las paginas web SwissADME y Protox-Il, son dos herramientas confiables

para la prediccion de la farmacocinética y toxicidad.

1.3.4.1 SwissADME

SwissADME se ha utilizado en el descubrimiento de nuevos agentes
anticancerigenos, antituberculosos y antimicrobianos. La herramienta es popular
debido a su simplicidad, resultados rapidos y confiables, y acceso abierto a todos

los usuarios (Bakchi et al., 2022).

De acuerdo con lo descrito por Daina A. et al. 2017 la plataforma de SwissADME es
una herramienta de software gratuita y facil de usar para el disefio y desarrollo de
nuevos farmacos de moléculas pequefias que ofrece diversos métodos in silico para
predecir propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de moléculas potenciales,
incluso incluye herramientas para acoplamiento molecular y simulaciones de

dinamicas moleculares.

Los parametros evaluados con esta herramienta web en este estudio comprenden
las propiedades fisicoquimicas tales como peso molecular, férmula molecular,
lipofilicidad y solubilidad en agua. También se analiza si las moléculas semi-
sintetizadas cumplen las reglas de Lipinski junto con los parametros

farmacocinéticos como la absorcion gastrointestinal, permeacion de la barrera
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hematoencefalica y si estas moléculas actuan como sustratos o inhibidores de
proteinas importantes como los citocromos o la glicoproteina P. Asimismo, se
evalua el puntaje de biodisponibilidad. Las propiedades fisicoquimicas analizadas
estan ampliamente relacionadas con el perfii ADME (Absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacion) de los farmacos, asi como con su forma farmacéutica

(Daina & Zoete, 2019).

Las propiedades fisicoquimicas dan una descripcién global de la estructura. La
lipofilicidad y la solubilidad en agua estan relacionados con la distribucién o la
eliminacion de un farmaco puesto que estos descriptores dictaminan la absorcién a
través de membranas y si tienden a acumularse en depdésitos grasos corporales.
Tanto la lipofilicidad como la solubilidad en agua se relacionan con la naturaleza
quimica de la molécula incluyendo el tipo de grupos funcionales y su peso
molecular. Por ejemplo, una molécula con mas grupos funcionales polares tiende a
ser mas soluble en agua en comparacion con compuestos de cadena
hidrocarbonada o regiones hidréfobas. El peso molecular también es un parametro
relevante, ya que influye en la biodisponibilidad oral y es unos de los criterios
descrito por las Reglas de Lipinski. Las reglas de Lipinski se utilizan para el
desarrollo de farmacos como el éxito efectivo durante del descubrimiento del cribado
de alto rendimiento y optimizar sistematicamente los compuestos lideres para
mejorar su potencia manteniendo la especificidad y selectividad (Roskoski, 2023).
Los criterios de Lipinski indican la probabilidad de una biodisponibilidad oral inferior
a la ideal cuando el Log P calculado basado en atomos (ALogP) es mayor que 5,

cuando hay mas de 5 donadores de enlaces de hidrégeno, cuando hay mas de 10
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aceptores de enlaces de hidrogeno y cuando el peso molecular es mayor a 500
g/mol. El valor P esta relacionado con la hidrofobicidad, entre mayor sea el valor P
mayor sera la hidrofobicidad. El numero de donadores de enlaces de hidrogeno
representa la suma de los grupos NH y OH. Para el caso de los aceptores de
enlaces de hidrogeno unicamente se consideran los nitrdgenos y oxigenos; no se
consideran los heteroatomos sin carga como los halégenos, el oxigeno y azufre

heteroaromaticos, ni tampoco el nitrégeno del pirrol (Lipinski et al., 2001).

La lipofilicidad, descrita clasicamente como el coeficiente de particion entre n-
octanol y agua (log Pow) tiene una seccion dedicada en SwissADME debido a su
importancia en los parametros farmacocinéticos, ya que esta muy relacionada con
la absorcién de la molécula de interés. La plataforma hace calculos de log Pow a
través de diferentes modelos computacionales, y promedia los resultados en un solo

descriptor denominado “consensus log Pow” para una mayor exactitud. Este
“consensus log Pow” es el parametro que se reporta en las tablas de resultados del

estudio farmacocinético, dicho descriptor se reporta como el mas exacto.

El estudio de la solubilidad en agua es importante por varias razones, por ejemplo,
la baja solubilidad en agua puede limitar severamente la eficacia de un farmaco al
no poder alcanzar las concentraciones sistémicas deseadas para el efecto
farmacolégico. Los farmacos solubles en agua tienen mejor biodisponibilidad y
pueden ser facilmente absorbidos y distribuidos en el organismo, ya que pueden
disolverse facilmente en los fluidos gastrointestinales, lo que permite una absorcién
eficiente a través de la pared intestinal y en el torrente sanguineo (Karajgi et al.,

2022). En segundo lugar, la solubilidad de los farmacos en agua es crucial para
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diversos procesos farmacéuticos, incluyendo el desarrollo de formulaciones, como
los preparados para inyecciones, por esta razén muchos farmacos novedosos no
llegan al mercado debido a su escasa solubilidad en agua, a pesar de tener

propiedades farmacocinéticas prometedoras (Arun Kumar Ms et al., 2023).

1.3.4.2 Protox Il. Prediccion de toxicidad

Uno de los pasos principales para el diseio de farmacos es la determinacion de la
toxicidad de las sustancias quimicas y la identificacion de efectos nocivos en los
seres humanos. La toxicologia in silico es un tipo de evaluacion de la toxicidad que
utiliza métodos computacionales para analizar, simular, visualizar o predecir la
toxicidad de las sustancias quimicas. Su objetivo es complementar las pruebas
tradicionales, facilitando la prediccion de toxicidad, la priorizacién de sustancias
quimicas, la orientacion de las pruebas experimentales y la reduccion de fallos en
las etapas finales del desarrollo de farmacos. Las herramientas utiles para la
prediccion de toxicidad in silico incluyen una base de datos para almacenar
informacion sobre sustancias quimicas, su toxicidad y propiedades quimicas; un
software para generar descriptores moleculares; herramientas de simulacion para
biologia de sistemas y dinamica molecular; métodos de modelado para la prediccion
de la toxicidad; paquetes estadisticos y softwares para generar modelos de
prediccidn; asi como modelos predisenados para estimar la toxicidad, y por ultimo

herramientas de visualizacion (Raies & Bajic, 2016)

Protox Il incluye similitud molecular, farmacéforos, tendencias a fragmentos, y
modelos de aprendizaje automatico para la prediccion de diversos criterios de

valoracion de toxicidad, tales como toxicidad aguda, hepatotoxicidad, citotoxicidad,
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carcinogenicidad, mutagenicidad, inmunotoxicidad, vias de respuestas adversas
(Tox 21) y objetivos de toxicidad. Los resultados se generan instantaneamente,
mostrando la dosis letal media prevista (LDso) en mg/kg de peso, la clase de
toxicidad y la precision de la prediccion, asi como la similitud promedio junto con los
tres compuestos toéxicos mas similares del conjunto de datos con el valor conocido
de toxicidad oral en roedores, estos datos se toman de la base de datos interna

SuperToxic (Banerjee et al., 2018).

Las toxicidad hepatica o hepatotoxicidad es una de las razones por las cuales
algunos medicamentos se retiran del mercado, por esta razén, es importante hacer
la determinacion de la lesion hepatica inducida por farmacos (DILI). Estos datos se

toman del DILIrank y de la base de datos de NIH liverTox (Mayr et al., 2016).

El dafo celular o citotoxicidad se determina para identificar aquellas moléculas que
podrian causar dano celular deseado o no; se basa en los datos extraidos de la
base de datos de un Laboratorio Europeo de Biologia Quimica (CheMBL) (Bento et

al., 2014) .
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2. ANTECEDENTES

2.1 Acido meso Dihidroguaiarético (AmDG): antimicobacteriano de L.
tridentata

Siete metabolitos secundarios se aislaron e identificaron a partir de un extracto
cloroférmico de L. tridentata, de los cuales el AmDG mostré actividad significativa
contra M. tuberculosis sensible (cepa H37Rv) con una Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) de 50 pg/mL y contra tres cepas multirresistentes (M15, M20 y M26)
con una CMI que oscilo entre 12.5 — 50 pg/mL concluyendo que el AmDG es el
fitoquimico de L. tridentata que contribuye a la actividad antimicobacteriana (Favela-

Hernandez et al., 2012).

2.2 Mecanismo de accion de AmDG

El mecanismo de accion de AmDG se determind mediante un ensayo de
microarreglos validado por un ensayo molecular de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT), demostrando que se une a la subunidad a
de una Coenzima A transferasa de la M. tuberculosis H37Rv cepa sensible a los
antibiéticos de primera linea. Esta enzima codificada por el gen Rv3551 participa en
las rutas de degradacion del geraniol y 1- y 2-metilnaftaleno, causando una
desestabilizacién de la membrana celular seguido de la muerte de la micobacteria.
Esta suposicion se confirmd mediante el estudio in silico de acoplamiento molecular
observando la interaccion entre el AmDG vy la proteina Coenzima A transferasa

(CoAt) simulada por homologia (Clemente-Soto et al., 2014).
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2.3 IpdAB CoA transferasa como diana terapéutica

En estudios mas recientes, se elucidé el mecanismo de IpdABui la Coenzima A
transferasa cristalizada de M. tuberculosis, en la degradacion de colesterol del
huésped y su virulencia. Se identifico que IpdABwmt cataliza una reaccion de apertura
de anillo C similar a retro-Claisen, siendo una reaccién unica para este miembro de
la superfamilia CoAt. Este estudio se apoyo de ensayos bioquimicos y cristalografia
de rayos X para elucidar el mecanismo de accion de IpdABwmw y al proporcionar
informacion sobre el catabolismo esteroide bacteriano se facilité el desarrollo de

posibles terapias antituberculosas dirigidas a IpdABwmib (Crowe et al., 2018).

2.4 AmDG como molécula lider contra M. tuberculosis y analisis QSAR

El mecanismo de acciéon de AmDG en M. tuberculosis se ha identificado como la
inhibicién de la CoA transferasa, una diana terapéutica distinta a las reportadas para
este patégeno. A partir de este hallazgo, se propusieron modificaciones
estructurales en el lignano con el propdsito de optimizar su actividad. Como
resultado, se han obtenido 33 derivados semisintéticos de AmDG incluidos ésteres,
eteres y aminoéteres, entre de los que destacaron dos aminoéteres con los mejores
valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). El derivado meso-31 (meso-1,4-
Bis[3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-il) etoxi) fenil]-(2R,3S)-dimetilbutano, Tabla 2), con
una CMI de 3.125 ug/mL para la cepa H37Rv, siendo una concentracién similar al
etambutol, una CMI 6.25 ug/mL para las cepas G122 y G133 de M. tuberculosis
MDR. Por otro lado, el derivado meso-26 (meso-1,4-Bis[4-(2-(dimetilamino) etoxi)-

3-metoxifenil]-(2R,3S)-dimetilbutano, Tabla 2), presenté una CMI de 6.25 pg/mL
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para la cepa H37Rv y de 12.5 ug/mL para las lineas G122 resistente a isoniazida,
rifampicina y etambutol y G133 resistente a isoniazida, rifampicina y estreptomicina,
respectivamente. Por otra parte, se determind el perfil de bioseguridad con el indice
de Selectividad (IS) evaluado con la linea celular Vero, resultando de 23.43 y >77.92
para los derivados meso-31 y meso-26 respectivamente. La conclusion de este

trabajo fue que el compuesto mas activo y seguro es el meso-31.

En el andlisis de QSAR se observo que las principales contribuciones a la actividad
antituberculosa se deben a la incorporacion de grupos aceptores de hidréogeno como
aminas que posean propiedades hidrofobicas y estéricas. Estudios QSAR de
campos moleculares permitieron deducir que los factores estéricos e hidrofébicos
contribuyen a la actividad contra la cepa H37Rv, favoreciendo a los derivados
monosustituidos del AmDG. Lo anterior también se observé para la cepa G122,
mientras que esos factores resultaron importantes en los derivados disustituidos de
AmDG contra la cepa G133. Los estudios computacionales de grupo farmacoldgico
y QSAR de campo indican que se podrian obtener derivados mono y meso
sustituidos de AmDG mediante la incorporacion de aminas terciarias, con

impedimento estérico e hidrofébicas (Reyes-Melo et al., 2017).

Posteriormente se realizaron derivados de éteres y carbamatos del AmDG vy
evaluaron su actividad antituberculosa e IS. De estos derivados los mas activos
fueron el meso-6 (4,4-[(2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil] bis-(2-metoxi-4,1-
fenileno) bi(piperidina-1-carboxilato, Tabla 2) con una CMI de 12.5 ug/mL para la
cepa G122 y el mono-14 ((x)-4-[(2R,3S)-4-(4-(hept-6-eniloxi)-3-metoxifenil)-2,3-

dimetilbutil]-2-metoxifenol, Tabla 2) con 6.5 uyg/mL para la cepa H37Rv y G122, asi
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como un IS de >10 y <3 para los derivados meso-6 y mono-14 respectivamente.
También realizaron un andlisis de QSAR con sus derivados y los reportados
previamente por Reyes Melo et al. (2017) para identificar el comportamiento de los
sustituyentes, llegaron a la conclusion de que los sustituyentes con mas grado de
impedimento estérico son los mas sobresalientes y se pueden mejorar colocando
sustituyentes flexibles ya que son mas activos que los carbamatos y ésteres con
impedimento estérico asi como el grado de lipofilicidad, debido a que a mayor
lipofilicidad, impedimento estérico y flexibilidad se presenta mayor actividad
antituberculosa, es por eso que las caracteristicas del derivado meso-31 se deben
seguir mejorado para encontrar el compuesto mas selectivo y activo (Chavez-

Villarreal et al., 2018).

Tabla 2. Actividad antimicobacteriana e indice de selectividad del Acido meso
dihidroguaiarético y los derivados mas activos

Compuesto R (o' ]] (o' ]] (o' ]] IS
(vg/mL)  (pg/mL) (ug/mL)  (ICs0o/CMI)
H37Rv G122 G133 H37Rv
0 AmDG H 50 > 50 >50 --
- O Meso-31 G 3.12 6.25 6.25 2343
Meso-26 | 6.25 12.5 12.5 >77.92
QL e,
0o Meso-6 R 50 12.5 >50 >10
o oY
Mono-14 /M\ 6.25 6.25 12.5 <3
7 R
4
OH Etambutol - 3.12 6.25 3.12 -
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2.5 Derivados de dihidrosfingosina y adamantano como
antimicobacterianos

E. del OImo et al. (2009) sintetizaron derivados de dihidroesfingosina y probaron su
actividad contra M. tuberculosis, de estos derivados, dos éteres y una diamina
(Figura 4), mostraron la mejor actividad con una CMI de 1.25 pg/mL frente a la cepa
H37Rv, el mejor compuesto fue el 4b con una CMI de 0.78 pg/mL en el ensayo con
la cepa No0.332 resistente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y
pirazinamida. La relevancia de estos derivados es que la estructura base es similar
al etambutol por lo que se reconoce que el enlace de la etilendiamina es necesario
para la actividad contra M. ftuberculosis para inhibir la biosintesis del

arabinogalactano (del Olmo et al., 2009).

R R? R3

\/\/W\/\/\)iOR3 ; i i .
NR'R2 4b Et Et Bn

8b H H Eto

Figura 4. Derivados de dihidroesfingosina 3 y 4b derivados de 2-amino-1-
alcanol, y 8b derivado de 1,2-alcano-diamina.
Por otra parte, M. Vlachou et al. (2017) y A. Foscolos et al. (2017) realizaron la
sintesis de derivados de aminoéteres de adamantano bajo el fundamento de que al
introducir un residuo 1,2-etilendiamina su longitud y la naturaleza del extremo amino
de la cadena lateral del aminoéter, ademas de la doble sustitucion fendlica del
adamantano y el aminoéter con un espaciador de tres metilenos entre el grupo
fenoxi y el amino, exhiben la mejor actividad contra M. tuberculosis, la eficiencia se
le atribuye principalmente al aminoéter de la cadena lateral que proporciona un

28



caracter dipolar, por lo que le permite una mejor interaccion con la membrana celular
de la micobacteria. En este trabajo las mejores CMI fueron de 1.6 pg/mL, para los
compuestos 1f (N,N,N’,N*- Tetrametil-4,4'- [triciclo[adamantil 1,2-diamino] decan-
2,2-diil]-bis (fenoxipropanamina)), 1g (1,1'-[4,4'- [Triciclo[adamantil 1,2-diamino]
decan-2,2-diil] bis (fenoxi propil] dipiperidina y 2e (N,N,N' N'-Tetrametil-4,4'- [triciclo
[adamantil 1,2 -diamino] decan-1,3-diil] bis (fenoxipropanamina) (Foscolos et al.,

2017; Vlachou et al., 2017)
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Figura 5. Derivados de aminoéteres de adamantano.

2.6 DXR como diana terapéutica; fosmidomicina y analogos
antimicobacteriamos

La enzima DXR fue identificada como un objetivo terapéutico prometedor para el

desarrollo de nuevos farmacos antimicobacterianos, debido a que la via del MEP no
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forma parte del metabolismo humano, lo que sugiere que los farmacos dirigidos a
esta enzima podrian tener una toxicidad reducida relacionada con el huésped. La
fosmidomicina (Figura 6), un producto natural aislado de Streptomyces lavendulae,
representa una nueva clase de acidos fosfénicos que inhiben la biosintesis de la
pared celular. Se caracteriza por ser un acido fosfénico conectado a un hidroxamato
a través de un espacio de n-propil. La fosmidomicina inhibe a la enzima DXR de
algunos microorganismos patégenos como, por ejemplo, E. coli y P. falciparum, sin
embargo, es inactiva para M. tuberculosis ya que la naturaleza lipofilica de su pared
impide que la molécula altamente polar pueda atravesarla por difusién pasiva,
ademas de que sus propiedades farmacocinéticas son desfavorables debido a su
impermeabilidad a la membrana debido al fosfonato cargado, al resto de
hidroxamato polar y a su corto tiempo de vida media (Chofor et al., 2014; Jackson

& Dowd, 2012; Knak et al., 2022).

La fraccion del acido hidroxamico de la fosmidomicina imita la estructura del hidroxil
cetona y el acido fosfonico en la estructura de monoalquilfosfonato de DXP. Por lo
tanto, el analogo del sustrato fosmidomicina se une al sitio activo con un modo de
uniéon comparable con DXP, actuando como un inhibidor competitivo lento y de
fuerte uniéon con el sustrato mientras actia de manera no competitiva hacia el
cofactor Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH) (Koppisch et al.,

2002).

La proteina 4A03 es una proteina cristalizada de la enzima DXR (M. tuberculosis
Rv2870c) en complejo con el antibiético FR900098 y el cofactor NADPH vy

Manganeso (Mn), esta enzima flexible estd compuesta por tres dominios: un
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dominio de union de N-terminal NADPH, un dominio catalitico central y un dominio
helicoidal C-terminal. El dominio C-terminal empuja el sitio activo hacia el dominio
N-terminal donde se ubica el sitio de union a cofactores, sustratos o inhibidores.
Una forma mas cerrada de la enzima representa la forma activa de la enzima, que
se observa solo después de que ambos sustratos se han unido (Henriksson et al.,
2006). Los sitios activos de esta proteina se encuentran en conformaciones
cerradas, es decir, ambos sitios de unién (cofactor y sustrato) estan ocupados.
Cuando hablamos de conformaciones abiertas nos referimos a proteinas que
solamente tienen el cofactor o el sustrato unidos al sitio de unién (Bjérkelid et al.,

2012).

En un inicio se propuso que la estructura de la fosmidomicina se podria modificar
para desplazar el anillo de la nicotidamina de NADPH o elegir una conformacién
relajada de DXR (Mac Sweeney et al., 2005) o por otra parte dirigir al sitio de unién

de NADPH como objetivo de nuevos inhibidores.

PN N
HO™ LY lr HO e
0]

Fosmidomicina FR-900098

Figura 6. Estructura de fosmidomicina y su derivado FR-900098

Ademas, se presentaron estrategias de disefno para optimizar el perfil del inhibidor
y, por tanto, las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas, con el fin de

mejorar la permeabilidad aplicando varios conceptos de profarmacos de fosfonato
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incluidos los ésteres lipdfilos y los profarmacos de fosforamidato N- alcoxi (Courtens

et al., 2019; Knak et al., 2022).

Considerando los antecedentes expuestos y la necesidad de desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas contra M. tuberculosis asi como de los hallazgos previos
que evidencian el potencial terapéutico del AmDG y sus derivados identificados
mediante en el analisis de QSAR, el grupo de investigacion ha implementado
estrategias innovadoras, como el disefio de farmacos asistido por computadora,
utilizando un enfoque basado en estructuras. A través de un analisis QSAR de
Chavez Villarreal et al, permitio identificar las caracteristicas fisicoquimicas de las
moléculas mas prometedoras contra M. tuberculosis. Con base en ello, en este
trabajo se propusieron 16 nuevas moléculas que fueron evaluadas mediante un
enfoque basado en ligandos dirigido a las enzimas IpdAB y DXR. Las moléculas
que demostraron afinidad de los estudios de acoplamiento molecular y un perfil
farmacocinético y toxicolégico prometedor fueron seleccionadas para su
semisintesis y evaluacion bioldgica, lo que permitié identificar el derivado con mejor
actividad antimicobacteriana y menor toxicidad, asi como la proponer su posible
mecanismo de accion. Estos elementos, junto con el contexto de la problematica
actual de la tuberculosis, fundamentan la hipétesis y los objetivos que orientan este

trabajo.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1 Hipoétesis
Al menos uno de los 16 derivados propuestos a partir del AmDG demostrara una
actividad antimicobacteriana in vitro igual o superior a los farmacos de referencia
levofloxacina, etambutol, isoniacida o rifampicina, y exhibira una actividad citotoxica
menor o igual en comparacion con etopdsido como control positivo, sugiriéndolo
como candidato promisorio para el desarrollo de nuevos farmacos contra la

tuberculosis.

3.2 Objetivo general
Realizar un tamizaje in silico de 16 derivados aminoéteres del AmDG, seleccionar

los mas promisorios para su posterior semisintesis y evaluacion de su actividad

antimicobacteriana y citotoxica.

3.3 Objetivos especificos
1. Realizar un tamizaje in silico de una serie de aminoéteres derivados del

AmDG mediante acoplamiento molecular con las enzimas IpdAB CoA
transferasa y DXR para seleccionar los derivados con mayor afinidad a las
enzimas, asi como también el analisis de una prediccion de parametros

farmacocinéticos mediante el uso de las plataformas SwissADME y Protox II.

2. Aislar, purificar y caracterizar al AmDG de un extracto organico de L.

tridentata

3. Realizar la semi-sintesis, purificacion y caracterizacion estructural de los

derivados seleccionados en el objetivo uno.

4. Determinar la actividad antimicobacteriana de los aminoéteres mas
promisorios en las cepas H37Rv y G117 y citotoxicidad con la linea celular
VERO.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material y equipo

Para realizar las Columnas Cromatograficas (CC) se usé gel de silice (63-200 pm,
Sigma Aldrich), para las Cromatografias en Capa Fina (CCF) se usaron
cromatofolios de gel de silice 60F2s54 (Merk KGaA). Los solventes usados fueron
hexano (Hex, 99% pureza,) Acetato de etilo (AcOEt 99.5% pureza,), Cloroformo
(CHCI3,99.9% pureza), Diclorometano (CH2Cl2, 99% pureza,), Metanol (MeOH, 99%
pureza,) Acetona (99% pureza,) Acetonitrilo (ACN, 99.9% pureza). Para revelar las
CCF se us6 una lampara UV marca Spectroline (A 254 y 365 nm), solucion de sulfato
cérico y vapores de yodo. Para concentrar las muestras a presion reducida se

usaron rota evaporadores.

Para la semisintesis de los derivados se usaron los siguientes reactivos: Clorhidrato
de 2-(clorometil)-1-etillpirrolidina, clorhidrato de 1-(2-cloroetil)azepano, clorhidrato
de N-(2-cloroetil)dibencilamina, clorhidrato de 2-(2-cloroetil)-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina, 1-bencil-2-clorometil-1H-benzoimidazol, carbonato de
potasio (K2COs3) e hidruro de sodio (NaH), sulfato de sodio (Na2S0O4) anhidro de

Sigma Aldrich, nitrogeno gas (N2) de Infra.

La purificacion del extracto de L. tridentata, asi como de los derivados obtenidos se
realizaron en el laboratorio de Quimica Farmacéutica de la FCQ de la UANL. La
semisintesis de los derivados se realizé en el laboratorio de Quimica Industrial de
la FCQ de la UANL. Las pruebas contra M. tuberculosis se realizaron en el

laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Medicina de la UANL. Los
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ensayos de citotoxicidad se realizaron en el Laboratorio de Farmacologia Molecular
y Modelos Biolégicos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL. El analisis
in silico se realizé via remota en el Laboratorio de Disefio Asistido por Computadora
y Sintesis de Farmacos de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de

Querétaro.

4.2 Diseio de 16 nuevos aminoéteres del AmDG

Se propusieron 16 analogos del AmDG de tipo aminoéter basados en las
caracteristicas quimicas y estructurales de los resultados del analisis de QSAR de
Chavez Villareal et al. considerando los descriptores moleculares que sobresalieron
tales como el factor estérico por sustituyentes que proporcionan factor estérico,
flexibilidad del sustituyente, grupos cargados positivamente como las aminas y
grupos hidrofébicos, asi como una asimetria de la molécula. Se propusieron 8
sustituyentes diferentes y debido a que AmDG tiene dos fenoles que se pueden
derivatizar podemos obtener dos derivados por cada sustituyente propuesto
obteniendo ya sea, el derivado (x) mono (clave A) o meso (clave B) sustituido

(Figura 7).
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Figura 7. Derivados de AmDG, (x) mono (clave A) o meso (clave B).
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Tabla 3. Aminoéteres derivados de AmDG propuestos para el tamizaje in silico

Derivado Formula Clave R

+ Mono C27H39NOs  EBS-1A C,/\R
Meso Cs4Hs52N204 EBS-1B N7

* Mono C2sH41NOs  EBS-2A N/\/\R
Meso CssHs6N204 EBS-2B

* Mono C2sH41NO4  EBS-3A N—/_R
Meso CseHs6N204 EBS-3B

* Mono C28H41N204 EBS-4A _N/\:/\N /R
Meso CseHs6N4O4 EBS-4B

+ Mono CsoH37NOs4 EBS-5A Q‘
Meso Cao0H4eN204 EBS-5B R
+ Mono C3sHasNOs EBS-6A ©/\N/\©
Meso Cs2HsoN204 EBS-6B RH

* Mono CssH3sN204 EBS-7A

Meso CsoHsoN2sOs4 EBS-7B @[:MR

+ Mono Cs1H3oNOs EBS-8A ©©\l
Meso Ca2H52N204 EBS-8B j

Estos derivados denominados EBS-1A, EBS-1B, EBS-2A, EBS-2B, EBS-3A, EBS-

3B, EBS-4A, EBS-4B, EBS-5A, EBS-5B, EBS-6A, EBS-6B, EBS-7A, EBS-7B,

EBS-8A y EBS-8B (Tabla 3) se disefiaron considerando la presencia de grupos
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aromaticos y anillos de cinco a siete miembros que proporcionan hidrofobicidad y
factor estérico, asi como aminas que permiten aceptar puentes de hidrégeno. Los
derivados EBS-1A, EBS-1B, EBS-2A, EBS-2B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-4A, EBS-
4B son derivados que contienen heterociclos de 5 a 7 miembros y un patrén de
sustitucion asimétrico, por lo tanto, permitiran evaluar el impacto que tiene la
flexibilidad y el factor estérico de dichos anillos. Por otra parte, los derivados EBS-
6A, EBS-6B, EBS-7A, EBS-7B, EBS-8A y EBS-8B son derivados con grupos
aromaticos y anillos de cinco o seis miembros que evaluan el factor estérico y la
flexibilidad respectivamente. De la misma manera se consideraron los estudios
previos que resaltan la importancia del enlace de la etilendiamina en la actividad
contra M. tuberculosis, se sometieron los derivados EBS-1A y EBS-1B a limitar el
movimiento en este enlace, mientras que los derivados EBS-2A y EBS-2B
evaluaron el efecto de la flexibilidad al aumentar un carbono en la unién alquilica

entre el oxigeno y el nitrégeno.

4.3 Preparacion de los ligandos para el acoplamiento molecular

Los ligandos fueron construidos con estructura bidimensional con el software
ChemDraw professional 16.0. Posteriormente, se minimizé su energia y adicionaron
los hidrégenos con Schrodinger Maestro 12.2 y los ligandos se exportaron en
formato mol2. En AutodockTools 1.5.6 se asignaron los enlaces rotables y
ejecutaron las cargas Gasteiger, finalmente los ligandos se exportaron en formato

pdbqt.
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4.4 Acoplamiento molecular de los 16 aminoéteres con la enzima CoA
transferasa.

La proteina cristalizada se tomé de las bases de datos de PDB (rcsb.org) con el
numero de acceso POWPW1 y cdédigo 6CON de la proteina cristalizada en la

conformacion activa. (https://www.rcsb.org/structure/6CON)

En el servidor Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) se afadieron

hidrogenos a la cristalografia 6CON y se realizd el control de calidad de la
cristalografia para revisar la calidad del modelo con el que se realizarian los
dockings obteniendo el grafico de Ramachandran que nos permite analizar la
geometria y contactos de todos los atomos. Los estudios de acoplamiento molecular

se realizaron en 5 diferentes sitios (Tabla 4).

Tabla 4. Identificacion de los sitios evaluados en la enzima IpdAB CoA

transferasa
Sitio Centro Coordenadas Aminoacidos o
subestructura importante
dentro del centro.
Sitio 1 Centrado en la 33.56, 3.48,24.86 Docking ciego
subunidad AB
Sitio 2 Centrado en la -18.33, 5.19, 2.61  Docking ciego
subunidad CD
Sitio 3 Centrado en 0.148, 0.029, - Docking ciego
todo el 0.104
tetramero
Sitio Centrado en el 14.13, -10.95, - A29, A102, B50, B52
catalitico sitio catalitico 2.42
subunidad subunidad AB
AB
Sitio Centrado en el -17.73, -2.15,0.92 C29, C102, D50, D52
catalitico sitio catalitico
subunidad subunidad CD
CD
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El tamafio de la caja fue de 47.25 A en cada dimension (x, y, z), los puntos de la
cuadricula fue separados por 127 A y un espaciado de 0.375 A. En los sitios Cat AB
y CD, la caja se redujo a 25 A de arista, para que fuera centrado en el sitio catalitico.
Se realizaron 100 corridas, con 1x10% evaluaciones de energia, utilizando el
algoritmo Solis-Wets de busqueda local. Por ultimo, se utilizé Autogrid 4.2.7 para

generar las mallas electrostaticas, y Autodock-GPU 1.5.3 para realizar el docking.

4.5 Acoplamiento molecular de los 16 aminoéteres con la enzima DXR.

Para este analisis se consideraron las condiciones reportadas por Vazquez Ramirez
Ana Laura et al., 2018. La proteina cristalizada se tomo de la base de datos de PDB
con el numero de acceso PO9WNS1 y cédigo 4A03 de la proteina cristalizada en la
conformacién activa. Previamente se realiz6é una dinamica molecular de 10 ns para
relajar la estructura y para identificar las conformaciones en los sitios de unién en
un estadio de acoplamiento molecular. El analisis se realizé mediante un ensamble
isotérmico-isobarico utilizando el campo de fuerza Amber 99 con GROMACS
2016.4, usando los parametros de manganeso y NADP adaptados para su uso en
GROMACS usando Acpype, ya que la estructura esta conformada por un dimero y
posee dos sitios cataliticos que contienen NADP, se expulsé un NADP durante la
simulacién para realizar un analisis de cavidades y tuneles de la estructura con
Caver, indicando que el tamafo de las cavidades cambio durante la simulacion. De
este analisis se identificaron dos sitios de unidn que coinciden con el sitio catalitico
de la enzima cuando una de las cadenas tiene cofactor y cuando carece del mismo,
por lo tanto, se definieron dos sitios de unién para dos conformaciones de la

proteina. La conformacion a 8.2 ns representa la estructura mas relajada y a 6.1 ns

39



la conformacion cerrada. El tamafio del Grid fue de 47.25 A en cada dimension (x,
y, z), los puntos de la cuadricula fueron separados por 127 A y un espaciado de
0.375 A. Se realizaron 100 corridas, con 1x108 evaluaciones de energia, utilizando
el algoritmo Solis-Wets de busqueda local. Por ultimo, se utilizé Autogrid 4.2.7 para
generar las mallas electrostaticas, y Autodock-GPU 1.5.3 para realizar el
acoplamiento molecular. Los estudios de acoplamiento se realizaron de cuatro

maneras (Tabla 5).

Tabla 5. Identificacion de los sitios evaluados en la enzima DXR (A403)

Sitio Centro Coordenadas Aminoacidos o
subestructura
importante dentro
del centro.

Sitio 1-1  Sitio catalitico con 33.56, 3.48, 24.86 NADP y Mn?*

NADPH en
conformacion cerrada
Sitio 1-2  Sitio catalitico sin 33.56, 3.48, 24.86 Mn2+
NADPH en
conformacion cerrada
Sitio 2-1  Sitio catalitico con 33.54, 3.49, 24.83 NADP y Mn?*
NADPH en
conformacién relajada
Sitio 2-2  Sitio catalitico sin 32.65,47.42,14.15 Mn2*
NADPH en

conformacién relajada

4.6 Prediccién de los parametros farmacocinéticos y téxicos de los

derivados mas prometedores
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4.6.1 Prediccion de propiedades farmacocinéticas de los ligandos

Se consultd la plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) el 29

de febrero de 2024. Se construyeron las estructuras de las moléculas elegidas y
farmacos de referencia ingresando el SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
System) para obtener los datos y posteriormente realizar el analisis. El formato de
la pagina en linea se ilustra en la figura 8. Las propiedades evaluadas son las

siguientes:

1. Propiedades fisicoquimicas: Peso molecular, numero de aceptores y
donadores de enlaces, Superficie Polar Topoldgica (TPSA) y coeficiente de
particion lipofilico (Log P).

2. Farmacocinética y permeabilidad:

e Absorcion gastrointestinal (Gl) estimada mediante el modelo BOILED-Egg,
que clasifica las moléculas segun su probabilidad de absorcién intestinal y de
atravesar la barrera hematoencefalica (BHE)

e Permeabilidad a BHE (si, no)

e Sustrato de glicoproteina P (P-gp), indicador de susceptibilidad a ser
expulsado por este transportador de eflujo.

e Interacciones de isoenzimas CYP450, evaluacion de la probabilidad de
inhibicion de las principales isoformas (CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 y CYP3A4.

3. Biodisponibilidad

e Cumplimiento de reglas de Lipinsky
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e Calculo de puntaje de biodisponibilidad oral (valores de =0.55 se consideran

indicativos de buena biodisponibilidad oral esperada.

N7 > O & it

SwissDock ‘ SwisgParam ‘ Swizs Sidechain ‘ SwissBioisostere SwissTargetPrediction ‘ SwissADME ‘ Swiss Similarity

SWiSSDrUgDeSign Home About FAQ Help Citing Contact Terms of Use

A 5.issADME °
)

I For information: We have changed the look and feel of our tool. However, we have NOT changed the underlying technologies
and parameters. Consequently, this updated Web tocl provides exactly the same results as the previous version.

= X &8 @\‘ [ER AN Enter a list of SMILES here:
& H
7 C
N
@® o
O] s
-
Cl
Br
I
B O0G0O00 - P
[(Fill with an example ] [ Clear | Run!
2]
é This Web tool is operated by the Molecular Modelling Group of the University of Lausanne and the SIB Swiss Institute of Bioinformatics | Terms of use | SIB privacy policy
Figura 8. Plataforma en linea SwissADME
4.6.2 Propiedades toxicolégicas de los ligandos
Se consulté la plataforma Protox-II

(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound_input) el 22 de abril de

2024. Para estimar la toxicidad aguda (LDso, Clase GHS), hepatotoxicidad,
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carcinogenicidad, mutagenicidad, citotoxicidad e inmunotoxicidad, posteriormente
se ingresaron los SMILES obtenidos en SwissADME. EI formato de la pagina se

ilustra en la figura 9.

[ Here you can input a compound via pubchem search, smiles string or drawing: ]
Pubchem-Mame: \ | seamﬁ e.g. Tamoxifen Tolcapone Morinostat Troglitzzene Aspirin
Canonical Smiles: | | smiles | &.g. COG(=C(C1=CC=CC=CIE2=CC=C{C=C20CCN(CICIC3=CC=CC=C3

Selected molecule : User defined

I < LRI
c|-[el- ]+ 21Z|#]-0lo[a)

ChemDoodle®

To load a malecule click m The "' deletes clicked atoms and a deletes everything on the canvas.

[ Please select any addificnal models to predict: ]

Acute Toxicity and binding to 16 toxicity targets is always computed, further models can take ~10s time each

Organ Toxicity Molecular Initiating Events
[t icity [ ity (] Nepl icity (IR y toxicity [ Thyraid hormane receptor alpha (THRa)
[ Cardiotoxicity (I Thyroid hermene receptor beta (THRE)

I Transtyretrin (TTR)

("] Ryanodine receptor (RYR)

[ GABA receptor (GABAR)

[ Glutamate N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR)

Tox21 Muclear receptor signalling pathways [ algh ing-3-hydroxy-5-methyl-4- te receptor (AMPAR)

[ 24yt hydrocarbon Receptor (ARR) [ Kainate receptor (KAR)

Toxicity end points

[ carci icity [ ity [ icity [ Cytotoxicity [ BEB-barrier [
Ecotoxicity [ Clinical texicity [ Nutritional toxicity

[T} Androgen Receptor (AR) [ Achetylcholinesterase (AChE)
[C] Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LED) I_I Constitutive androstane receptor (CAR)
O Aromatase ] Pregnane X receptor (PXR)

[ ] NADH-quinone oxidoreductase (HADHOX)
[ voltage gated sodium channel (VGSC)
[ Na+il- symporter (MIS)

["] Estrogen Receptor Alpha (ER)
[} Esfregen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LED)
(] Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma (PPAR-Gamma)

Tox21 Siress response pathways

Metabolism
8 Nuclear factor (erythroid-derived 2}-ike P slement (M2ARE) ) otochrome GYP1A2 [ Gytochrome GYP2G19 [ Gytochrome CYP2GS
Heal shock factor respanse element (HSE) [7] Gytochrome GYP2D6 [ G GYP3A4 [ Cytochrome GYP2E1

[CJ Mitochondrial Membrane Potential (MMPY

CIPh otein (Tumor 1p53

(] ATPase family A4A domain containing protein 5 (ATADS)

Start Tox-Prediction

Figura 9. Plataforma en linea Protox Il
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4.7 Aislamiento y purificacion de AmDG

4.7.1 Primera columna de fraccionamiento de extracto crudo

El extracto crudo (10 g) obtenido de la maceracion de las hojas de L. tridentata con
diclorometano / metanol (CH2Cl2/MeOH) proporcion 1:1, se fraccion6 en una
columna cromatografica (CC) con 200 g de gel de silice (relacion 1:20) como fase
estacionaria (FE) y como fase maévil (FM) un gradiente hexano (Hex)/acetato de etilo
(AcOEt) y el volumen muerto fue de 425 mL. Se colectaron un total de 274
fracciones de 50 mL cada una. Cada fraccion obtenida fue analizada por
cromatografia en capa fina (CCF) y observada bajo luz ultravioleta de onda corta (A
254 nm) y onda larga (A 365 nm). Se seleccionaron aquellas fracciones con un factor
de retencién (RF) similar al AmDG, se reunieron, se eliminé el solvente por
destilacion al vacio y se pesaron. Para verificar la identidad del metabolito obtenido,
se realizd un andlisis de RMN 'H de las fracciones 86-100 eluidas con una polaridad
80:20 Hex/AcOEt resultaron ricas en AmDG impuro (Tabla 6). El AmDG impuro de
las fracciones 86-100 se cristalizaron en Hex/CHClIs 70:30. Primero se us6 un bafo
maria para disolver las fracciones en CHCIs manteniendo una agitacion mecanica
constante y posteriormente se adiciond hexano frio, la mezcla se dejo en
refrigeracion durante 2 h y posteriormente se mantuvo a temperatura ambiente y al
cabo de 5 dias se recuperaron las perlas blanquecinas para someterlos a
recristalizaciéon bajo las mismas condiciones. Se obtuvieron 50.6 mg (0.56 %
rendimiento) de AmDG puro en forma de perlas blanquecinas con un punto de fusion

(pf) 80-81 °C, solubles en CHCIs, CH2Cl2, AcOEt, y acetona.
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Tabla 6. Fraccionamiento de extracto de L. tridentata por CC

Fracciones Polaridad de CC Polaridad de Observaciones
reunidas CCF
1-65 Hex 100% Hex/AcOEt -
Hex/AcOEt 95:05 80:20
Hex/AcOEt 90:10
Hex/AcOEt 85:15
66-70 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
71-75 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
76-80 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
81-85 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
86-90 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
91-95 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
96-100 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt RMN H' AmDG
80:20 impuro
101-274 Hex/AcOEt 80:20 Hex/AcOEt -
Hex/AcOEt 75:25 80:20

Hex/AcOEt 70:30

4.7.2 Segunda columna de fraccionamiento del extracto crudo

10g de extracto crudo de L. tridentata en CH2Cl2/MeOH (1:1) fueron fraccionados
en una CC usando como FE 180 g de gel de silice y como FM un gradiente de Hex

/AcOEt, teniendo un volumen muerto de 310 mL, por lo que se colectaron fracciones
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de 50 mL cada una, obteniendo un total de 168 fracciones. Cada fraccion obtenida
fue analizada por CCF con una FM de Hex/CHCIs/Acetona 65:20:15, observadas
bajo luz ultravioleta de onda corta y onda larga y se seleccionaron aquellas

fracciones con un RF similar al AmDG (Tabla 7).

Tabla 7. Fraccionamiento de extracto de L. tridentata por CC

Fracciones Polaridad de CC Polaridad de Observaciones
reunidas CCF
1-38 Hex 100% Hex / CHCIs /

Hex/AcOEt 95:05 Acetona
Hex/AcOEt 90:10 65:20:15.
Hex/AcOEt 85:15

Hex/AcOEt 85:15

39-111 Hex/AcOEt 85:15
112129 Hex/AcOEt 85:15 AmDG impuro
130-150 Hex/AcOEt 85:15 AmDG impuro
151-168 Hex/AcOEt 85:15

Las fracciones ricas de AmDG (353.6 mg) se sometieron a tratamiento con carbon
activado en proporcion 1:1 y 100 mL de CHCIsz manteniendo en agitacién constante
durante 24 h. Posterior a esto se realizdé una filtracion a gravedad a través de un
papel Whatman del 42 y se concentré mediante destilacion a presién reducida. La
resina recuperada (280 mg) se purific6 nuevamente en una CC relacion 1:30
montada con 5.880 g de gel de silice como FE y como FM isocratica de
Hex/CHCIs/Acetona 65:20:15, con un volumen muerto de 8 mL. Se colectaron un
total de 56 fracciones de 1 mL cada una. Se realizé un seguimiento de la CC por

CCF eluida con Hex/CHCI3z /Acetona 65:20:15, se reunieron aquellas fracciones con
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un RF similar al AmDG, se destilaron a presion reducida obteniendo (151 mg) (Tabla

8).

Se promovié la cristalizaciéon de las fracciones con AmDG impuro disolviendo en la
minima cantidad de CH2Cl2 y posteriormente mezclando con hexano. Los cristales
se recuperaron mecanicamente y se lavaron con una mezcla de Hex/CH2Cl2 97:3.
Tras varias cristalizaciones sucesivas se obtuvieron 95 mg (0.95 % de rendimiento)
de AmDG puro como un sdlido blanquecino y 78 mg de aguas madres como una

resina verde.

Tabla 8. Purificacion de fracciones ricas en AmDG

Fracciones Polaridad de Polaridad de CCF  Observaciones
reunidas CcC

1-6 Hex/CHCl3 Hex/CHCIs /Acetona Pigmento

7-9 /Acetona 65:20:15. AmDG impuro
10-15 65:20:15 AmDG impuro
16-27 AmDG impuro
28-56 Pigmento

4.7.3 Tercera columna de fraccionamiento del extracto crudo

10g de extracto crudo de L. tridentata en CH2Cl2/MeOH (1:1) fueron fraccionados
en una CC usando como FE 165 g de gel de silice y como FM un gradiente de Hex
/AcOEt, teniendo un volumen muerto de 300 mL, por lo que se colectaron fracciones
de 100 mL cada una, obteniendo un total de 168 fracciones. Por cada polaridad se
eluyeron 3 volumenes muertos. Cada fraccion obtenida fue analizada por

cromatografia en capa fina (CCF) con una FM de Hex/CHCIs/Acetona 65:20:15,
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observadas bajo luz ultravioleta de onda corta y onda larga y se seleccionaron

aquellas fracciones con un RF similar al AmDG (Tabla 9).

Las fracciones ricas de AmDG (541 mg) se sometieron a tratamiento con carbon
activado en proporcién 1:1 y 100 mL de CHCIs manteniendo en agitacién constante
durante 24 h. Posterior a esto se realizdé una filtracién a gravedad a través de un

papel Whatman del 42 y se concentré mediante destilacion a presion reducida.

Tabla 9. Fraccionamiento de una fraccion rica en AmDG por CC

Fracciones Polaridad de CC Polaridad de CCF Observaciones
reunidas
1-15 Hex 100% Hex / CHCl; -

Hex/AcOEt 95:05 /acetona 65:20:15.
Hex/AcOEt 90:10
Hex/AcOEt 85:15

16-34 Hex/AcOEt 85:15 AmDG impuro
35-55 Hex/AcOEt 85:15 AmDG impuro
56-62 Hex/AcOEt 85:15 AmDG impuro
62-168 Hex/AcOEt 85:15 -

La resina recuperada (344 mg) se purificé nuevamente en una CC relacion 1:50
montada con 17.2 g de gel de silice como FE y como FM en gradiente
hexano/diclorometano. Se colectaron un total de 171 fracciones de 3 mL cada una

(Tabla 10).

Se realizdé un seguimiento de la CC por CCF eluida con CH2Cl2 /MeOH 99:1, se
reunieron aquellas fracciones con un RF similar al AmDG, se destilaron a presién

reducida obteniendo (180 mg). Se promovié la cristalizacion de las fracciones con
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AmDG puro disolviendo en la minima cantidad de CH2Cl2 y posteriormente
mezclando con hexano. Los cristales se recuperaron mecanicamente. Tras varias
cristalizaciones sucesivas se obtuvieron 102 mg (1.02 % de rendimiento) de AmDG

puro como un solido blanquecino y 78 mg de aguas madres como una resina verde.

Tabla 10. Purificaciéon de una fraccion rica en AmDG

Fracciones Polaridad en la Polaridad en CCF Observaciones
reunidas CC
1-46 Hex 100% CH2Cl2 /MeOH -

Hex/ CH2CIl2 95:5  99:1
Hex/ CH2Cl2 90:10
Hex/ CH2Cl2 85:5
Hex/ CH2Cl2 80:20
Hex/ CH2Cl2 75:25
Hex/ CH2Cl2 70:30
Hex/ CH2Cl2 65:35
Hex/ CH2Cl2 60:40
Hex/ CH2Cl2 55:45
Hex/ CH2Cl2 50:50
Hex/ CH2Cl2 45:55

Hex/ CH2Cl2 40:60

Hex/ CH2Cl2 35:65
47117 Hex/ CH2Cl2 30:70 AmDG puro
118-146 Hex/ CH2Cl2 30:70 AmDG impuro
147-169 Hex/ CH2Cl2 25:75 -
170 CH2Cl2100% -
171 MeOH 100% -
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4.8 Semisintesis y purificacion de amino éteres derivados de AmDG
Se realizaron las semisintesis de los aminoéteres mas promisorios derivados del

AmDG mediante la reaccion de eterificacion de Williamson (Cedraro et al. 2021).

4.9 Procedimiento general para las semisintesis de los aminoéteres EBS-
1B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-7B, y EBS-8B derivados del AmDG

En un matraz redondo de 50 mL previamente secado se disolvié 1 equivalente de
AmDG en 5 mL de acetonitrilo anhidro. EI NaH se pesd6 en un vaso de precipitado
previamente secado, una vez pesado se adicioné al matraz y se dejo reaccionando
durante 5 min, una vez pasados los 5 min se adicioné el clorhidrato de alquilamina
correspondiente. El matraz se tapdé con un tapén de caucho y se colocd una
atmosfera de N2 y burbujeo. Las mezclas de reaccidn se colocaron en el sonicador
a una temperatura de 50 °C y se realizd monitoreo de las reacciones cada hora con
CCF y las fases moviles indicadas. Una vez finalizadas las reacciones se evaporo
el solvente a presion reducida y se llevaron a sequedad. Al crudo de reaccién se le
hicieron lavados mediante una particién liquido-liquido con acetato de etilo y agua
(10 mL cada una) tres veces, separando la Fase Organica (FO) y la Fase Acuosa
(FA). La FO se seco con sulfato de sodio anhidro y se llevo a sequedad mediante
presion reducida, para posteriormente purificar los derivados mediante una
Cromatografia Preparativa en Capa Fina (CPCF) con la FM indicada para cada
derivado. Una vez eluida la CPCF se desadsorbieron las bandas mayoritarias y de
interés usando una mezcla de AcOEt/MeOH 90:10 tres veces, los derivados se

recuperaron concentrando la muestra al evaporar el solvente mediante presion
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reducida. Para finalmente realizar las pruebas de caracterizacion mediante RMN 'H,

RMN 13C y HRMS.

4.9.1 Semisintesis del derivado EBS-1B

De acuerdo con el procedimiento general se mezclaron 20 mg (0.060 mmol) de
AmDG, con 27.8 mg (0.151 mmol) de 2-(clorometil)-1-etilpirrolidina y 13.09 mg
(0.546 mmol) de NaH en 5 mL de acetonitrilo anhidro durante siete horas. La
reaccion se monitoreo con CCF con FM hexano/CHCIs/Acetona 60:20:20, 5% de
Trietilamina (TEA) revelada con sulfato cérico. La fase organica (41 mg) se sometio
a una CPCF eluyendo con una FM de hexano/CHCIs /acetona 60:20:20, 5 % de
TEA. La banda mayoritaria se recuperé y purificé bajo las condiciones del
procedimiento general, obteniendo 21 mg de derivado EBS-1B. En la Figura 10 se

describen las condiciones de reaccién para el derivado EBS-1B.

e
O NaH/Acetonitrilo N\/
Cl Ultrasonido, 7h _
+ N > 0

O :
OH /\N\B

AmDG EBS-1B

Figura 10. Esquema de reaccion para la obtencion del derivado EBS-1B
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4.9.2 Semisintesis del derivado EBS-3A y EBS-3B

De acuerdo con el procedimiento general se mezclaron 21.2 mg (0.064 mmol) de
AmDG, con 31.3 mg (0.158 mmol) de clorhidrato de 1-(2-cloroetil) azepano y 13.16
mg (0.549 mmol) de NaH en 5 mL de acetonitrilo anhidro durante dos horas. La
reaccion se monitoreo con CCF con FM Hex/CH2Clz2/acetona 60:20:20, 5% de TEA
revelada con sulfato cérico. La fase organica (46 mg) se sometié a una CPCF
eluyendo con una FM de Hex/CHz2Clz/acetona 60:20:20, 5 % de TEA. Las bandas
mayoritarias se recuperaron y purificaron bajo las condiciones del procedimiento
general. Obteniendo 2.7 mg del derivado EBS-3A y 21 mg del derivado EBS-3B. En
la Figura 11 se describen las condiciones de reaccion para el derivado EBS-3A y

EBS-3B.
_O
e

_0O
HO O o NaH/acetonitrilo O
+ GNI Sonlcac;):, atm N, _ o
@ o
O/ EBS-3A
OH

.
/O
AmDG N
~ 0
O o

O

)

N

EBS-3B

Figura 11. Esquema de reaccién para la obtencién de los derivados EBS-
3Ay EBS-3B
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4.9.3 Semisintesis del derivado EBS-6B

Se mezclaron 24.8 mg (0.075 mmol) de AmDG, con 68.7 mg (0.232 mmol) de
clorhidrato de N-(2-cloroetil)dibencilamina y 72 mg (0.521 mmol) de K2COszen 1 mL
de DMF previamente secada con malla molecular. El sistema se colocoé en
atmosfera de nitrogeno y agitacion constante a 105 °C durante seis horas. La
reaccion se monitoreo con CCF con FM CHCIs/Acetona 9:1, 5% de TEA.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se filtré lavando con 2 mL de acetato de etilo
y se separo mediante una extraccién liquido-liquido con 4 mL de agua destilada y 3
mL de acetato de etilo tres veces. La fase organica fue secada con Na2SO4 anhidro
y se destilé a presion reducida. En la Figura 12 se describen las condiciones de
reaccion para el derivado EBS-6B.
A .

N0 O
O O Q K,COs3/ DMF é O
HO ) C'xN Reflujo 105°C, atm Ny i o~
radiy bas
OH
of

EBS-6B

Figura 12. Esquema de reaccion para la obtencién del derivado EBS-6B

La fase organica se someti6 a una CCF preparativa eluyendo con una FM de
hexano/CHCI370:30, 5 % de TEA. La banda mayoritaria se recuperd y desadsorbio
con CHCIs tres veces. El derivado se recuperé concentrando la muestra al evaporar

el solvente mediante presion reducida.
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4.9.4 Semisintesis del derivado EBS-7B

De acuerdo con el procedimiento general se mezclaron 20 mg (0.060 mmol) de
AmDG, con 35.4 mg (0.138 mmol) de 1-bencil-2-clorometil-1H-benzoimidazol y 13.3
mg (0.554 mmol) de NaH en 5 mL de acetonitrilo anhidro durante seis horas. La
reaccion se monitoreo con CCF con FM Hex/CH2Cl2/acetona 60:20:20, 5% de TEA
revelada con sulfato cérico. La fase organica (55 mg) se sometié a una CPCF
eluyendo con una FM de Hex/CHz2Cl2/acetona 60:20:20, 5 % de TEA. Las bandas
mayoritarias se recuperaron Yy desadsorbieron bajo las condiciones del
procedimiento general. La banda del derivado disustituido resulté impura (21 mg)
por lo que sometioé a otra CPCF eluyendo con una FM Hex/CH2Cl2 50:50, 5% TEA
que nos permitié recuperar 5.6 mg del derivado EBS-7B puro. En la Figura 13 se

describen las condiciones de reaccion para el derivado EBS-7B.
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Figura 13. Esquema de reaccién para la obtencién de los derivados EBS-
7B.
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4.9.5 Semisintesis del derivado EBS-8B

De acuerdo con el procedimiento general se mezclaron 19 mg (0.057 mmol) de
AmDG, con 33 mg (0.142 mmol) de clorhidrato de 2-(2-cloroetil)-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina y 16.8 mg (0.700 mmol) de NaH en 5 mL de acetonitrilo
anhidro durante 6.5 horas. La reaccion se monitoreo con CCF con FM
Hex/CHCls/acetona 60:20:20, 5% de TEA revelada con sulfato cérico. La fase
organica (50 mg) se someti®6 a una CPCF eluyendo con una FM de FM
Hex/CHCls/acetona 60:20:20, 5 % de TEA. Las bandas mayoritarias se recuperaron
y purificaron bajo las condiciones del procedimiento general. Obteniendo 12.5 mg
del derivado EBS-8B. En la Figura 14 se describen las condiciones de reaccién para

el derivado EBS-8B.
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Figura 14. Esquema de reaccion para la obtencién del derivado EBS-8B.
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4.10 Determinacion de la actividad antimicobacteriana de los derivados
obtenidos.

4.10.1 Preparacion de las cepas

La determinacion de la actividad antituberculosa se realizé usando la cepa de M.
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 sensible a isoniacida, rifampicina, etambutol, y
pirazinamida y la cepa G117 de aislados multifarmacorresistentes (DXR) resistentes
a isoniacida, rifampicina y etambutol. Las dos cepas fueron cultivadas en medio
Lowenstein — Jensen, una vez inoculados los tubos se incubaron a 37 °C con la tapa
ligeramente floja y de manera horizontal. Luego de una semana se cerro la tapa de
los tubos correctamente y se colocaron de manera vertical y se incubaron durante
4 semanas mas. Posteriormente se realizd una resiembra de medio liquido
Midlebrook-7H9 suplementado con 10% de OADC y se incubaron a 37°C durante
dos semanas hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento, para verificar que

no hubiera contaminacion se realizé una tincion de Ziehl-Neelsen.

4.10.2 Preparacion del inéculo

A partir del cultivo liquido se prepararon 10 mL de inéculo diluyendo con medio de
cultivo hasta alcanzar una escala No. 1 de Mc Farland, posteriormente se realizd
una dilucién 1:20 con medio Middlebrook-7H9 (0.5 mL de muestra del tubo con

in6culo a la escala No. 1 de Mc Farland mas 9.5 mL de medio Middlebrook-7H9).

4.10.3 Preparacion de la solucion Stock inicial y soluciones de prueba.

Se prepard una solucion stock de los derivados EBS-1B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-

6B, EBS-7A, EBS-7B, EBS-8A, EBS-8B a una concentracién de 2000 ug/mL, con 1
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mg de derivado y 500 uL de DMSO. A partir de esta solucion stock se prepararon
soluciones a una concentracion de 200 pg/mL con 50 uL de solucién stock mas 450
ML de medio Middlebroock las cuales se llamaron soluciones 4X. Una vez
preparadas las soluciones se resguardaron a -20 °C hasta su uso. Las
concentraciones que se evaluaron fueron 50, 25, 12.5, 6.25, 3.1 y 1.6 uyg/mL de
cada derivado. Los controles positivos se evaluaron en las siguientes
concentraciones: rifampicina de1 pyg/mL a 0.030 ug/mL para H37Rv y de 10 pg/mL
a 0.312 yg/mL para G117; isoniazida de 10 pg/mL a 0.312 ug/mL para H37Rv y
G117; etambutol de 50 ug/mL a 1.562 pg/mL para H37Rv y G117; y levofloxacina

de 1 pg/mL a 0.030 ug/mL para H37Rv y de 10 ug/mL a 0.312 ug/mL para G117.

4.10.4 Ensayo contra M. tuberculosis

En una microplaca de 96 pocillos se colocaron 200 uL de agua estéril en todos los
pozos de la fila A y los pozos H1-3 y H10-11, al resto de los pozos de la placa se
les adicion6 100 pL de medio Middlebroock-7H9 suplementado con 10% de OADC,
posteriormente se adicionaron 100 yL de la solucién de trabajo 4X (200 pg/mL) en
los pocillos como se indica a continuacion; B1 (EBS-1B), B2 (EBS-3A), B3 (EBS-
3B), B4 (EBS-6B), B5 (EBS-7A), B6 (EBS-7B), B7 (EBS-8B), B8 (rifampicina), B9
(isoniacida), B10 (etambutol), B11 (levofloxacina) y se realizaron diluciones seriadas
1:2 a lo ancho de la placa y posteriormente se adicionaron 100 pL del in6culo
bacteriano preparado en el punto 4.10.2. En los pocillos reservados de la fila H se
prepararon los siguientes controles: 200 uL de inéculo (100:100, representa el 100
% de la poblacién bacteriana a ensayar), 20 pyL de inéculo mas 180 uL de medio

Middlebroock-7H9 (100:10, representa el 10 % de la poblacion bacteriana a
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ensayar), 2 YL de in6éculo mas 198 pL de medio Middlebroock-7H9 (100:1),
representa el 1 % de la poblacién bacteriana a ensayar). Posteriormente, se
incubaron a 37°C durante 5 dias. Una vez pasado el tiempo necesario se
adicionaron 20 pL de reactivo de resazurina y 12 yL de Tween 80 al 10 % a los
pocillos H de los controles sin tratar y se incubaron a 37 °C durante 24 h, una vez
pasado el tiempo se observé un cambio de color azul a purpura indicando el
crecimiento adecuado de las micobacterias, por lo tanto, se pudo continuar con el
experimento; se adicion6 resazurina bajo las condiciones antes mencionadas y se
volvieron a incubar a 37 °C durante 24 h. La interpretacion de los resultados se
realizé de forma visual identificando la Concentracion Minima Inhibitoria haciendo
un corte en aquellos pocillos donde no se observd un cambio de coloracidén ya que
el cambio de coloracion indica crecimiento bacteriano. Los experimentos se

realizaron dos o tres veces en dias diferentes.

4.11 Determinacion de actividad citotoxica

La actividad citotdxica se determiné usando la linea celular de crecimiento normal
Vero (células epiteliales de rifion de Cercopithecus aethiops ATCC®: CCL-81™).
Los ensayos fueron realizados bajo condiciones de asepsia y esterilidad, limpiando
la campana de flujo laminar con etanol al 70% y exponiéndola a luz UV durante 15
min. Las condiciones de incubacién fueron una atmosfera de 5% de CO2y 95% de

humedad a 37 °C, estas fueron las mismas durante todo el procedimiento.
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4.11.1 Preparacion de soluciones de los derivados a evaluar

Se prepararon soluciones stock de los derivados EBS-1B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-
6B, EBS-7B y EBS-8B con DMSO a una concentracion 20 000 yM. Posteriormente
se tomaron 8.8 L de la solucion stock de cada compuesto y se pasaron a otro tubo
Eppendorf que contenia 431.2 yL de medio de cultivo para obtener un volumen final
de 440 pL y una concentracion de 400 uM, posteriormente se realizaron diluciones
seriadas para alcanzar concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, y 6.25 uM, para todos
los compuestos. Para los compuestos EBS-1B, EBS-3B y etopdsido también se
evaluaron las siguientes concentraciones 100, 10, 1, 0.1y 0.01 uM. Para el derivado
EBS-7B se us6 5.8% de Tween 20 para terminar de disolver el compuesto en la
solucién stock quedando a una concentracion de 0.03% de Tween 20 en la solucion
a 100 pM del derivado, esta cantidad se consider6 para mantener las

concentraciones necesarias a evaluar durante el experimento.

4.11.2 Cultivo de células Vero

La linea celular Vero fue cultivada en frascos de cultivo celular T25 (Corning, Inc,
Corning) estériles con medio RPMI-1640 y suplementada con Suero Fetal Bovino al
10% (FBS; Gibco-Invitrogen). Para inhibir contaminacion por crecimiento de
microorganismos se anadieron penicilina-estreptomicina 1X (Sigma-Aldrich
Corporation). Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 80%, se
realizaron dos lavados con 1mL de PBS al 1X y se prosiguié con la disgregacion
usando 1 mL de tripsina-EDTA al 0.25% y se incubaron durante 5 min. Pasado el
tiempo se observo al microscopio para verificar que las células se hayan separado

de la superficie, una vez que se verificé la disgregacion se colocaron 3 mL de medio
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RPMI para inactivar la tripsina y cambiar las células a tubos Corning de 15 mL
estériles y se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min a 25 °C, el sobrenadante se
elimind y las células se resuspendieron con 5 mL medio RPMI. Posteriormente se
contabilizaron las células en una camara de Neubauer y se colocaron 5000 células

por pocillo en 150 yL en una microplaca de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h.

4.11.3 Determinacion de citotoxicidad mediante la técnica de MTT

Una vez terminado el tiempo de incubacion se adicionaron 50 pL de las soluciones
preparadas en el punto 4.11.1, como control negativo se utilizaron células sin
tratamiento y células con 0.5% de DMSO, para el caso del derivado 7B se usé como
control DMSO-tween al 0.5% y 0.03% respectivamente para evaluar el efecto del
Tween 20 en las células y se incubaron durante 48 hrs, una vez terminado el tiempo
de incubacién se sustituyd el medio con 100 yL de medio nuevo con 10% de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a cada pocillo y se
incubaron durante una hora. Posteriormente, se retird el medio y se adicionaron 100
ML de isopropanol para disolver los cristales de formazan y se realizé la lectura a
550 nm de absorbancia en un lector BioTek, Winooski de microplacas de ELISA. La
cantidad de MTT-formazan es directamente proporcional al nimero de células vivas

y para determinar el porcentaje de viabilidad se usoé la siguiente formula.

(Densidad optica de las células tratadas— blanco)

% de viabilidad = x 100

(Densidad optica de las células no tratadas — blanco)

Cada tratamiento se realizd6 por ftriplicado y se realizaron tres pruebas

independientes en tres dias diferentes.
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4.11.3.1 Determinacion del ICso

La concentracion Inhibitoria Media (ICso0) se determiné para cada compuesto con
ayuda del programa GraphPad Prism 8 haciendo un analisis de regresién lineal
graficando la curva dosis-respuesta y analizando los datos con la funcidén de log

(inhibidor) vs normalized response, obteniendo el valor de 1Cso para cada derivado.
4.11.3.2 Determinacion del IS

El indice de Selectividad (IS) se determina con la siguiente formula:

ICs
CMI

1S=

Con estos datos podremos determinar el valor del indice de Selectividad (IS), si este
es >10 quiere decir que la molécula evaluada es mas selectiva para las bacterias
que para las células normales, en cambio, si es <10 seria mas citotoxica para las

células normales que para las bacterias (Alfonso et al., 2023).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizé una busqueda basada en ligandos, considerando el analisis de QSAR
previo (Chavez-Villarreal et al., 2018) que ha permitido mejorar la estructura de los
compuestos para identificar el compuesto con mayor potencial terapéutico para M.
tuberculosis. Ademas, el disefio de farmacos basado en ligandos puede combinarse
con el disefio basado en estructuras, para que éste sea mas eficiente. Por esta
razon, se eligieron a las enzimas IpdAB (CoA transferasa) y DXR como proteinas
blanco, ya que un farmaco contra M. tuberculosis eficaz deberia tener la capacidad
de inhibir multiples dianas proteicas para retrasar la posibilidad de que la
micobacteria adquiera resistencia durante un largo periodo de tratamiento

(Ejalonibu et al., 2021b).

Con el objetivo de identificar la interaccion entre los derivados propuestos con las
enzimas de interés IpdAB CoA transferasa y DXR; se diseid un modelo de
interacciones proteina — ligando con los 16 derivados propuestos. A continuacion,
se presentan los resultados obtenidos en los acoplamientos moleculares, asi como
los criterios que permitieron elegir a aquellos derivados mas prometedores con
miras a su semi sintesis y posterior evaluacion biolégica. La seleccidon se realizé
identificando la Calificacion de acoplamiento estimada del sustrato natural en ambas
enzimas y posteriormente se establecié un rango en cada enzima para poder filtrar
aquellos derivados con la menor Calificacion de acoplamiento expresada en
kcal/mol, este parametro nos permite hacer una estimacién cuantitativa de la fuerza
y estabilidad de la interaccion proteina — ligando, entre mas negativa sea una

calificacion indicara una interaccion mas favorable y por ende, mayor probabilidad
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de que esta interaccion suceda en condiciones fisiologicas (Morris & Lim-Wilby,
2008). Para la identificacion de las interacciones no covalentes entre los ligandos y
los residuos del sitio activo se empleo el software PLIP V2.2.2 permitiendo identificar
interacciones fijas tales como enlaces de hidrégeno, interacciones hidrofébicas,
puentes salinos, puentes de haldégenos, e interacciones TT> 1, entre otras, a partir
de archivos de estructura tridimensional en formato .pdb, por otro lado, las
representaciones tridimensionales de los complejos proteina-ligando fueron
generadas mediante el software Maestro 12.2, del cual nos permite visualizar las
interacciones (Maestro | Schrédinger, n.d.). Cabe mencionar que, en algunos casos,
se observaron discrepancias entre las interacciones reportadas por PLIP y las
visualizadas en Maestro. Esto se puede atribuir a los diferentes criterios geométricos
y de visualizacién aplicados por cada herramienta de representacion utilizados por
cada software, Maestro filtra interacciones en funcién de parametros tales como
distancia, angulo o representacion espacial, lo que puede llevar a omitir algunas
interacciones consideradas como deébiles, pero que son reportadas en PLIP. Esta
limitacion fue considerada al interpretar los resultados utilizando ambas

herramientas de manera complementaria.

5.1 Acoplamiento molecular con la enzima IpdAB CoA transferasa

La proteina cristalizada IpdAB CoA transferasa (6CON) se someti6 a una prueba de
calidad en el servidor web Molprobity y se obtuvo un diagrama de Ramachandran
que indicé un 96 % de residuos en areas favorecidas y 99.8 % de los residuos en
regiones permitidas indicando que la calidad del modelo es aceptable y se puede

usar para realizar el acoplamiento molecular. Primero se validé el sitio catalitico

63



tanto en la subunidad a y B con los sustratos de la enzima COCHEA-CoA (Figura
15), y MeDODA-CoA (Figura 16), de acuerdo con lo reportado por Crowe A. et al
2018, COCHEA-CoA se une mediante puentes de hidrogeno a los aminoacidos
responsables de la actividad ARG89 y ASN128 y GLU102 en los sitios cataliticos,
ademas de otras interacciones comunes con THR49, PHE77, VAL80, PHE81.
Posteriormente se realizaron tres acoplamientos en ciego, asi como un
acoplamiento dirigido a los sitios cataliticos para identificar el sitio de unién mas afin

del AmDG y los derivados.

El AmDG muestra afinidad con las pruebas realizados en los sitios ciegos,
especialmente hubo mayor afinidad al sitio donde se evalué la subunidad AB con
8.74 kcal/mol interactuando de manera hidrofébica con ALA85, GLN114, LEU116,
LEU119, ILE12 y por puentes de hidrogeno con GLN 110, GLN114, ARG122,

ALA123 y ASN131 (Figura 17).
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Figura 15. Validacion del sitio catalitico de la subunidad AB de la enzima

IpdAB con COCHEA-CoA
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Figura 16.

Validacion del sitio catalitico de la subunidad AB de la enzima
IpdAB con MeDODA-CoA.
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Figura 17. Union de AmDG en sitio ciego AB de la enzima IpdAB CoA
transferasa.

En el acoplamiento del AmDG con los sitios cataliticos de AB y CD la calificacion de
acoplamiento es de -7.61 y -7.33 kcal/mol respectivamente. Podemos ver que en
sitio catalitico AB (Figura 18) las interacciones por puentes de hidrégeno son con
ILE24, SER25, TRP26, ARG29, THR49, SER75, ASP 77, ARG123, en cambio en
el sitio catalitico CD la interaccion por puentes de hidrogeno es con los aminoacidos

ILE24, THR49, ARG89, ASN128 (Figura 19).
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Figura 18. Unién del AmDG al sitio catalitico AB de la enzima IpdAB CoA
transferasa.
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Figura 19. Unién de AmDG al sitio catalitico CD de la enzima IpdAB CoA
transferasa.
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En ambos sitios cataliticos el AmDG pudo interactuar con el sitio de union al
sustrato, sin embargo, la interaccion del sitio catalitico AB no se da con los mismos
aminoacidos importantes que con los que interactua el sustrato, por otra parte, la
interaccién con el sitio catalitico CD hay interaccién por puentes de hidrégeno con

los aminoacidos ARG89 y ASN128.

De acuerdo con los datos de los acoplamientos ciegos y centrados a los sitios
cataliticos con el AmDG se identificaron tres posibles sitios de uniéon del AmDG con
la enzima IpdAB CoA transferasa: Al sitio ubicado en el ciego 1 (sitio alostérico 1),

al sitio catalitico AB y al sitio catalitico CD.

Bajo esta suposicion, los derivados propuestos fueron evaluados bajo las mismas
condiciones. En la Tabla 11 se presentan las calificaciones de acoplamiento en
kcal/mol de los ligandos con los cinco sitios evaluados, asi como de los sustratos

COCHEA-CoA y MeDODA-CoA.

De acuerdo con los datos obtenidos podemos observar que los aminoéteres
derivados de AmDG se unen con una mayor afinidad a cualquiera de los centros en
comparacion con los sustratos de la enzima, inclusive con mejor afinidad que el
AmDG. En general los derivados meso presentan mayor afinidad que los derivados
+ mono. Los derivados que presentaron una calificacion de acoplamiento inferior a
-10 kcal/mol son EBS-1A, EBS-1B, EBS-5B, EBS-7A, EBS-7B y EBS-8B, por lo

tanto, son los que se consideran mas prometedores.
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Tabla 11. Calificaciones (kcal/mol) de la simulacion del acoplamiento
molecular de los aminoéteres con la enzima IpdAB CoA transferasa de M.

tuberculosis

Derivado Ciego 1 Ciego 2 Ciego 3 Sitio cat.  Sitio cat.
AB CD

EBS-1A -7.89 -8.31 -10.13 -8.2 -8.36
EBS-1B -9.49 -8.77 -10.23 -9.04 -9.02
EBS-2A -8.42 -8.61 -8.92 -8.67 -8.83
EBS-2B -7.64 -8.63 -9.94 -8 -9.18
EBS-3A -9.7 -8.21 -9.11 -8.36 -8.38
EBS-3B -8.44 -9.88 -9.45 -8.78 -9.85
EBS-4A -8.22 -8.48 -8.38 -8.79 -8.12
EBS-4B -8.19 -8.7 -9.7 -8.88 -9.69
EBS-5A -8.13 -9.39 -8.64 -8.01 -8.64
EBS-5B -10.55 -10.14 -9.49 -9.32 -10.17
EBS-6A -9.24 -9.38 -9.7 -9.59 -8.79
EBS-6B -9.43 -8.46 -8.6 -9.27 -9.29
EBS-7A -9.18 -8.8 -9.61 -10.2 -10.13
EBS-7B -11.27 -10.14 -13.05 -11.89 -10.13
EBS-8A -8.79 -8.26 -9.07 -9.19 -8.54
EBS-8B -9.5 -9.18 -11.01 -8.93 -10.14
AmDG -8.74 -7.49 -8.73 -7.61 -7.33
COCHEA-CoA -5.46 -6.2 -5.48 -5.35 -5.19
MeDODA-CoA -4.56 -4.47 -5.11 -4.35 -4.3

Ciego 1: Centrado a la subunidad AB

Ciego 2: Centrado a la subunidad CD

Ciego 3: Centrado en todo el tetramero

SitioCatAB: Centrado en el sitio catalitico de la subunidad AB

SitioCatCD: Centrado en el sitio catalitico de la subunidad CD

Se resaltan en negritas los derivados con calificacién de acoplamiento inferior a -10 kcal/mol

El derivado EBS-1A, mostré una calificacion -10.13 kcal/mol con el sitio ciego 3 y
las interacciones identificadas coinciden con las identificadas en el sitio alostérico 1
ya que forma puentes de hidrégeno con GLN110, GLN114, ARG122 y ASN131, asi

como interacciones hidréfobas con ALA85, LEU116, LEU119, ILE121 (Figura 20).
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Figura 20. Unién del derivado EBS-1A al sitio alostérico 1 de la enzima
IpdAB CoA transferasa.

Por otra parte, se analizaron las interacciones con los sitios cataliticos AB y CD
identificando interacciones por puentes de hidrogeno con los aminoacidos
importantes ARG 89 y ASN 128 en el sitio catalitico AB (Figura 21), por lo tanto,
podemos decir que el derivado EBS-1A se puede unir al sitio alostérico 1 y al sitio
catalitico AB inhibiendo la interaccion con los sustratos. En el caso del sitio catalitico

CD (Figura 22), no hay interacciones con ARG89, ASN128 o GLU102.
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Figura 21. Union del derivado EBS-1A al sitio catalitico AB de la enzima

IpdAB CoA transferasa.
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Figura 22. Unién del derivado EBS-1A al sitio catalitico CD de la enzima

IpdAB CoA transferasa.

El derivado EBS-1B mostré una calificacion de acoplamiento de -10.23 kcal/mol con
el sitio ciego 3 y las interacciones identificadas son hidrofébicas con ALA112,
ARG115, GLU136, TYR 144, PRO147, PRO158, ALA159, ARG161, por puentes de
hidrégeno con ARG161, interacciones m—>1 con TYR144 e interacciones pi-cation
con ARG161, como podemos observar, estas interacciones son nuevas y tampoco

coinciden con las interacciones del sitio alostérico 1, por lo tanto, cuando
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identifiquemos estas interacciones nuevamente llamaremos sitio alostérico 2

(Figura 23).
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Figura 23. Unién del derivado EBS-1B al sitio alostérico 2 de la enzima
IpdAB CoA transferasa.

Por otra parte, se analizaron las interacciones con los sitios cataliticos AB (Figura
24) y CD (Figura 25) identificando interacciones por puentes de hidrogeno con los

aminoacidos importantes ARG 89 y ASN 128, por lo tanto, podemos decir que el
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derivado EBS-1B se puede unir al sitio alostérico 2

inhibiendo la interaccién con los sustratos.
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y a los sitios cataliticos
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e B0 \BT;'% _/B?gg
B: 24
GLY i THR
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B: 51 \ &
B: 48
Figura 24. Unién del derivado EBS-1B al sitio catalitico AB de la enzima

IpdAB Coa transferasa.
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Figura 25. Unién del derivado EBS-E1B al sitio catalitico CD de la enzima

IpdAB Coa transferasa.

El derivado EBS-5B se une con una calificaciéon de acoplamiento de -10.55 kcal/mol
al sitio 1, las interacciones que se observan coinciden con las identificadas en el

sitio alostérico 2, identificando un puente de hidrégeno e interaccién m-> cation con

el aminoacido ARG 161 (Figura 26).
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Figura 26. Unién del derivado EBS-5B al sitio alostérico 2 de la enzima

IpdAB CoA transferasa.

Por otra parte, la unién al sitio catalitico CD con una calificacion de acoplamiento de
-10.17 kcal/mol, se observa formando puentes de hidrégeno con ARG89 y ASN128,
los aminoacidos que se unen al sustrato, ademas, presentan otros puentes de
hidrogeno con THR49 y GLY124 e interacciones hidrofébicas esenciales del
sustrato como TRP26, PHE77, VAL80, ademas de ILE106, PHE120, ARG123,

(Figura 27).
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Figura 27. Unién del derivado EBS-5B con el sitio catalitico CD de la

enzima IpdAB CoA transferasa.

Los derivados EBS-7A, EBS-7B y EBS-8B no presentan interacciones con ARG89

y ASN128, sin embargo, presentaron una buena calificacion de acoplamiento

formado mas interacciones tanto hidrofébicas, puentes de hidrégeno, o de T>1

como se describe a continuacion.

El derivado EBS-7A mostro interacciones muy parecidas entre si en ambos sitios

cataliticos y con mejor calificacion de acoplamiento que en los sitios ciegos, por lo

tanto, se consideraran estos datos para el analisis. La interaccion en el sitio

catalitico AB (Figura 28) indic6 una calificacion de acoplamiento de -10.2 kcal/mol y

la interaccion en el sitio catalitico CD (Figura 29) indicié6 una calificacion de
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acoplamiento de -10.13 kcal/mol. Ambos acoplamientos indican interaccion con
TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VAL80, PHE81, SER25 y THR49. En el sitio
catalitico CD ademas se presentaron interacciones de puente de hidrégeno con

ARG29, e interacciones m—>1 con PHE77.
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Figura 28. Unién del derivado EBS-7A al sitio catalitico AB la enzima

IpdAB CoA transferasa.
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Figura 29. Unién del derivado EBS-7A al sitio catalitico CD en la enzima

IpdAB CoA transferasa.

El derivado EBS-7B mostré calificaciones de acoplamiento inferiores a -10 kcal/mol
en los 5 sitios evaluados, y se identificd la mejor calificacién de todos los ligandos
en el sitio ciego 3 con -13.05 kcal/mol, interactuando con los aminoacidos del sitio
alostérico 2, ademas de un puente de hidrégeno con LEU 162 (Figura 30). Por otra
parte, la unién al sitio catalitico AB con calificacion de -11.89 kcal/mol no presentan
interacciones con ARG89 y ASN128, de la misma manera que los acoplamientos

con los sitios 1, 2, y sitio catalitico AB con menor afinidad, pero si con los
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aminoacidos comunes del sitio de union TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VALS80,

PHE120, ARG123, y puentes de hidrogeno con SER25, THR49 (Figura 31).
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Figura 30. Union del derivado EBS-7B al sitio alostérico 2 de la enzima

IpdAB CoA transferasa.
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Unidén del derivado EBS-7B al sitio catalitico AB de la enzima
IpdAB CoA transferasa
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El derivado EBS-8B se une al sitio ciego 3 con una calificacién de -11.01 kcal/mol,
interactuando con los aminoacidos del sitio alostérico 2, ademas de un puente de

hidrogeno con ASP163 (Figura 32).

TRP MET
Ar 133 \ A: 193
\ AL.A/
E = A: 194
ALA
S | GLU A: 185
A: 19
Figura 32. Unién del derivado EBS-8B al sitio alostérico 2 de la enzima

IpdAB CoA transferasa.
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Por otra parte, la union al sitio catalitico CD con afinidad de -10.14 kcal/mol con el
sitio catalitico CD interacciona con puentes de hidrégeno con ARG29, SER32,

ARG36 e interacciones m>1 con PHE77 (Figura 33).

TRP )

Figura 33. Unién del derivado EBS-8B al sitio catalitico CD de la enzima
IpdAB CoA transferasa

En la Tabla 12 se describen todas las interacciones de los acoplamientos

moleculares con mejor Calificacion de Acoplamiento.
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Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa

Derivado Sitio Calificacion de Interacciéon con los aminoacidos
acoplamiento

(kcal/mol)

EBS-1A Ciego3d -10.13 Interacciones hidrofébicas
ALA85, LEU116, LEU119, ILE121
Puentes de hidrégeno
ARG 106, GLN110, GLN114, ARG122, ASN131

8.2 Interacciones hidrofébicas
TRP26, VAL80, PHE81
Puentes de hidrégeno
SER25, THR49, ARG89, ASN128

EBS-1A  SitioCatAB

EBS-1A SitioCatCD -8.36 Interacciones hidrofébicas
TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VAL80, PHE81
Puentes de hidrégeno
SER25, TRP26, ARG29, THR49, ARG123
Interacciones T>1r
PHE77

EBS-1B  Ciego3 -10.23 Interacciones hidrofobicas
ALA112, ARG115, GLU136, TYR 144, PRO147, PRO158, ALA159,
ARG161
Puentes de hidrégeno
ARG161
Interacciones TT>1r
TYR144
Interacciones pi-cation
ARG161
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Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa (continuacion)

Derivado Sitio Calificacion de Interaccién con los aminoacidos
acoplamiento
(kcal/mol)

EBS-1B SitioCatAB -9.04 Interacciones hidrofébicas

THRA49, PHE77, VAL80, VAL91, ARG123
Puentes de hidrégeno

SER32, ARG36, ARG89, ASN128
Puentes salinos

GLU 102

EBS-1B SitioCatCD -9.02 Interacciones hidrofébicas
PRO26, THR49, GLU52, LEU62, PHE77, VAL80
Puentes de hidrégeno
SER25, ARG36, GLY63, ARG89

EBS-5B Ciego1 -10.55 Interacciones hidrofobicas
ALA112, ARG115, PRO117, TYR144, ALA159, ARG161, GLU196
Puentes de hidrégeno
ARG161
Interacciones pi-catidon
ARG161

EBS-5B SitioCatCD -10.17 Interacciones hidrofébicas
TRP26, PHE77, VAL80, ILE106, PHE120, ARG123
Puentes de hidrégeno
THR49, ARG89, GLY 124, ASN128.

EBS-7A SitioCatAB -10.2 Interacciones hidrofébicas
TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VAL80, PHE81
Puentes de hidrégeno
SER25, THR49,




Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa (continuacion)

Derivado

Sitio

Calificaciéon
acoplamiento
(kcal/mol)

Interaccion con los aminoacidos

EBS-7A

SitioCatCD

-10.13

Interacciones hidrofébicas

TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VAL80, PHES81
Puentes de hidrégeno

SER25, ARG29, THR49,

Interacciones TT>1r

PHE77

EBS-7B

Ciego 1

-11.27

Interacciones hidrofébicas

PRO26, THR65, PHE77, PHE81, GLU102
Puentes de hidrégeno

SER25, ARG36, THR49, GLY 63, ARG89,

EBS-7B

Ciego 2

-10.14

Interacciones hidrofébicas

TRP26, PRO26, THR49, ASP50, GLU 52, LEU62, PHE77, VAL80
Puentes de hidrégeno

SER25, GLY63

Interacciones T>1r

PHE77

EBS-7B

Ciego3

-13.05

Interacciones hidrofébicas

TYR70, ALA112, ARG115, PRO117, TRP133, GLU136, PRO147,
PRO158, ALA159, ARG161, GLU196

Puentes de hidrégeno

LEU162

Interacciones pi-cation

ARG161
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Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa (continuacion)

Derivado

Sitio

Calificaciéon de
acoplamiento
(kcal/mol)

Interaccion con los aminoacidos

EBS-7B

SitioCat AB

-11.89

Interacciones hidrofébicas

TRP26, PRO26, LEU48, PHE77, VAL80, PHE120, ARG123,
Puentes de hidrégeno

SER25, THR49

EBS-7B

SitioCat CD

-10.13

Interacciones hidrofébicas

TRP26, PRO26, MET27, LEU48, THR49, LEU62, PHE77
Puentes de hidrogeno

TRP26, ARG29, ARG123

Interacciones 12> 1

PHE77

Interacciones 1T> cation

ARG123

EBS-8B

Ciego3

-11.01

Interacciones hidrofobicas

ALA112, ARG115, TYR144, PRO145, ALA159, LEU160, ARG161,
GLU196

Puentes de hidrégeno

ARG161, ASP163

Interacciones pi-catidon

ARG161

EBS-8B

SitioCatCD

-10.14

Interacciones hidrofébicas
PRO26, VAL80, LEU84
Puentes de hidrogeno
ARG29, SER32, ARG36
Interacciones 12> 1T
PHE77

88



Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa (continuacion)

Derivado Sitio Calificacion  Interaccién con los aminoacidos
de
acoplamiento
(kcal/mol)
AmDG Ciego AB -8.74 Interacciones hidrofobas
ALA85, GLN114, LEU116, LEU119, ILE121
Puentes de hidrégeno
GLN 110, GLN114, ARG122, ALA123, ASN131,
AmDG Sitio_catsiteAB -7.61 Interacciones hidrofébicas
PRO26, PHE77
Puentes de hidrégeno
ILE24, SER25, TRP26, ARG29, THR49, SER75, ASP 77, ARG123,
AmDG Sitio_catsiteCD -7.33 Interacciones hidrofébicas
THR49, PHE77, VAL80, PHES81, LEU84
Puentes de hidrégeno
ILE24, THR49, ARG89, ASN128
COCHEA- Sitio_catsiteAB -5.35 Interacciones hidrofobicas
TRP26, PHE77, VAL80, PHES1
CoA .
Puentes de hidrégeno
SER25, TRP26, ARG29, SER32, THR49, ASP50, GLY63, ASP77,
ARG89, GLU102, ARG123, ASN128,
COCHEA- Sitio_catsiteCD -5.19 Interacciones hidrofébicas
CoA TRP26, PHE77, VAL80, PHES81

Puentes de hidrogeno
SER25, TRP26, ARG29, SER32, THR49, ASP50, GLY63, ASP77,
ARG89, GLU102, ARG123, ASN 128
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Tabla 12. Interacciones proteina- ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima IpdAB CoA transferasa (continuacion)

Derivado Sitio Calificacién de Interaccién con los aminoacidos
acoplamiento
(kcal/mol)
MeDODA- Sitio_catsiteAB -4.35 Interacciones hidrofébicas
CoA ASP77 _
Puentes de hidrégeno
SER32, ARG36, THR49, GLY63, LYS64, ASP77, ARG89, ASN128
MeDODA- Sitio_catsiteCD -4.3 Interacciones hidrofébicas
ASP77,

CoA Puentes de hidrogeno

SER32, ARG36, THR49, GLY63, LYS64, ASP77, ARG89, ASN128
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5.1.1 Analisis del acomodo de los ligandos en la cavidad del sitio activo

En la Figura 34 se presenta el acomodo de los ligandos AmDG (azul), derivado
EBS-7B (verde) y derivado EBS-6B (violeta) en el sitio catalitico AB comparandolos
con el sustrato COCHEA-CoA (amarillo). Podemos observar que COCHEA-CoA
entra de forma que la cadena alifatica queda por fuera de la superficie del sitio
activo, por el contrario, el AmDG que es una estructura mas pequefa entra y se
ajusta dentro del sitio activo de manera que su acomodo le permite interactuar con
mayor afinidad que COCHEA-CoA. De acuerdo con lo descrito por Clemente Soto
et al. 2014 en la simulacion de acoplamiento molecular con la coenzima A
transferasa construida por homologia se propuso la inhibicién en el sitio activo por
AmDG interviniendo en la posible degradacién de geraniol y 2-metilnaftaleno,
ocasionando inestabilidad en la pared celular de M. tuberculosis. Actualmente se
conoce el funcionamiento y relevancia de la IpdAB CoA transferasa dentro del
catabolismo del colesterol esencial para M. tuberculosis, en este acoplamiento
molecular realizado con la enzima IpdAB cristalizada obtenida del PDB, se confirma
la inhibicion competitiva del sitio activo de la enzima, ya que como observamos en
la figura 34, cuando se hace la superposicion de COCHEA (amarillo) con AmDG
(azul) vemos que este ultimo impediria el acomodo de COCHEA en el sitio activo

interviniendo en la escision del anillo C del colesterol.

Observando las estructuras de los derivados mas afines EBS-7B y EBS-6B
podemos notar que el tamafio de las estructuras podria competir con el de

COCHEA, vy, por lo tanto, pueden entrar al sitio activo sin ningun inconveniente.
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Figura 34. Andlisis del acomodo de los ligandos en comparacion con el
sustrato natural COCHEA de la enzima IpdAB. a) COCHEA (amarillo), b)
AmDG (azul), c) EBS-7B (verde), d) EBS-6B (violeta).

En cuanto al acomodo de los derivados EBS-7B y EBS-6B, vemos que EBS-7B
(verde) entra de manera que la cadena alifatica queda hacia adentro y el bencil
benzimidazol queda acomodado hacia fuera del sitio activo, por el contrario, el
derivado EBS-6B la cadena alifatica queda hacia afuera y los bencilos quedan
acomodados hacia dentro del sitio activo, de acuerdo con estas caracteristicas,
podemos decir que el adicionar sustituyentes con cierto grado de flexibilidad y con

heterociclos voluminosos permitieron mejorar la afinidad del AmDG al sitio activo.
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5.2 Acoplamiento molecular con enzima DXR

La proteina DXR fue sometida a una dinamica molecular identificando estabilidad
en las estructuras a 6.1 ns (cerrada) 8.2 ns (relajada). Los ligandos se sometieron
a un acoplamiento molecular simulando cuatro escenarios diferentes en el sitio
catalitico de la enzima. En la Tabla 13 se presentan las Calificacion de Acoplamiento

(kcal/mol) de los ligandos con las cuatro pruebas de acoplamiento molecular.

Tabla 13. Calificacion de acoplamiento (kcal/mol) de la simulacion del
acoplamiento molecular de los aminoéteres con la enzima DXR de M.

tuberculosis

Derivado Calificacion de acoplamiento (kcal/mol)

1-1 1-2 2-1 2-2
EBS-1A -10.81 -9.22 -11.68 -9.46
EBS-1B -10.4 -10.1 -9.96 -10.2
EBS-2A -9.58 -9.16 -10.89 -10.55
EBS-2B -9.95 -10.07 -9.04 -9.74
EBS-3A -9.24 -9.42 -12.4 -9.78
EBS-3B -10.95 -9.52 -9.85 -10.71
EBS-4A -9.96 -9.23 -11.52 -8.36
EBS-4B -10.37 -9.56 -9.43 -9.82
EBS-5A -9.62 -9.35 -9.15 -10.0
EBS-5B -10.64 -10.09 -10.26 -10.24
EBS-6A -9.64 -10.02 -10.22 -10.56
EBS-6B -12.62 -10.7 -11.69 -11.04
EBS-7A -10.04 -10.75 -10.27 -10.88
EBS-7B -12.17 -11.98 -11.68 -11.18
EBS-8A -11.28 -9.25 9.5 -10.04
EBS-8B -11.66 -10.58 -11.45 -10.74
AmDG -10.5 -7.64 -10.52 9.6
DXP -11.21 -10.51 -13.21 -10.51
Fo8 7.7 -7.31 -7.55 -7.5

Sitio 1-1: Cavidad del sitio catalitico con NADPH en conformacion cerrada

Sitio 1-2: Cavidad del sitio catalitico sin NADPH en conformacién cerrada

Sitio 2-1: Cavidad del sitio catalitico con NADPH en conformacion relajada

Sitio 2-2: Cavidad del sitio catalitico sin NADPH en conformacién relajada

Se marcan en negrita aquellas interacciones con una calificacion de acoplamiento inferior a -
11.0 kcal/mol.
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Las presencia o ausencia de NADPH nos revelan la dependencia del ligando al
cofactor ya que se modifica la conformacién y estabilidad del sitio catalitico, por lo
tanto, si el ligando presenta mejor calificacion de acoplamiento en el sitio con
NADPH indica que depende del cofactor ya que se acopla mejor con la presencia
de NADPH, por otra parte, si existe una mejor calificacion de acoplamiento del
ligando a la proteina cuando no hay NADPH presente, el ligando sera inhibidor
competitivo del NADPH ya que ocuparia su sitio activo. A demas, podemos evaluar
la estabilidad de la union a los ligandos, ya que si su calificacion de acoplamiento
es igual tanto en la conformacién relajada como en la conformacién cerrada se
podria decir que la interaccion es estable independientemente de la conformacion,
en cambio, si la calificacion de acoplamiento varia podria ser inestable la interaccion

proteina ligando.

En la Tabla 13 podemos ver que DXP sustrato natural de la enzima DXR, es el
ligando que mostré la mejor calificacion de acoplamiento de todos los ligandos
evaluados con -13.21 kcal/mol en el sitio con NADPH en conformacién relajada
indicando que es dependiente del cofactor ademas que requiere de la disposiciéon
del sitio catalitico de forma relajada. Como observamos en la Figura 35, DXP se
acopla con el Mn?* (gris) y a su vez tiene interacciones por puentes de hidrogeno
SER152, SER177, ASN218 y LYS 219 y puentes salinos con LYS219. Por otra
parte, se compara al ligando F98 que interactia con una calificacion de
acoplamiento de -7.7 kcal/mol siendo menos afin que DXP y los derivados
propuestos en esta tesis. En la figura 36 se observa a F98 en la conformacion

cerrada con NADPH vy sus interacciones por puentes de hidrogeno LYS128,
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SER152, GLU153, LYS219, GLU222, asi como puentes salinos con ASP151,

GLU153, GLU222.
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Figura 35. Unién de DXP al sitio en conformacién cerrada con NADPH

MET
@ 205
& TRP
~

203

ASN
209 MET
267

L151 !

SER

SER
213

95



Figura 36. Union de F98 al sitio en conformacion cerrada con NADPH

Podemos observar que tanto el AmDG como los derivados evaluados se unen con
mayor afinidad a los sitios cataliticos cuando estos tienen el cofactor (sitio 1-1 y sitio
2-1), independientemente si la simulacion se realizdé con el sitio catalitico en
conformacion cerrada o relajada, de esta manera se asocia la relevancia de NADPH
en el sitio activo ya que mejora la estabilidad de la interaccion. La calificacion de
acoplamiento del AmDG es de -10.5 kcal/mol, por lo tanto, consideramos aquellos
derivados con energias de afinidad inferiores a -11 kcal/mol como los mas
prometedores. El AmDG interactia de manera similar en ambas conformaciones,
tanto en la conformacién cerrada y relajada con una calificacion de acoplamiento de
-10.5 kcal/mol. En la Figura 37 observamos la unién del AmDG en conformacion
cerrada observando interacciones con el Manganeso (gris) e interacciones de 1>

con TRP203 y r>catién con LYS219 (Figura 37).
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Figura 37. Union del AmDG al sitio en conformacion cerrada con NADPH

De la misma manera, en la conformacion relajada el AmDG interactua formando

interacciones de > 1 con PHE306 y m—>cation con LYS219 (Figura 38).
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Figura 38. Union del AmDG al sitio en conformacion relajada con
NADPH.

En la cavidad del sitio catalitico de conformacion cerrada y con NADPH (1-1) se
presenta una mejor calificacion de acoplamiento para los derivados disustituidos
EBS-6B, EBS-7B y EBS-8B. Por otra parte, cuando se hace la prueba con la
conformacién relajada con NADPH (2-1) se puede unir a los ligandos
monosustituidos EBS-1A, EBS-3A, EBS-4A, y a los derivados disustituidos EBS-6B,
EBS-7B y EBS-8B. Como se menciono previamente, la estabilidad de la interaccion
proteina-ligando sera mas prometedora cuando sea similar en la mayoria de las
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simulaciones, por lo tanto, para esta enzima se seleccionaron a aquellos ligandos
que presenten las energias de afinidad inferiores a -11 kcal/mol en los dos sitios
cataliticos con NADPH. Siguiendo esta consideracion se seleccionaron los
derivados EBS-6B, EBS-7B y EBS-8B, siendo el derivado EBS-6B el mas afin con
una calificacién de acoplamiento de -12.62 kcal/mol, por otra parte, el derivado EBS-
7B presenta una afinidad entre -11.18 y -12.17 kcal/mol para las cuatro

simulaciones, siendo el mas estable de todos los derivados evaluados.

El derivado EBS-6B interactua (Figura 39) mediante interacciones hidrofébicas con
LEU139, ILE147, PRO149, ALA158, GLN159, ARG162, LEU229, PHE230,
TRP277, PRO278, puentes de hidrégeno con GLY145 e interacciones TT>1r con

TRP277.
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Figura 39. Unién del derivado EBS-6B al sitio en conformacién cerrada
de la enzima DXR con NADPH.
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Por otra parte, el derivado EBS-6B al acoplarse con la conformacion relajada (Figura
40) mantiene las interacciones hidrofébicas con LEU139, ALA142, ILE147, VAL148,
ALA158, LEU161, ARG162, PRO166, LEU229, PHE230, PRO278, puentes de
hidrogeno con TRP277 e interacciones m—>1 con TRP277. Comparando las
interacciones del derivado EBS-6B con ambas conformaciones, podemos darnos
cuenta de que interacttan de manera muy similar variando unicamente en las
interacciones hidrofébicas, en la conformacion cerrada podemos contar mas

interacciones, posiblemente debido a la estabilidad energética del sitio.
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Figura 40. Unién del derivado EBS-6B al sitio en conformacion relaja de
la enzima DXR con NADPH.
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El derivado EBS-7B interactua con la conformacién cerrada formando interacciones

hidrofobicas con LEU139, ILE147, LEU161, ARG162, PRO166, LEU228, PHE230
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(Figura 41), la interaccion con el sitio relajado ademas de las interacciones antes
mencionadas también presenta interacciones por puentes de hidrogeno con

GLY145, ARG162, TRP277 e interacciones TT>1 con TRP277 (Figura 40).
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Figura 41. Unién del derivado EBS-7B con la conformacion cerrada de la
enzima DXR con NADPH.
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¢

Figura 42. Unién del derivado EBS-7B con la conformacion relajada de la
enzima DXR con NADPH.

El derivado EBS-8B en la conformacidon cerrada mantiene interacciones
hidrofébicas con LEU139, ILE147, VAL148, PRO149, ALA158, LEU161, ARG162,
PHE230, TRP277 y un puente de hidrogeno con GLY 145 (Figura 43), la interaccién

con el sitio relajado solo presenta las interacciones hidrofébicas (Figura 44).
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Figura 44. Union del derivado EBS-8B con la conformacion relajada de la

enzima DXR con NADPH.

En la Tabla 14 se describen todas las interacciones de los acoplamientos

moleculares con mejor Calificacion de Acoplamiento.

Tabla 14. interaccion proteina-ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima DXR

Derivado Sitio Calificaciéon Interacciones
de
acoplamiento
(kcal/mol)
EBS-6B  1-1 -12.62 Interacciones hidrofébicas
LEU139, ILE147, PRO149, ALA158,
GLN159, ARG162, LEU229, PHE230,
TRP277, PRO278
Puentes de hidrogeno
GLY145
Interacciones TT>1r
TRP277
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Tabla 14. interaccion proteina-ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima DXR

(cont.)

Derivado

Sitio

Calificacion
acoplamiento
(kcal/mol)

Interacciones

EBS-6B

2-1

-11.69

Interacciones hidrofobicas

LEU139, ALA142, ILE147, VAL148,
ALA158, LEU161, ARG162, PRO166,
LEU229, PHE230, PRO278

Puentes de hidrogeno

TRP277

Interacciones 1>

TRP277

EBS-7B

1-1

-12.17

Interacciones Hidrofébicas
LEU139, ILE147, LEU161, ARG162,
PRO166, LEU228, PHE230

EBS-7B

2-1

-11.68

Interacciones hidrofobicas

LEU139, VAL148, ALA158, LEU161,
ARG162, PRO166, PHE230, TRP277,
Puentes de hidrogeno

GLY145, ARG162, TRP277
Interacciones T>11

TRP277

EBS-8B

1-1

-11.66

Interacciones hidrofobicas

LEU139, ILE147, VAL148, PRO149,
ALA158, LEU161, ARG162, PHE230,
TRP277

Puentes de hidrégeno

GLY145

EBS-8B

2-1

-11.45

Interacciones hidrofébicas
LEU139, ALA142, ILE147, VAL148,
ALA158, LEU229, PHE230, TRP277

AmDG

-10.5

Interacciones hidrofobicas
ALA176, LEU216, VAL241
Puentes de hidrogeno
ASP151, SER152
Interacciones T>1r
TRP203

Interacciones T=>cation
LYS219

AmDG

2-1

-10.5

Interacciones hidrofébicas

ALA176, LEU216, ANS218, LYS219
Puentes de hidrogeno

ASP151, SER152, PHE181, GLY 183,
ASN218, LYS219

Interacciones > cation

LYS219
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Tabla 14. interaccién proteina-ligando de los mejores acoplamientos moleculares con la enzima DXR (cont)

Derivado Sitio Calificacion Interacciones

de
acoplamiento
(kcal/mol)
DXP 11 -11.21 Puentes de hidrogeno
SER152, SER177, ASN218, LYS219
Puentes salinos
LYS219
F98 11 7.7 Puentes de hidrogeno
LYS128, SER152, GLU153, LYS219,
GLU22,

Puentes salinos
ASP151, GLU153, GLU222.

Los derivados seleccionados por la mejor interaccion con la enzima IpdAB CoA
fueron los derivados EBS-1A, EBS-1B, EBS-5B, EBS-7A, EBS-7B y EBS-E8B. De
estos derivados el derivado EBS-1A podria unirse al sitio alostérico 1 y al sitio
catalitico AB interactuando con los aminoacidos esenciales. El derivado EBS-1B
podria unirse al sitio alostérico 2 y a ambos sitios cataliticos de las dos subunidades
interactuando con los aminoacidos esenciales. El derivado EBS-E5B se une al sitio
alostérico e interacciona en el sitio catalitico CD con los aminoacidos esenciales. El
derivado EBS-7A se une a los dos sitios cataliticos interactuando con una buena
afinidad, sin embargo, podria no inhibir de manera competitiva a los sustratos ya
que no interactua con todos los aminoacidos esenciales del sitio activo. El derivado
EBS-7B mostré una buena interaccion en las 5 evaluaciones destacando con la
mejor calificacion de acoplamiento de todos los acoplamientos en el sitio identificado
como el sitio alostérico 2 de la misma manera interactua en los dos sitios cataliticos
de la enzima interactuando con los aminoacidos esenciales. Por ultimo, el derivado

EBS-8B se une a los aminoacidos del sitio alostérico 2, y al sitio catalitico CD,
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uniéndose a los aminoacidos comunes. Como se menciond anteriormente, la
busqueda de nuevos farmacos normalmente se basa en la busqueda de una
inhibicion competitiva, para este caso se esperaria que una inhibicion competitiva
se diera con una buena interaccion en los sitios cataliticos formando interacciones
especialmente con los aminoacidos ARG89, ASN128, GLU102 debido a que se ha
propuesto que estos aminoacidos son los responsables de llevar a cabo la
conversion de COCHEA-CoA a MEDODA-CoA. A demas de presentar una buena
calificacion de acoplamiento en los sitios cataliticos, estos derivados se han
seleccionado porque también presentan buenas interacciones en otros sitios lo que
nos podria sugerir algun tipo de inhibicion alostérica y en su caso mixta ya que
muestra buena calificacion de acoplamiento para varios sitios evaluados. Con este
enfoque damos oportunidad de la busqueda de nuevos compuestos que nos

permiten tener las dos opciones como inhibicidn del blanco seleccionado.

Por otra parte, los derivados con la mejor interaccién con la enzima DXR fueron los
derivados EBS-6B, EBS-7B y EBS-8B ya que presentan una buena calificaciéon de
acoplamiento con el sitio catalitico tanto en la conformacion cerrada como relajada
cuando estas conformaciones cuentan con NADPH, lo que indica que estaria
actuando de competitiva para DXP y de forma no competitiva con NADPH (Koppisch
et al., 2002). El derivado EBS-6B fue el que mostro mejor afinidad de todas las
evaluaciones con esta enzima en las cuatro posibilidades evaluadas. Por otra parte,
los derivados EBS-7B y EBS-8B también presentaron buenas energias de afinidad
no solo a las evaluaciones que presentan NADPH como cofactor, sino también en

las conformaciones que no lo presentan. Los derivados disustituidos fueron los que
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mejores interacciones mostraron. El derivado EBS-7B fue el que presento mejor
afinidad con el acoplamiento a la enzima IpdAB. El derivado EBS-6B fue el que
presenté mayor afinidad a la enzima DXR en la conformacion cerrada coordinando
con el Mn?* en el sitio activo. Los derivados EBS-1A, EBS-1B, EBS-5B, EBS-7A,
EBS-7B y EBS-8B presentan mas afinidad por la enzima IpdAB, por otra parte, los
derivados EBS-6B, y EBS-7B presentan mayor afinidad por la enzima DXR vy los
derivados que presentan mejor actividad para ambas enzimas son los derivados

EBS-6B y EBS-7B.

5.3 Perfil farmacocinético de los derivados mas promisorios

El analisis del perfil farmacocinético se realizé para los derivados EBS-1A, EBS-1B,
EBS-5B, EBS-6B, EBS-7A, EBS-7B y EBS-8B, sumandose los derivados EBS-3A 'y
EBS-3B obtenidos por semisintesis, asi como medicamentos de referencia
rifampicina, isoniacida y etambutol. Se realiz6 un analisis mediante la plataforma
SwissADME, identificando parametros fisicoquimicos de acuerdo con los criterios
de las reglas de Lipinski, criterios que predicen un perfil farmacocinético favorable
tales como alta absorcion intestinal, baja o nula inhibicién de isoenzimas del
citocromo p450, permeabilidad y biodisponibilidad. Los derivados que cumplen con
los requisitos de dichas caracteristicas podrian sugerir una adecuada
biodisponibilidad oral y menor riesgo de interacciones medicamentosas o toxicidad
metabdlica. Los resultados presentados en la Tabla 15 ilustran los resultados
obtenidos de la evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y la relacién con las
reglas de Lipinski que nos permiten predecir si el derivado promete biodisponibilidad

oral al cumplir o no con las reglas.
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Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas y reglas de Lipinski de los derivados mas promisorios

Clave PM Lipofilicidad NUm. de NUm. de Solubilidad (mg/mL) Reglas de
(g/mol) (Log P o/w) aceptorde H donador de Lipinski

H (Violaciones)

EBS-1A 441.6 5.09 5 1 Pobremente soluble 0 cumple
EBS-1B 552.79 6.19 6 0 Pobremente soluble 1 no cumple

EBS-3A 455.63 5.38 5 1 Pobremente soluble 0 cumple
EBS-3B 580.84 6.77 6 0 Pobremente soluble 2 no cumple
EBS-5B 620.82 6.76 6 0 Pobremente soluble 2 no cumple
EBS-6B 777.04 9.62 6 0 Insoluble 2 no cumple
EBS-7A 550.69 6.36 5 1 Pobremente soluble 2 no cumple
EBS-7B 770.96 8.85 6 0 Insoluble 2 no cumple
EBS-8B 648.87 7.2 6 0 Pobremente soluble 2 no cumple
Rifampicina 822.94 3.25 14 6 Pobremente soluble 3 no cumple

Isoniacida 137.14 -0.35 3 2 Muy soluble 0 cumple

Etambutol 204.31 0.6 4 4 Muy soluble 0 cumple

Los resultados de esta tabla se complementan con la Figura 45 que ilustra el radar de biodisponibilidad, esta herramienta
se representa como un hexagono y en cada vértice se ubica cada uno de los parametros evaluados tales como la
lipofilicidad (LIP) relacionada con el Log P, tamano (SIZE) relacionada con el peso molecular, polaridad (POLAR)
relacionada con los aceptores y donadores de H, insolubilidad (INSOLU, Log S) relacionada con Log de Solubilidad (valores
bajos indican menor solubilidad), insaturaciones (INSATU) relacionadas con los carbonos con hibridacion sp?® y flexibilidad
(FLEX) relacionada con el numero de enlaces rotables, un derivado con buena biodisponibilidad deberia estar dentro de la

zona sombreada.
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Figura 45. Radar de biodisponibilidad de los derivados mas promisorios
del AmDG y los medicamentos de referencia, rifampicina, isoniacida y
etambutol.

Los derivados EBS-1A y EBS-3A destacan como los unicos derivados que cumplen
con las reglas de Lipinski asi como un perfil balanceado cercano a la zona central
en el radar de biodisponibilidad en comparacion con los demas derivados indicando
un perfil favorable en términos de absorcién y permeabilidad intestinal ya que tienen
un peso molecular menor a 500 g/mol, un valor de Log P cercano a 5 indicando
lipofilicidad aceptable manteniéndose en el umbral de la zona sombreada indicando
que tiene pobre solubilidad. Los derivados EBS-1B, EBS-3B, EBS-5B, EBS-6B,
EBS-7A, EBS-7B y EBS-8B incumplen las reglas de Lipinski principalmente por el

peso molecular superior a 500 g/mol y una lipofilicidad elevada con un log P superior

109



a 5, indicando insolubilidad o pobre solubilidad en agua, estas caracteristicas
limitantes podrian afectar su baja biodisponibilidad oral y, por lo tanto, tener baja
absorcion y distribucion. Considerando los datos expuestos para los medicamentos
de referencia, podemos observar que el etambutol y la isoniacida presentan buenas
caracteristicas hidrofilicas y de buena solubilidad, encontrandose dentro de los
parametros ideales, por otra parte, la rifampicina incumple varias reglas de Lipinski
y por ende, algunas caracteristicas se salen del radar de biodisponibilidad, sin
embargo, esto no es un impedimento para que sea un farmaco actual, ya que
aunque las reglas de Lipinski permiten guiar el desarrollo de un farmaco para que
su via de administracion sea oral y permita la mayor biodisponibilidad, no excluye el
potencial bioactivo de la molécula, por lo tanto, no sé limita al disefio de otra

alternativa como forma farmacéutica para la administracion del medicamento.

Simultaneamente se obtuvieron los parametros farmacocinéticos presentados en la
Figura 46. Diagrama BOILED Egg o del “Huevo cocido” que predice de manera
visual la absorcién gastrointestinal (Gl) y la posibilidad de cruzar la barrera
hematoencefalica (BHE) de los compuestos evaluados a partir de los parametros
de lipofilicidad (WLOGP) y el area polar superficial (TPSA), esta informacién se
complementa con el perfil farmacocinético presentado en la Tabla 16 que describe
ademas de estos datos la inhibicion de isoenzimas del citocromo P450 (CYP), la
permeabilidad dérmica estimada y la probabilidad de biodisponibilidad en

porcentaje.
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Figura 46. Diagrama BOILED-Egg, permite identificar la permeabilidad de
acuerdo con la lipofilia (WlogP) y el area de superficie polar topologica
(TPSA). Los derivados EBS-6B, EBS-7B y EBS-8B quedaron fuera del
rango. La zona amarilla indica absorcion gastrointestinal, el area blanca

indica permeabilidad de la BHE. El color azul indica que es sustrato de P-

Pg.

Los derivados EBS-1A, EBS-1B y EBS-3A destacaron con alta absorcién
gastrointestinal al ubicarse en la clara o zona blanca del huevo y permeabilidad de
la BHE al ubicarse en dentro de la yema o zona amarilla, sin embargo, se
identificaron como sustrato de la P-pg, esta proteina de eflujo podria limitar su
acumulacion intracelular y por ende su absorcion, pero no necesariamente limita su
actividad, ademas, presentaron una puntuacion de biodisponibilidad de 0.55

indicando una alta probabilidad de biodisponibilidad oral.
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Tabla 16. Perfil farmacocinético de los derivados mas promisorios

Clave Absorci Permeabi Sustrato Inhibe a Inhibe a Inhibe a Inhibe a Inhibe a Log Biodispo
on GI lidad P-gp CYPP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 Kp nibilidad
BHE

EBS-1A Alta Si Si No No No Si No -4.56 0.55
EBS-1B Alta Si Si No No No Si No -4.33 0.55
EBS-3A Alta Si Si No No No Si No -4.45 0.55
EBS-3B Alta No Si No No No No No -4.10 0.17
EBS-5B Alta No Si No Si No No No -4.53 0.17
EBS-6B Baja No Si No No No No No -2.78 0.17
EBS-7A Baja No Si Si No No Si Si -4.03 0.17
EBS-7B Baja No No No No No No Si -3.27 0.17
EBS-8B Alta No Si No Si No No No -4.05 0.17
Rifampicina Baja No Si No No No No No -7.44 0.17
Isoniacida Alta No No No No No No No -7.63 0.55
Etambutol Alta No No No No No No No -7.60 0.55

Log Kp=Permeabilidad en piel cm/s
Gl= Gastrointestinal

BHE=Barrera hematoencefalica
P-gp= Proteina
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Los derivados EBS-1A, EBS-1B y EBS-3A presentaron capacidad inhibitoria sobre
la isoenzima CYPDG6, este dato es relevante ya que las enzimas CYP2D6
contribuyen al metabolismo de aproximadamente el 20 - 25 % de los medicamentos
de prescripcidn clinica incluyendo betabloqueantes, analgésicos, anticonvulsivos,
antidepresivos y antipsicoticos, antihipertensivos e inhibidores de la recaptacion de
noradrenalina, si la actividad de la CYPDG6 se reduce, podria generar toxicidad al
paciente, al acumular compuestos téxicos de los farmacos no metabolizados (Pratt
et al., 2021) Por otra parte, los derivados EBS-5B, EBS-6B, EBS-7A y EBS-7B
presentan una absorcion gastrointestinal baja sin permeabilidad a BHE, asi como
una probabilidad de biodisponibilidad de 0.17, la cual es muy baja, coincidiendo con
los resultados expuestos previamente, ya que estan limitados principalmente por la
lipofilicidad y poca solubilidad en agua. Algunos de estos derivados también inhiben
enzimas CYP, por ejemplo, el derivado EBS-7A que destaca por inhibira CYPA1A2
(responsable del metabolismo del 10 al 15% de los farmacos que se metabolizan
(Vuppalanchi, 2011)), CYP2D6 y CYP3A4 (enzima mas abundante involucrada en
el metabolismo de aproximadamente el 50% de los medicamentos clinicamente
relevantes (Guttman & Kerem, 2022)), aumentando el potencial de interacciones
medicamentosas relevantes. El derivado EBS-7B es el Unico que se presenta como
no sustrato de proteina P-gp, sin embargo, su biodisponibilidad y absorcion siguen
siendo deficientes. El derivados EBS-6B presentan un log Kp de -2.78, reflejando
baja permeabilidad dérmica y un perfil global poco favorable para administracion
oral, al ser el derivado mas limitado. Comparando con los farmacos de referencia,
se puede ver que la isoniacida y el etambutol presentan alta absorcion Gl, no son

sustratos de P-gp,tampoco inhiben a las isoformas de CYP y exponen probabilidad
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de biodisponibilidad de 0.55, siendo un parametro alto, junto con valores de Log Kp
significativamente negativos (-7.6 cm/s) indicando mayor permeabilidad dérmica, la
rifampicina, en cambio, presenta baja Gl y probabilidad de biodisponibilidad de 0.17
baja, explicando la necesidad de realizar formulaciones especificas para optimizar

su biodisponibilidad oral.

Considerando los parametros de las reglas de Lipinsky y los parametros
farmacocinéticos evaluados in silico los derivados que presenta mejores parametros
ADME son los derivados EBS-1A, EBS-1B y EBS-3A destacando por su alta
absorcién gastrointestinal, permeabilidad a la barrera hematoencefalica,
probabilidad de biodisponibilidad aceptable (0.55) y un perfil metabdlico con
inhibicién limitada a CYP2D6. Considerandos los analisis de los acoplamientos
moleculares y los parametros farmacocinéticos se consideran a EBS-1A como el

derivado mas prometedor.

5.4 Perfil toxicolégico de los derivados mas promisorios

El analisis del perfil toxicoldgico se realizé para los derivados EBS-1A, EBS-1B,
EBS-5B, EBS-6B, EBS-7A, EBS-7B, EBS-8B, EBS-3A y EBS-3B, asi como
medicamentos de referencia rifampicina, isoniacida y etambutol. Se realizd un
analisis mediante la plataforma Protox Il. Los resultados presentados en la Tabla 17
ilustran los resultados obtenidos de la evaluacion de las caracteristicas que nos
permiten predecir si el derivado promete nula, baja o alta toxicidad de acuerdo con
la clasificacion GHS la LDso oral (mg/kg) I: < 5; 1I: 5-50; Ill: >50-300; IV: >300-2000;
V: >2000 -5000; VI: >5000, asi como la probabilidad generar algun tipo de dafo

toxicoldgico en el organismo.
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Tabla 17. Perfil toxicolégico de los derivados mas promisorios

Clave (n'ilf("g) Clase Toxicidad Probabilidad
Respiratoria 0.89
EBS-1A 980 v Inmunotoxicidad 0.99
Respiratoria 0.84
EBS-1B 980 v Inmunotoxicidad 0.98
Respiratoria 0.92
EBS-3A 384 A Inmunotoxicidad 0.99
Atraviesa BHE 0.81
Respiratoria 0.88
Inmunotoxicidad 0.96
EBS-38B 384 v Atraviesa BHE 0.79
Acetilcolinesterasa (AChE) 0.72
Respiratoria 0.93
Inmunotoxicidad 0.93
EBS-58B 345 v Atraviesa BHE 0.78
Acetilcolinesterasa (AChE) 0.74
Neurotoxicidad 0.74
Respiratoria 0.90
EBS-68B 345 v Inmunotoxicidad 0.97
Acetilcolinesterasa (AChE) 0.73
Respiratoria 0.87
EBS-7A 800 v Inmunotoxicidad 0.97
Atraviesa BHE 0.74
Respiratoria 0.86
EBS-7B 800 v Inmunotoxicidad 0.90
Atraviesa BHE 0.76
Respiratoria 0.95
Inmunotoxicidad 0.94
EBS-38B 390 v Atraviesa BHE 0.85
Acetilcolinesterasa (AChE) 0.81
Nefrotoxicidad 0.71
Respiratoria 0.87
Rifampicina 500 v Inmunotoxicidad 0.99
Potencial de Membrana 1
Mitocondrial
Hepatotoxicidad 0.94
Respiratoria 0.87
Carcinogenicidad 0.96
Isoniacida 133 1 Atraviesa BHE 0.99
Receptor de hidrocarburos 1
aromaticos
Acetilcolinesterasa (AChE) 0.94
Etambutol 998 A Respiratoria 0.80

GHS = Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
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De acuerdo con los datos obtenidos en la plataforma Protox Il, se observa que los
derivados y los medicamentos de referencia rifampicina y etambutol se clasifican en
la categoria de toxicidad aguda con un nivel IV el cual indica un riesgo moderado,
por otra parte, la isoniazida presenta un nivel lll siendo una toxicidad alta. En cuanto
a las toxicidades especificas, se observa que todos los derivados comparten
toxicidad respiratoria e inmunotoxicidad. Algunos derivados como EBS-6B y EBS-
8B presentan posible neurotoxicidad debido a la inhibicion de la Acetilcolinesterasa
y probabilidad de atravesar la BHE, indicando que estos derivados podrian generar
posibles efectos secundarios neurolégicos (Colovic et al., 2013); por lo tanto, estos
candidatos se considerarian menos viables debido a su posible efecto toxicoldgico.
Por otra parte, los medicamentos de referencia rifampicina e isoniazida reportan
toxicidades conocidas como nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, neuropatia
(Mereskeviciené & Danila, 2025). Finalmente, como se resume en las tablas 16 y
17, los derivados EBS-1A, EBS-1B, EBS-3A y EBS-7B, presentan un menor
hallazgo de predicciones toxicologicas, lo que los posiciona como los candidatos
mas prometedores desde el punto de vista de seguridad in silico. Sin embargo, estos

hallazgos requieren ser confirmados mediante ensayos experimentales adicionales.
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5.5 Purificacion de AmDG a partir de un extracto crudo

El primer fraccionamiento del extracto crudo de AmDG realizado conforme al
procedimiento descrito en el numeral 4.7.1 de la primera columna, se muestra en la

Figura 47, obteniéndose un 0.56 % de rendimiento.

FRACCIONAMIENTODE EXTRACTO CRISTALIZACIONES CONSECUTIVAS PERLAS BLANQUECINAS
CC gradiente Hex/ACOE Hex/CHCI, 70:30 AmDG puro
10g 314 mg 56 mg (0.56 % rendimiento)
Figura 47. Purificacion del AmDG a partir de un extracto crudo de L.

tridentata, primera columna.

De la segunda CC que se realiz6 para la purificacion de AmDG se obtuvo un 0.95
% de rendimiento. Se realiz6 un pretratamiento a las fracciones ricas en AmDG con
el objetivo de retirar la mayor cantidad de pigmentos, encontrando que el tratamiento
con carbén activado (relacion 1:1) era el mejor procedimiento. Posteriormente,
cuando las aguas madre dejaron de cristalizar por el aumento en la concentracion
de impurezas, se realizé una CC isocratica utilizando una FM Hex/CHCls/acetona
que permitié purificar otra porcion de AmDG por cristalizacion y, por ultimo, las
aguas madre se sometieron a una tercera columna en gradiente CH2Cl2/MeOH
pudiendo retirar aquellas impurezas con RF similar a AmDG con las FM antes
mencionadas. Cabe destacar que se encontré una mejor relacion de solventes para
la cristalizacion usando CH2Cl2 en lugar de CHCIs ya que el procedimiento resulté
mas efectivo. En la Figura 48 se describe el procedimiento general de esta segunda
purificacion.

117



PERLAS BLANQUECINAS|
AmDG puro
95 mg (0.95% rendimiento)

FRACCIONAMIENTO DE TRATAMIENTO CON CCisocrética CRISTALIZACIONES
EXTRACTO CRUDO CARBON ACTIVADO Hex/CHCl;/acetona CONSECUTIVAS
CC gradiente Hex/AcOEt Proporcion 1:1 en CHCI, 65:20:15 Hex/ CH,Cl, 70:30
10g 353.6 mg 280 mg 240 mg TRATAMIENTO DE
AGUAS MADRE
CC gradiente CH,Cl, /MeOH|
78 mg
Figura 48. Purificacion de AmDG a partir de un extracto crudo de L.

tridentata, segunda columna.
De la tercera CC que se realiz6 para la purificacion de AmDG se obtuvo un 1.02%
de rendimiento. Del primer fraccionamiento se obtuvo mayor cantidad de muestra
rica en AmDG, sin embargo, la muestra se obtuvo con mayor presencia de
impurezas. Este resultado puede atribuirse a que la relacion silica:muestra
disminuyo y, por ende, disminuyd la relacidn de numeros de platos teoricos y en
consecuencia, la eficiencia de separacion durante el fraccionamiento. Por tal motivo,
se realizd un pretratamiento a las fracciones ricas en AmDG con carbdn activado
con el objetivo de retirar la mayor cantidad de pigmentos antes de continuar con la
cristalizacion. Debido a que las aguas madre dejaron de cristalizar por el aumento
en la concentracion de impurezas, se realizé una CC en gradiente Hex/CH2Cl2/
MeOH, pudiendo retirar aquellas impurezas con RF similar a AmDG con las FM
antes mencionadas. Cabe mencionar que las perlas recuperadas de esta ultima
columna no requirieron lavados o recristalizaciones, por lo tanto, esta ultima
metodologia sugiere oportunidad para futuras purificaciones de este lignano de
interés. En la Figura 49 se presenta el procedimiento general de esta tercera

purificacion.
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FRACCIONAMIENTO DE
EXTRACTO CRUDO

10g

CC gradiente Hex/AcOEt

TRATAMIENTO CON
CARBON ACTIVADO

Proporcién 1:1 en CHCI,
541 mg

PURIFICACION DE
FRACCION RICA CC en
gradiente Hex/ CH,Cl,/
MeOH

344 mg

CRISTALIZACIONES
CONSECUTIVAS

Hex/CH,Cl, 70:30
180 mg

PERLAS BLANQUECINAS
AmDG puro

102 mg (1.02 %
rendimiento)

AGUAS MADRE

78 mg

Purificacion de AmDG a partir de un extracto crudo de L.
tridentata, tercera columna.

Figura 49.

Se realizé la purificacion de AmDG a partir de un extracto cloroférmico de L.
tridentata mediante tres técnicas diferentes con el objetivo de purificar de manera
mas eficiente y rapida el producto natural de interés. En la Tabla 18 se ilustran los

porcentajes de rendimiento obtenido de cada metodologia empleada.

Tabla 18. Purificacion de AmDG (% de rendimiento)

Metodologia Cantidad (mg) % de rendimiento
Primera columna 56 0.56
Segunda columna 95 0.95
Tercera columna 102 1.02

En la primera columna se obtuvo la menor cantidad de AmDG puro en forma de
perlas blanquecinas, esto se atribuye a las condiciones empleadas desde el
fraccionamiento hasta la cristalizacion, sin embargo, este procedimiento es muy
prolongado debido a que cada cristalizacién tarda de 2-5 a dias y cuando la fraccién
disminuye la concentracion de AmDG (aguas madre), el proceso de la cristalizacion

dejaba de avanzar, por lo tanto, se requiere emplear otro sistema de purificacién.

En la segunda y tercera columna pudo haber un aumento en el porcentaje de

rendimiento de las fracciones ricas en AmDG ya que se realizé el tratamiento de
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aguas madre mediante otros procedimientos que permitieron eliminar impurezas

que tienen un mismo rf en las FM empleadas previamente.

Por lo anterior, se hacen las siguientes recomendaciones para las condiciones

experimentales que se deberian considerar para futuras purificaciones:

1. Mantener una relacion silica:muestra superior a 1:18 en el primer
fraccionamiento del extracto y eluir de tres a cuatro volumenes muertos por
polaridad.

2. Realizar un tratamiento con carbdn activado previo a la cristalizacion para
retirar la mayor cantidad de pigmentos.

3. Realizar una CCF de prueba con las siguientes fases méviles para verificar
pureza.

e Hex/AcOEt 80:20 rf de AmDG 0.5, no permite la separacion de los
isdbmeros o impurezas con mismo rf.

e Hex/CHCls/acetona 65:20:15 rf de AmDG 0.3, permite la separacion
del AmDG de impurezas y pigmentos.

e CH2Cl2/MeOH 99:1 rf de AmDG (0.5), permite la separacién del AmDG
con otras impurezas y pigmentos que tienen rf similar con las
anteriores FM. Ademas, permite separa a un compuesto que en las
otras FM no se permite identificar, este compuesto tiene un rf de
(0.37).

4. Identificar la FM que mejor separé su fraccion rica en AmDG de los
pigmentos, empleando condiciones dptimas de elucién:

e Parala FM Hex/CHCIls/acetona (65:20:15) eluir de manera isocratica.
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e Para la FM CH2Cl2/MeOH 99:1, se recomienda iniciar con un
gradiente de Hex/CH2Cl2 haciendo cambios de 5 unidades por
polaridad.

e Mantener una relacion silica: muestra de 1:40 a 1:50 para aumentar
el numero de platos tedricos y, por ende, promover una mejor
separacion de cada componente de la fraccion. Asi como eluir de tres

a cuatro volumenes muertos por polaridad.

5.5.1 Propiedades fisicas y espectroscopicas de AmDG

El metabolito secundario se obtuvo como un sélido en forma de perlas blanquecinas,
soluble en CHCIs, CH2Cl2, acetato de etilo, acetona y metanol. Con un punto de
fusion de 80 — 81°C; Cz0H2604, PM: 330.42 g/mol. RMN "H (400 MHz, CDCI3) &
(ppm) 6.82 (d, J = 7.9 Hz, 2H; H5, H5’), 6.65 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 2H; H6, HE’), 6.61
(d, J = 1.6 Hz, 2H; H2, H2’), 5.45 (s, 2H; -OH, -OH’), 3.85 (s, 6H; OMe, OMe’), 2.72
(dd, J = 13.5, 5.0 Hz, 2H; H7qa, H7a’), 2.28 (dd, J = 13.5, 9.2 Hz, 2H; H7B, H7/’),
1.74 (m, 2H; H8, H8’), 0.84 (d, J = 6.6 Hz, 6H; H9, H9'). RMN "3C (100 MHz, CDCls)
o (ppm): 16.22 (C9, C9’), 38.89 (C7, C7’), 39.19 (C8, C8’), 55.85 (OMe, OMe’),
111.42 (C2, C2), 113.94 (C5, C5’), 121.71 (C6, C6’), 133.80 (C1, C1"), 143.55 (C3,

C3), 146.31 (C4, C4).
5.5.1.1 Elucidacion estructural de AmDG

Es importante verificar la identidad y pureza del analito purificados, por esta razén
en la Figura 50 se observa el espectro de RMN 'H, obtenido del sélido recuperado

de la purificacion. En la region de los aromaticos, la primera sefial corresponde a
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los hidrégenos 5 y &', esta sefial se ve como un doble con una constante de
acoplamiento de 8 Hz ya que unicamente se acopla con los hidrégenos de la
posicion 6’ respectivamente. Enseguida se ubica la sefial de los hidrogenos 6 y 6’
como un doble de dobles ya que se acopla con los hidrégenos de las posiciones 2,
2’ y 5, 5§ respectivamente, las constantes de acoplamiento serian de 1.6 Hz al
acoplarse con los hidrégenos de la posicion 2, 2° y de 8 Hz al acoplarse con los
hidrégenos de las posiciones 5, 5°. En 6.61 se ubica los hidrogenos 2, 2’ como un
doblete ya que unicamente se acopla con el hidrégeno 6, 6’ con una constante de
acoplamiento de 1.6 Hz. En 5.45 ppm se observa un singulete que integra para dos
hidrogenos, esta sefal corresponde a los hidrogenos de los fenoles (4-OH y 4°-OH)
los cuales no presentan acoplamiento con otros hidréogenos. En 3.85 ppm
encontramos un singulete que integra para seis hidrégenos, como no tiene
hidrogenos vecinos y se encuentran desprotegidos asignamos esta senal a los
hidrogenos de los metoxilos aromaticos (3-OMe y 3°- OMe). En 2.72 ppm se observa
un doble de dobles que integra para dos protones, asignado a 7a y 7a’, acoplados
con7By8,y7B'y 8 (J =13.4, 5 Hz), respectivamente. A 2.28 ppm se identifica otro
doble de dobles que también integra para dos protones, correspondiente a 7ay 7a’
(13.4, 9.2 Hz), que se acoplancon 78y 8,y 7B’y 8', respectivamente. En 1.74 ppm
se distingue un multiplete que integra para dos protones, asignado a los protones
metinicos de 8 y 8', acoplados con los protones de las posiciones 7y 9,y 7'y 9".
Finalmente, en 0.84 ppm se observa un doblete (J = 6.8 Hz) que integra para seis
protones, correspondiente a los grupos metilo en las posiciones 9y 9', los cuales se

acoplan con los protones metinicos adyacentes.
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Figura 50. Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 Hz) de AmDG.

En la Figura 51 se ilustra el espectro de RMN '3C cada sefial integra para dos
carbonos debido a la simetria de la molécula, de esta manera unicamente
observamos diez sefales para los veinte carbonos de toda la molécula. En la region
aromatica a 146.31ppm se observan las sefales correspondientes a los carbonos
(C4, C4’), en 143.55 ppm vemos a (C3, C3’), en 133.80 ppm vemos a (C1, C1’), en
121.71 ppm vemos a (C6, C6’), en 113.94 ppm vemos a (C5, C5’), en 111.42 ppm
vemos a (C2, C2’). En la regidn alifatica se identifican las senales de los carbonos
de los grupos (-OMe y -OMe’) en 55.85 ppm seguidas de las senales en 39.19 ppm
que corresponden a (C8 y C8’), en 38.89 ppm vemos a (C7 y C7’), y por ultimo en

16.22 ppm vemos a (C9 y C9’).
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La elucidacién de la molécula coincide con lo previamente reportado por Favela-
Hernandez et al., 2012 ya que la distribucion de las sefiales confirma la presencia
de un sistema aromatico y caracteristico de los lignanos tipo dibencilbutano,
identificando las sefales de los grupos metoxilo y unidades alifaticas

correspondiente con la estructura del AmDG.

—146.31
~—14355
133.80
12171
11394
11142
55.85
_~39.19
3889
0.01

-OMe 8,8,7,7

L s e e e B e e L e e e e e e B L S e S
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70
f1 (ppm)

Figura 51. Espectro de RMN '3C (CDCI3, 100 MHz) de AmDG.

Como se menciond previamente, el AmDG es una molécula con un plano de
simetria, al presentar un eje de simetria entre en los enlaces de las posiciones 8 y
8 aunado a la simetria en el sustituyente el patrén de senales se simplifica. Para
este trabajo se ha realizado la sustitucion del H fendlico por el sustituyente de
interés, obteniendo dos posibles derivados de cada reaccion, la identificacion de
esta sefial nos indicara si el derivado se obtuvo de manera + mono o meso
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sustituido. En el caso de los derivados + mono sustituidos se observaran todas las
sefales de todos los hidrogenos en la molécula debido a que se perdera la simetria
de esta. En este caso se observara un singulete que integrara para un H fendlico ya
que el otro H fendlico habra sido sustituido. En el caso de los derivados meso se
conserva la simetria de la molécula conservando un patrén de sustitucidon
simplificado, se esperaria no observar la sefial de los H fendlicos en los espectros
de RMN 'H. Considerando que ya se discutié la elucidacion de la molécula de
AmDG tanto con espectros de RMN "H y RMN '3C, solo se hara énfasis en el patrén

de los sustituyentes.

5.6 Propiedades fisicas y espectroscopicas de los derivados de AmDG

Se realizo la semisintesis de los derivados EBS-1B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-6B,
EBS-7B y EBS-8B y se caracterizaron mediante espectroscopia de RMN 'H, RMN

13C y HRMS.

5.6.1 Propiedades fisicas y espectroscépicas del derivado EBS-1B

El derivado EBS-1B se obtuvo como una resina verde; con un 63 % de rendimiento,
soluble en acetato de etilo, cloroformo y diclorometano. El espectro de RMN 'H
mostroé la presencia de una mezcla de estereoisomeros la cual no fue posible
separar, de manera tal que los datos espectroscopicos presentados son los
correspondientes a la mezcla. Para la elucidacion de las estructuras nos apoyamos
del software MestReNova que permitié obtener una prediccidon de espectros de los
cuatro estereoisomeros posibles. De estas, dos estructuras coincidieron con los

espectros experimentales y se ilustran en la figura 52, mientras que los otros dos
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corresponden a sus imagenes especulares, las cuales presentan espectros
idénticos en un medio aquiral. Sin embargo, no fue posible realizar las asignaciones
de manera inequivoca de todas las sefales, debido al solapamiento de algunos
multipletes correspondientes a hidrogenos quimicamente similares. Para lograr una
asignacion completa y sin ambiguedad, seria necesario realizar experimentos

bidimensionales de RMN tales como COSY y HSQC.
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Figura 52. Prediccion del espectro de RMN de 'H de las estructuras de

los derivados obtenidos EBS-1Ba y EBS-1Bb

Derivado EBS-1Ba: (R)-1-etil-2-((4-((2R, 3S)-4-(4-(((S)-1-etilpirrolidin-2-il) metoxi)-3-

metoxifenil)-2,3-dimetilbutil)-2-metoxifenoxi)metil)pirrolidina.
Derivado EBS-1Bb: (2S,2'S)-2,2"-(((((2R,3S)-2,3-dimetlIbutan-1,4-diil)bis(2-metoxi-

4,1-fenilen))bis(oxi))bis(metilen))bis(1-etilpirrolidina).
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Ca4H52N204. PM: 552.80 g/mol, RMN "H (400 MHz, CDCIz) d (ppm) 6.85 (d, J = 8.6
Hz, 1H; 5b,5’b), 6.80 (d, J = 8.7 Hz, 3H; 5a, 5’a), 6.66 (m, 8H; 2a, 2’a, 2b, 2'b, 63,
6’a, 6b, 6'b), 4.28 (sept, J = 8.8, 4.2 Hz, 2H; EBS-1Bb 50", 5 ™), 4.01 (dd, J = 4.6,
1.6 Hz, 2H; 5a0”a, 5a’’a), 3.82 (s, 6H; OMe a), 3.81 (s, 6H; OMe b), 3.79 (d, 4H;
5B”a, 5B"’a, 5B”b, 58"’b ), 3.18 (m, 3H; 4a”a, 4a’’a, 1”a, 1"’a), 2.99 (m, 3H; 4a”b,
4a’b, 1”’b, 1”’b), 2.91 (m, 3H; 4a”b, 4a’’b, 1”b, 1"’b, 6a’a, 6a”a), 2.74 (dd, J = 13.1,
4.6 Hz, 5H; ; 7aa, 7a’a, 7ab, 7a’b ), 2.43 (m, 6H; 4B”a, 4B’"a, 6B"a, 6B3™"a, 6a’b,
6a’’b), 2.27 (m, 8H; 4B3”b, 4B""’b, 6B3”b, 6B"’b, 7Ba, 7f’a, 78b, 78’b), 2.03 (m, 4H; ;
2a”a, 2a’’a, 3a”a, 3a’’a ), 1.91 (m, 4H; 2a”b, 2a’’b, 3a’b, 3a’’b ), 1.78 (m, 12H,;
2B”a, 2B""a, 3B"a, 3p"’b, 2B"b, 2B’b, 3B"b, 3B’b, 8a, 8'a, 8b, 8b), 1.13 (t, J=7.2,
6H; 7’a, 7"’a), 1.11 (t, J=7.2,6H; 7"b, 7""b), 0.84 (d, J = 6.7 Hz, 12H; 9a, 9’a, 9b,
9'b ). RMN "3C (100 MHz, CDCl3) 5 149.18 (CH3, CH3’), 146.64 (CH4, CH4’), 134.48
(CH1, CH1”), 121.06 (CH2, CH2"), 113.13 (CH6, CH6"), 72.42 (OCH25", 5"), 62.61
(OMe), 55.98 (NCH2 4”, NCH2 4), 53.95 (NCH2 17, NCH2 1’”), 49.45 (NCH:2 6",
NCH2 6"”), 39.04 (CH2 7, CH2 77),), 38.46 (CH8, CH8’), 28.87 (CH2”, CH2™"), 23.01
(CH3”, CH3"), 13.97 (CH7”, CH7”), 11.67 (CH3 9, CHs 9’). HRMS (ESI+) m/z

calculada para C34Hs2N204. [M+H]: 553.40053, masa obtenida [M+H]: 553.9869.

5.6.2 Elucidacion estructural del derivado EBS-1B

En la Figura 53 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) de la mezcla de
los derivados EBS-1Ba y EBS-1Bb. La numeracion de la base de AmDG se
mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando las sefiales con color negro. Por otra parte,
las sefiales de los sustituyentes etilpirrolidina se colorearon de rojo y verde para

ayudar a identificar las similitudes de los desplazamientos tanto del espectro
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simulado y el experimental y se numeraron del 1”- 7" y del 1””- 7°” aunado de la letra
a o b segun corresponda al estereoisomero asignado, es importante mencionar que
debido a que los esterecisbmeros no se encuentran en una proporcién 1:1, las
integrales podrian no coincidir con las integrales esperadas, sin embargo, el
desplazamiento y constantes de acoplamiento nos permitieron asignar las sefnales
de la siguiente manera. En 6.85 ppm podemos ver un d con J = 8.6 Hz, que integra
para un hidrogeno de la posicién 5y 5’ del esterecisémero EBS-1Bb que se acoplan
con 6 0 6, en 6.80 podemos ver otro doblete con J = 8.7 Hz que integra para tres
hidrogenos de las posiciones 5, 5’ del estereocisomero EBS-1Ba que se acoplan con
6 0 6, en 6.66 vemos un multiplete que integra para ocho hidrégenos de las
posiciones 2a, 2’'a, 2b, 2’b, 6b, 6’a, 6b, 6’b ya que las sehales se solapan. En 4.28
vemos un sept que integra para dos hidrégenos de la posicion 5a” y 5a’” del
estereoisdmero EBS-1Bb, con una constante de acoplamiento de J= 8.8 y 4.2 Hz
que se acoplan con 1” y 5B. En 4.01ppm vemos un dd con J = 1.6 y 4.6 Hz que

LRE)

integran para dos hidrégenos de las posiciones 5a” y 5a’ del estereocisomero EBS-
1Ba. En 3.82 y 3.81 ppm se observan dos singuletes, cada uno integra para 6
hidrégenos que corresponden a los metoxilos de cada derivado, en esa misma sefial

a 3.79 ppm se encuentra solapalada una sefal que integra para 4 hidrégenos de las

posiciones 53”a, 58"a, 5B”b, 5p’b. En 3.18 ppm vemos un multiplete que integra

bR} 1

para tres hidrégenos que corresponden a las posiciones 4a”a, 4a’’a, 1”a, 1"’a . En
2.99 ppm vemos un multiplete que integra para tres hidrégenos que corresponden
a las posiciones 4a”’b, 4a’’b, 1’b, 1”’b. En 2.91 ppm vemos un multiplete que integra
tres hidrégenos de las posiciones 4a”’b, 4a’’b, 1”b, 1"”’b, 6d’a, 6a”a. En 2.74 ppm

vemos un dd de los hidrogenos de las posiciones 7aa, 7a’a, 7ab, 7a’b ya que integra
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para 4 hidrégenos con J = 4.6, 13.1 Hz. En 2.43 ppm observamos un multiplete que
integran para seis hidrogenos de la posicién 43”a, 43™a, 6p3”a, 6B™’a, 6a’’b, 6a’’b.
En 2.27 ppm vemos un multiplete que integra para ocho hidrégenos de las
posiciones 483”b, 43’’b, 6B3”b, 63"’b, 7Ba, 7B’a, 7Bb, 7f’b. En 2.03 ppm vemos un

1)

multiplete que integra para cuatro hidrégenos de las posiciones 2a”a, 2a’’a, 3a”a,

3a’’a. En 1.91 vemos un multiplete que integra para cuatro hidrogenos de las
posiciones 2a’b, 2a’’b, 3a”’b, 3a”’b. En 1.78 ppm se observa un multiplete que
integra para doce hidrogenos de las posiciones 2B3”a, 2B"a, 3p”a, 3B’b, 2p"b,
2B3b, 3B”b, 3B’"b, 8a, 8'a, 8b, 8'b. En 1.13 y 1.11 vemos dos tripletes que integran
para doce hidrogenos de las posiciones 7”a, 7"’a, 7’b, 7"’b con J = 7.2 Hz, que se
acoplan con dos hidrégenos de la posicion 6 y 6” del nuevo sustituyente. En 0.84

vemos un doblete que integra para doce hidrogenos de las posiciones 9a, 9'a, 9b,

9b cond =6.7 Hz.

En la Figura 50, se presenta el espectro de RMN '3C. Observamos 16 sefiales
correspondientes a los 52 carbonos, ya que como recordamos la estructura tiene
dos ejes de simetria, se conservan nueve senales de la base de AmDG y se
observan ocho senales correspondientes a los sustituyentes. Se identificaron las
sefales pertenecientes los sustituyentes de azul y de negro las que corresponden
al AmDG. Como las senales de la base de AmDG ya se discutieron previamente,
solo se mencionara la identificacion de las sefiales del sustituyente. Observando en
campo alto los carbonos cerca de los heteroatomos, 72.42 ppm vemos a (OCH2) de
la C5” y C5, le siguen los carbonos cerca de los nitrogenos, en 55.98 ppm los

carbonos que se ubican en las posiciones C4” y C4’, en 53.95 ppm los carbonos
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que se ubican en las posiciones C1” y C1’”, en 49.45 los carbonos que se ubican

en las posiciones C6” y 6, continuando con carbonos que estan lejos de

heteroatomos en 28.87 ppm los carbonos de la posicién C2” y C2’”, en 23.01 ppm

los carbonos de la posicion C3” y C3’”, y por ultimo, en 13.97 ppm los carbonos de
la posicion C7”, C7’”. En la tabla 19 se comparan los datos espectroscopicos del
espectro simulado (Figura 52) con el espectro obtenido experimentalmente (Figura

53), la cual, permiti6 asignar con mejor precision las sefiales de los derivados

obtenidos.
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos experimentales y comparacion de los desplazamientos quimicos calculados para

los compuestos EBS-1Ba y EBS-1Bb.

EBS-1Ba EBS-1Bb
Exp Cal Exp Cal Exp Cal Exp Cal| Exp Cal Exp Cal Exp Cal Exp Cal
Posicion 5 5 M M ) ) J J > 5 M M ) J J
(ppm)  (ppm) (ppm)  (ppm)
6, 6’ 6.66  6.88 m m 8 2 - - | 666 680 m dd 8 2 - -
5,5’ 6.80  6.90 d m 1 2 87 - | 685 6.93 d d 3 2 8.6 -
2,2 6.66  6.88 m m 8 2 - - | 666 6.88 m d 8 2 - -
5a”, 50’ 4.01  4.01 dd  dd 1 2 46 - | 428 401 dd dd 1 2 8.8 -
1.6
OMe 3.82 3.82 s s 6 6 - - | 381 3.80 s s 6 6 - -
58°,58” 3.79 3.76 dd dd 3 2 - | 379 376 dd dd 3 2 - -
6a”,6a’” 3.18  3.11 m dd 3 2 - - 1318 290 m m 3 2 - -
70, 7a’ 274 265 dd dd 4 2 131 - | 274 264 dd dd 4 2 13.1 -
4.6 4.6

78, 78’ 244 243 m dd 8 2 - - | 292 238 m dd 8 2 - -
40”,40°” 318  2.94 m m 3 2 - - | 299 292 m m 3 2 - -
17,1” 318 2.92 m m 3 2 - - | 299 28 m m 3 2 - -
6B”, 6B’ 244 2.36 m m 4 2 - - | 228 229 m m 4 2 - -
4B”,4B’” 244  2.36 m m 4 2 - - | 228 231 m m 4 2 - -
20”, 20’ 1.91 1.66 m m 4 2 - - 1191 168 m m 4 2 - -
287,287 176 1.43 m m 12 2 - - | 176 1.42 m m 12 2 - -
30”7, 30’ 1.91 1.74 m m 12 2 - - 1191 174 m m 4 2 - -
387,38 176  1.66 m m 12 2 - - 1176 165 m m 12 2 - -
8,8 203 1.85 m m 12 2 - - 1184 149 m m 12 2 - -
7,7 1.11 1.07 t m 12 6 72 - | 111 1.09 t m 12 6 7.2 -
9,9 0.84 1.07 d m 12 6 67 - | 084 1.08 d m 12 6 6.7 -

Exp= Valor experimental, Cal= Valor calculado
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5.6.3 Propiedades fisicas y espectroscépicas del derivado EBS-3A

Derivado EBS-3A: 4-((2S,3R)-4-(4-(2-(azepan-1-il)etoxi)-3-metoxifenil)-2, 3-

dimetilbutil)-2-metoxifenol

El derivado EBS-3A se obtuvo como una resina verde con 9 % de rendimiento;
C2sH41NO4. PM: 455.30 g/mol, RMN 'H (400 MHz, CDCI3) & (ppm) 6.82 (d, J =7.9
Hz, 1H; H5), 6.80 (d, J=7.9, 1H; H5’), 6.65 (m, 4H; H6, H6’, H2, H2'), 4.15 (t, J = 6.2
Hz, 2H; H8”), 3.86 (s, 3H; H-OMe), 3.82 (s, 3H; H-OMe), 3.08 (i, J = 6.2 Hz, 2H;
H7”),2.89 (t, J=5.3,4H; H1” H6”), 2.73 (m, 2H; H7a, H7a’), 2.29 (m, 2H, H7B, H7R’),
1.73 (m, 6H; H2”, H5”, H8, H8’), 1.63 (m, 4H; H3”, H4"), 0.84 (d, J = 6.4 Hz, H9),
0.83 (d, J=6.4Hz, H9’). RMN '3C (100 MHz, CDClI3) & (ppm) 149.22 (C3), 146.32
(C3’), 146.11 (C4), 143.59 (C4’), 135.19 (C1), 133.73 (C1’), 121.69 (C6), 121.09
(C6’), 114.01 (C5’), 113.41 (C5), 112.73 (C2), 111.47 (C2), 66.74 (C8”), 56.19
(OMe), 55.86 (C1”, C6”), 55.63 (C7”), 39.33 (C7), 39.01 (C7’), 39.03 (C8), 38.75
(C8),27.02 (C3”,C4”), 26.91 (C2”, C5"), 16.28 (C9), 16.15 (C9’). HRMS (ESI+) m/z

calculada para C2sH42N104. [M+H]: 456.31138, masa obtenida [M+H]: 456.31246.

5.6.4 Elucidacion estructural del derivado EBS-3A

En la Figura 55 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCIs, 400 Hz) del derivado EBS-
3A. La numeracion de la base de AmDG se mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando
las sefales con color negro. Por otra parte, las sefiales de los hidrogenos de azepina

se colorearon de azul y se numeraron del 1” al 8”.

En el caso de este derivado observamos que se pierde la simetria de la molécula,

por lo tanto, aparecen todas las sefales correspondientes a la base de AmDG y
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algunas se solapan evitando que se pueda distinguir la multiplicidad de algunas
sefales. En 6.82 y 6.80 ppm vemos las sefales de los hidrogenos 5 y 5 como dos
dobletes solapados, con constante de acoplamiento de 7.9 Hz, en 6.65 ppm vemos
los dobles de doble de los hidrogenos de 6 y 6’ solapados con el doblete de los
hidrégenos 2 y 2°, por tal razén identificamos esta sefial como un multiplete que
integra para los cuatro hidrogenos, en 4.15 ppm vemos la sefial 8” como un triplete
con constante de acoplamiento de 6.2 Hz, ya que se acopla con los hidrégenos de
la posicidon 7”, los cuales también vemos como un triplete en 3.08 ppm con una
constante de acoplamiento de 6.2 Hz, en 3.86 ppm vemos un singulete que
corresponde al metoxilo que se ubica en el mismo anillo aromatico del sustituyente
de azepina, en 3.82 ppm vemos otro singulete del otro metoxilo, en 2.89 vemos la
senal de los hidrégenos de la posicién 1”7 y 6” como un triplete con constante de
acoplamiento de 5.3 Hz, en 2.73 ppm vemos la sefial de los hidrogenos
diasterotopicos de la posicién 7a y 7a’ solapados, por lo tanto, se reportan como un
multiplete, en 2.29 ppm vemos la sefial de los hidrogenos 73 y 78’ solapadas
observandose también como un multiplete, en 1.73 ppm vemos la sefal de los
hidrogenos 2”, 57, H8 y H8’ integrando para 6 hidrégenos observandolo como un
multiplete, en 1.63 ppm vemos la sefial de los hidrégenos 3”, y 4” como un
multiplete, y por ultimo, en 0.84 y 0.83 vemos dos dobles solapados de 9y 9’ con

una constante de acoplamiento de 6.4 Hz.
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5.6.5 Propiedades fisicas y espectroscépicas del derivado EBS-3B

Derivado EBS-3B: 1,1-(((((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-diil)bis(2-metoxi-4, 1-
fenilen))bis(oxi))bis(etan-2,1-diil))bis(azepano)

El derivado EBS-3B se obtuvo como una resina verde con 56 % de rendimiento;
CasHs6N204. PM: 580.85 g/mol, RMN 'H (400 MHz, CDClI3) § 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H;
H5, H5’), 6.67 (dd, J = 8.3, 1.6 Hz, 2H; H6, HE’), 6.64 (d, J = 1.7 Hz, 2H; H2, H2'),
4.1 (t, J = 6.6 Hz, 4H; H8”), 3.83 (s, 6H; OMe), 2.99 (t, J = 6.5 Hz, 4H; H7"), 2.75 (t,
J =6.52 Hz, 8H; H1”, H6”) 2,74 (m, 2H, H7a, H7a’), 2.29 (dd, J = 13.4, 9.3, Hz, 2H;
H7B, H7@’), 1.76 (m, 2H; H8, H8’), 1.67 (m, 8H; H2”, H5”), 1.60 (m, 8H; H3”, H4”),
0.83 (d, J = 6.6 Hz, 6H; H9, HY’). RMN '3C (100 MHz, CDCls) d 149.22 (C3, C3’),
146.44 (C4, C4’), 134.94 (C1, C1°), 121.04 (C6, C6’), 113.15 (C5, C5’), 112.77 (C2,
C2'), 67.24 (C8”), 56.36 (OMe), 55.90 (C1”, C6”, C7”), 39.20 (C7, C7’), 38.86 (C8,
C8’), 27.82 (C3”, C4”), 27.02 (C2”, C5”), 16.23 (C9, C9). HRMS (ESI+) m/z

calculada para CssHs7N204. [M+H]: 581.43183 masa obtenida [M+H]: 581.42906.

5.6.6 Elucidacion estructural del derivado EBS-3B

En la Figura 57 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCIz, 400 Hz) del derivado EBS-
3B. La numeracion de la base de AmDG se mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando
las sefales con color negro. Por otra parte, las sefiales de los hidrogenos de

Azepina se numeraron del 1” al 8”.

En esta molécula identificamos las sefales y multiplicidad similar al derivado
monosustituido, las diferencias principales radican en la integracién de los

hidrégenos en la region alifatica, debido a ambos sustituyentes, como la molécula
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es simétrica, las sefales tienen la misma multiplicidad y desplazamiento, pero
integran para el doble de sefales. El desplazamiento, multiplicidad e integrales en
la region aromatica se mantienen similares, por esta razén continuaremos con la
region alifatica comenzando con los hidrogenos del sustituyente la posicion 8”
cercanos al oxigeno, desplazados en 4.1 ppm viéndolos como un triplete que integra
para 4 hidrégenos, después vemos los hidrogenos de los metoxilos como un
singulete que integra para 6 hidrogenos, en 2.99 vemos un triplete que integra para
4 hidrégenos de la posicion 77, en 2.75 vemos un triplete de los hidrogenos de la
posicion 1” y 6”, solapado con las sefales, 7a y 7a’, ya que integra para 10
hidrogenos. En 2.29 ppm vemos un doble de doble que integra para 2 hidrégenos
de la posicion 7 y 7B’, en 1.76 ppm vemos un multiplete que integra para dos
hidrogenos de la posicion 8 y 8’, en 1.67 vemos un multiplete que integra para 8
hidrogenos de las posiciones 2” y 5”, en 1.60 ppm vemos un multiplete que integra
par 8 hidrogenos de las posiciones 3” y 4”, estos multipletes estdn muy cercanos,
por esta razon se integraron juntos dando el total de los 16 hidroégenos, por ultimo,
en 0.83 ppm vemos los hidrogenos de los metilos de la posicidon 9y 9" que integran

para 6 hidrogenos.

En la Figura 58, se presenta el espectro de RMN '3C. Observamos 14 sefiales
correspondientes a los 52 carbonos, se conservan 10 senales de la base de AmDG
y se observan cuatro senales correspondientes a los sustituyentes. Se identificaron
las sefales pertenecientes a los sustituyentes de azul y de negro las que
corresponden al AmDG. Como las senales de la base de AmDG ya se discutieron

previamente, solo se mencionara la identificacion de las sefiales del sustituyente.
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Observando en campo alto las sefales de los carbonos cerca de los heteroatomos,
en 67.24 ppm vemos el OCH2 de la posicién 8”7, en 55.90 ppm vemos los carbonos
de la posicién 17, 6” y 7" que se encuentra cerca del nitrogeno, en 27.82 ppm vemos
los carbonos de la posicion 3” y 4”, por ultimo, en 27. 02 ppm vemos las sefiales

correspondientes a los carbonos de las posiciones 2” y 5”.
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5.6.7 Propiedades fisicas y espectroscépicas del derivado EBS-6B

Este derivado se eligi6 como uno de los prometedores ya que cuando se realiz6 el
acoplamiento molecular se observé el mejor DS de todos los ligandos al acoplarse
con la enzima DXR pudiendo ser este su posible mecanismo de accion en caso de
tener una buena MIC al ser evaluada contra M. tuberculosis. Ademas, al realizar las

pruebas farmacocinéticas con Swiss ADME mostré ser uno de los mejores.

Derivado EBS-6B: 2,2-((((2S,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diyl) bis (2-metoxi-4,1-

fenilen)) bis (oxi)) bis (N, N-dibenciletan-1-amina)

El derivado EBS-6B se obtuvo como una resina verde; con un 63 % de rendimiento;
Cs2HsoN204. PM: 777.06 g/mol, RMN "H (CDCls, 400 MHz) & 7.36 (d, J=7.4 Hz, 8H;
H2”, HE’), 7.30 (t, J=7.4 Hz, 8H; H3”, H5”), 7.23 (id, J=7.0, 1.02 Hz, 4H; H4"), 6.61
(m, 6H; H5, H5’, H6, H6’, H2, H2’), 4.06 (i, J=6.4 Hz, 4H; H9”), 3.78 (s, 6H; OMe),
3.72 (s, 8H; H7”), 2.93 (t, J=6.4 Hz, 4H; H8”), 2.72 (dd, J=13.4, 4.8 Hz, 2H; H7q,
H7a’), 2.27 (dd, J=13.4, 9.4 Hz, 2H; H7B, H7B’), 1.72 (m, 2H; H8, H8’), 0.83 (d, J=6.5
Hz, 6H; H9, H9’). RMN "3C (CDCls, 100 MHz) & 149.02 (C3, C3’), 146.2 (C4,C4),
139.86 (C17), 134.57 (C1,C1’), 128.84 (C2”, C6”), 128.31 (C3”, C4”, C5”), 126.79
(Ce, C6’), 120.94 (C5, C5’), 112.65 (C2, C2"), 67,65 (-OCH2 97), 59.21 (-NCH2 77),
55.93 (-NCH2 8”), 52.00 (-OMe), 39.17 (C7, C7’), 38.74 (C8, C8’), 16.01 (C9, C9).
HRMS (ESI+) m/z calculada para Cs2He1N204. [M+H]: 777.46313 masa obtenida

[M+H]: 777.45947.
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5.6.8 Elucidacion estructural del derivado EBS-6B

En la Figura 59 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCIz, 400 Hz) del derivado EBS-
6B. Como podemos ver la estructura de la molécula tiene dos planos de simetria,
un eje en el enlace de las posiciones 8 y 8 de la estructura base de AmDG, y otro
eje de simetria justo en la posicion del nitrégeno que enlaza a los bencilos que
pueden rotar y no tienen sustituyentes, por lo tanto, los hidrogenos de los bencilos
son quimica y magnéticamente idénticos. La numeracion de la base de AmDG se
mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando las sefiales con color negro. Por otra parte,
las sefiales de los sustituyentes dibencil etil amina se colorearon de azul y se

numeraron del 1”-9” para las posiciones ubicadas en el bencilo simétrico.

Una vez identificadas las sefales tanto de la base de AmDG vy el sustituyente,
notamos la ausencia de la sefal de los fenoles, por lo tanto, estamos seguros de

que el derivado obtenido es disustituido.

En campo bajo observamos las sefales de los hidrégenos aromaticos, comenzando
con los hidrégenos bencilicos del sustituyente (azul). En 7.40 ppm identificamos un
doblete que corresponde a los hidrogenos 2”, 6”, se estan acoplando en orientacion
orto con un hidrogeno vecino y tienen una constante de acoplamiento de J=7.4 Hz.
En 7.30 ppm vemos un triplete que corresponde a los hidrogenos 3” y 5” integra
para 8 hidrégenos y se acoplan con un hidrégeno vecino en posicién orto y tiene
una constante de acoplamiento de J=7.4 Hz. En 7.23 ppm vemos un triplete
dobleteado que integra para cuatro hidrégenos de las posiciones 4”, se acoplan en
orto y meta con un vecino y vemos dos constantes de acoplamiento de J=7.0 y 1.02

Hz. En 6.61 vemos un multiplete que integra para los 6 hidrogenos (negro) 6, 6’, 5,
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5, 2, 2. Continuamos con los hidrogenos alifaticos que se encuentran
desprotegidos por la cercania de los heteroatomos. En 4.06 ppm vemos un triplete
que integra para los hidrégenos de la posicién 9” (azules) con una constante de
acoplamiento de J= 6.4 Hz que se acopla con los hidrogenos de la posicion 8”. En
3.78 ppm vemos un singulete que integra para 6 hidrogenos de los metoxilos. En
3.72 ppm vemos otro singulete que integra para 8 protones de la posicion 77 (azules)
estos hidrégenos no se alcanzan a acoplar con ningun otro. Posteriormente en 2.93
se observan los 4 hidrogenos de la posicion 8" que se acoplan con los hidrogenos
de la posicién 9” con dos constantes de acoplamiento de 6.4 Hz. Por ultimo, en
campo alto se encuentran los hidrégenos alifaticos de la base de AmDG que

previamente se discutieron.

En la Figura 60, se presenta el espectro de RMN '3C. Observamos 16 sefiales
correspondientes a los 52 carbonos, ya que como recordamos la estructura tiene
dos ejes de simetria, se conservan 10 sefales de la base de AmDG y se observan
seis senales correspondientes a los sustituyentes. Se identificaron las senales
pertenecientes los sustituyentes de azul y de negro las que corresponden al AmDG.
Como las sefales de la base de AmDG ya se discutieron previamente, solo se
mencionara la identificacion de las sefales del sustituyente. Observando en campo
bajo las sefiales de los carbonos aromaticos, en 139.86 ppm a los C de la posicién
17, en 134.57 ppm a CH de las posiciones 2” y 6”, en 128.53 ppm a CH de las
posiciones 3", 4”7,y 5”; posteriormente a campos mas bajos se ubican los carbonos
cerca de los heteroatomos, a 67,65 ppm vemos los OCH2 de las posiciones 9”, en

59.21 ppm vemos los carbonos de la posiciones 7” que se encuentra entre el
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nitrogeno y bencilo, en 55.93 ppm vemos los carbonos de las posiciones 8” que se
encuentra cerca del nitrégeno. Las sefales ubicadas a campos mas altos

corresponden a los carbonos alifaticos de la base de AmDG.
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5.6.9 Propiedades fisicas y espectroscépicas del derivado EBS-7B

Derivado EBS-7B:  2,2-(((((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil) bis(2-metoxi-4, 1-

fenilen))bis(oxi))bis(metilen))bis(1-benzil-1H-benzo[d]imidazol)

El derivado EBS-7B se obtuvo como una resina verde con 12 % de rendimiento;
CsoHs0N4O4. PM: 770.38 g/mol, RMN 'H (400 MHz, CDClI3) 6 7.80 (d, J = 7.5 Hz, 2H;
H3”), 7.24 (m, 12H; H6”, H4”, H5”, H2"”, H6™”, H4"”), 7.08 (m, 4H; H3"’, H5), 6.99
(d, J = 8.1 Hz, 2H; H5, H5’), 6.62 (dd, J = 8, 1.06 Hz, 2H; H6, HE’), 6.61 (d, J = 1.08
Hz, H2, H2’), 5.64 (s, 4H; H8”), 5.34 (s, 4H; H7"”), 3.69 (s, 6H; OMe), 2.71 (dd, J =
13.4, 4.7 Hz, 2H; H7a, H7a’), 2.26 (dd, J = 13.4, 9.4 Hz, 2H; H7B, H7R’), 1.73 (m,
2H; H8, H8’), 0.82 (d, J = 6.6 Hz, 6H; H9, H9’). RMN "3C (100 MHz, CDCI3) & 149.83
(C17), 149.66 (C3, C3’),145.19 (C4, C4’), 142.33 (C7”), 136.41 (C1"), 136.07 (C2"),
135.90 (C1, C1°), 128.70 (C3, C5), 127.66 (C6™’), 126.62 (C4™’), 123.31 (C5”),
122.35 (C6, C6’), 121.07 (C4”), 120.13 (C6”), 115.19 (C5, C5’), 112.67 (C2, C2),
110.17 (C3”), 65.15 (C8”), 55.59 (OMe), 47.57 (C7’”), 39.20 (C7), 38.89 (C8, C8’),
16.17 (C9, C9’). HRMS (ESI+) m/z calculada para CsoHs51N4O4. [M+H]: 771.39103

masa obtenida [M+H]: 771.39075.

5.6.10 Elucidacion estructural del derivado EBS-7B

En la Figura 61 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCls, 400 Hz) del derivado EBS-
7B. La numeracion de la base de AmDG se mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando
las sefales con color negro. Por otra parte, las sefales de los sustituyentes se
colorearon de azul y se numeraron del 1” al 8” para el benzimidazol y del 1" al 6°”

para el bencilo.
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En campo bajo observamos las sefales de los hidrégenos aromaticos, comenzando
con los hidrégenos bencilicos del sustituyente (azul). En 7.80 ppm vemos un doblete
que corresponde a los hidrégenos de la posicion 3” de del Benzimidazol con una
constante de acoplamiento de 7.5 Hz, enseguida observamos un multiplete en 7.24
ppm que integra para 12 hidrégenos, los cuales corresponden a las posiciones 67,
4”57, del benzimidazol y 2'”,6”,4” del bencilo, estas sefiales caen en el mismo
desplazamiento solapandose y ocasionando que su multiplicidad no pueda ser
definida, en este mismo multiplete se encuentra la sefal del solvente CDClz que es
la que se observa con mayor intensidad. En 7.08 ppm vemos un multiplete que

LR

integra para los hidrégenos de las posiciones 3 y 5™ del bencilo encontrandolo a
campos mas altos. En 6.99 ppm vemos un doblete con una constante de
acoplamiento de 8.1 Hz para los hidrégenos de la posicion 5, 5’ de la base de
AmDG, posteriormente en 6.62 ppm vemos un doble de doble de los hidrégenos de
la posicion 6 y 6’ y el doblete de la posicion 2y 2’. En 5.64 ppm vemos un singulete
de los hidrogenos de la posicidén 8” vecinos al oxigeno y al benzimidazol, en 5.34
vemos otro singulete de los hidrégenos de la posicion 7°” vecinos a la amina y al

bencil. Las demas sefiales en la regién alifatica corresponden a la base de AmDG

las cuales son similares a las explicadas previamente.

En la Figura 62, se presenta el espectro de RMN '3C. Observamos 23 sefiales
correspondientes a los 50 carbonos, se conservan diez sehales de la base de
AmDG y se observan trece senales correspondientes a los sustituyentes. Se
identificaron las sefales pertenecientes los sustituyentes de azul y de negro las que

corresponden al AmDG. Como las senales de la base de AmDG ya se discutieron
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previamente, solo se mencionara la identificacion de las sefiales del sustituyente.
En campo bajo vemos las sefiales de los carbonos aromaticos comenzando con
aquellos mas desprotegidos por la cercania a un heteroatomo, en este caso, en
149.83 ppm vemos a C1” del benzoimidazol ya que esta entre los dos nitrogenos,
en 149.66 ppm vemos a (C3, C3’) que corresponden a los carbonos bencilicos
unidos al oxigeno del metoxilo, en 145.19 ppm vemos a (C4, C4’) que corresponden
a los carbonos bencilicos que tienen como sustituyente al éter, en 142.33 ppm
vemos a (C7”’) que corresponde a los carbonos unidos a la imina del benzoimidazol,

LR

en 136.41 ppm vemos a (C1’’) carbono que esta entre la imina y la amina terciaria
del imidazol, en 136.07 ppm vemos a (C2”) que une al benceno con el imidazol y
esta del lado de la amina terciaria, en 135.90 ppm vemos a (C1, C1’) carbonos del
benceno de la base de AmDG que estan en posicidon para respecto al éter, en 128.70
ppm vemos a (C3"”, C5™) que se ubican en posicidn meta respecto a la posicién
C1” del bencilo, en 127.66 ppm vemos a (C6’’) que se ubica en posicion orto
respecto a la posicién C1" del bencilo, en 126.62 ppm vemos a (C4”’) que se ubica

en posicion para respecto a la posicion C1”” del bencilo , en 123.31 ppm vemos a
(C5”) del benzimidazol, en 122.35 ppm vemos a (C6, C6’) que se ubican en
posicion para del metoxilo de la base de AmDG, en 121.07 ppm vemos a (C4”) del
benzoimidazol, en 120.13 ppm vemos a (C6”) del benzoimidazol, en 115.19 ppm
vemos a (C5, C5’) y en 112.67 ppm vemos a (C2, C2’) de los bencenos del AmDG,
por ultimo, en 110.17 ppm vemos a (C3”) del Benzoimidazol. Las sefales
identificadas en la regién alifatica corresponden en su mayoria a la base de AmDG

manteniendo un desplazamiento similar, en esta region se suman las sefiales de los

carbonos alifaticos C8” que estan unidos al oxigeno del éter y C7"” que esta unido
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a la amina terciaria del Benzimidazol, desplazados en 65.15 y 47.57 ppm,

respectivamente.
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5.6.11 Propiedades fisicas y espectroscoépicas del derivado EBS-8B

Derivado  EBS-8B:  2,2-(((((2R,3S)-2, 3-dimetillbutano-1,4-diil)bis(2-metoxi-4, 1-

fenilen))bis(oxi))bis(etano-2, 1-diil))bis(1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina)

El derivado EBS-8B se obtuvo como una resina verde; con un 33 % de rendimiento;
Ca2H52N204. PM: 648.89 g/mol, RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & 7.12 (m, 6H; H3”, H5”,
H4”), 7.02 (m, 2H; H6”), 6.84 (d, J = 8.0 Hz, 2H; H5, H5’), 6.68 (m, 4H; H6, H6’, H2,
H2%), 4.23 (t, J = 6.2 Hz, 4H; H11”), 3.84 (s, 6H; OMe), 3.80 (s, 4H; H1”), 3.02 (t, J
=6.2 Hz, 4H; H10”), 2.90 (m, 8H; H9”, H8"), 2.75 (dd, J = 13.4, 4.8 Hz, 2H; 7q, 7a’),
2.30 (dd, J = 13.4, 9.4 Hz, 2H; 78, 78’), 1.77 (m, 2H; H8, H8’), 0.85 (d, J = 6.6 Hz,
6H; H9, H9’). RMN 3C (100 MHz, CDCl3) 149.26 (C3, C3’), 146.27 (C4, C4’), 135.08
(C1, C1’), 134.53 (C7”), 134.06 (C2”), 128.68 (C6”), 126.59 (C3”), 126.17 (C4"),
125.63 (C5”), 121.04 (C6, C6’), 113.37 (C5, C5), 112.77 (C2, C2’), 67.26 (C11’),
56.84 (C1”), 56.40 (OMe), 55.89 (C10’), 51.45 (C9”), 39.23 (C7, C7’), 38.87 (C8,
C8’), 28.92 (C8”), 16.22 (C9, C9’). HRMS (ESI+) m/z calculada para Ca2Hs53N4Oa4.

[M+H]: 649.40053 masa obtenida [M+H]: 649.40286.

5.6.12 Elucidacion estructural del derivado EBS-8B

En la Figura 63 se ilustra el espectro de RMN 'H (CDCIs, 400 Hz) del derivado EBS-
8B. La numeracion de la base de AmDG se mantiene como 1-9 y 1’-9’ identificando
las sefales con color negro. Por otra parte, las sefales de los sustituyentes se
colorearon de azul y se numeraron del 1” al 11” para la isoquinolina. En campo bajo
observamos las sefales de los hidrégenos aromaticos, comenzando con los

hidrégenos de la isoquinolina (azul). En 7.12 ppm vemos un multiplete debido al
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solapamiento de las sefales que integran para 6 hidrégenos correspondientes a las
posiciones H3”, H5”, H4”, en 7.02 ppm vemos otro multiplete, que integra para 2
hidrogenos de la posicién H6”, en 6.84 ppm vemos un doblete con constante de
acoplamiento de 8.0 Hz para los hidrégenos H5, H5’, en 6.68 ppm vemos un
multiplete por solapamiento de las sefales correspondientes a los hidrogenos H6,
H6’, H2 y H2’, en 4.23 ppm vemos un triplete con constante de acoplamiento de 6.2
Hz, para los hidrégenos H11”, en 3.84 ppm vemos un singulete correspondiente a
los hidrogenos del metoxilo, en 3.80 ppm vemos un singulete correspondiente a los
hidrogenos H1” de isoquinolina, en 3.02 ppm vemos un triplete con constante de
acoplamiento de 6.2 Hz correspondientes a los hidrogenos H10”, las demas
sefales de la regién alifatica corresponden a la base de AmDG similares explicadas

previamente.

En la Figura 64, se presenta el espectro de RMN '3C. Observamos 21 sefales
correspondientes a los 42 carbonos, ya que como recordamos la estructura tiene un
plano de simetria, se conservan diez sefales de la base de AmDG y se observan
once sefales correspondientes a los sustituyentes. Se identificaron las senales
pertenecientes los sustituyentes de azul y de negro las que corresponden al AmDG.
Como las sefales de la base de AmDG ya se discutieron previamente, solo se
mencionara la identificacion de las senales del sustituyente. En campo bajo vemos
las sefales de los carbonos aromaticos comenzando con aquellos mas
desprotegidos por la cercania a un heteroatomo, en este caso, en 149.26 pmm
vemos a (C3, C3’) y en 146.27 ppm a (C4, C4’) ambos tipos de carbonos estan

directamente unidos a un éter, en 135.08 ppm vemos a (C1, C1’), en 134.53 ppm

156



vemos a (C7”) y en 134.06 ppm vemos a (C2”); en 128.68 ppm vemos a (C6”), en
126.59 ppm vemos a (C3”), en 126.17 ppm vemos a (C4”) y en 125.63 ppm vemos
a (C5”) estos carbonos son metinos de la isoquinolina; en 121.04 ppm vemos a (C6,
C6’), en 113.37 ppm vemos a (C5, C5’)y en 112.77 ppm vemos a (C2, C2’) estos
metinos son de la base de AmDG, en 67.26 ppm vemos a (C11’) es un metileno
unido al oxigeno, en 56.84 vemos a (C1”) es un metino de la isoquinolina que se
encuentra unido a la amina y al benceno, en 56.40 pmm vemos a (OMe) metilo de
la base de AmDG, en 55.89 ppm vemos a (C10’) es un metileno unido a la amina,
en 51.45 ppm vemos a (C9”) un metileno unido a la amina, en 28.92 ppm vemos a

(C8”), un metileno de isoquinolina.
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5.7 Evaluacién de la actividad antimicobacteriana y citotoxica

Se evaluaron seis derivados contra M. tuberculosis H37Rv sensible a farmacos de
primera linea y G117 resistente a rifampicina, isoniazida y etambutol obteniendo los

resultados presentados en la Figura 65.
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Figura 65. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) en ug/mL de los

derivados sintetizados en las cepas de M. tuberculosis H37Rv (sensible a
medicamentos de primera linea) y M. tuberculosis G117 (resistente a
rifampicina, isoniazida y etambutol).

Se presentan los datos de menor a mayor actividad, de tal manera que observamos
los derivados EBS-6B y EBS-7B presentaron una CMI > 50 ug/mL para ambas
cepas siendo una concentracién similar a la del AmDG, por lo tanto, podemos decir
que los sustituyentes como el dibencilo y bencil benzimidazol no mejoraron la
actividad contra las cepas evaluadas de M. tuberculosis, el derivado EBS-1B
presenta una CMI de 25 ug/mL para ambas cepas, por lo tanto, podemos decir que

el sustituyente de etilpirrolina mejora la actividad contra la cepa G117 respecto al
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AmDG, pero no contra H37Rv ya que la CMI es similar, vemos que la actividad
contra M. tuberculosis mejora con el sustituyente de Azepina debido a que la CMI
del derivado monosustituido EBS-3A fue de 25y 12.5 yg/mL para H37Rv y G117
respectivamente, por otra parte, el derivado disustituido presenté una CMI de 12.5
Mg/mL para ambas cepas siendo mejor que la presentada por AmDG, continuando
con el analisis vemos que el derivado EBS-8B que tiene como sustituyente
isoquinolina presentdé una CMI de 6.25 y 125 pg/mL para H37Rv y G117
respectivamente, mejorando la CMI respecto al AmDG. Por lo tanto, podemos decir
que el derivado con mejor actividad contra las cepas H37Rv y G117 de esta serie
es el derivado EBS-8B, ya que presenta una CMI menor que AmDG al momento de
inhibir el crecimiento de las cepas evaluadas, sin embargo, al comparar los datos
con el derivado meso-31 (Reyes Melo et al. 2017) que tuvo una CMI de 3.125 ug/mL
para la cepa H37Rv se puede observar que la actividad contra esta cepa no fue
mejorada, por otra parte, si lo comparamos con el derivado meso-26 que tuvo una
CMI de 6.25 pg/mL para la cepa H37Rv podemos decir que tienen una actividad
similar contra esta cepa. Si bien, no podemos hacer una comparaciéon de la
actividad de los derivados de Reyes Melo contra las cepas resistentes ya que son
diferentes a la que se evalu6 en este proyecto, es importante mencionar que las
CMI de las cepas resistentes G122 y G133 en las que se valuaron el derivado meso-
30 fue de 6.25 ug/mL y para el derivado meso-26 fue de 12.5 ug/mL para ambas,
en este caso el derivado que tuvo mejor actividad contra la cepa resistente G117
evaluada fue el derivado EBS-8B. Considerando que el grupo funcional que mejoré
la actividad del AmDG es una isoquinolina se considera importante mencionar la

relevancia de este heterociclo ya que se ha asociado con actividad
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antimicobacteriana significativa, ya que forma parte de compuestos naturales y
sintéticos con actividad antituberculosa relevante, por ejemplo, los metabolitos
secundarios de Tiliacora trianda, la tiliacorinina y la 2’-Nortiliacorinina presentan un
nucleo un bisbenzilisoquinolina ambos con una CMI de 0.7-6.2 ug/mL demostrando
evidencia del nucleo de isoqulina al presentar como mecanismo de accion la

alteracion de la pared celular y procesos metabdlicos (Sureram et al. 2012).

Comparando con los farmacos de referencia vemos que el derivado que podria
competir contra la actividad de algunos de los farmacos de referencia seria el
derivado EBS-8B contra la isoniacida ya que es el que tiene una mayor CMI para la
cepa resistente G117. Considerando la relacion estructural con la bedaquilina,
farmaco antituberculoso complementario para el tratamiento contra M. tuberculisis,
multifarmaco resistente ya que tienen nucleo aromatico de quinolina el cual inhibe
la homeostasis del ATP como mecanismo de accion ((Liu et al., 2022)
(Bellapukonda et al., 2025). En cuanto a las caracteristicas estructurales, la
isoquinolina aporta una superficie aromatica plana y un atomo de nitrégeno
aromatico capaz de interactuar como aceptor de hidrogenos favoreciendo
interacciones 11T y enlaces no covalentes con residuos del sitio activo de enzimas
micobacterianas. En concordancia con estos antecedentes, los resultados de
acoplamiento molecular obtenidos en este trabajo muestran que el derivado que
contiene el sustituyente isoquinolina presenta una afinidad elevada por la enzima
IpdAB CoA transferasa, acomodandose adecuadamente dentro de la bolsa

hidrofébica del sitio catalitico. Esta interaccion sugiere un posible mecanismo de
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accion asociado a la inhibicion del metabolismo del colesterol, proceso esencial para

la supervivencia y persistencia de M. tiberculosis en el hospedero.

En la tabla 20 se presentan los resultados de la actividad antituberculosa (CMI),
citotoxicidad expresados en Concentracién Inhibitoria Media (ICso) y el indice de
Selectividad (IS). El Derivado EBS-8B mostrd la mejor actividad antituberculosa
frente a la cepa sensible H37Rv con una CMI de 6.25 yg/mL y una CMI de 12.5
Mg/MI frente a la cepa resistente G117, con IS de 2.93 y 1.46 para la cepa H37Rv y
G117 respectivamente, este derivado es el unico que presenta un IS mayor a 1 para
ambas cepas, sugiriendo ser un derivado que favorece su selectividad frente a M.
tuberculosis. Comparando con el AmDG (CMI de 25 ug/mL, ICsode 11.84, 1S=0.90)
se observa que el derivado EBS-8B supera la actividad del AmDG, por lo tanto, las
modificaciones estructurales en dicho derivado se consideran efectivas para el

aumento en la potencia y selectividad antimicobacteriana.

Por el contrario, los derivados EBS-1B, EBS-3B, y EBS-3A presentaron actividad
moderada (CMI de 12.5-25 ug/mL), sin embargo, mostraron baja selectividad con
un IS <0.5, considerando que su ICso fue <6 ug/mL siendo un valor mayor al
etoposido, el compuesto que se usé como control positivo presentd una ICso= 11.84
pMg/mL. Los derivados EBS-6B y EBS-7B fueron los menos activos contra ambas
cepas ya que presentaron un CMI > 50 ug/mL, de la misma manera fueron los
derivados que presentaron menor efecto citotdéxico con una ICso= 77.71 y 24.46

Mg/mL, respectivamente.
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Tabla 20. Actividad antimicobacteriana de los aminoéteres derivados de AmDG en la cepa sensible H37Rv y
resistente G117, citotoxicidad en la linea celular VERO e indice de selectividad

Derivado M. tuberculosis M. tuberculosis  Células Vero IS (ICs0/CMI) IS (ICs50/CMI)
H37Rv CMI G117 CMI ICs0 (Mg/mL) H37Rv G117
(ng/mL) (ng/mL)
EBS-1B 25 25 1.53 0.06 0.06
EBS-3A 25 12.5 5.93 0.24 0.47
EBS-3B 12.5 12.5 1.39 0.11 0.11
EBS-6B > 50 >50 77.71 1.55 1.55
EBS-7B > 50 >50 24.46 0.49 0.49
EBS-8B 6.25 12.5 18.30 2.93 1.46
AmDG 25 >50 22.1 0.90 0.45
Rifampicina 0.0625 2.5 >82.29 1316.70 32.92
Isoniacida <0.3125 10 >13.71 43.88 1.37
Etambutol 3.125 3.125 -- - --
Levofloxacina 0.25 5.0 - - --
Etopésido -- -- 11.84 -- --
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Los farmacos de referencia rifampicina, isoniacida, etambutol y levofloxacina
mostraron actividades superiores de CMI e IS, lo que valida las condiciones
experimentales y permite realizar las comparaciones con la actividad de los nuevos

derivados.

De acuerdo con los resultados de la actividad contra M. tuberculosis, asi como de
la evaluacion citotoxica en la linea celular VERO, se identificd que la introduccion
de sustituyentes aromaticos nitrogenados como la isoquinolina mejoraron la
actividad del AmDG reflejandose en la disminucién de la CMI tanto para la cepa
sensible como para la cepa resistente, por otro lado, el efecto en la potencia se
relaciona con la afinidad con los blancos terapéuticos propuestos; la inhibicién de
las enzimas IpdAB CoA transferesa y DXR. No obstante, al no haber una mejora en
la selectividad celular sugiere que estos nuevos grupos funcionales podrian
favorecer interacciones con células eucaridticas. Este comportamiento podria
explicarse debido a sus caracteristicas fisicoquimicas ya que como se observo
previamente en el analisis in silico, los nuevos sustituyentes tienen un aumento en
el log P favoreciendo la afinidad a membranas y las interacciones hidrofébicas tales
como > y T>cation las cuales permiten interacciones no especificas (Cappoen
etal., 2012). Aunado a esto, los resultados de SwissADME Protox Il, advierten sobre
la toxicidad de estos derivados, lo cual nos indica que, la introduccion de estos
nuevos sustituyentes mejord la actividad contra M. tuberculosis no mejora la
selectividad; sugiriendo la necesidad de optimizar los parametros estructurales
relacionados con la selectividad bioldgica, con el objetivo de conservar la actividad

antimicobacteriana y minimizar los efectos citotoxicos.
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5.8 Disposicion de los residuos generados

La disposicion de residuos se realizara de acuerdo con la clasificacion propuesta

por la UANL, como se enlista a continuacion.

Tabla 21. Disposicion de los residuos de acuerdo con la clasificacién

de la UANL.

Recipiente Tipo A

Solucion salina pH 6-8, soluciones de sales organicas,

acidos inorganicos, acidos organicos y bases

inorganicas.

Recipiente Tipo B

Sdlidos y sales inorganicas.

Recipiente Tipo C

Soélidos téxicos e inflamables.

Recipiente Tipo D

Toxicos e inflamables, combinaciones organicas,
halogenados liquidos, bases organicas y aminas,

solventes organicos y halogenados.

Recipiente Tipo E

Muy téxico cancerigeno inorganico.

Recipiente Tipo F

Sales de metales preciosos.

Recipiente Tipo G

Combinaciones organicas solidas.

Recipiente Tipo H

Oxidantes
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1.

6. CONCLUSIONES

Los estudios de disefo asistido de farmacos asistido por computadora
permitieron identificar derivados del AmDG con afinidad relevante hacia las
enzimas IpdAB CoA transferasa y DXR. Presentando al derivado EBS-7B
como el derivado que podria tener dos blancos potenciales para M.
tuberculosis inhibiendo a las enzimas CoA transferasa y DXR, siendo el
derivado con mejor calificacion de acoplamiento para ambas enzimas.

El analisis farmacocinético y toxicologico in silico mostré que los derivados
EBS-1A, EBS-1B y EBS-3A presentan el mejor perfil de absorcién,
biodisponibilidad y menor riesgo toxicoldgico, siendo los derivados con
modificaciones estructurales de menor tamafo y por ende menor lipofilicidad.
Se logré la semisintesis de seis derivados EBS-1B, EBS-3A, EBS-3B, EBS-
6B, EBS-7B y EBS-8B los cuales se caracterizaron mediante espectroscopia
de RMN "H, RMN "3C y HRMS. Los derivados que tuvieron mayor porcentaje
de rendimiento fueron los derivados EBS-1B y EBS-6B lo que sugiere buena
viabilidad sintética.

Los ensayos bioldgicos in vitro demostraron que el derivado EBS-8B
(isoquinolina) presentd mejor actividad antimicobacteriana de la serie
presentando una CMI inferiores a las del AmDG 6.25 y 12.5 pg/mL para
H37Rv (cepa sensible) y G117 (cepa resistente) respectivamente, ademas
presenta un IS mayor a 1 en ambas cepas, sugiriendo ser un derivado que
favorece su selectividad frente a M. tuberculosis. mejorando la actividad

respecto al AmDG.

167



5. Por otra parte, el derivado que presentdé mejor actividad in vitro fue el
derivado EBS-8B, este derivado se encontraba dentro de los prometedores
debido a la interaccioén con la enzima IpdAB CoA.

6. Las caracteristicas de estos sustituyentes aromaticos nitrogenados como la
isoquinolina contribuyeron a mejorar la actividad antimicobacteriana respecto
al AmDG, sin embargo, hay que hacer mejoras en su estructura para mejorar
parametros como solubilidad, la biodisponibilidad y perfil de seguridad ya que
los derivados que son de mayor tamano, log P, y peso molecular, son
aquellos que presentan menor biodisponibilidad mayor probabilidad de
toxicidad con los derivados disustituidos como la dibencilamina, isoquinolina
y bencilbenzimidazol, probablemente por la capacidad que tiene de formar
mayor cantidad de interacciones > 1T que si bien son interacciones débiles
permiten la interaccion por tamafio y acomodo dentro de un sitio activo.

7. Los resultados obtenidos permiten aceptar parcialmente la hipotesis
planteada, ya que al menos uno de los derivados evaluados (EBS-8B) mostro
una actividad contra M. tuberculosis y un perfil de citotoxicidad aceptable,
sugiriéndolo como un candidato promisorio para el desarrollo de nuevos

farmacos contra la tuberculosis.
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7. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados de este trabajo se propone la optimizacion estructural
del derivado EBS-8B para mejorar parametros tales como solubilidad ajustando
lipofilicidad para mejorar la biodisponibilidad y de esta manera reducir posibles
riesgos toxicoldgicos.

Validar experimentalmente el mecanismo de accion propuesto confirmando la
inhibiciéon enzimatica directa sobre IpdAB CoA transferasa y 1-deoxy-D-xilulosa-5-
fosfato reducto isomerasa con el objetivo de relacionar de manera directa la afinidad
tedrica y el efecto bioldgico.

Asi mismo, se propone realizar un analisis de relacion estructura-actividad enfocado
a comprender por qué, a pesar de las modificaciones estructurales introducidas, la
citotoxicidad se mantiene. Este analisis permitira identificar los elementos
estructurales responsables del balance entre la actividad antimicobacteriana y

selectividad.
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9.1

9. ANEXOS

Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-1B, donde se observa el

ion molecular [M+H]* en m/z =553.39869 consistente con la formula

molecular.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS-1B-
Sample Name
Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine miz[Peak Detect[Centroid,30,Area],Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1
Element:2C:0 .. 60, 'H:0 .. 70, N:2 . 2,500 . 4

Relative Intensity
100

Tolerance:5.00{ppm), 5.00 .. 15.00{mmu)

Acquired:10/9/2024 1:50:28 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_600_JEOL_B-OCT-2...

Created:10/9/2024 3:38:11 PM
Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:-1.5 .. 100.0 (Fraction:Both)

553.39669
50
554.40290
i 555.40497
556.40453
0= T T | T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T | T T T T T T T T | T T II T T
553.00 554.00 555.00 556.00
miz
" Mass Difference | Mass Difference . .
Mass Intensit Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Number
v (mmu) (ppm)
553.39869  379147.50) 553.40053 -1.84 -3.32 12052 Hs3 N2 120 9.5

9.2 Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-3A, donde se observa el
ion molecular [M+H]* en m/z =556.31246 consistente con la formula
molecular.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM

LABORATORIC DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS-3A-
Sample Name:
Description:
lonizafion Mode:ESl+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Cormect Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Acquired:10/9/2024 1:37:14 PM

Operator-AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_600_JEOL_8-OCT-2..
Created:10/9/2024 2:25:30 PM

Created by:AccuTOF

Charge number-1 Tolerance:5 00(ppm), 5.00 .. 15.00(mmu) Unsaturation Number-1.5 __ 100.0 (Fraction-Both)
Element:'2C:0 .. 60, H:0 .. 60, “N:0 .. 1, 800 .. 4
Relative Intensity
100 456.31246
50
7 457.32243
7 458.31441
U_|||\|\|\|\|||||||| T T T T T T T T 7T ||||\||||‘|||||||
456.50 457.00 457.50 458.00 45850
miz
y Mass Difference | Mass Difference " .
Mass Intensity | Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Mumber
456.31246)  8458.50) 456.31138 1.08 2.362C2e"Haz™ N 150 8.5
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9.3 Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-3B, donde se observa el

ion molecular [M+H]* en m/z =581.42906 consistente con la formula
molecular.

INSTITUTO DE

QUIMICA, UNAM

LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS 3b
Sample Name:

Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine miz[Peak Detect[Centroid, 30, Area];Correct Base[5.0%]]; Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 2..2)

Charge number:1

Acquired:10/10/2024 11:20:30 AM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_600_JEOL_8-OCT-2...
Created:10/10/2024 11:56:59 AM

Created by

Tolerance:4.00{ppm), 5.00 .. 15.00(mmu) Unsaturation Number:-1.5 .. 100.0 (Fraction:Both)
Element:2C:0 .. 50, 'H:0 . 70, ¥N:0 . 2, %00 . 6
Relative Intensity

1004 581.42006

0 582.43478

i 583.44507
T T T T T T 7T T T T T T T 1 T [ T T 7T T T T T T T T T T
581.50 582.00 582.50 583.00 583.50
miz
] Mass Difference | Mass Difference

Mass Intensity | Calc. Mass (mmu) (opm) Possible Formula Unsaturation Number

561.42906 60544.12 581.43183 -2.7 -4.77]12C3e ' Hsr N2 150 9.5

9.4 Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-6B, donde se observa el

ion molecular [M+H]* en m/z =777.45947 consistente con la formula
molecular.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS-6B-

Sample Name:

Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30,Area];Correct Base[5.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS3[1] 2..2)

Charge number:1

Acquired:10/9/2024 1:55:58 PM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_B600_JEOL_8-OCT-2...
Created:10/9/2024 3:35:22 PM

Created by:AccuTOF

Tolerance:5.00(ppm}), 5.00 .. 15.00(mmu) Unsaturation Number:-1.5 .. 100.0 {Fraction:Both)
Element:2C:0 . 60, 'H:0 .. 70, ¥N:2 .2, 00 . 4
Relative Intensity
20+
4 TT7.45047
4 T78.48147
10
i 77948191
0= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
777.00 778.00 779.00 780.00
miz
Mass Difference | Mass Difference .
Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Number
77745947 3288651 777.46313 EXE -4.70012C55 Hgs '*N2"50, 235
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9.5 Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-7B, donde se observa el
ion molecular [M+H]* en m/z =771.39075 consistente con la formula

molecular.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS-TB

Sample Name:DR Rodriguez Braulio / Operador: Carmen Garcia
Description:

lonizafion ModeESH+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30,Area];Correct Base[5.0%]]; Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1

Tolerance:1.00(ppm), 5.00 .. 15.00(mmu)
Element:'2C:0 .. 50, 'H:0 .. 60, “N:0 .. 4, '*0:0 .. 4

Relative Intensity

Acquired:10/9/2024 8:22:48 AM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_B00_JEOL_8-OCT-2...
Created:10/11/2024 3:43:54 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 100.0 (Fracfion:.5)

100 77139075

i 772.39940

504
T 773.40583
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
77200 773.00 77400 775.00 776.00 777.00
miz
y Mass Difference | Mass Difference . "

Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Paossible Formula Unsaturation Number
771.39075 33603.000 771.39103 0.2 0.36 2C50'Hgy N2 B0, 27§

9.6 Espectro de masas (HRMS) del derivado EBS-8B, donde se observa el
ion molecular [M+H]* en m/z = 649.40286 consistente con la formula

molecular.

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:EBS-8B

Sample Name:DR Rodriguez Braulio / Operador: Carmen Garcia
Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine miz[Peak Detect[Centroid,30,Areal;Correct Base[5.0%]);Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1

Tolerance:200.00{ppm), 5.00 .. 15.00(mmu})
Element:2C:0 .. 42, 'H:0 .. 54, “N:0 .. 2, 1800 .. 4

Relative Intensity

Acquired:10/9/2024 8:16:1% AM

Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:CAL_PEG_600_JEOL_8-OCT-2...
Created:10/9/2024 1:18:34 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:-1.5 . 100.0 (Fraction:Both)

549 40286
1 650.40604
50-{
g 851.41150
] 552.41730
o I
— T — T ——— — T —
643,00 £50.00 651.00 £52.00 653,00 £54.00
miz
Mass Difference Mass Difference
Mass Intensit; Calc. Mass Possible Formula Unsaturation Mumber
Y (mmu) (ppm)
64940286 214294.08]  649.40053 2.3 3.5812Cy'Hes N5 0; 17.5
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