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RESUMEN
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Facultad de Ciencias Quimicas

SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro
DE BASES DE MANNICH FENOLICAS DERIVADAS DEL ACIDO meso-DIHIDROGUAIARETICO

Numero de paginas: Candidato para el Grado de Maestro en

Ciencias con Orientacidén en Farmacia

Area de Estudio: Quimica y Farmacologia de Productos Naturales y Sintéticos.

Propdsito y Método del Estudio: El propdsito del presente estudio fue semisintetizar y evaluar
nuevos derivados antibacterianos a partir del acido meso-dihidroguaiarético (meso-DGA), un
lignano fendlico de origen natural que ha mostrado actividad antibacteriana. Se realizé la obtencidn
de nuevas bases de Mannich fendlicas con el objetivo de identificar compuestos con actividad frente
a bacterias Grampositivas y Gramnegativas resistentes a antibiéticos.

Para ello, el meso-DGA fue aislado y purificado a partir del extracto organico de Larrea tridentata
mediante diversas técnicas cromatograficas y de cristalizacién. Posteriormente, se llevd a cabo la
sintesis de diez bases de Mannich fendlicas mediante la reaccién clasica de Mannich, utilizando
diferentes aminas alifaticas y heterociclicas. La elucidacién estructural de los productos obtenidos
se realizé mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de 'Hy 3C y espectometria de
masas de alta y baja resolucién.

La actividad antibacteriana de los compuestos semisintéticos fue evaluada frente a seis aislados
clinicos de bacterias Grampositivas (Staphyloccocus aureus resistente a meticilina, Enterococcus
faecium resistente a vancomicina) y Gramnegativas (Escherichia coli productora de betalactamasas
de amplio espectro, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa)
resistentes a antibidticos por medio de un ensayo de microdilucién para la determinacién de la
concentracién minima inhibitoria. Adicionalmente, se realizé un andlisis in silico de descriptores
moleculares a través del software QikProp 4.4 (Schrédinger®) con el fin de correlacionar
propiedades fisicoquimicas con la actividad biolégica observada. Finalmente, los derivados con
actividad antibacteriana relevante fueron sometidos a ensayos de citotoxicidad en la linea celular
humana HaCaT, con el propésito de evaluar preliminarmente su perfil de seguridad.

Contribuciones y conclusiones: Se sintetizaron, purificaron y elucidaron estructuralmente 10
nuevos derivados de meso-DGA de tipo Mannich permitiendo la incorporacién de diferentes aminas
alifaticas y heterociclicas sobre el ntcleo lignano natural con rendimientos que oscilaron entre 52 y
90%. Seis analogos mostraron actividad antibacteriana moderada (MIC 25 pg/mL) sobre cepas
Gramnegativas y Grampositivas resistentes a antibiotico: (Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos y Enterococcus faecium
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resistente a vancomicina) demostrando que las modificaciones confirieron actividad antibacteriana.
El andlisis in silico de descriptores moleculares permitié establecer la influencia de propiedades
fisicoquimicas, como la lipofilicidad, polaridad e ionizacidn, en la actividad observada. La evaluacién
de citotoxicidad en la linea celular HaCaT aportd informacion relevante sobre el perfil de seguridad
preliminar de los compuestos activos, contribuyendo a su posible consideracién como moléculas
lideres para estudios posteriores de optimizacién.

Yy

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda Dra. Maria Del Rayo%amacho Corona
Director de Tesis Co-Directora de Tesis
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el simple hecho de existir. A ese nifio que, en algin momento, llegd a sentirse acomplejado por un
sistema que constantemente le hizo creer que no era suficiente.
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posgrado. Le agradezco también por acercarme a una de las ramas de la quimica que mas me
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Nomenclatura

Meso-DGA Acido meso-dihidroguaiarético
RAM Resistencia a los antimicrobianos

OMS Organizacion Mundial de la Salud

CDC Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades

MDR Multifarmacoresistente

UDP Uridindifosfato

ARN Acido ribonucléico

ADN Acido desoxirribonucléico

SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina
EFRV Enterococcus faecium resistente a vancomicina
BLEE Betalactamasas de espectro extendido
MNEC Concentracidn maxima sin efecto
Cols Colaboradores

SiO2 Gel de silice

Hex Hexano

AcOEt Acetato de etilo

DCM Diclorometano

MetOH Metanol

CDCl; Cloroformo deuterado

CDs;0D Metanol deuterado

RMN Resonancia magnética nuclear

TMS tetrametilsilano

6 Desplazamiento quimico

ppm partes por millén

s singulete

d doblete

t triplete

C cuarteto

m multiplete

s, singulete ancho
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dd doble de dobletes

st pseudotriplete

SASA superficie accesible al solvente

PSA Area polar superficial

LogP coeficiente de particidon

LogS Solubilidad

QPPCaco Permeabilidad celular en células Caco
QBlogBB Permeabilidad en barrera hematoencefalica
UFC unidades formadoras de colonia

IC50 Concentracién de inhibicidn media

CMI Concentracién minima inhibitoria

IS indice de selectividad

DMSO Dimetilsulféxido

MH Mueller-Hilton

A Angstrom

pL Microlitro

mg miligramos

Hz Hertz
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas se encuentran entre las principales causas de muerte a nivel mundial,
provocadas por microorganismos con la capacidad de invadir y multiplicarse dentro del cuerpo. A lo
largo de la historia se han buscado métodos para combatir las infecciones y el paso mas grande de
la humanidad fue el descubrimiento de la penicilina, una sustancia capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano, dando origen a los antibiéticos. Con el tiempo se observd que las bacterias eran menos
susceptibles a la accién de los antibidticos, lo que resulté en un serio problema de salud publica a
nivel mundial [1]. La resistencia bacteriana se intentd combatir con el desarrollo de nuevos

antibioticos mediante las modificaciones estructurales sobre la base farmacoférica o nucleo

estructural base de las moléculas antimicrobianas. Sin embargo, la similitud estructural de los
nuevos antibidticos con los conocidos brindaba ventajas a las bacterias para adaptarse y desarrollar
resistencia. Por ello, las investigaciones estan dirigidas al desarrollo de nuevos agentes
antibacterianos que posean diferentes nucleos estructurales o farmacofdricos, distintas dianas
biomoleculares y nuevos mecanismos de accién, aunado a nuevos compuestos que inhiban las rutas

involucradas en la formacién de bacterias persistentes o biopeliculas [2].

Los lignanos han surgido como compuestos prometedores para la creacidn de nuevos antibiéticos.
Por ejemplo, pycnanthuligneno A, pycnanthuligneno C y (+)-lioniresinol-3a-0-B-D-glucopirandsido
han demostrado una notable actividad antimicrobiana contra varios aislados clinicos de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) y Escherichia coli (E. coli) resistentes a
antibidticos [3, 4]. Del mismo modo, acido meso-dihidroguaiarético (meso-DGA), 3’-desmetoxi-6-0-
desmetilisoguaiacina y algunos de sus derivados semisintéticos han exhibido una actividad
antibacteriana potente contra varias cepas y aislados clinicos de SARM y Mpycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) resistentes a antibiéticos [5, 6]. Las bases de Mannich fendlicas son
candidatos atractivos para desarrollar nuevos agentes antimicrobianos porque la incorporacion de
un grupo amina en un fenol bioactivo modifica de manera favorable sus propiedades fisicoquimicas.
Ademas, estudios recientes han demostrado que agregar un nitrégeno ionizable puede transformar
compuestos originalmente activos solo contra bacterias Grampositivas en moléculas capaces de
entrar y acumularse en bacterias Gramnegativas, ampliando su espectro. Un ejemplo destacado es
la conversién de DP-63, activo Unicamente contra Grampositivos, en DP-326, que tras la adicidn de

una amina primaria logra actividad mejorada contra Gramnegativos sin perder completamente su

Pagina 15 de 95



potencia original, por lo que la adicién estratégica de un nitrégeno puede ser decisiva para obtener

actividad de amplio espectro [7,8].

En este proyecto de investigacién, se realizd la semisintesis de nuevos lignanos que contienen
fragmentos estructurales de tipo orto-aminometilfenol y su posterior evaluacion frente a aislados
clinicos de bacterias Grampositivas y Gramnegativas resistentes a antibidticos, con el objetivo de
contribuir al desarrollo de nuevos farmacos que aborden la creciente amenaza de las infecciones

bacterianas resistentes a las terapias convencionales.

Il. ANTECEDENTES

2.1. Infecciones bacterianas

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la ineficacia de los medicamentos
dedicados a tratar infecciones en humanos, animales y plantas, como consecuencia del cambio
evolutivo de virus, parasitos, hongos y bacterias, que incrementan la propagacién de enfermedades
y el riesgo de muerte [9]. En la actualidad la resistencia bacteriana a los antibidticos es una de las
mayores amenazas para la salud mundial y se genera por la mutacién de las bacterias en respuesta

al uso de estos farmacos [10].

La resistencia a los antibidticos, manifestada por las bacterias resistentes a multiples farmacos
(MDR), constituye un desafio global de considerable envergadura. Esta resistencia, que implica la
capacidad de las bacterias para enfrentar tres o mas clases de antibiéticos, ha generado una
preocupacién creciente. En respuesta a esta crisis, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
publicé en febrero de 2017 una lista de patdgenos que requieren con urgencia el desarrollo de
nuevos antibidticos. Esta lista, crucial para la salud publica, identifica las doce familias de bacterias

mas peligrosas para la salud humana. [10, 11].

Dentro de esta lista encontramos a las bacterias ESKAPE que es un acrénimo que agrupa a un
conjunto de bacterias patdgenas, entre las que se incluyen Enterococcus faecium (E. faecium),
Staphylococcus aureus (S. aureus), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Acinetobacter
baumannii (A. baumanii), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y especies del género

Enterobacter (Enterobacter spp), acufiado por la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América
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(IDSA) para referenciar al grupo de patdgenos nosocomiales que se caracterizan por sus

mecanismos de resistencia a los medicamentos [12].
2.2.Epidemiologia

La resistencia a los antimicrobianos representa una amenaza global para la salud, siendo
directamente responsable de la muerte de al menos 1.27 millones de personas y asociada a casi 5
millones de fallecimientos a nivel mundial, de acuerdo con un estudio en The Lancet publicado en

el 2019 [13].
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Figura 1. Muertes causadas por resistencia a los antimicrobianos y correlacién con los patrones de
resistencia entre algunos medicamentos. 3GC: Cefalosporinas de tercera generacion. 4GC: Cefalosporinas de
cuarta generacién. Antipseudomonal: Penicilinas antipseudomonas o inhibidores de las betalactamasas. BL-

BLI: B-lactdmicos o inhibidores de B-lactamasas. MDR: Multifdrmaco resistencia. Mono INH:
Monoresistencia a isoniacida. Mono RIF: Monoresistencia a rifampicina. N/A: Not applicable. TMP-SMX:

Trimetoprim-sulfametoxazol. XDR: Farmacorresistencia extendida. Tomada de [13].

Solo en Estados Unidos, se registran anualmente mds de 2.8 millones de infecciones por agentes
resistentes, resultando en mas de 35,000 muertes, segun el Informe sobre Amenazas de Resistencia

a los Antibidticos de 2019 de los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) [14].

Un estudio realizado en 2019 reveld que las infecciones hospitalarias en México son

predominantemente causadas por bacterias del grupo ESKAPE, conocidas por su alta resistencia a
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los antibidticos comunmente utilizados. Entre estas bacterias se encuentran Klebsiella spp.,
resistentes a multiples farmacos (MDR) y productoras de betalactamasa de espectro extendido
(BLEE), Enterobacter spp. BLEE, A. baumannii, P. aeruginosa MDR, SARM y E. faecium resistente a la
vancomicina. Basandose en los patrones de resistencia identificados, el estudio ademas sugiere
protocolos de tratamiento para infecciones por Helicobacter pylori, una bacteria vinculada al
desarrollo de cancer con una prevalencia estimada entre el 60 y el 70 % en la poblacidn adulta de

Latinoamérica [15].

En 2022, la tuberculosis se mantuvo como una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
con 1.3 millones de fallecimientos. Ademads, se reportaron 10.6 millones de nuevos casos en todo el
mundo, afectando a personas de todas las edades. Aunque esta enfermedad es tratable y evitable,
la farmacorresistencia, derivada del uso inapropiado de medicamentos antituberculosos,
representa un desafio significativo. La disponibilidad limitada de opciones de tratamiento ha
convertido este problema en una preocupacion de salud publica. Se estima que se destinan hasta
13,000 millones de ddlares anuales para actividades de prevencién, diagnéstico y tratamiento

relacionadas con la tuberculosis [16].

2.3. Tratamiento farmacolégico.

Los antibidticos son farmacos que suprimen el crecimiento de los microorganismos, los cuales se
dividen en bacteriostaticos y bactericidas. Se clasifican en funcién de su estructura y su mecanismo

de accidn. Se obtienen de manera natural de otros organismos o de manera sintética [17, 18].

2.3.1. Inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana.

La pared celular bacteriana se compone de peptidoglicano que se caracteriza por la unién de
subunidades de acido N-acetilmuramico (NAM) y la N-acetilglucosamina (NAG). Tiene la funcién de
proporcionar estabilidad mecdanica y rigidez a la bacteria, asi como protegerla del medio
extracelular, por ello, los farmacos que acttan inhibiendo la pared celular van a tener un efecto

bactericida [17, 18].

La biosintesis de la pared celular se lleva al cabo en cuatro fases: Sintesis de los precursores,
transporte, polimerizacién y transpeptidacion. Por lo que cada etapa nos ofrece diferentes dianas

para los antibioticos [17,18].
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2.3.1.1. Biosintesis de los precursores de la pared celular bacteriana.

El primer paso es la sintesis de UDP-N-acetilglucosamina (UDP-NAG) y UDP-N-acetilmuramico (UDP-
NAM). Comienza con la sintesis de uridindifosfato (UDP) que reacciona con N-acetilglucosamina-1-
fosfato para producir UDP-NAG. El UDP-NAM se genera al agregar L-alanina al UDP-NAG por accién
de la enzima MurA. Esta enzima es una enolpiruvil transferasa que es inhibida por la fosfomicina

[17, 18].

Ahora se formard un pentapéptido adicionando distintos aminoacidos que varian entre las
diferentes especies bacterianas, sin embargo, en todos los casos se utiliza dos unidades de D-alanina
producto de la enzima alanina racemasa y L-alanina como sustrato. La cicloserina es un farmaco

analogo estructural de la alanina, que tiene el potencial de inhibir a la enzima racemasa [17, 18].

2.3.1.2. Transporte de membrana.

Después de obtener el UDP-NAM-pentapéptido, debido a su naturaleza hidrofilica, se necesita un
transportador de membrana para atravesar el medio hidrofébico. Para lograr esto, se une al
transportador undecaprenil-fosfato (lipido-P, Lip-P) mediante un pirofosfato, seguido de una
reaccion de transglucosidacion con NAG. Esto produce un disacdrido mediante un enlace glucosidico
B-(1,4) resultando en la formacién del complejo Lip-PP-NAM/pentapéptido-NAG, el cual serd llevado
fuera de la célula para continuar con la biosintesis de peptidoglicano. La bacitracina puede interferir

con la entrada del transportador Lip-PP, y mds adelante se explicarad este mecanismo [17, 18].

2.3.1.3. Polimerizacion de los disacaridos.

Una vez atravesada la membrana ocurre una segunda reaccidn de transglucosidacién entre el
disacérido unido a su transportador Lip-PP y el extremo reductor terminal de una cadena ya
existente liberando al Lip-PP. La reaccién es llevada a cabo por una transglucosidasa. La vancomicina
y los antibidticos glicopeptidicos actian inhibiendo esta enzima mediante la unién a las unidades

terminales D-alanina-D-alanina de nuestro precursor [17 - 19].

Unavez libre el Lip-PP es necesario una desfosforilacién enzimatica del pirofosfato del transportador
para su regeneracion y por lo tanto de la sintesis ciclica de la pared celular bacteriana. La bacitracina
actua formando un complejo con iones metalicos y la Lip-PP evitando que ocurra la reaccion de
desfosforilacion, impidiendo la biosintesis de la pared celular y ocasionando la muerte bacteriana

[17 - 19].
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2.3.1.4. Transpeptidacion.

Como resultado tendremos un polimero lineal con su pentapéptido que participard en la reaccion
de transpeptidacion donde las enzimas PBP (proteina de unidn a penicilina) actian uniendo el grupo
carbonilo (amida) del aminoacido nimero 4 (D-ala) con grupo R-NH; libre del aminoacido nimero 3
de una cadena de peptidoglicano ya existente, terminando asi con el proceso de biosintesis de la
pared celular bacteriana. Este ultimo paso es bloqueado por los betalactdmicos que inhiben a las

PBP evitando la transpeptidacion. [17, 18]

2.3.2. Sustancias que alteran la funcion de membrana.

Las polimixinas son un grupo de antimicrobianos que ejercen su efecto mediante la interaccidn con
los fosfolipidos de la membrana celular bacteriana y debido a su naturaleza quimica, estos
componentes se comportan como detergentes cationicos que alteran la membrana y comprometen

su integracion [18, 20].

2.3.3. Inhibidores de la sintesis de proteinas.

La sintesis de proteinas es un proceso esencial para el correcto funcionamiento de la célula, por lo
gue su inhibicién por antimicrobianos nos ofrece una accién bacteriostdtica que inhibe el
crecimiento bacteriano. El efecto se logra gracias a las diferencias estructurales entre los ribosomas
bacterianos y eucariotas. Las bacterias contienen ribosomas que se dividen en subunidades (30S y
50S) que se conforman por acido ribonucleico (ARN) ribosémico y diversas proteinas llamadas S

(pequenas) en la subunidad 30S y L (grandes) en la subunidad 50S [18, 20].

Para la realizacion de la sintesis proteica se requiere una cadena ARN mensajero (ARNm) seguido

de 3 fases: iniciacion, elongacién y terminacion [18, 20].

Para la fase de iniciacion primero debe concretarse una unién entre la subunidad pequefia del
ribosoma con el ARN de transferencia (ARNt) y el factor IF-3, este complejo reconoce el codén de
inicio de traduccidn o codén AUG (Adenina-uracilo-guanina) del ARNm. En adicién, la subunidad
grande del ribosoma se une al complejo iniciador para que después el aminoacido formilmetionina
(fMet) complete la uniéon al coddon de inicio AUG en el sitio peptidico del ribosoma. Las
oxazolidinonas actian uniéndose al sitio P se la subunidad ribosémica 50S impidiendo la formacién

del complejo iniciador ribosoma-fMet-ARNt [18, 20].
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En la fase de elongacion se lleva a cabo la unién del ARNt con su aminoacido correspondiente, se
une al coddn siguiente en el sitio aceptor (A) del ribosoma y a continuacidén se forma un enlace
peptidico con el aminodacido en el sitio P a través de una transpeptidacion catalizada por una enzima
peptidiltransferasa. Este proceso se repite extendiendo la cadena hasta su terminacién. Los grupos
de antibidticos que actudan en esta fase son las tetraciclinas que se unen de forma reversible a la
subunidad 30S del ribosoma evitando la entrada del aminoacil-ARNt al sitio A del complejo. Por otra
parte, los anfenicoles se une a la subunidad 50S en el sitio donde se lleva a cabo la transpeptidacion
inhibiendo este proceso. Muy cerca de este sitio de unidn actlan también los macrdlidos que
impiden el desplazamiento de los ribosomas a lo largo del ARNm interrumpiendo la sintesis y
blogueando la formacidn de cadenas polipeptidicas. Del mismo modo actuan las lincosaminas y las
estreptograminas y aunque los grupos no estdn relacionados estructuralmente, actuan en lugares

muy cercanos [18, 20].

Al llegar a la fase de terminacidn, es esencial reconocer un codén de terminacion en el sitio A del
ribosoma. Estos codones de terminacidn no tienen un ARNt correspondiente; en su lugar, ingresan
factores de liberacién que rompen el enlace entre el polipéptido y el Gltimo ARNt presente. La etapa
final implica la disociacién del ribosoma en sus subunidades individuales para liberar la cadena

polipeptidica completa. [18, 20].

Los aminoglucdsidos tienen diferentes mecanismos en la sintesis de proteinas que dependen de la
etapa en la que se encuentre este proceso, por ejemplo, en la fase de iniciacion se unen
reversiblemente a la subunidad 30S impidiendo el inicio de la sintesis de proteinas. En la fase de
elongacion, la union de estas moléculas con la subunidad pequefia provoca una lectura errénea del
ARNm y posteriormente la terminacidn prematura de la traduccién, obteniéndose una proteina
parcial no funcional. Por ultimo, pueden actuar incorporando aminoacidos incorrectos resultando

en una produccion de proteinas anormales o no funcionales [18, 20].

2.3.4. Farmacos que interfieren con acidos nucleicos.

El ARNm utilizado para la sintesis de proteinas es proveniente del genoma de la bacteria a partir de
un molde de acido desoxirribonucleico (ADN) y para su obtencidn es necesario un desdoblamiento

temporal de la doble hélice, seguido de la sintesis del ARNm por medio de la enzima ARN
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polimerasa. Las rifamicinas actian mediante la unién de la subunidad beta de la ARN polimerasa

para formar un complejo farmaco-enzima que inhibe la sintesis de ARN [18, 20].

Otro grupo de farmacos son las fluoroquinolonas cuya accién se ejerce mediante el bloqueo de las
enzimas topoisomerasa Il, también llamada ADN-girasa, y topoisomerasa IV que se encarga del
superenrollamiento y desenrollamiento del ADN, asi como el corte, unién y separacién de hebras

[18, 20].

2.3.5. Antimetabolitos.

Las sulfamidas son estructuralmente similares al dcido para-aminobenzoico, un precursor para la
biosintesis del acido félico, por lo tanto, pueden actuar como inhibidores competitivos de Ia
dihidropteroato sintetasa. De este modo la bacteria no puede terminar la sintesis de acido félico

guedando sin precursor para la biosintesis de purinas y pirimidinas [18, 20].

2.4. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se debe a mutaciones genéticas entre cepas debido a la exposicién con el
antibiotico. Principalmente se creia que la resistencia era resultado de seleccion natural donde las
bacterias pasarian los genes de resistencia a futuras generaciones. No fue hacta finales de la década
de 1950 cuando un grupo de investigadores japoneses notificaron que también podria adquirirse de

una bacteria a otra, este proceso se conoce como transferencia horizontal de genes [21].

2.4.1 La resistencia a los antibioticos.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha desempefiado un papel crucial al identificar y abordar
las amenazas mas urgentes para la eficacia de los tratamientos antimicrobianos. Una de las
herramientas clave en este esfuerzo es la "Lista de Patdgenos Prioritarios Resistentes a los
Antibidticos", una compilacidn de las bacterias que representan un riesgo significativo para la salud

publica debido a su capacidad de resistir multiples clases de antibidticos

La lista de la OMS se organiza en tres niveles segln la urgencia de la necesidad de nuevos
antibidticos: critica, alta y media. En la categoria de prioridad critica se encuentran las bacterias
multirresistentes, las cuales representan un riesgo particularmente alto en entornos hospitalarios,
residencias de ancianos y entre pacientes que requieren dispositivos médicos como ventiladores y

catéteres intravenosos. Por otro lado, los niveles segundo y tercero de la lista, categorizados como

Pagina 22 de 95



alta y media prioridad respectivamente, incluyen otras bacterias que estan desarrollando resistencia

a los farmacos y causan enfermedades comunes [22].

Lista OMS de patégenos prioritarios para la 1+D de nuevos antibiéticos

Prioridad 1: Critica
* Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
* Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos

® Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos

Prioridad 2: Elevada

e Enterococcus faecium resistente a vancomicina

e Staphylococcus aureus resistente a meticilina o vancomicina
¢ Helicobacter pylori resistente a claritromicina

e Campylobacter spp. resistente a fluoroquinolonas

¢ Salmonellae resistentes a fluoroquinolonas

» Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas de tercera generacion
Prioridad 3: Media

e Streptococcus pneumoniae sin sensibilidad a penicilina

* Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

* Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas.

Prioridad Adicional

e Mycobacterium tuberculosis resistente a isoniazida o rifampicina o ambos
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2.5. Mecanismos de resistencia bacteriana.

Existen tres mecanismos de transferencia horizontal genética:

Conjugacién: Intercambio directo de material genético entre células adyacentes a través de un

puente de conjugacidn temporal conformado por estructuras llamadas “pili” [23].

Transformacion: en este proceso la bacteria incorpora ADN exdgeno del medio que se obtiene de la

muerte de otra bacteria [23].
Transduccidén: transferencia de material genético por medio de virus bacteriéfagos [23].

Los genes de resistencia pueden expresarse en diferentes maneras para reducir la eficacia del

antibidtico, los mecanismos mas destacables son:

Blogueo de entrada de antibiéticos: Modificacién de proteinas de entrada para reducir o bloquear

la entrada de sustancias.

Modificacién enzimdtica del antibidtico: Tiene lugar cuando las bacterias desarrollan enzimas

capaces de cambiar o destruir el antibiético.

Expulsidn del antibidtico : Las bacterias pueden desarrollar bombas de eflujo para expeler el

antibiético que ingrese dentro de ellas.

Modificacién del sitio de unién: Alteracién en el sitio diana del farmaco para evitar la unién y por

ende no cumpla con su funcion.

Produccidn de vias alternas: Consiste en buscar sintesis o procesos celulares alternos que no son

afectados por el antibidtico [24].

2.5.1. Mecanismo de resistencia en Grampositivas.

El género Staphylococcus forma parte de los microorganismos Grampositivos de mayor
trascendencia clinica, por lo que la deteccidn de sus mecanismos de resistencia tanto a nivel
fenotipico como genotipico puede resultar relevante tanto a nivel clinico como epidemioldgico. Son
capaces de producir betalactamasas de Clase A de Ambler que hidrolizan las penicilinas, aunque no
son muy efectivas con las penicilinas semisintéticas, son sensibles a inhibidores de betalactamasas
como el acido clavulanico, tazobactam y sulbactam. Existe una preocupacion clinica significativa con

la especie SARM, esto implica resistencia a todos los betalactamicos incluyendo combinaciones de
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penicilinas con su inhibidor de betalactamasas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos.
Este fendmeno se debe a la expresidon del gen mecA que codifica la proteina fijadora de penicilina

PBP2A [25].

Otras cepas relevantes de S. aureus son las que presentan sensibilidad disminuida a los
glucopéptidos. Actualmente se define como VISA (S. aureus resistente a vancomicina) cuando
presenta una resistencia parcial a la vancomicina y GISA (S. aureus de resistencia intermedia a
glucopéptidos) cuando presentan sensibilidad disminuida a la teicoplanina. Las cepas que poseen
este fenotipo expresan un engrosamiento de pared bacteriana que desemboca en un secuestro del

glucopéptido antes de poder llegar a su sitio diana [25].

El género Enterococcus puede presentar resistencia intrinseca y resistencia adquirida a diferentes
grupos de antibidticos, el tipo de resistencia depende de la especie, en el caso de E. faecium se
destacan las cepas resistentes a la vancomicina como de alto riesgo, se han descrito seis fenotipos
diferentes (Van A, Van B, Van D, Van E, Van G y Van L) que se obtienen por medio de resistencia
adquirida. Los mas relevantes para E. faecium son VanA y VanB, el primero se caracteriza por
presentar niveles elevados de resistencia a la vancomicina y a la teicoplanina, el resultado de la
expresion de genes vanA que dan lugar a la formacién de un precursor modificado del
peptidoglicano de la pared celular (D-Alanina-D-Lactato) al que la vancomicina tiene baja afinidad.
El segundo posee un mecanismo similar dando como resultado una modificacion diferente en el

precursor de peptidoglicano (D-Alanina-D-Serina) [25].

2.5.2. Mecanismo de resistencia en Gramnegativas.

Los microorganismos Gramnegativos conforman un gran grupo de especies que comparten muchos
mecanismos de resistencia en comun. Para efectos de esta tesis se destaca la resistencia a los

antimicrobianos mas comunes [26].

Las Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) derivan de penicilinasas como las enzimas
temoneira (TEM) y sulfhidrilo variable (SHV) con mutaciones que ampliaron su espectro a las
cefalosporinas. En segundo lugar, estan las betalactamasas resistentes a los inhibidores (IRT) que de
igual manera derivan de TEM y SHV. Ademas, se describen las enzimas oxacilinasas (OXA) que son
las mas frecuentes en enterobacterias y su fenotipo es muy similar a las resistentes a los inhibidores.
Después tenemos las betalactamasas de clase molecular C de Ambler (AmpC) con la capacidad de

hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas. Por ultimo, tenemos las carbapenemasas que
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degradan carbapenémicos, considerados de alto espectro y resistentes a otras betalactamasas por
lo que son antibidticos de ultimo recurso para tratar infecciones por bacterias resistentes, por este
motivo es que las bacterias que las poseen estan en un nivel de prioridad critica en la lista de la OMS

[26].

Las fluoroquinolonas son, ademas de los betalactdmicos, antibidticos de mayor uso, por lo que es
importante considerar sus mecanismos de resistencia, que son el resultado de mutaciones en los
genes de las topoisomerasas principalmente gyrAy parC, como resultado nos da una topoisomerasa
con baja afinidad a este grupo de medicamentos. Ademas, algunas especies como A. baumannii o
P. aeruginosa poseen una resistencia natural a las fluoroquinolonas debido a que tienen una menor

permeabilidad de su membrana y en adicién, presentan mayor cantidad de bombas de eflujo [26].

La resistencia a los aminoglucdsidos ocurre principalmente por inactivacion enzimatica, esta
mediada por diferentes tipos de enzimas adjudicando importancia a aminoglucdsido
acetiltransferasas  (AAC), aminoglucésido fosfotransferasas (APH) y aminoglucésido
nucleotidiltransferasas (ANT), este fenédmeno se suma a mutaciones que afectan la permeabilidad
de la membrana bacteriana externa y sus transportadores teniendo como resultado un bloqueo de

la entrada del antibidtico [26].

2.6. Estrategias para combatir la resistencia bacteriana

La investigacion actual se centra en la creacién de nuevos antibiéticos a través de la alteracién de
las estructuras farmacofdricas fundamentales o los nucleos estructurales de los grupos de
antibidticos ya conocidos. Esto implica la busqueda de agentes antibacterianos innovadores que se
distingan por tener estructuras o bases farmacofdricas Unicas, objetivos biomoleculares variados y
mecanismos de accion inéditos. Una técnica prometedora es la hibridacién, es decir, la combinacion
guimica de dos moléculas con actividad antibacteriana, lo que podria llevar al descubrimiento de
nuevas moléculas con una mayor eficacia contra bacterias tanto sensibles como resistentes (1) [27].
Ademads, se estd avanzando en el desarrollo de compuestos que puedan bloquear las vias
relacionadas con la creacidn de biopeliculas (4) [28]. Entre las estrategias destacadas se encuentra
la combinacidn de un antibidtico con un compuesto que inhiba su resistencia (2), o la combinacién
de un antibidtico con un bloqueador de las proteinas responsables del bombeo de antibidticos fuera

de las bacterias (3) especialmente en aquellas que producen estas proteinas en exceso [29].
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Figura 2. Moléculas resultantes de la investigacidon de nuevas estrategias para combatir la
resistencia bacteriana. RO 239424: Hibrido molecular entre una cefalosporina y una

fluoroquinolona (1), Acido clavulénico (2), farmaco inhibidor de las betalactamasas, PapN (3),
inhibidor de bombas de eflujo, CCCP (4), inhibidor de la biopelicula bacteriana.

2.7. Lignanos como nuevo grupo antibidtico

Los lignanos se pueden clasificar segun sus caracteristicas estructurales en 9 clases de lignanos:
arilnaftaleno, ariltetralina, dibencilbutirolactona, dibencilbutileno, tetrahidrofuranoides vy
tetrahidrofurofuranoides, benzofurano, neolignanos, dibencilciclooctadieno y homolignanos,
norlignanos y otros lignoides [30]. Las relaciones estructura-actividad proporcionan una referencia

importante para el disefio de farmacos basado en la estructura [31].

Se han identificado algunos lignanos, especificamente de los tipos dibencilbutano, ariltetralina,
arilnaftaleno y tetrahidrofurano, como moléculas precursoras prometedoras para el desarrollo de
nuevos antibiodticos. Entre estos, destacan la ariltetralina (+)-lioniresinol-3a-0-B-D-glucopirandsido
(5) y los arilnaftalenos (6 y 7) [4, 32], asi como los lignanos conocidos como pycnanthulignenos (8 y

9) y los derivados de tetrahidrofurano (10 y 11) [3, 33].
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Figura 3. Lignanos naturales y semisinteticos con actividad antibacteriana. SARM: S. aureus
resistente a meticilina. MtH37Rv: Micobacterium tuberculosis sensible a todos los farmacos de

primera linea. EfRV: Enterococcus faecium resistente a la vancomicina.

Recientes investigaciones farmacoldgicas han revelado la existencia de lignanos naturales, tales
como el acido meso-DGA (12), el 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina (13), y el acido
nordihidroguaiarético (NDGA) (14). Ademas de lignanos semisintéticos (15 y 16) que demuestran

una poderosa accidn antibacteriana contra diversas cepas bacterianas y aislamientos clinicos [5, 6].

2.7.1. Lignanos fendlicos con potencial antibacterial.

2.7.1.1. Potencial antimicrobiano del acido meso-dihidroguaiarético.

El acido meso-DGA (12) es un compuesto fendlico simétrico que se caracteriza por tener una
estructura que contiene un nucleo de 2,3-dimetilbutano sustituido por grupos 2-metoxifenol en las

posiciones 1 y 4, respectivamente [34]. Se extrae de la planta Larrea tridentata (L. tridentata)
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utilizada en la medicina tradicional mexicana. Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal como metabolitos secundarios y han despertado interés en el dmbito
farmacéutico debido a que presentan diversas actividades biolégicas, entre ellas actividad
antibacteriana [35, 36]. Aunque es necesario realizar estudios especificos debido a las
complejidades estructurales, se comprenden algunos mecanismos de accidn antibacterial de estos
compuestos como lo son: la alteracidn de la membrana, inhibicidn enzimatica y la generacién de

especies reactivas de oxigeno[37].

Se ha demostrado a través de la tecnologia de microarreglos que el meso-DGA actua inhibiendo la
enzima coenzima A transferasa de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) H37Rv. Lo que lleva
a la acumulacidn de compuestos como geraniol y 1-2-metilnaftaleno dentro de la bacteria. Esta
acumulacién provoca la desestabilizacién de la membrana bacteriana, lo que a su vez puede

interferir con funciones celulares vitales y eventualmente llevar a la muerte de la bacteria. [38]

Se ha evaluado la actividad antibacteriana y antimicobacteriana de derivados del meso-DGA donde
a través de eterificaciones en el grupo -OH fendlico de la molécula que permitié hacer un analisis en
relacidn con su estructura y actividad bioldgica dando como resultado compuestos prometedores
para el desarrollo de agentes antibacterianos mas efectivos contra cepas resistentes. Los cambios
en la estructura del meso-DGA (15 y 16) pueden mejorar sus propiedades mediante el aumento de

la lipofilicidad y la adicién de grupos donantes y/o aceptores de puentes de hidrégeno [5].

2.7.1.2. Potencial antibacterial del acido nordihidroguaiarético.

El NDGA (14) y meso-DGA (12) pertenecen a la familia de los lignanos tipo diarilbutano,
caracterizados por compartir un mismo nucleo central de dimetilbutano. Ambos compuestos
presentan naturaleza fendlica, lo que les confiere propiedades fisicoquimicas y bioldgicas similares
asociadas a la presencia de grupos hidroxilo aromaticos. Sin embargo, difieren en uno de los
sustituyentes de los anillos aromaticos: el NDGA posee sistemas catecdlicos (grupos orto-

dihidroxifenilo), mientras que el meso-DGA presenta un grupo orto-metoxifenol.
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Se ha demostrado que el NDGA ejerce efectos antibacterianos mediante mecanismos distintos a los
de los antibidticos convencionales, asociados principalmente a la alteracion de la integridad de Ia
membrana bacteriana. Cunnigham-Oakes & cols reportaron que el NDGA induce un aumento
significativo en la permeabilidad de la membrana bacteriana, evidenciado por la liberacidon de ATP
al medio extracelular. Su detecciéon fuera de la célula constituye un indicador indirecto de dafio o
desorganizacién de la bicapa lipidica. Este fenémeno sugiere que el NDGA se inserta en la membrana
bacteriana y altera el empaquetamiento de los lipidos, favoreciendo la formacion de defectos
transitorios que permiten la fuga de metabolitos intracelulares sin provocar una lisis celular

inmediata [39].

2.8 Bases de Mannich fendlicas antibacterianas

2.8.1. Generalidades

En el estudio de Kudryavtseva et al., la actividad frente a S. aureus se evalué como un efecto
bacteriostatico mediante el método de diluciones seriadas en medio liquido, reportando la
concentracién minima inhibitoria en molaridad. A partir de este analisis, los autores demostraron
una fuerte correlacion entre la actividad antibacteriana y la hidrofobicidad de los sustituyentes
aromaticos, asi como con parametros fisicoquimicos como el momento dipolar y las constantes de
disociacion acido—base de los orto-aminometilfenoles sintetizados. Estos resultados permitieron
establecer una relacion cuantitativa entre la estructura molecular y la efectividad bioldgica de los
compuestos fendlicos orto-aminometilados, evidenciando que la naturaleza hidrofébica de los
grupos unidos al nlcleo aromatico y la polaridad de las bases de Mannich influyen de manera
determinante en su actividad. En conjunto, la similitud de los perfiles de inhibicién observados
frente a S. aureus y Candida albicans sugiere un mecanismo de accién inespecifico, probablemente
asociado a la capacidad de estos compuestos para penetrar e interactuar con la membrana celular,

provocando alteraciones en su permeabilidad o desorganizacidn estructural [7].
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Figura 4. Compuestos fendlicos orto-aminometilados con actividad antibacterial [7].

Hans-Joachim & cols. realizaron un cribado selectivo de compuestos con el objetivo de identificar
bases estructurales capaces de inhibir la ADN girasa, una enzima que constituye el blanco
terapéutico de las fluoroquinolonas. El enfoque del estudio se fundamentd en la identificacién de
grupos funcionales capaces de establecer interacciones especificas dentro del sitio de unién al ATP,
particularmente entre un grupo donador y un grupo aceptor de hidrégeno con el residuo de
aspartato en la posicidn 73, asi como con una molécula de agua estructural (Wat45) presente en el

sitio activo.

Dentro de la biblioteca de compuestos evaluados se incluyé el compuesto 19 (figura 5a),
correspondiente a una base de Mannich fendlica, el cual fue analizado experimentalmente
mediante ensayos bioquimicos de inhibicién de la ADN girasa. La actividad de 19 se determind a
través del ensayo de superenrollamiento, reportandose su efecto como inhibidor débil mediante el
parametro MNEC (por sus siglas en ingles Maximal Noneffective Concentration). Aunque el estudio

no muestra un mecanismo de unidn al sitio activo de la enzima, se sustenta que cumple con el
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farmacoforo propuesto, caracterizado por la presencia simultanea de grupos donadores y aceptores

de enlaces de hidrégeno, considerados esenciales para el reconocimiento molecular.

La figura 5b muestra una conformacién estructural del modelo de interaccion propuesto. En esta
estructura se observa claramente la participacién de grupos donadores y aceptores de enlaces de
hidrégeno en la estabilizacidon del complejo proteina—ligando, validando la relevancia de este tipo
de interacciones dentro del sitio de unién al ATP y apoyando el enfoque estructural empleado para

la identificacién de compuestos tipo “aguja” [40].

Figura 5. a): Compuestos evaluados para inhibir la ADN girasa. b): Estructura cristalografica por difraccion

de rayos X del compuesto 20 en complejo con la fraccidon de 24 kDa de la ADN girasa. Tomada de [40].

2.8.2. Derivados de la apigenina.

La aminometilacién de la apigenina (21) dié como resultado la produccién de compuestos de
Mannich con distintos niveles de actividad antimicrobiana. Notablemente, los compuestos mds
efectivos fueron aquellos derivados de la morfolina (22) y ciclohexilamina (23), demostrando un
aumento en su actividad contra S. aureus, E. coli y P. aerugina. Los hallazgos indican que las
modificaciones de la apigenina mediante la reaccidn de Mannich podrian mejorar sus caracteristicas
antimicrobianas y posiblemente extender su aplicaciéon en la cura de enfermedades bacterianas

[41].
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Tabla 1. Derivados de la apigenina con actividad antibacterial. Adaptada de [41].

CMI (pg/mL)
% Rendimiento
Compuesto ] ]
S. aureus E. coli P. aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
31.25 62.5 62.5 NC
21
1.95 15.6 15.63 43.4
22
3.91 15.63 15.63 41.8
23
Tetraciclina 1.95 3.91 3.91 NC
CMI: Concentracion minima inhibitoria, NC: No calculado.
2.8.3. Derivados de bencilimidazoliltetrahidroprotoberberinas
Jeyakkumar & cols analizaron la efectividad antimicrobiana de

bencilimidazoliltetrahidroprotoberberinas, destacando especialmente el compuesto que incorpora

un grupo 5-fluorobenzimidazolilo, ha demostrado ser excepcionalmente efectivo contra una
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variedad de bacterias y hongos, mostrando mejores resultados que medicamentos de referencia
como Norfloxacino y el Fluconazol. Notablemente, 24 no causé desarrollo de resistencia en SARM
incluso tras 15 ciclos de cultivo. Estudios mas detallados indicaron que la molécula 24 puede unirse
a la enzima Topo IA a través de enlaces de hidrégeno, intercalarse en el ADN bovino y fragmentar
el ADN pBR322, sugiriendo mecanismos posibles detras de su marcada actividad antimicrobiana

[42].

Tabla 2. Actividad antibacterial de un derivado de las bencilimidazoliltetrahidroprotoberberinas. Adaptada

de [42].
cmi
(uMm)
Compuesto
SARM E. coli E. coli P. aeruginosa
JM109 DH52
17.4 8.7 23.2 11.6
24
Norfloxacino 25.1 50.1 50.1 41.8

SARM: S. aureus resistente a meticilina, CMI: Concentracion minima inhibitoria.

2.8.4. Actividad antibacterial de orto-aminometilfenoles con grupo indolina.

El estudio de Neto & cols resalta la sintesis de orto-aminometilfenoles a través de la reaccion de
Petasis (también referida como Petasis borono-Mannich o acido bordnico-Mannich), subrayando su
potencial como agentes antibacterianos. Los compuestos resultantes de este método exhibieron
una notable actividad antibacteriana, evidenciada por concentraciones inhibitorias minimas

menores a 1.4 mm frente a ciertos microorganismos resistentes, indicando que los compuestos con
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un grupo indolina, son particularmente eficaces en la inhibicidn bacteriana llegando a mostrar

mayor actividad que el control positivo utilizado, la vancomicina [43].

Tabla 3. Actividad anbacterial de un orto-aminometilfenol con un grupo indolina.

Adaptada de [43].

CMI (uM)
Compuesto
SASM SARM E. faecalis M. smegmatis
ATCC25923 CIP106760 ATCC51299 ATCC607
O,N <1.36 <1.36 2.72 <1.36
L,
25
Vancomicina 54 2.70 2.70 -

SASM: S. aureus sensible a meticilina, SARM: S. aureus resistente a meticilina. CMI: Concentracién Minima

2.9. Estrategias para desarrollar bases de Mannich fenélicas.

inhibitoria.

La reaccion de Mannich, que recibe su nombre por el quimico aleman Carl Mannich, ha resultado

ser de gran utilidad para la sintesis de moléculas complejas y biolégicamente activas desde su

publicacion en 1912 [44].

Entre los sustratos principales para la reaccion se encuentran los grupos alquil cetonas, fenoles,

derivados de acidos carboxilicos, compuestos heterociclos y alquinos. Considerando la versatilidad

de productos que se pueden obtener, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevos métodos para

obtener las bases de Mannich que conforman una pieza fundamental en el disefio de farmacos [40,

45].
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2.9.1. La reaccion clasica de Mannich.

Los reactivos que se requieren para la reaccion de Mannich son el formaldehido, el cual se utiliza

con mayor frecuencia; mientras que la amina debe ser primaria o secundaria y se debe encontrar

como base libre o como hidrocloruro [46].
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Figura 6. Mecanismo de la reaccion de Mannich a través del intermediario iminio. Adaptada de [44].

La reaccién de condensacidon ocurre en dos pasos: Primero la amina reacciona con el

formaldehido mediante una adicidon nucleofilica para generar el producto de condensacion

conocido como ion iminio (especie reactiva en medio acido). Posteriormente, el ion iminio reacciona

mediante adicién electrofilica con la forma endlica del sustrato carbonilico para generar un

compuesto 2-aminocarbonilico. Los disolventes mas utilizados son solventes alcohdlicos como el

metanol, etanol e isopropanol, aunque es dificil establecer reglas generales sobre la eleccién de

solventes y las condiciones de reaccion [47].

La manera tradicional de sintetizar bases de Mannich requiere que los reactivos se sometan a reflujo

en solventes alcohdlicos por varias horas, no obstante, existen diversos métodos mas modernos

como irradiacidn de microondas, sonicacidn y procesos sintéticos libres de solventes y catalizadores

[41].
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2.9.2. La reaccion de Betti.

La reaccién de Betti, que recibe su nombre por el senador italiano Mario Betti, es una reaccién
multicomponente que implica la condensacién de B-naftol, un grupo aldehido y una amina primaria
o secundaria en presencia de un acido y una base. Del mismo modo que la reacciéon de Mannich, la
reaccién de Betti también se basa en una aminoalquilacién del sustrato principal B-naftol, sin

embargo, no requiere la formacién del ion iminio [46].

El primer paso es condensar los tres componentes en un solvente alcohdlico siendo el etanol el mas
utilizado, el producto de la condensacién son dos formas diferentes de la molécula que existen en
equilibrio. Posteriormente se adiciona acido para formar una sal de amonio. Finalmente, se requiere
la presencia de una base en solucidn para obtener el producto de la reaccidn, un aminobencilnaftol,
gue puede ser utilizado como precursor para la sintesis de una amplia variedad de compuestos
organicos entre las que se incluyen la sintesis de compuestos organicos complejos, la sintesis de

ligandos quirales y auxiliares quirales, y la sintesis de compuestos con actividad biolégica [47].

e -OH
|
H|
N

Figura 7. Estructura molecular de la base de Betti.
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Figura 8. Esquema de sintesis de la reacciéon de Betti. Adaptada de [47].

2.9.3. Formacion de sales de amonio cuaternario fendlicas

Otra manera de obtener moléculas de interés bioldgico es modificando la reaccién de Mannich para
obtener una sal de amonio cuaternario como producto final. Lixia y cols sintetizaron quinazolinas
con actividad bioldgica a partir de sales de amonio cuaternario fendlicas. Para la introduccion del
grupo de amonio cuaternario primero se realizd una condensacién de Mannich seguida de la

alquilacién de la amina terciaria intermedia con yodometano [48].
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Figura 9. Propuesta del mecanismo de reaccién para la formacién de sales de amonio cuaternario fendlicas.

Adaptada de [48].

2.9.4. Aminometilacién de fenoles catalizada por rutenio.

En 2016 Hong y cols reportaron la funcionalizacién selectiva en posicion orto al grupo fenol. La
técnica emplea un catalizador de rutenio y metanol como fuente de carbono para llevar a cabo la

aminometilacion [49].

Ph,
)
H,"N—hu—co
!\PPh2
OH HBH, OH
Ru-MACHO-BH (2 mol%) x N~
R ) + HiC-OH + N7 > R I
P H tolueno =
150 °C, 20 h
Rendimiento
29-78%

Figura 10. Esquema de reaccién de la aminometilacidn de fenoles catalizada por rutenio [49].
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Adaptada de [49].

El mecanismo propuesto para la reacciéon ocurre mediante la deshidrogenacién del metanol por
rutenio para generar formaldehido el cual es atacado por la N-metilbencilamina. El alcohol obtenido
es posteriormente deshidratado para formar el ion iminio, el cual es atacado por el anidn fenolato

generando el compuesto o-aminometilenfendlico [49].

La principal ventaja es el uso de metanol como fuente de carbono renovable y potencialmente
sostenible, ademas de la selectividad de la reaccién para formar compuestos fendlicos
funcionalizados utilizando un catalizador de rutenio que es menos téxico que otros catalizadores
comunmente utilizados. Sin embargo, la reaccidn requiere la utilizacién de catalizadores de rutenio,
que pueden ser costosos y dificiles de obtener y adicionalmente se requiere trabajar con
condiciones de temperaturas especificas por un tiempo considerable para obtener un rendimiento

Optimo [49].

2.9.5. Aminometilacion de fenoles a partir de N-6xidos catalizada por vanadio.

En 2002, Hwang & Uang proporcionaron una descripcion detallada de la generacidn in situ de iones
iminio a partir de N-6xidos de trialquilaminas en presencia de vanadilacetilacetonato (VO(acac),)
como catalizador y su participacion en una reaccion modificada de tipo Mannich. La reaccion implica

la eliminacion intramolecular de una molécula de agua del 2-naftol y el N-6xido de amina para
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formar un imino-6xido, que luego se descompone en un ion iminio y una molécula de éxido de

amina [50].

H4C CH;
Y
=0 0
-".U/'/ -"k_“
\)
™,

\ {}/th o=

F 4

VO{acac)z: (10 mol%) ﬁq‘l\
ﬂ P N~

H3C\ 0
M.
0" CHaClz S
reflujo & hrs

~OH

NLﬁ

(
‘--._.--“":I

Figura 12. Esquema de reaccion catalizada por vanadio. Adaptada de [50].

2.9.6. Aminometilacion de fenoles con trifluoroboratos de alquilaminas

Asimismo, Dai y cols utilizaron un catalizador de cobre para la produccidn regioselectiva de fenoles
o-aminometilados partiendo de aminas trifluoroboradas. El mecanismo propuesto para la alta
selectividad orto en la aminometilacion de fenoles catalizada por Cu(ll) implica una transferencia de
electrén radicalaria de un trifluoroborato a Cu(ll) para generar radicales alquilo. El oxigeno actia
como oxidante terminal para la regeneracién del Cu(ll) cataliticamente activo. La formacién
exclusiva de enlaces C-C en la posicidn orto sugiere un estado de transicién ciclico de seis miembros
a través de la coordinacién simultanea del fenol y el trifluoroborato a Cu(ll). Podemos resaltar entre
las ventajas la sencillez del método para la obtencidn de moléculas bioactivas de interés

farmacéutico [51].
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Donde R = H, 4-OMe, 2- OMe, 4-Me, 2-Me, 3-Me, 4-Et, 4-Ph, 4-OCF, 4-Cl, 4-F, 4-Br, 2-Cl, 2-Br, 4-
CO:Et, 4-NOs, 4-CN, 4COMe, 4-CHO

Figura 13. Esquema de reaccion de fenoles con trifluoroborato de alquilaminas. Adapatada de [51].

2.9.7. Aminometilacidén catalizada por cobre.

Gupta y cols dieron a conocer una metodologia para la formacion de fenoles aminometilados
catalizada por nanoparticulas de calcogenuro de cobre (Cu;S.) soportado sobre dxido de grafeno
(GO). Lo destacable de su experimento fue que lograron sintetizar un compuesto a partir del fenol
con una amina terciaria en condicion libre de solventes, dando un producto con un alto rendimiento,
por lo que el desarrollo de esta técnica proporciona un acceso econémico y regioselectivo para la

obtencidn de fenoles aminometilados [52].

1 GO-Cu;S., TBHP R

+ N 4 N2

3 50 °C/2 hrs R R
2 4

Ri=H,Cl

R?=H, CHO, CHOCH3, COPh, COOC2HS, Br, F, Cl
R#=H,Cl

Ré=H,Cl

RS=H,Cl,CN

Figura 14. Esquema de reaccion catalizada por cobre. Adaptada de [52].
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2.9.8. Acoplamiento deshidrogenativo cruzado.

Yu & Patureau propusieron una sintesis por acoplamiento deshidrogenativo cruzado (CDC), que este
método permite la construccidon selectiva de productos de acoplamiento C(sp2) a C(sp3) en
condiciones suaves y con un amplio alcance de sustratos. Primero se requiere de un catalizador de
Cu (1) que dona un electrén a terc-butil peréxido (DTBP) para generar una especie de cobre de bajo
valencia (I) y el radical terc-butoxi, el cual abstrae un radical hidrégeno del fenol para formar un
radical fendxido o realiza lo mismo a partir de la trialquilamina para formar un radical metilamino.
Los radicales se combinan para formar un producto de acoplamiento C(sp2) a C(sp3). Un factor
importante es mantener una temperatura entre los 80 y 88 °C, debido a que la elevacién de la
temperatura puede dar una doble o-aminometilacién del fenol que compite con la reaccién CDC

[53].

N
l tBuO-[Cu™] -
[ ” - [ ’ ” - |"‘ =" N7
: Ly
*-‘ -.’__..- '._':_-.:._"..__...- Ly R

Donde R =Phy R*=CH:

Figura 15. Propuesta del mecanismo de reaccién de acoplamiento deshidrogenativo catalizado por cobre.

Adaptada de [53].

Por otro lado, Sun y Cols desarrollaron una técnica en presencia de un catalizador de oro para la
aminometilacién de fenoles, la técnica implica la generacidon de especies radicales a través de la
iniciaciéon por el bromotriclorometano (BrCCls). El BrCCl; remueve un electron del dtomo de
nitrégeno de la trimetilamina para formar el catidon radical. Luego, se producen dos vias
competitivas: la formacion de iminios por la ruptura de enlaces C-C que conlleva a un acoplamiento
mediante activacién de carbono (CAC) o la formacidn de iminios por la ruptura de enlaces C-H,
ocasionando un producto CDC. El catalizador de oro (HAuCl,4) acelera los ultimos pasos de la reaccién

[53].
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Figura 16. Propuesta del mecanismo de reaccidn de acoplamiento deshidrogenativo y acoplamiento de

activacion de carbono. Adaptada de [54].

En general, las ventajas de las reacciones de acoplamiento como CAC y CDC son que permiten la
formacién de enlaces carbono-carbono de manera eficiente y selectiva, no obstante, incluyen la
necesidad de condiciones especificas y a menudo reactivos y catalizadores costosos, lo que puede
limitar su utilidad en la sintesis a gran escala, ademds, estas reacciones pueden ser dificiles de

controlar y pueden producir subproductos no deseados [54].
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III. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Aportacion cientifica.

Preparar nuevas bases de Mannich fendlicas con una estructura base de tipo lignano, las cuales sean
capaces de inhibir el crecimiento de aislados clinicos de bacterias Grampositivas y Gramnegativas
resistentes a antibidticos para que sirvan como moléculas lideres en el desarrollo de nuevos

antibidticos.

3.2. Hipétesis.

Las modificaciones estructurales del acido meso-dihidroguaiarético como la adicién de sustituyentes
hidrofdbicos, grupos ionizables y donadores/aceptores enlaces de hidrogeno pueden potenciar la

actividad antibacterial contra bacterias resistentes a antibidticos.

3.3. Objetivo general.

Semisintetizar nuevas bases de Mannich fendlicas a partir del dcido meso-dihidroguaiarético,
caracterizar sus estructuras moleculares y determinar sus propiedades antibacterianas contra

aislados clinicos de bacterias Grampositivas y Gramnegativas resistentes a antibioticos.

3.4. Objetivos especificos.

1. Purificar el 4cido meso-dihidroguaiarético a partir del extracto organico de las partes
aéreas de Larrea tridentata.

2. Preparar diez bases de Mannich fendlicas a partir del acido meso-dihidroguaiarético.

3. Determinar descriptores fisicoquimicos moleculares in silico.

4. Evaluar la actividad antibacteriana de las bases de Mannich fendlicas contra aislados
clinicos de bacterias Grampositivas y Gramnegativas resistentes a antibidticos.

5. Evaluar la actividad citotéxica de las bases de Mannich fendlicas que exhiban actividad
antibacteriana similar a los controles positivos.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Aislamiento y purificacién por técnicas cromatograficas.

La cromatografia en columna se realizé utilizando gel de silice (SiO,) como fase estacionaria. Los
solventes utilizados fueron hexano (Hex), acetato de etilo (AcOEt) y diclorometano (DCM). Se
emplearon cromatografias en capa fina utilizando placas de aluminio recubiertas con gel de silice,
de la marca Merck, que contienen un indicador fluorescente para 254 nm. Como reveladores, se
utilizaron una ldmpara UV (con longitudes de onda de 254 nm y 365 nm) y una solucién de sulfato

cérico en acido sulfurico, molibdato de cerio y amonio en acido sulfurico.

4.1.2. Sintesis de bases de Mannich fendlicas.

Las reacciones de orto-aminometilenacidn fendlica se realizaron en medio etandlico empleando
paraformaldehido como agente metilénico y malla molecular de 3-4 A como agente secante. Las
aminas secundarias utilizadas para la obtencidn de derivados del meso-DGA fueron: dimetilamina,
dietilamina, trimetiletilendiamina, pirrolidina, piperidina, morfolina, tiomorfolina, N-

metilpiperazina, 4-hidroxipiperidina, 1-(2-hidroxietil)piperazina.

Ry, .R;

R4~
N°
H

————————————
CH,0 / EtOH

Reflujo
Condiciones anhidras

RigyRe = OH
T o §
N N

DO Q0

Figura 17. Reaccion general para la obtencién de los derivados del meso-DGA.

Pagina 46 de 95



4.1.3. Elucidacion estructural de los productos naturales y sus derivados semisintéticos.

Los puntos de fusidn de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher Johns. Los espectros
de Resonancia Magnética Nuclear de H (RMN 'H) de los compuestos se obtuvieron en los
instrumentos Bruker AVANCE (300 MHz) y JEOL JNM-ECZL (400 MHz) vy usando cloroformo
deuterado (CDCls) y metanol deuterado (CD30OD) como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Los desplazamientos quimicos (8) se reportaron en partes por millén (ppm) y las
constantes de acoplamiento (J) se reportaron en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefiales fue descrita
como singulete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), multiplete (m), singulete ancho (s.), doblete

de dobletes (dd) y pseudotriplete (st).

4.2. Aislamiento y purificacion del acido meso-dihidroguaiarético.

El extracto organico de L. tridentata fue proporcionado por la Dra. Maria del Rayo Camacho en el

Laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

El extracto orgdnico se sometid a una cromatografia en columna usando SiO, como fase estacionaria
y como fase mévil Hex con un gradiente de AcOEt. Las fracciones se analizaron por cromatografia
en capa fina usando meso-DGA como referencia y se revelaron bajo luz ultravioleta y sulfato cérico,
se reunieron las fracciones con igual factor de retenciéon (RF por sus siglas en inglés) que el

compuesto de referencia para posteriormente realizar una purificacién adicional.

La purificacion se realizé por cromatografia en columna utilizando SiO, como fase estacionaria y la
fase movil Hex con un gradiente de DCM. Se realizé una cromatografia en capa fina usando meso-
DGA como referencia y se juntaron las fracciones con el mismo RF obteniéndose un sélido color

blanco.
4.2.1. Datos espectroscopicos del meso-DGA

El meso-DGA fue obtenido como un sdélido blanco con un punto de fusidn de 88°C.

RMN *H (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 6.82 (d, J = 8.00 Hz, 2 H, H-5 y H-5’) 6.65 (dd, J = 8.04 Hz y 1.96
Hz, 2H, H-6 y H-6’), 6.61 (d, J = 1.96, 2H, H-2 y H-2’), 5.44 (s, 2H, OH-4), 3.85 (s, 6H, OCH3-C3 y OCH3-
C3’),2.72 (dd, J = 13.44 Hz, 5.00 Hz, 2H, H-7b y H-7b’), 2.28 (dd, J = 13.48 Hz y 9.24 Hz, 2H, H-7ay
H-7a’), 1.68 (m, 2H, H-8 y H-8’), 0.84 (d, J = 6.64 Hz, 6H, H3-9 y H3-9’). RMN *3C (100 MHz, CDCl;), 6
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(ppm): 146.37 (C4y C4’), 143.62 (C3 y C3’), 133.88 (C1y C1’), 121.78 (C6 y C6’), 114.01 (C5 y C-5'),
111.48 (C2 y C2’), 55.92 (OCH5-C3 y OCH;-C3’), 39.26 (C7 y C7’), 38.96 (C8 y C8’), 16.30 (C9y C9’).

4.3. Procedimiento para la obtencién de bases de Mannich fendlicas.

En un matraz redondo de 25 mL, se agregd meso-DGA (30 mg, 0.091 mmol), paraformaldehido
(16.38 mg, 0.546 mmol), amina (0.0546 mmol) y 3 mL de etanol anhidro. La mezcla de reaccién se
dejo en agitacion constante a reflujo por 72 horas. Posteriormente la mezcla de reaccién fue
concentrada en un rotaevaporador dando una resina color café que fue fraccionada por
cromatografia en columna adicionada con aire para generar una presion positiva utilizando acetato
de etilo como fase mavil principal y un gradiente de una solucién preparada con metanol e hidréxido

de amonio concentrado en proporcién 9:1 (v/v).

4.3.1. Datos espectroscépicos de bases de Mannich fendlicas

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4,dil)bis(2-((4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)metil)-6-metoxifenol)

(MWAIJ1). Este compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 144°C.

RMN *H (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 6.58 (d, J = 2.40 Hz, 2H, OH MWAJ1
14
H-6 y H-6’), 6.37 (d, J = 2.56 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 3.84 (s, 6H, H”
12
T
6

2 _ Hb

N
OCH;-C3 y OCH3-C3’) 3.69 (s, 4H, Hy-10 y Hp-10’) 3.64 (t, J = :[
N
6.84 Hz, 4H, Hy-14 y H-14), 2.69 (dd, J = 17.72 y 6.52 Hz, H- .,

7by H-7b‘) 2.59 (t, J = 6.96 Hz, H,-13 y H»-137), 2.74-2.35 (sa, Ho \ .
Hy-11, Hy-11°, Hy-12 y H,-12) 2.22 (dd, J = 17.92 Hz y 12.40 Hz, (N NN O
2H, H-7ay H-7a’) 1.75 (m, 2H, H-8 y H-8’) 0.81 (d, J = 8.64 Hz,
6H, Hs-9 y Hs-9’). RMN 3C (100 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 147.60
(C4yC4’),144.72 (C3y C3’),132.46 (C1y C1’),121.04 (C6y C6’), 120.74 (C5y C5’), 112.11 (C2y C2’),
61.20 (C10 yC10’), 59.43 (C14 y C14’), 57.87 (C13 y C13’), 55.96 (OCHs-C3 y OCH3-C3’), 52.84 (C11ly
C17’), 52.40 (C12, C12’) 39.24 (C7 y C7’), 38.89 (C8 y C8'), 16.28 (C9 y C9’). EMAR (ESI), [M+1]*
calculado para CssHssN4Og: 615.41216; observado: 615.41045.
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4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-dil)bis(2-metoxi-6-(tiomorfolinometil)fenol). (MWAIJ3). Este

compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 148°C.

RMN 'H (400 MHz, CDCLs), & (ppm): 6.58 (s, 2H, H-6 y H-6'), S,
6.36 (s, 2H, H-2 y H-2"), 3.85 (s, 6H, OCHs-C3 y OCH;-C3’), 3.68 11[Nj11 y
(s, 4H, H-10y Hp-10’), 2.82 (m, J = 4.52 Hz, 8H, H-12, H-12'), .\ 8

2.73 (m, J = 5.20 Hz, 8H, H,-11, H,-11’), 2.72 (dd, J = 4.04 Hz, O
2H, H-7by H-7b’), 2.21 (s, J = 11.92 Hz y 11.04 Hz, 2H, H-7a y

H-7a’),1.72 (m, 2H, H-8 y H-8’), 0.82 (d, J = 6.44 Hz, 6H, H3-9 y
Hs-9’). RMN 13C (100 MHz, CDCls), & (ppm): 147.78 (C4y C4'), OH

144.83 (C3y C3’), 132.67 (C1y C1’), 121.24(C6 y C6’), 120.62 (C5 y C5’), 112.24 (C2 y C2’), 62.33 (C10
yC10’), 56.08 (OCHs-C3 y OCHs-C3’), 54.63 (C11, C11’), 39.58 (C7 y C7’), 39.11 (C8y C8’), 28.15 (C12
y C12’), 16.34 (C9 y C9’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para C3oHasN204S;: 561.28207; observado:
561.28316.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-dil)bis(2-((dimetilamino)metil)-6-metoxifenol), MWAJ 18 forma

neutra (MWAJ18n). Este compuesto fue obtenido como una resina verdosa.

RMN H (400 MHz, CDs0D), 6 (ppm): 6.66 (d, J = 2.00 Hz, 2H, H- 11 1 MWAJ18
6y H-6"),6.51 (d, J=1.88 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 3.80 (s, 6H, OCHs-
C3 y OCH3-C3’) 3.67 (d, J = 2.00 Hz, 4H, H>-10 y H»-10’) 2.71 (dd,
J=13.48 Hzy 5.16 Hz, 2H, H-7b y H-7b"), 2.35 (s, 12H, H3-11, H-
11’), 2.27 (dd, J=13.36 Hz y 8.33 Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.75 (m,

2H, H-8 y H-8’), 0.83 (d, J = 6.60 Hz 6H, H3-9 y H3-9’). RMN *3C
(100 MHz, CDs0D), 6 (ppm): 147.40 (C4 y C4’), 144.16 (C3y C3'),
132.57 (C1y C1’),121.98 (C6y C6’), 121.29 (C5 y C-5"), 112.18 (C2 y C2’), 59.95 (C10y C10’), 55.23
(OCH3-C3 y OCH3-C3’), 43.23 (C11, C11’), 39.02 (C7 y C7’), 38.41 (C8 y C8&’), 15.33 (C9 y C9’). EMAR
(ESI), [M+1]"* calculado para C6Ha1N204: 445.30663; observado: 445.30726.

Pagina 49 de 95



MWAJ18 forma de sal (MWAJ18s)
RMN ®H (400 MHz, CDs0OD), & (ppm): 6.86 (d, J = 1.88 Hz, 2H, H- 11 . 11

HSC\H,CH3 MWAJ18s
6y H-6’),6.51 (d, J=1.84 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 4.31 (s, / = 13.04
Hz, 4H, H,-10 y H»-10’), 3.87 (s, 6H, OCH3-C3 y OCH5-C3’), 2.85 (s,
12H, Hs-11, Hs-11’), 2.83 (dd, J = 13.28 Hz, 2H, H-7b y H-7b’),

2.34 (dd, J = 13.40 Hz y 9.72 Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.82 (m, 2H,

H-8 y H-8’), 0.86 (d, J = 6.52 Hz, 6H, H3-9 y H3-9’)

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-dil)bis(2-((dietilamino)metil)-6-metoxifenol), (MWAJ20). Este

compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 138°C.

RMN H (400 MHz, CDCls), 5 (ppm): 6.56 (d, J = 1.92Hz, 2H, H-6 12 12 MWAJ20
y H-6'), 6.36 (d, J = 1.92 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 3.84 (s, 6H, OCHs- 11
C3y OCHs-C3") 3.72 (s, 4H, H-10 y Ho-10") 2.6 (dd J = 13.44 Hz
y 4.8 Hz, 2H, H-7b y H-7b’), 2.61 (c, J = 7.20 Hz 8H, Hy-11, H,-
11’), 2.22 (dd, J = 13.52 Hz y 9.36 Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.72 (m,

2H, H-8 y H-8’), 1.10 (t, / =7.20 Hz, 12H, Hs-12, H3-12’), 0.82 (d,

J = 6.56 Hz, 6H, H3-9 y H3-9’). RMN 3C (100 MHz, CDCls), &
(ppm): 147.74 (C4y C4’), 145.52 (C3 y C3’), 132.07 (C1y C1’), 121.80 (C5 y C5’), 120.85 (C6 y C-6'),
111.84 (C2 y C2’), 57.12 (C10 y C10’), 56.07 (OCH3-C3 y OCH3-C3’), 46.55 (C11 y C11), 39.47 (C7 y
C7’), 39.09 (C8 y C8’), 16.37 (C9 y C9’), 11.47 (C12 y C12’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para
C30H49N204: 501.36923; observado: 501.36677.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4,dil)bis(2-metoxi,6-(morfolinometil)fenol) (MWAIJ22). Este

compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 160°C.

MWAJ22

RMN *H (400 MHz, CDCls), § (ppm): 6.57 (d, J = 1.96 Hz, 2H, H- ,, O,
6y H-6),6.38 (d, /= 1.92 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 3.84 (s, 6H, OCHs- 11[Nj11 )
C3y OCH3-C3’) 3.73, (st, J = 4.56 Hz, 8H, H-12 y H-12), 3.67 (s, 10 i

4H, Hp-10 y H-10’) 2.69 (dd J = 13.44 Hz y 4.64 Hz, 2H, H-7b y
H-7b’), 2.56 (s, 8H, H>-11, H»-11"), 2.21 (dd, J = 13.52 Hz y 9.48
Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.71 (m, 2H, H-8 y H-8’) 0.81 (d, / = 6.56
Hz, 6H, H3-9 y Hs-9’). RMN 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm): OH
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147.67 (C4 y C4’), 144.61 (C3 y C3’), 132.62 (C1y C1’), 121.21(C6 y C6’), 120.39 (C5 y C5’), 112.17
(C2 y C2), 66.86 (C12, C12’), 61.71 (C10 yC10’), 55.99 (OCHs-C3 y OCH;-C3’), 52.96 (C11y C11’),
39.52 (C7 y C7’), 39.05 (C8 y C8’), 16.27 (C9 y C9’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para CszHasN2Ox:
525.36923; observado: 525.36706.

1,1°-((((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-dil)bis(6-hidroxi-5-metoxi-3,1-
fenilen))bis(metilen))bis(piperidin-4-ol) (MWAJ24). Este compuesto fue obtenido como un sélido

blanco que se funde a 162°C.

RMN *H (700 MHz, CDs0D), & (ppm): 6.64 (d, J = 1.96 Hz, MWAJ24 OH
2H, H-6y H-6'), 6.47 (d, J = 1.96 Hz, 2H, H-2 y H-2"), 3.79 (s, 1w/ 2
6H, OCHs-C3 y OCH3-C3’) 3.67 (s, 6H, Hx-10, Hp-10’, H-13y
H-13’), 2.85 (m, 4H, H-11ecy H-1lec’), 2.71 (dd J = 13.51 Hz

y 5.32 Hz, 2H, H-7b y H-7b’), 2.30 (s, 4H, H-11ax y H-11ax’), 3C03

2.26 (dd, J = 13.51 Hzy 9.03 Hz, H-7ay H-72’), 1.89 (m, 4H,  HO
H-12ec y H-12ec’) 1.75 (m, 2H, H-8 y H-8"), 1.58 (m, 4H, H- "_N
12ax y H-12ax‘), 0.84 (d, J = 6.65 Hz, 6H, H3-9 y H3-9’). RMN s
13C (175 MHz, CDs0D), & (ppm): 148.71 (C4 y C4’), 145.63 OH

(C3y(C3’),133.87 (C1yC1’),122.89 (C5y C5’),122.86 (C6y C6), 113.39 (C2y C2’), 67.84 (C13y
C13’), 60.97 (C10 yC10’) 56.54 (OCH;-C3 y OCH3-C3’), 40.20 (C7 y C7’), 39.68 (C8 y C8’) 35.02 (C12y
C12’), 16.32 (C9y C9’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para C3;HasN20s: 557.35906; observado:

557.35829.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-diil)bis(2-metoxi-6-(piperidin-1-il-metil)fenol (MWAIJ25). Este
compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 124°C.

RMN *H (400 MHz, CDCl3), 6 (ppm): 6.56 (d, J = 2Hz, 2H, H- 13

12 ' MwWAJ25

6 y H-6), 6.35 (d, J = 2 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 3.84 (s, 6H,
OCH3-C3 y OCH3-C3’) 3.62 (s, 4H, H>-10 y H»-10’) 2.68 (dd J
=13 Hzy 5 Hz, 2H, H-7b y H-7b’), 2.49 (s,, 8H, H»-11, H,-
11’),2.21 (dd, J =13 Hzy 9 Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.71 (m,
2H, H-8 y H-8’), 1.62 (m, 8H, H-12, H»-12’), 1.47 (m, 4H,
H,-13 y H»-13’) 0.81 (d, 6H, H3-9 y Hs-9’). RMN 3C (100
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MHz, CDCls), § (ppm): 147.63 (C4 y C4’), 145.24 (C3 y C3’), 132.06 (C1y C1’), 121.27 (C5 y C5’),
120.89(C6 y C6’), 111.83 (C2 y C2’), 62.17 (C11y C11’), 55.98 (C10 yC10’) 54.00 (OCH3-C3 y OCH;s-
C3’), 39.35 (C7 y C7’), 38.98 (C8 y C8), 25.93 (C12 y C12) 24.10 (C13 y C13’), 16.32 (C9 y CY’). EMAR
(ESI), [M+1]* calculado para Cs2HasN204: 525.36923; observado: 525.36706.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutan-1,4-diil)bis(2-metoxi-6-(pirrolidin-1-il-metil)fenol (MWAIJ26). Este

compuesto fue obtenido como cristales amarillos que se funden a 118°C.

RMN *H (400 MHz, CDCls), § (ppm): 6.57 (d, J =192 12__ 12

Hz, 2H, H-6 y H-6), 6.42 (d, J = 1.88 Hz, 2H, H-2 y H-2’), 11Z )11
N Hag  Hb

MWAJ26

3.81 (s, 4H, CH,-10 y CH»-10’) 2.69 (dd, J = 13.28 Hz y
4.76 Hz, H-7b y H-7b’) 2.67 (m, Ho-11 y H,-11"), 2.22
(dd, J =13.48 Hz y 9.36 Hz, 2H, H-7a y H-7a’), 1.85 (m,
8H, CH-12, CH»-12’), 1.73 (m, 2H, H-8 y H-8’), 0.83 (d,
J = 6.64 Hz, 6H, CHs-9 y CH3-9’). RMN 23C (100 MHz,

CDCl3), 6 (ppm): 147.60 (C4 y C4’), 145.05 (C3 y C3’),
132.30 (C1y C1’), 121.76 (C5 y C5’), 120.76 (C6 y C6'),
111.49 (C2 y C2’), 58.22 (C11y C11’), 56.07 (C10 yC10’), 53.55 (OCH;-C3 y OCH3-C3’), 39.47 (C7 y
C7’), 39.09 (C8 y C8'), 23.74(C12 y C12’) 16.30 (C9 y C9’). EMAR (ESI), [M+1]* calculado para
C3oHasN204: 497.33793; observado: 497.33563.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil)bis(2-metoxi-6-((4-metilpiperazin-1-il)metil)fenol)

(MWAJ27). Este compuesto fue obtenido como un sélido blanco que se funde a 120°C.

RMN *H (400 MHz, CDCl), & (ppm): 6.57 (d, /= 1.8 * ci,
Hz, 2H, H-6 y H-6"), 6.38 (d, J = 1.88 Hz, 2H, H-2 y H-2'), .
12 MWAJ27
3.84 (s, 6H, OCHs-C3 y OCH3-C3’) 3.68 (s, 4H, Ho-10, Ha- !
10’) 2.69 (dd, J = 13.28 Hz y 4.68 Hz, 2H, H-7b y H-7b"),
2.72-2.33 (s, 16 H, Ho-11, Hp-11’, Hy-12 y H-12") 2.31
(s, 6H, H3-13 y H3-13), 2.20 (dd, J = 13.24 Hz y 9.48 Hz, A
2H, H-7ay H-73a’), 1.73 (m, 2H, H-8 y H-8’), 0.81 (d, J =

6.56 Hz, 6H, H3-9 y H3-9’). RMN 3C (100 MHz, CDCls),
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& (ppm): 147.72 (C4 y C4’), 144.86 (C3y C3’), 132.55 (C1y C1’), 121.16 (C6 y C6’), 120.86 (C5 y C5’),
112.13 (C2 y €2’), 61.28 (C10 y C10’) 56.05 (C11, C11’), 54.98 (OCHs-C3 y OCH;-C3’), 52.38 (C12,
C12’), 45.86 (C13 y C13’). 39.35 (C7 y C7’), 38.98 (C8 y C8’), 16.32 (C9 y C9’). EMAR (ESI), [M+1]*
calculado para C3;Hs1N404: 555.39103; observado: 555.38902.

4,4’-((2R,3S)-2,3-dimetilbutano-1,4-diil)bis(2-(((2-(dimetilamino)etil)(metil)Jamino)metil)-6-

metoxifenol), (MWAIJ28). Este compuesto fue obtenido como un sdélido blanco que se funde a 89°C.

RMN *H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 6.57 (d,J=1.92 14 MWAJ28
Hz, 2H, H-6 y H-6), 6.38 (d, J = 1.92 Hz, 2H, H-2 y H-
2’), 3.84 (s, 6H, OCHs-C3 y OCH3-C3’) 3.58 (d J = 3.16
Hz, 4H, H-10 y H,-10’), 2.68 (dd J = 13.36 Hz y 4.68
Hz, 2H, H-7b y H-7b’), 2.63-2.53 (m, 8H, H»-12, H,-
12, Hy-13 y Hy-13’), 2.28 (s, 12H, Hs-14 y Hs-14'),
2.24 (s, 6H, Hs-11, Hs-11’), 2.23 (dd, J = 13.52 Hz y

9.52 Hz, 2H, H-7ay H-7a’), 1.72 (m, 2H, H-8 y H-8'),
0.81 (d, J = 6.56 Hz, 6H, CH3-9 y CH3-9’). RMN 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm): 147.89 (C4y C4’), 144.85
(C3y €3’), 132.11 (C1y C1’), 122.45 (C5 y C5’), 121.60 (C6 y C-6'), 112.03 (C2 y C2’), 59.70 (C10'y
C10’), 56.58 (C12 y C12’) 56.03 (OCH3-C3 y OCH3-C3’), 54.30 (C13 y C13’), 45.26 (C14 y C14’), 42.27
(C11y C11’) 39.58 (C7 y C7’), 39.08 (C8 y C8'), 16.34 (C9 y CY’).

4.4, Obtencion de los descriptores moleculares de los derivados de meso-DGA in silico.

Los descriptores fisicoquimicos y farmacocinéticos de los compuestos sintetizados se obtuvieron
mediante el software QikProp 4.4 (Schrodinger®), herramienta empleada para la prediccién
computacional de propiedades relacionadas con absorcion, distribucidon, metabolismo y excrecién
(ADME). Este mddulo permite evaluar el potencial como farmaco (“drug-like”) de cada molécula y

comparar sus valores con los rangos caracteristicos del 95 % de los farmacos aprobados.

Para este analisis, cada estructura molecular fue construida y optimizada con Maestro v13.9 2024-
1 a partir de los datos cristalograficos reportados para meso-DGA y posteriormente sometida al
calculo en QikProp utilizando el modo estandar. El programa generé un conjunto de mas de

cuarenta descriptores relevantes, entre los que se incluyen: peso molecular, momento dipolar,
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superficie accesible al solvente (SASA) y sus componentes hidrofébica e hidrofilica, area polar
superficial (PSA), volumen molecular, nimero de enlaces rotables, nimero de donadores vy
aceptores de puentes de hidrégeno, coeficiente de particion (logP) tedrico, solubilidad (logS),

permeabilidad celular estimada (QPPCaco y QPlogBB), entre otros [58].

4.5. Ensayos bioldgicos

4.5.1. Determinacion de la actividad antibacteriana.

Para la actividad antibacteriana se llevd a cabo en colaboracién con el departamento de infectologia
de la facultad de medicina de la UANL a cargo de la Dra. Elvira Garza Gonzalez. Se utilizaron las
siguientes cepas de aislados clinicos resistentes a diferentes farmacos brindadas también por el
departamento de infectologia.

Tabla 4. Bacterias resistentes a diferentes farmacos.

Grampositivas Gramnegativas

Pseudomonas aeruginosa resistente a
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina carbapenémicos (13-1391).

(14-2095).
Escherichia coli productora de BLEE (14-2081).

Klebsiella pneumoniae NDM-1 + resistente a
Enterococcus faecium resistente a vancomicina carbapenémicos, cefalosporinas de amplio
(10-984). espectro (14-3335).

Acinetobacter baumanii resistente a
carbapenémicos (12-666)

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido, NDM-1 +: New Delhi metalo-B-lactamasa-1.

Las cepas se sembraron en placas con agar sangre al 5 % y se incubaron durante 24 h. Para la
preparacion del indculo, se tomaron entre tres y cinco colonias aisladas de cada cultivo, se
suspendieron en solucién salina estéril y la turbidez se ajusté al estandar 0.5 de McFarland (=1.5 x
108 unidades formadoras de colonia (UFC) / mL). Posteriormente, se tomaron 10 pL de esta
suspension y se diluyeron en 11 mL de caldo Mueller—Hinton para obtener una concentracion final

aproximada de 5 x 10° UFC/mL.

4.5.1.1. Preparacion de las soluciones de trabajo.
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Los compuestos se disolvieron en DMSO tomando en cuenta que debido a su toxicidad en bacterias,
la solucién final de DMSO no debe ser mayor al 2%. Se disolvié 1 mg en 500 uL de DMSO para
obtener una solucidn stock de 2000 pg/mL. A partir de ésta, se prepararon soluciones 4X en caldo
Mueller—Hinton (MH) tomando 18 uL de la solucién stock adicionando caldo MH hasta obtener un
volumen de 360 L para permitir alcanzar concentraciones finales entre 50 y 0.78 pg/mL mediante

diluciones seriadas 1:2 dentro de la microplaca. Para el control positivo se empleé levofloxacina.

4.5.1.2. Montaje de la placa control.
El montaje de la placa control, asi como el ensayo de microdilucién fue realizado por el L.Q.I. Efrén

Barajas Saracho.

Se montd una placa control para corregir la absorbancia atribuida a coloracién o turbidez de los
compuestos. Se utilizaron microplacas estériles de 96 pozos donde en cada pocillo se colocaron 100
uL de caldo Mueller Hilton (MH). A continuacién, se colocaron 100 plL de la solucidn de trabajo a
concentracidn 4X en los primeros dos pozos de la fila A, (por duplicado). Tras mezclar el contenido,
se tomaron 100 pL de esta preparacidn y se transfirieron a los pozos correspondientes de la fila B
para efectuar una dilucién 1:2. El mismo procedimiento se repitié sucesivamente hasta la fila G,
descartando finalmente los ultimos 100 pL obtenidos. Finalmente se adicionaron 100 uL de caldo
MH estéril a cada pocillo obteniendo un volumen final de 200 uL en cada uno. La Fila H se utilizé

como control adicionando 200 plL de caldo MH estéril.

4.5.1.3. Ensayo de microdilucién

Se siguid el mismo tratamiento que la placa control, pero ahora se tomaron tres pocillos por cada
concentracion. (por triplicado). Después de realizar las mismas diluciones se afiadié 100 pL de la
suspensidn bacteriana previamente estandarizada. Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 24
h. Posteriormente se realizé la lectura de densidad 6ptica (D.0.) a 600 nm mediante un lector de
microplacas BioTek Cytation™. Los valores de absorbancia obtenidos en la placa control se restaron
de los valores correspondientes en la placa con bacteria para eliminar interferencias. La fila H se
utilizé como control. Los primeros seis pozos se destinaron como blanco, consistiendo en 200 uL de
caldo Mueller—Hinton estéril. Los ultimos seis pozos correspondieron al control negativo preparados

con 100 pL de caldo Mueller—Hinton y 100 pL de la suspension bacteriana, con el propdsito de
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representar el crecimiento bacteriano maximo en ausencia de compuestos. Se utilizé levofloxacina

como control positivo.

El porcentaje de crecimiento se obtuvo mediante la siguiente formula:

L 0.0 medio con bacteria —D.0. extracto con bacteria
% Crecimiento = 100 — ( - - % lﬂ[})
D.0. medio con bacteria

4.5.2. Ensayo de citotoxicidad.

La citotoxicidad de los compuestos estuvo a cargo de la Dra. Adriana Romo Pérez en el Instituto de
Quimica de la UNAM. Se evalué empleando la linea celular humana HaCaT (queratinocitos
inmortalizados), utilizada como modelo de células normales. La viabilidad celular se determiné
mediante el ensayo de cristal violeta, el cual permite cuantificar indirectamente la supervivencia de
células adherentes con base en su capacidad para permanecer unidas a la superficie de cultivo, de

acuerdo con el método descrito por Feoktistova et al [59].

Las células HaCaT se cultivaron en medio de cultivo apropiado y se sembraron en placas de 96 pozos,
asegurando un volumen minimo de 100 plL por pozo, y se incubaron a 37 °C en una atmésfera
humidificada con 5 % de CO, durante 18-24 h, con el fin de permitir la adecuada adhesion celular.
Posteriormente, el medio fue retirado cuidadosamente y reemplazado por medio fresco adicionado

con los compuestos de interés.

Los compuestos se evaluaron mediante curvas dosis—respuesta en un rango de concentraciones de
50.0 a 3.125 M. Las células se incubaron con los tratamientos durante un periodo de 48 h bajo las
mismas condiciones de cultivo. El disolvente dimetilsulféxido (DMSO) se utiliz6 como control

negativo. Cada condicién experimental se realizé por triplicado.
Finalizado el tiempo de tratamiento, el medio de cultivo fue aspirado y las células se lavaron

suavemente con agua para eliminar células no adheridas y restos de medio. Posteriormente, se

adicionaron 50 pL de una solucién de cristal violeta al 0.5 % a cada pozo y se incubé a temperatura
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ambiente durante 20 min, permitiendo la unién del colorante a proteinas y dcidos nucleicos de las
células adheridas. El exceso de colorante se elimind mediante lavados sucesivos con agua y las

placas se dejaron secar al aire.

Una vez secas, el colorante retenido por las células viables se solubilizd mediante la adicién de
metanol, seguido de una incubacién a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 570 nm
utilizando un lector de microplacas. Los pozos sin células, procesados de manera idéntica, se

utilizaron para corregir el fondo de la técnica.

La viabilidad celular se expresé como porcentaje respecto al control sin tratamiento, el cual se
consideré como 100 % de viabilidad. Los resultados se reportan como el promedio + desviacién
estdndar de muestras por triplicado y son representativos de al menos tres experimentos
independientes. La concentracion inhibitoria media (ICso) se determind a partir de las curvas dosis—

respuestas obtenidas para cada compuesto evaluado en la linea celular HaCaT.

4.6. Disposicion de residuos

La disposicion de los residuos generados en la sintesis de derivados de Mannich y la purificacién de
meso-DGA y se llevd a cabo bajo los lineamientos establecidos por el Departamento de Medio
Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL (Tabla 1), y por la Norma
Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Tabla 5. Disposicidon de residuos de acuerdo con el reglamento de la Facultad de Ciencias Quimicas.

Residuo generado Contenedor

Soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases inorganicos Colector A
Sdlidos inorganicos Colector B
Toxicos e inflamables, aminas, solventes organicos no halogenado Colector C
Taxicos e inflamables, aminas, solventes organicos halogenados Colector D
Muy taxido, cancerigeno, organico Colector E organico

Muy tdxico, cancerigeno, inorganico Colector E inorganico
Recliclo de sales de metales preciosos Colector F
Combinaciones organicas sdlidas Colector G
Oxidantes ColectorH

Vidrio Impregnado con Sustancias Peligrosas
Plastico Impregnado con Sustancias Peligrosas
Arena, sanitas, papel impregnado con residuos peligrosos. .
' »pap preg - . Pelg Basura Industrial
Guantes de plastico y latex
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V. Resultados y discusiones

5.1 Obtencion del acido meso-dihidroguaiarético

A partir de 40 gramos de extracto cloroférmico de las partes aéreas de Larrea Tridentata se
purificaron 512 mg del lignano caracterizado como acido meso-dihidroguaiarético de acuerdo con

sus datos espectroscépicos.

5.1.1 Elucidacién estructural del acido meso-dihidroguaiarético

El espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) muestra un total de nueve sefiales, lo cual es consistente
con la presencia de un eje de simetria en la molécula. En consecuencia, Unicamente se observan
sefales correspondientes a la mitad de los protones, por lo que las integrales fueron normalizadas
al doble del valor registrado. En la regién de aromaticos se observan 3 tipos de sefales: un doblete
(d, 2H) con un desplazamiento (8) de 6.82 ppm y una constante de acoplamiento (/) de 8.00 Hz, un
doble de doble en 6 6.65 ppm (J = 1.96 Hz y 8.00 Hz, 2H) y § 6.61 ppm (d, J = 1.96, 2H), que
corresponden a los protones 5,5, 6,6’ y 2,2’ respectivamente del anillo de benceno trisustituido en
las posiciones 1, 3y 4 por el tipo de acoplamiento que exhibe. Ademas, se observan un singulete (s)
ancho en 6 5.44 ppm que integra para dos protones (2H) que corresponde a los grupos hidroxilo en
posicion para 4,4’ y otra sefial en & 3.85 ppm (s, 6H) que se atribuye a los grupos metoxilo en
posicion meta al fragmento de dimetilbutilo. Finalmente restan las sefiales de la cadena alifatica
comenzando con las sefales 2.73 ppm (dd, /= 13.48 Hz y 5.00 Hz, 2H) y 2.28 ppm (dd, /=13.4 Hz y
9.24 Hz, 2H) que pertenecen a los protones 7a, 7a’ y 7b, 7b’ que se acoplan de manera geminal entre
ellos y con los protones vecinales adyacentes 8,8’ los cuales, muestran un multiplete en 1.74 ppm
(m, 2H) debido al acoplamiento con los protones 9,9’ y 7,7’. Finalmente tenemos la sefial de 0.84
ppm (d, J = 6.64 Hz 6H) que corresponde los protones del metilo de la posicidn 9,9’, los cuales se

acoplan de manera vecinal con los protones adyacentes en las posiciones 8 y 8'.
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Figura 18. RMN H de meso-DGA (CDCls, 400 MHz).

5.2. Sintesis de bases de Mannich fendlicas.

Después de la purificacion del lignano meso-DGA a partir del extracto cloroférmico de L. tridentata,
se realizd una condensacién de Mannich entre meso-DGA, paraformaldehido y diferentes aminas
secundarias. Considerando que la reaccion libera moléculas de agua como producto secundario, se

optd por utilizar malla molecular de 3-4 A para aumentar el rendimiento.

Durante la sintesis de las bases de Mannich fendlicas, la metodologia empleada sugiere el uso de
dos equivalentes de reactivos por cada grupo funcional reaccionante. Sin embargo, los resultados
obtenidos mostraron rendimientos bajos (=58%), lo cual puede atribuirse a la presencia de dos sitios
reactivos en la molécula de partida. Como consecuencia, se generd una mezcla de derivados mono-

sustituidos y di-sustituidos, reduciendo la eficiencia global del proceso.

Con el fin de optimizar la reaccion, se incrementd la proporcidon de formaldehido y de la amina
correspondiente a tres equivalentes por cada grupo reaccionante, lo que permitid mejorar el
rendimiento hasta un 81%, del producto disustituido. Para la purificacién de los productos se utilizé
hidréxido de amonio concentrado (NH,OH) en una cantidad menor al 1% (V/V) del volumen total de

la fase movil con el fin de favorecer la elucidén de los derivados.
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Tabla 6. Rendimientos y caracteristicas fisicas de los derivados de meso-DGA

Derivado Rendimiento Aspecto Punto de fusién Solubilidad
(°C)

MWAJ1 73.50% Sélido blanco 144°C Metanol
MWAIJ3 77.28% Sélido blanco 148°C Acetato de Etilo
MWAJ18 52.06% Resina verdosa No se determiné Metanol
MWAJ20 90.07% Sélido blanco 138°C Metanol
MWAJ22 77.28% Sélido blanco 160°C Acetato de etilo
MWAJ24 71.09% Sélido blanco 162°C Metanol
MWAJ25 67.67% Sélido blanco 124°C Acetato de etilo
MWAJ26 79.36% Cristales amarillos 118°C Acetato de etilo
MWAJ27 88.59% Sélido blanco 120°C Acetato de etilo
MWAJ28 89.16% Sélido blanco 89°C Acetato de etilo

La metodologia general fue similar para la obtencién del resto de los derivados, manteniendo
agitacién constante durante 72 horas a una temperatura de 70 °C. Una excepcion fue el derivado
MWAIJ18, para el cual se empled la sal de Eschenmoser como precursor. En este caso el compuesto
se aislé tanto en su forma neutra (base libre) como en su forma protonada (sal de amonio), donde
para obtener la sal se utilizd una fase mavil trifasica que no requiera NH,OH para eluir el compuesto.
Ambos productos se obtuvieron como compuestos de color verdoso, sin embargo, presentaron
diferencias en su estado fisico: la forma neutra se aisl6 como una resina verdosa higroscépica,

mientras que la forma protonada se obtuvo como un sdélido verdoso. A diferencia de otros derivados
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Mannich, el compuesto sustituido con dimetilamina forma su sal protonada con mayor facilidad
debido a la mayor basicidad del grupo amina, al efecto inductivo donador de los grupos metilo que
estabiliza la forma protonada, y a la menor obstruccidon estérica alrededor del nitrégeno, esto
favorece la protonacién espontanea y la estabilizacidon de la correspondiente sal de amonio. La
confirmacidn de la presencia de la sal de amonio se realizé6 mediante RMN de *H, observidndose un
desplazamiento a campo mas bajo tanto de la sefial correspondiente al metileno puente entre el
sustituyente de dimetilamina y el anillo aromatico de metoxifenol, como de las sefiales asignadas a
los metilos de la dimetilamina, en comparaciéon con la forma neutra. Este comportamiento es
consistente con la protonacion del &tomo de nitrégeno, la cual incrementa el efecto desprotector

sobre los protones adyacentes.

5.2.1. Elucidacion estructural de bases de Mannich fendlicas.

Los derivados parten de la misma plataforma de lignano meso-DGA por lo que sus espectros de RMN
'H exhiben un patrén de sefiales provenientes del meso-DGA, ademds de la presencia de sefiales
clave que indican que la orto-aminometilacién en las posiciones C-5 y C-5 se realizaron con éxito.
Lo anterior quedd evidenciado por los dos dobletes que se observan en la region aromatica (6.66-
6.51 ppm) y que corresponden, por sus constantes de acoplamiento aproximadas a 2.0 Hz, a
hidrégenos aromaticos en posicion orto (H-2 y H-6). Por otro lado, la ausencia de la seial del H-5 y
H-5‘ indica que la sustitucion se dio en ambas partes de la molécula conservando su simetria C2.
Adicionalmente, se observa una sefial simple en la region de 3.82-3.58 ppm que se atribuye a los

hidrégenos del grupo metileno unido a nitrégeno y benceno (H-10).

5.2.1.1. Elucidacion estructural de MWAIJ1.

El producto MWAIJ1 se obtuvo con un rendimiento del 73.50% como un sélido blanco que fundié a
144°C. En el espectro de RMN *H (CDCl3, 400 MHz) la sefial correspondiente al metileno puente entre
el anillo aromatico y el sustituyente amina (H>-10, H,-10’) se observa como un singulete a 3.69 ppm
que integra para cuatro hidrégenos. La porcidn de hidroxietilpiperazina exhibe un grupo de tres
sefiales, dos de ellas se muestran como tripletes a 3.64 ppm (J = 6.84 Hz) y 2.59 ppm (J = 6.84 Hz)
cada uno con unaintegral para cuatro hidrégenos, los cuales se asignan a los metilenos de la fraccién
etanol como (H,-14, H»>-14’) y (H,-13, H,-13’) respectivamente. Por ultimo la fraccion de piperazina
aparece como un singulete ancho a 2.35 ppm consecuencia del solapamiento de las sefiales por

libertad conformacional del anillo y la falta de resolucién (H,-11, H-11’, H>-12 y H,-127).
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Figura 19. RMN 'H de MWAJ1 (CDCls, 400 MHz).

5.2.1.2. Elucidacion estructural de MWAIJ3.

El producto MWAIJ3 se obtuvo como un sélido blanco que fundié a 148°C. En el espectro de RMN *H

(CDCls,400 MHz) la porcidn de tiomorfolina se muestra con dos multipletes que integran para ocho

hidrégenos cada uno a 2.82 ppm (J = 4.52 Hz) para los metilenos vecinos al azufre (H>-12, H,-12') y

2.73 ppm (J = 5.20 Hz) vecinos al nitrégeno que corresponden a (H,-11, CH,-11’). Por ultimo,

tenemos la sefial del metileno puente (H,-10, H,.10’) como un singulete a 3.67 ppm que integra para

cuatro hidrégenos.
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Figura 20. RMN H de MWAJ3 (CDCls, 400 MHz).

5.2.1.3. Elucidacién estructural de MWAIJ18 en sus formas neutra y forma de sal de amonio.

El producto MWAIJ18n se obtuvo como una resina verdosa. En el espectro de RMN H (CDsOD, 400
MHz) la sefal del metileno puente (H,-10, H,-10") aparece como un doblete a 3.67 ppm (/= 2.0 Hz)
gue podria explicarse como un acoplamiento a larga distancia con el hidrégeno del fenol (OH-4, OH-
4’) que se solapa con la sefial del H,O presente en el CD;0D y en consecuencia resuena como un

posible doblete. La sefal a2.35 ppm, integra para doce hidrégenos y es atribuida a los grupos metilo

unidos al nitrégeno de la dimetilamina (Hs-11, Hs-11',).

En el espectro aparecen sefiales de contaminacidon con acetato de etilo proveniente de la

purificacidn, las sefiales del solvente se identifican como: cuarteto a 4.10 ppm, singulete a 2.05 ppm

y triplete a 1.25 ppm.
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Figura 21. RMN 'H de MWAJ18n (CDsOD, 400 MHz)

El producto MWAJ18s se obtuvo con un rendimiento de 52% como un sélido verdoso. En el espectro
de RMN 'H (CDs0D, 400 MHz) muestra un desplazamiento a campo més bajo del metileno puente
(H»-10, H,-10’) consistente con el efecto desprotector generado por la protonacién del atomo de
nitrogeno, en consecuencia, exhibe un singulete a 4.31 ppm (J = 13.04 Hz). De manera similar, las
sefiales correspondientes a los metilos de la dimetilamina (Hs-11, Hs-11’) se desplazan también
hacia campo mas bajo y aparecen como un singulete a 2.86 ppm. Por ultimo, estos cambios
espectroscopicos respaldan la formacion de la sal de amonio y confirman la diferencia electrénica

entre ambas especies.
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Figura 22. RMN 'H de MWAJ18s (CDs0D, 400 MHz).

5.2.1.4. Elucidacién estructural de MWAIJ20.

El producto MWAJ20 se obtuvo con un rendimiento del 90.07% como un sélido blanco que funde a
138 °C. En el espectro de RMN H (400 MHz, CDsOD) del compuesto se identificaron claramente las
sefiales correspondientes al fragmento dimetilamino. Se observé un cuatriplete a 2.61 ppm (/=7.20
Hz) con una integracion correspondiente a cuatro hidrégenos, el cual, por su desplazamiento
qguimico se atribuyd a los grupos metileno adyacentes al atomo de nitrégeno (H»-11, H,-11').
Asimismo, se detectd un triplete con una integracién para seis hidrégenos a 1.10 ppm, asignado a
los grupos metilo terminales del fragmento dimetilamino (Hs-12, Hs-12’). La sefial del metileno
puente (H,-10, H>-10’) se muestra como un singulete a 3.72 ppm con una integral para cuatro

hidrégenos.
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Figura 23. RMN H de MWAJ20 (CDCls, 400 MHz).

5.2.1.5. Elucidacion estructural de MWAJ22.

El compuesto MWAJ22 se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento del 77.28% y un punto
de fusién de 160 °C. En el espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) se exhibe una sefial singulete a
3.67 integrada para cuatro hidrégenos que corresponde al metileno puente (H;-10, H,-10’) y dos
sefiales correspondientes al fragmento de morfolina. Se observa un triplete, integra para ocho

hidrégenos a 3.73 ppm (J =4.56 Hz), que, por su desplazamiento, corresponde a los grupos metileno
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adyacentes al atomo de oxigeno (H,-12, H»-12’), y un singulete ancho que integra para ocho

hidrégenos a 2.56 ppm, correspondiente a los metilenos vecinos al nitrégeno (H,-11, H»-11).
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Figura 24. RMN 'H de MWAJ22 (CDCls, 400 MHz).

5.2.1.6. Elucidacién estructural de MWAIJ24.

El derivado MWAJ24 se obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento del 71.09%. En el
espectro de "H-RMN (700 MHz, CDsOD) se observa una sefial singulete a 3.67 ppm, que integra para
seis protones. Esta corresponde a la porcién de 4-hidroxipiperidina, resultado del solapamiento
entre las sefiales de los protones del metileno puente (H,-10, H,-10’), la falta de resolucién en
consecuencia con la libertad conformacional del anillo y el protén adyacente al grupo hidroxilo de

la unidad de piperidina (H-13, H-13’).

Las sefales de los protones de los metilenos de la piperidina se desdoblan en dos sefales cada uno
consecuencia de los diferentes ambientes quimicos generados por las orientaciones axiales y
ecuatoriales en la conformacion de silla del heterociclo de piperidina, la sefial de los protones
metilénicos adyacentes al nitrégeno se presentan como dos singuletes anchos que integran para
cuatro hidrégenos cada uno, centrados en 2.85 y 2.30 ppm, los cuales corresponden a (H-11ec, H-

1lec’) y (H-11ax, H-11ax’) respectivamente.
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De manera similar se muestran seiales de multiplete a 1.89y 1.58 ppm, con una integral para cuatro
hidrégenos cada uno, correspondientes a (H-12ec, H-12ec’) y (H-12ax, H-12ax’) respectivamente,
reflejando el mismo efecto conformacional y la no equivalencia magnética entre los protones

geminales en la estructura.

g8 g8 g B2 iz
YA i T v
[-6500
6000
MWAJ24 <|>H
1
z iy
H.,‘“‘“ 5500
N
“‘[ [-5000
 e2¥ _OH
2 \)\0\’\ %:’ ef \‘" 4500
H,CO_3 1 8 I
3 1, 1T Sy och,
HO . ¢ @ OCH;-C3, 4000
Jio OCH,-C?
“: -N 3500
1 (1
b 12 3000
OH
2500
[-2000
H-10,
H10° H9. L
H-7a 2= 1500
B2 5o mpe. BBw H2
% H-2 B Hollax, Elec 2ax H1000
=2 H Hollec| Hellax g j
" 1 o |
. L A A_,Jgi A MM 4/\/'\ J‘\ Y L Ls
g R 5 7] La | e rg T
g 8 g2 E g g % H 500

Figura 25. RMN 'H de MWAJ24 (CD30D, 700 MHz).

5.2.1.7. Elucidacién estructural de MWAIJ25.

El producto MWAJ25 se obtuvo con un rendimiento del 67.6% como un sélido blanco que fundié a
124°C. En el espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) se observa la porcién de piperidina como tres
sefiales anchas, la primera como un singulete ancho a 2.49 ppm que por su desplazamiento e
integral para ocho hidrégenos, se atribuye a los protones vecinos al nitrégeno de la piperidina (H,-
11, H»-11°). La segunda sefial se muestra como un multiplete a 1.62 ppm con una integral para ocho
hidrégenos que corresponden a las posiciones (H-12, H,-12’). Y finalmente, a campo mas alto

tenemos un multiplete en 1.47 ppm con una integral para cuatro hidrégenos asignados a (H»-13,

Ho-13).
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El producto MWAJ26 se obtuvo con un rendimiento del 79.36% como cristales amarillos que

fundieron a 118°C. En el espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) se identifican sefiales caracteristicas

correspondientes a la porcion de pirrolidina incorporada en la base de Mannich. En particular, se

observa un singulete ancho en el rango de 2.72 a 2.33 ppm donde se muestra la sefial del protén

diastereotdpico (H-7b, H-7b’) como un doble de doblete (J = 13.28 Hz y 4.76 Hz) parcialmente

solapado con los protones metilénicos adyacentes al 4&tomo de nitrégeno de la pirrolidina (H»-11,

H,-11’). Adicionalmente, se registra un segundo multiplete ancho en 1.85 ppm, con una integral

correspondiente a ocho protones, asignado a los metilenos restantes del anillo heterociclico (H,-12,

H,-12’,), confirmando la presencia y correcta incorporacion de la amina ciclica en la estructura del

derivado.
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Figura 27. RMN 'H de MWAJ26 (CDCls, 400 MHz).

5.2.1.9. Elucidacion estructural de MWAJ27.

El producto MWAJ27 se obtuvo con un rendimiento del 88.59% como un sdlido blanco que fundié
a 120°C. En el espectro de RMN H (400 MHz, CDCls). En particular, la porcidn de la metilpiperazina
muestra una sefal ancha que empalma las sefiales de los hidrégenos del anillo de piperazina entre
2.72 a 2.31 ppm. Al integrar la sefial nos muestra un resultado de dieciocho hidrégenos que pueden
atribuirse al solapamiento de los protones metilénicos de la fraccién de piperazina (H;-11, H,-11’,
H,-12, H,-12’), a la libertad conformacional del anillo y a los protones diastereotdpicos del nucleo
de dimetilbutano (H-7b y H-7b‘) que se muestra como un doble de doblete a 2.69 ppm (/= 13.28 Hz
y 4.68 Hz). Por ultimo se observa un singulete en 2.32 ppm que integra para seis hidrégenos,

asignado al los protones del metilo vecinal al nitrégeno de la piperazina (Hs-13, H3-13°).
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Figura 28. RMN 'H de MWAJ27 (CDCls, 400 MHz)

5.2.1.10. Elucidacion estructural de MWAJ28.

El producto MWAIJ28 se obtuvo con un rendimiento del 89.16% como un sdlido blanco que fundid
a 89°C. En el espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) se muestra la sefial del metileno puente (H,-10,
H,-10’) como un doblete a 3.58 ppm (J/ = 3.16 Hz) consecuencia de un acoplamiento a larga distancia
con el protdn del fenol (OH-4, OH-4’) que forma un puente de hidrégeno con el primer nitrégeno.
Ademas, se observa un multiplete complejo en el rango de 2.63 — 2.53 ppm que integran para
cuatro hidrégenos que corresponde a los protones del sistema A,B; (H2-12, H,-12’, H;-13, H»-13’) del
fragmento etilendiamina también se acoplan a larga distancia con el OH que forma puente de
hidrégeno con ambos nitrégenos. Finalmente, se observan dos singuletes a 2.28 ppm con una
integral para doce hidrégenos y 2.24 ppm con una integral de seis hidrégenos correspondientes a

los metilos adyacentes al nitrégeno (Hs-14, Hs-14" ) y (Hs-11, H3-11’) respectivamente.
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5.3 Analisis in silico.

Figura 29. RMN 'H de MWAJ28 (CDCls, 400 MHz).

El andlisis in silico de los descriptores moleculares de los derivados tipo Mannich del meso-DGA

permitio identificar tendencias claras entre las propiedades fisicoquimicas, los parametros ADME y

el comportamiento bioldgico observado in vitro. En comparacion con el meso-DGA original, todos

los derivados presentan un aumento considerable en la masa molecular y en la complejidad

estructural, lo cual tiene un impacto directo sobre su permeabilidad, absorcidn y distribucion.

Descriptores moleculares
Propiedades fisicoquimicas Propiedades ADME
Moleculas |mol MW QPlogPo/w |PSA DonorHBE  |AccptHB QPPCaco |HOA (%) QPlogKhsa |#metab QPlogBB
meso -DGA 330.423 4.38 59.326 2 3 944.037 100 0.638 6 -1.033
MWAJL 514.824 2.04 121.405 4 14 1.867 30.78 0.255 14 -2.379
MWAJ3 560.81 5.83 63 2 8 130.85 73.043 1.236 10 -0.009
MWAJ18 444,613 4.338 65.213 2 7 103.157 88.385 0.817 10 -0.339
MWAJ20 500.720 5.748 54.592 2 7 117.584 71.743 1.226 10 -0.565
MWAI22 528.687 3.995 52.043 2 10 131.157 75.283 0.564 12 -0.221
MWAI24 556.741 3.621 106.221 4 10 13.782 55.578 0.659 12 -1.602
MWAJ25 524.742 5.947 62.568 2 7 137.524 74.124 1.455 10 -0.259
MWAI26 496.689 5.232 55.384 2 7 99.428 80.375 1.195 10 -0.412
MWAI27 554.771 3.362 74.825 2 11 17.252 55.808 0.808 12 -0.6086
MWAJI28 558.803 3.974 71.072 2 11 18.725 60.028 0.797 12 -0.974

Figura 30. Descriptores moleculares de meso-DGA y derivados.
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La mayoria de los derivados presentan valores de QlogP (=3.3-5.9) que indican un caracter
marcadamente lipofilico que favorece interacciones con bicapas lipidicas, lo que es consistente con
la hipdtesis de un mecanismo de accién basado en la perturbacidon de membranas, tanto bacterianas
como eucariotas. Sin embargo, la ausencia de una correlacidn directa entre QlogP y actividad
antibacteriana o citotoxicidad sugiere que la lipofilicidad por si sola no es determinante, sino que

debe considerarse en conjunto con otros pardmetros como la polaridad y la capacidad de ionizacién.

En este sentido, los valores de area de superficie polar (PSA) resultan particularmente relevantes.
Mientras que el meso-DGA presenta un PSA moderado (59.33 A2), algunos derivados como MWAJ1
y MWAIJ24 exhiben valores elevados (>100 A2), lo que se asocia con una disminucién marcada en la
permeabilidad pasiva. Esto se refleja claramente en los valores de QPPCaco, donde compuestos con
PSA alto muestran permeabilidades muy bajas (x1-20 nm/s), en contraste con derivados con PSA
intermedio (=60-80 A2), que conservan permeabilidades moderadas. Esta reduccién en
permeabilidad puede explicar por qué algunos derivados, a pesar de ser lipofilicos, no muestran una

mejora sustancial en la actividad antibacteriana.

Los pardmetros ADME predicen una absorcion oral humana (HOA) moderada a alta para la mayoria
de los derivados, aunque inferior a la del meso-DGA (100%). Esta disminucidn es esperable debido
al aumento en masa molecular y nimero de aceptores y donadores de puentes de hidrégeno, lo
cual limita la difusion pasiva. No obstante, la capacidad de estos compuestos para existir
parcialmente en forma protonada, debido a la presencia de aminas terciarias, podria favorecer
interacciones electrostéticas con membranas bacterianas cargadas negativamente, compensando
parcialmente su menor permeabilidad pasiva.

Otro aspecto relevante es la unién a proteinas plasmaticas, reflejada por los valores positivos de
QlogKhsa. La mayoria de los derivados muestran afinidad moderada a alta por albimina sérica, lo
que sugiere una fraccion libre reducida en sistemas bioldgicos. Este fenédmeno podria contribuir a la
necesidad de concentraciones relativamente altas para observar actividad antibacteriana, y también
influir en la citotoxicidad observada in vitro, donde la ausencia de proteinas séricas puede amplificar

los efectos sobre membranas celulares.

Los valores de #metab indican el niUmero de sitios susceptibles a biotransformacion, el meso-DGA

presentd #metab = 6, debido a que posee un eje de simetria integrando grupos susceptibles al efecto
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de primer paso hepatico como los dos fenoles (Ar-OH) y los dos metoxilos del anillo aromatico (Ar-
OCHs). Chung J. y cols demostraron que el meso-DGA se metaboliza rapidamente, principalmente
por O-desmetilacion mediada por CYP y posterior glucuronidacion de los fenoles por UGT [60]. En
los derivados de Mannich, el incremento de #metab (= 10) posiblemente por la incorporacidon de la
amina, la cual introduce nuevos puntos reales de biotransformacién como la N-desalquilacion
oxidativa, oxidacién a al nitrégeno y formacion de N-6xidos, todas mediadas principalmente por
CYP. En conjunto, estos cambios sugieren que, aunque los derivados mostraron mayor actividad
bioldgica asociada a la protonacidon de las aminas, también podrian ser mas susceptibles a

metabolismo de Fase | que el meso-DGA original [61].

Finalmente, los valores negativos de QlogBB indican una baja probabilidad de penetracion al sistema
nervioso central, lo cual es favorable desde el punto de vista de seguridad y sugiere que los efectos
citotoxicos observados no estarian asociados a una distribucidn preferencial en tejidos altamente

protegidos, sino a interacciones inespecificas con membranas celulares.

En conjunto, los resultados in silico apoyan la hipétesis de que los derivados tipo Mannich del meso-
DGA actuan principalmente mediante interacciones fisicoquimicas con membranas, moduladas por
un balance delicado entre lipofilia, polaridad y estado de ionizacion. Estas propiedades explican
tanto la actividad antibacteriana parcial como la citotoxicidad observada, y sugieren que futuras
optimizaciones estructurales deberan enfocarse en reducir la afinidad por membranas eucariotas
sin perder la capacidad de interaccién con membranas bacterianas, con el objetivo de mejorar la

selectividad bioldgica.

5.4. Actividad antibacteriana de los derivados de meso-DGA

Se evalud la actividad antibacteriana de diez derivados del meso-DGA frente a seis bacterias
resistentes a antibidticos, previamente descritas en la seccion de Materiales y Métodos (seccion
4.1). De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 7, uno de los diez derivados tipo
Mannich MWAJ18 (Figura 30) mostré actividad antibacteriana frente a una cepa gramnegativa

resistente: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos.
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Tabla 6. Actividad antibacteriana (CMI mg/mL) de los derivados del meso-DGA.

DERIVADO SARM EfRV E. coli peur::(;)niae baul:;anii aerus;'nosa
BLEE NDM-1 + RC RC
MWAIJ1 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAJ3 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAJ18 >50 >50 >50 >50 25 >50
MWAIJ20 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAJ22 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAIJ24 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAIJ25 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAIJ26 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAJ27 >50 >50 >50 >50 >50 >50
MWAIJ28 >50 >50 >50 >50 >50 >50

Levofloxacino 3.125 >50 6.25 50 1.5625 0.390625

EfRV: Resistenta a vancomicina, BLEE: Betalactamasas de espectro extendido, NDM-1 +: New Delhi metalo-
B-lactamasa-1, RC: resistente a carbapenémicos.

El derivado MWAIJ18 presentd una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 25 pg/mL, en este
sentido se ha demostrado que el meso-DGA puede inducir alteraciones en la membrana bacteriana,

este comportamiento es consistente con lo reportado para NDGA (14), un compuesto
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estructuralmente relacionado, cuyo mecanismo de accidn se ha vinculado con la perturbaciéon de la
bicapa lipidica y el aumento de la permeabilidad de la membrana, evidenciado por la fuga de ATP,
lo que sugiere que la actividad antibacteriana de los derivados podria estar relacionada con la
capacidad de interactuar con la membrana. Este mecanismo resulta plausible considerando la
composicion de la envoltura celular de A. baumannii, cuya membrana externa presenta una alta

densidad de carga negativa debido a la abundancia de lipopolisacaridos y fosfolipidos anidnicos.

Los derivados tipo Mannich del meso-DGA poseen un caracter anfifilico y pueden existir como
especies protonadas o como pares idnicos intramoleculares, lo que favorece interacciones
electrostaticas con superficies bacterianas cargadas negativamente. En este contexto, la forma
protonada del derivado activo podria facilitar el anclaje inicial a la membrana externa de A.
baumannii, promoviendo alteraciones en la permeabilidad y permitiendo la acumulacién
intracelular del compuesto. Este mecanismo ha sido descrito previamente para compuestos
catiénicos no clasicos, cuya actividad no depende de un blanco molecular especifico, sino de la

perturbacién de la integridad de la membrana [63].

MWAJ18

pKa=7.21
CMI = 25 pg/mL

Figura 31. Compuestos con actividad contra A. baumanii resistente a carbapenémicos. El valor de pKa se

obtuvo en ChemDraw Professional v. 17.0.0.206.

Aunque el resto de las moléculas presentaron una CMI mayor a 50 ug/mL, los derivados de la figura
32 mostraron inhibicion parcial del crecimiento frente a E. faecium resistente a vancomicina, con
valores de ICso cercanos a 50 pg/mL. A diferencia de las bacterias Gramnegativas, E. faecium carece
de membrana externa, pero su pared celular es rica en acidos teicoicos y lipoteicoicos, los cuales

confieren una carga negativa significativa [62].
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MWAJ20 MWAJ26 MWAJ25

pKa = 7.09 pKa = 7.09 Ka = 7.07
Clso =50 ug/mL Clso = 50 pg/mL Cldy = 50 pg/mlL

Figura 32. Compuestos que tuvieron actividad contra E. faecium resistente a vancomicina. Los valores de pKa

se obtuvieron en ChemDraw Professional v. 17.0.0.206.

Esta caracteristica facilita la interaccién con compuestos catidnicos o parcialmente protonados,
como los derivados del meso-DGA. Sin embargo, la ausencia de una CMI definida sugiere que,
aunque los compuestos pueden asociarse a la pared celular e interferir con procesos asociados a la
membrana, esta interaccidn no es suficiente para provocar un efecto bactericida o bacteriostatico

completo en las condiciones evaluadas.

En el caso de P. aeruginosa, cinco derivados mostraron inhibicidn parcial del crecimiento bacteriano
(figura 33), aunque no se alcanzé una CMI definida en el rango de concentraciones evaluado, este
microorganismo es conocido por su alta resistencia intrinseca, asociada a una membrana externa

poco permeable, la presencia de bombas de eflujo y la baja expresidén de porinas inespecificas.

La inhibicidn parcial observada sugiere que los derivados del meso-DGA logran interactuar con la
membrana externa, posiblemente mediante interacciones electrostaticas con el lipopolisacarido,
pero que los mecanismos de resistencia propios de esta bacteria limitan la acumulacién del

compuesto a niveles suficientes para una inhibicién completa del crecimiento [64].
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MWAJ20 MWAJ28

N
pKa =7.09 pKa =9.20 |
Clso = 50 ug/mL Clso = 50 pg/mL
MWAJ26 MWAJ24

pKa = 7.09 pKa = 6.97
Clso = 50 ug/mL Clso = 50 pg/mL

Figura 33. Compuestos que tuvieron actividad contra P. aeruginosa resistente a carbapenémicos: Los valores

de pKa se obtuvieron en ChemDraw Professional v. 17.0.0.206.

En este estudio se observd que los compuestos con mayor capacidad de protonarse mostraron una
tendencia general hacia una mayor actividad antibacteriana parcial, lo que sugiere un papel
relevante de las interacciones electrostaticas con la superficie bacteriana. No obstante, el
compuesto MWAJ24 constituye una excepcion a este patrén estructural, la presencia de un grupo
hidroxilo en la posicion 4 del sustituyente piperidina incrementa significativamente la polaridad y el
area de superficie polar del compuesto. En el caso de Pseudomonas aeruginosa, cuya membrana
externa presenta una elevada organizacion estructural y mecanismos restrictivos de permeabilidad,

este aumento en polaridad puede favorecer interacciones [65].

La ausencia de actividad frente a SARM, E. coli y K. pneumoniae puede explicarse por diferencias
estructurales en la envoltura celular. En SARM, la modificacidén de los acidos teicoicos mediante D-
alanilacién reduce la carga negativa superficial, disminuyendo la afinidad por compuestos catiénicos
[66]. En E. coli, la organizacion del lipopolisacarido y la selectividad de las porinas limitan el paso de
moléculas anfifilicas [67], mientras que K. pneumoniae presenta una capsula polisacdrida que actua

como una barrera fisica y electrostatica adicional [68]
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5.5. Citotoxicidad

La citotoxicidad de los derivados tipo Mannich de meso-DGA fue evaluada en la linea celular HaCaT
con el fin de estimar su perfil de seguridad y analizar su relacién con la actividad antibacteriana
observada. Los resultados muestran una amplia variabilidad en los valores de ICso, que oscilaron
entre 3.01 y 30.23 pg/mL (Tabla 7), lo que evidencia que la naturaleza del sustituyente aminico

influye de manera significativa en la interaccidn de estos compuestos con células eucariotas.

Tabla 8. Citotoxicidad, actividad antibacteriana e indice de selectividad (Clso mg/mL) de derivados de meso-DGA.

A. baumani P. aeruginosa  ClsoHaCaT IS

DERIVADO EfRV RC RC (Clso Hacat/Clso Bacteria)
MWAJ1 >50 >50 >50 30.23 NC
MWAIJ3 >50 >50 >50 29.61 NC
MWAJ18 >50 >12.5 >50 NE NC
MWAIJ20 50 >50 >50 17.34 0.35
MWAJ22 >50 >50 >50 NE NC
MWAJ24 >50 >50 50 12.01 0.24
MWAJ25 50 >50 >50 NE NC
MWAJ26 50 >50 50 15.61 0.31
MWAJ27 >50 >50 >50 10.59 NC
MWAJ28 >50 50 50 3.01 0.06
Levofloxacino >50 1.5625 0.390625 NE NC
Etopdsido NE NE NE 11.30 NC

EfRV: E. faecium resistenta a vancomicina, RC: resistente a carbapenémicos, IS: indice de Selectividad, NE:
No evaluado, NC: No calculado.
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En particular, los derivados con actividad antibacteriana presentaron muy poca selectividad (IS 0.35-
0.06). Esta relacion sugiere que los compuestos no discriminan entre bacterias y células humanas,
por lo que es probable que el mecanismo responsable de la citotoxicidad y del efecto antibacteriano
podria compartir una base comun, probablemente asociada a la alteracion de la integridad de la

membrana celular, mds que a la interaccidn con un blanco molecular especifico [69].

En este contexto, el meso-DGA conservaria el efecto de alteracién de membrana del nicleo lignano,
mientras que la introduccidn de grupos basicos podria modular la afinidad por membranas cargadas
negativamente, tanto bacterianas como eucariotas. Estos resultados enfatizan la importancia de
optimizar la naturaleza del sustituyente amina para mejorar la selectividad bacteriana, reduciendo
la citotoxicidad hacia células humanas. Estrategias como la modulacién de la basicidad, la
incorporacién de grupos polares adicionales o el control del estado de protonacién podrian permitir
conservar el efecto permeabilizante sobre bacterias, minimizando al mismo tiempo el dafio a

membranas eucariotas.
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VI. Conclusiones

En el presente trabajo se logré el aislamiento y purificacion de meso-DGA (517 mg) a partir
del extracto organico de Larrea tridentata por métodos convencionales con un rendimiento
de 1.29% a partir del extracto, cuya estructura fue confirmada mediante técnicas

espectroscopicas de RMN Hy 13C.

A partir del meso-DGA se obtuvieron diez derivados orto-aminometilenfendlicos
semisintéticos, empleando la reaccidn clasica de Mannich en medio etandlico. Los
productos obtenidos incluyeron derivados con aminas alifaticas y heterociclicas, lo que
permitio introducir diversidad estructural sobre el nucleo de tipo lignano original. Todas las
estructuras fueron confirmadas mediante RMN *H y 3C y espectrometria de masas de baja

y alta resolucion.

Seis de los diez derivados presentaron actividad antibacteriana (MWAJ18, MWA20,
MWAJ24, MWAIJ25, MWAIJ26 Y MWAJ28) inhibiendo alrededor del 50% de crecimiento
bacteriano contra una cepa grampositiva y dos cepas gramnegativas resistentes a
antibidticos a una concentracién de 50 pg/mL, siendo MWAJ18 el mas activo contra A.

baumanii resistente a carbapenémicos alcanzando un valor de MIC de 25 pg/mL.

La evaluacion de citotoxicidad en la linea celular HaCaT mostré que los compuestos activos
presentan, en general, un perfil de citotoxicidad moderado, lo que sugiere una ventana
terapéutica preliminar y respalda su potencial para estudios posteriores de optimizacién

estructural y selectividad bacteriana.

El anadlisis in silico de descriptores moleculares permitié correlacionar la actividad
antibacteriana con propiedades fisicoquimicas como la lipofilicidad, el volumen moleculary

la presencia de centros ionizables.

Los resultados obtenidos indican que la naturaleza de la amina introducida influye de
manera importante en la actividad biolégica, observandose una relacién entre la actividad
en derivados con aminas con su pK,, lo cual puede atribuirse a un mejor balance entre

lipofilicidad, polaridad e ionizacidn, favoreciendo la interaccidn con la envoltura bacteriana.
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VIil. Anexos

Espectros de RMN 3C de meso-DGA y sus derivados.
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Resultados de la actividad antibacterial expresado en porcentaje de crecimiento
bacteriano.
Gréfica de porcentaje de crecimiento de E. faecium resistente a vancomicina.

Crecimiento de Enterococcus faecium 10-984 (%) a 24 horas a 37 °C con

derivados de meso-DGA y control positivo de levofloxacina
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Gréfica de porcentaje de crecimiento de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos.

Crecimiento de P. aeruginosa 13-1391 (%) a 24 horas a 37 °C con derivados de
meso-DGA y control positivo de levofloxacina
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