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RESUMEN

Las plantas del género Croton son una fuente importante de los diferentes tipos de
diterpenos. En particular, los clerodanos son los que predominan y resultan de gran
interés tanto para los quimicos de productos naturales y farmacoélogos por su
importancia biosintética, diversidad estructural y su amplia bioactividad. En el
presente trabajo se aislé y se purificé el producto natural denominado morifolina C
(89) de la planta Croton morifolius y posteriormente se prepararon tres derivados
semisintéticos a partir de reacciones subsecuentes de reduccion, acetilacion y
epoxidacion. Cada uno de estos derivados fueron caracterizados mediante
espectroscopia de RMN-'H y RMN-8C y difraccidn de rayos X. Adicionalmente, se
evaluaron las propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET y el espectro de la
actividad bioldgica de los compuestos utilizando las plataformas de SwissADME,
Wayp2Drug vy pkCSM. Las predicciones in silico de los compuestos 90-92 mostraron
propiedades fisicoquimicas compatibles con un perfil farmacocinético favorable para
la administraciéon oral. En el perfil ADMET, los tres compuestos presentaron
caracteristicas con viabilidad farmacocinética moderada, 90 mostro riesgo de
hepatoxicidad. Con la herramienta PassOnline los compuestos muestran actividad
antibacterial moderada y un efecto como agentes antineoplasicos y antifingicos,
adicionalmente, mediante el uso de AntiBac Pred se determinaron los posibles
blancos bacterianos, dando como resultado a Mycobacterium, Salmonella enteritidis,
Kocuria rhizophila v Clostridium ramosum. lgualmente, se realizaron estudios de
acoplamiento molecular (Docking) sobre el blanco relacionado con la sintesis de
pared celular bacteriana B-lactamasa. Estos estudios mostraron que el producto
natural (89) y el epéxido (92) presentaron energias libres de unién de -8.50 keal/mol
y -7.94 kcal/mol, indicando una alta afinidad de unién en el sitio activo de la B-
lactamasa, respectivamente. Finalmente, se llevaron a cabo pruebas biolégicas in
vitro en las que se observo que el producto natural y sus derivados presentaron
inhibicion contra las bacterias Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium y Staphylococcus aureus. En general, los compuestos presentaron de baja
a moderada actividad antibacteriana, el compuesto 90 mostro inhibicion contra tres
bacterias, por lo que resulta de interés continuar evaluando su accion como agente
antimicrobiano.



1. INTRODUCCION

El uso de productos de origen natural para el alivio de padecimientos humanos es
una practica tan antigua y universal como la medicina, ademas de que es comun la
obtencion de productos naturales que provienen de plantas medicinales (Velazquez-
Jiménez et al., 2022). Durante siglos, gran parte de los medicamentos utilizados
fueron completamente fabricados a partir de hierbas, productos animales y
materiales inorganicos (Dewick, 2009). Los primeros remedios caseros solian
combinar estos ingredientes con magia, misticismo, astrologia o religion, pero hay
certeza de que dichos tratamientos que eran efectivos fueron subsecuentemente
registrados y documentados, conduciendo de este modo a la Herbolaria temprana
(Dewick, 2009). Por una parte, los microorganismos patégenos pueden representar
un problema de salud publica importante en un sector considerable de la poblacién,
como lo expresan sistemas de salud privados y oficiales (Sendeku et al., 2015). Por
otra parte, se sabe que las plantas del género Croton (de la familia Euphorbiaceae)
son una fuente rica en diterpenoides como del tipo clerodano (1-4), tiglano (5),
kaureno (6), labdano (7), halimano (8), cembrano (9) y pimarano (10) (Velazquez-
Jiménez et al, 2022) (Figura 1). Los clerodanos cuentan con una gran diversidad
estructural que brinda una amplia variedad de actividades bioldogicas como
propiedades citotoxicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, antitlceras pépticas y
potenciadores NGF (Velazquez-Jiménez et al., 2022). Especificamente, los diterpenos
del tipo clerodano son de interés tanto para los quimicos de productos naturales
como para los farmacélogos por su importancia biosintética, diversidad estructural
y bioactividad que presentan (Veldzquez-Jiménez et al., 2022). Con la mejora de las
técnicas quimicas, se han logrado aislar sustancias activas de plantas que han sido
estructuralmente caracterizadas y sintetizadas en laboratorio (Dewick, 2009).

Figura 1. Tipos de diterpenos aislados en especies de Croton (Euphorbiaceae).
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Actualmente, existen diversos estudios relacionados a especies vegetales del género
Croton, donde se ha explorado la actividad antibacteriana de la especie C.
macrostachyus y en los que se concluyd que los extractos crudos de la planta
mostraron una inhibicion efectiva del crecimiento de bacterias como Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae
{(Sendeku et al.,, 2015). Asi mismo, se han identificado especies quimicas bioactivas de
C. laui como diterpenoides neo-clerodanos (11-15) (Figura 2) altamente oxigenados
en las hojas de la planta (Li et al., 2021). Las estructuras de los nuevos compuestos
encontrados se determinaron por métodos espectroscopicos extensivos, y sus
configuraciones absolutas fueron determinadas a través del analisis por difraccion
de rayos X de monocristal junto al espectro de ECD y con datos recuperados de la
literatura (Li et al, 2021). Aunque hay diversas investigaciones relacionadas con
plantas del género Croton, la especie C. morifolius carece de estudios dedicados a las
sustancias que le confieren sus propiedades medicinales. Unicamente se cuenta con
un estudio formal de uno de los metabolitos secundarios que produce esta planta.
Dicho estudio fue llevado a cabo por Veldzquez-Jiménez y colaboradores (2022) y
representd la obtencion del primer diterpenoide seco-clerodano con un anillo de
furano (16) (Figura 2) que se presenta en una especie del género Croton.

15 16
Figura 2. Clerodanos aislados de dos especies de Croton.

Por su parte, la quimioinformatica es una disciplina relativamente reciente, la cual
ha emergido a partir de disciplinas mas antiguas como la quimica computacional,
los estudios quimiométricos, QSAR, informacién quimica, etcétera (Xu y Hagler,
2002). La quimioinformatica se refiere al aprovechamiento de la tecnologia
informatica para el procesamiento de informacion quimica {Xu y Hagler, 2002). Los
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primeros indicios registrados respecto a la utilizacion de esta herramienta fueron
con el objetivo de procesamiento de documentos relacionados con temas de quimica
(Xu y Hagler, 2002). La cantidad de informacién relativa a la quimica se consideraba
tan vasta que la mejor manera de conseguir que fuese manejable y accesible para la
comunidad cientifica es en formato electronico (Engel, 2006). Sin embargo, la nueva
disciplina que emergié a partir del resguardo, manipulacién y procesamiento de
informacién quimica no tenia un nombre propio, por lo que los cientificos que
trabajan en este campo lo denominaron, en un principio, simplemente como
“informacion quimica” (Engel, 2006). La quimioinformatica también se puede
entender como un término genérico que engloba al diseno, creacion, organizacion,
manejo, analisis, diseminacion, visualizacion y uso de informacién quimica (Engel,
2006). La principal diferencia entre el procesamiento de datos convencional y el de
datos quimicos radica en la necesidad de trabajo con estructuras quimicas, lo cual
requirio la posterior introduccién de herramientas para representacion,
almacenamiento y recuperacion de estructuras en sistemas computacionales (Xu y
Hagler, 2002).

En el marco de la farmacologia y el descubrimiento de nuevos compuestos con
actividad bioldgica, es de gran relevancia el estudio de algiin metabolito secundario,
en cuyo caso se lleve a cabo alguna modificacion para lograr algdn cambio
importante en aspectos como solubilidad, actividad bioldgica, o su estabilidad
quimica y térmica. Junto con la obtencién e identificacién de mas principios
bioactivos de C. morifolius, el proceso de derivatizaciéon y estudios
quimioinformaticos e in vitro de las sustancias que se generan en el seno de la planta
representa un avance significativo en el desarrollo de nuevos medicamentos.

En este trabajo se utilizo la planta Croton morifolius (Figura 3) para la obtencién de
morifolina C y la preparacién de tres derivados semisintéticos, y su evaluacion de
caracteristicas estructurales mediante técnicas cromatograficas y espectroscopicas
ademas de determinar las propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET y las
actividades bioldgicas haciendo uso de herramientas computacionales para
determinar las probabilidades de su potencial uso como antibacteriano, y
finalmente, la evaluacion del efecto antibacteriano contra cepas de bacterias Gram
positivas y Gram negativas patdgenas para el ser humano.
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Figura 3. Planta de Croton morifolius.

2. ANTECEDENTES/MARCO TEOQRICO

2.1 Metabolito secundario

Se les conoce como metabolitos secundarios a aquellas sustancias que se derivan de
los metabolitos primarios y que no estan involucradas directamente en los procesos
vitales de un ser vivo como el crecimiento, desarrollo y reproduccién del organismo,
es decir, no desempeifian funciones vitales. Se tratan de moléculas que pueden
participar en procesos para mantenimiento y la homeostasis del organismo; pueden
ayudar a modular procesos vitales como la excrecion de desechos y productos
toxicos generados en el seno del organismo (Panikov, 2011). Estos metabolitos
secundarios provienen, tal como lo sugiere el término, del metabolismo secundario
de los organismos vivos. Su distribucién es limitada y algunos de estos se encuentran
solo en especies especificas. Se considera que estas sustancias estan involucradas en
la supervivencia de la especie. Algunos de estos metabolitos secundarios son los
responsables de los colores, aromas y principios activos de una gran diversidad de
seres vivos.
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2.2 Principio activo

Se sabe que los principios activos son sustancias responsables de la actividad
biolégica atribuida a una especie, a drogas o medicamentos; estas sustancias son
responsables por el efecto toxico o benéfico cuando se evaliian en un organismo vivo
(Harborne, 1998). Se puede utilizar el término para identificar moléculas naturales
que presenten actividad bioldgica.

2.3 Semisintesis de productos naturales

Se trata de la modificacion molecular de algun principio activo de origen natural.
Dicha modificacion es llevada a cabo con el objetivo de generar farmacos que sean
tolerados en mayor medida al momento de su aplicacion (Dewick, 2009). Tanto los
productos naturales como sus derivados semisintéticos son una fuente importante
para la produccién de nuevos farmacos. Junto con sus analogos estructurales, los
productos naturales poseen caracteristicas de una gran diversidad quimica, ademas
de una amplia gama de especificidad bioquimica y propiedades farmacologicas que
propician su uso como herramientas en el descubrimiento de nuevos firmacos y en
la continuaciéon de la produccion de nuevas invenciones en medicina, quimica y
biologia (Majhi y Das, 2021).

Un ejemplo relevante respecto a la aplicacién de esta herramienta fundamental para
el desarrollo de nuevos firmacos es la semisintesis de derivados provenientes de la
podofilotoxina (PPT) (17) (Figura 4). Este producto natural es un lignano de
ariltetralina que se extrae de las raices y rizomas de la planta de la familia
Berberidaceae que pertenece al género Podophpllum. Se trata de una sustancia
antimitotica y que funge como compuesto lider en el desarrollo de nuevos farmacos
anticancerigenos potentes (Lv y Xu, 2011). Tradicionalmente se ha utilizado este
compuesto para el tratamiento de verrugas genitales; sin embargo, debido a su
toxicidad, no es posible aprobar su uso para el tratamiento clinico contra el cancer
(Goel y Jain, 2024). Sus derivados semisintéticos, etopdsido (18) y tenipdsido (19)
(Figura 4), son en la actualidad los mas frecuentemente utilizados en la
quimioterapia contra el cancer al actuar como inhibidores de la ADN Topoisomerasa
II (TOPI) contra distintos tipos de cancer, incluyendo cancer pulmonar, carcinoma
testicular, linfoma y el sarcoma de Kaposi; de igual manera, representan versiones
menos toxicas de la podofilotoxina (Lv y Xu, 2011; Goel y Jain, 2024). Para resolver el
problema de la baja solubilidad en agua del etopdsido e incrementar sus
caracteristicas farmacéuticas, se ha optado por utilizar su derivado etépofos (fosfato
de etoposido) (20) (Figura 4), el derivado éster de fosfato del etopdsido, el cual ha
sido utilizado ampliamente en el tratamiento de una variedad de neoplasmas (Lv y
Xu, 2011). En comparacion con el compuesto parental PPT el compuesto etépofos es
altamente soluble en agua y se puede formular para uso intravenoso, lo que se
traduce en una mayor aplicacion clinica (Lv y Xu, 2011).
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La PPT y sus derivados no solamente exhiben actividad anticancerigena y antiviral,
sino que también poseen actividad antioxidante, antitripanosomal, asi como
inhibidor de la actividad del receptor de melanocortina-4 (MC4R); por otra parte,
los derivados de PPT también han reportado actividades insecticidas contra las
larvas de Mythimna separata (oruga deshojadora) y de Brontispa longissima (gorgojo de
la hoja del coco) (Lv y Xu, 2011).

Se han reportado principalmente dos tipos de mecanismos de accion de los derivados
de la PPT como agentes anticancerigenos, ejemplo de ello es como inhibidores de
polimerizacion de tabulos (TPI) para compuestos del tipo PPT, y las sustancias
asociadas a los etopoésidos fungen como inhibidores de la topoisomerasa II (TOPI)
(Lv v Xu, 2011).

Para resolver el problema de la resistencia multiple a drogas (MDR) y disminuir la
toxicidad de los derivados, se ha reportado la sintesis de derivados de podofilotoxina
con sustitucion del tipo 4a-0- (21) y 48-N-indol-3-il-glioxil (22) (Figura 4) y se
evalud su actividad biologica contra cuatro tipos de células cancerigenas (de cérvix,
ovarico, leucémicas, y de leucemia resistente a adriamicina) in vitro (Lv y Xu, 2011).
Se determiné que los derivados ésteres de la PPT (insercion de 0) mostraron una
actividad mdas potente que los correspondientes congéneres del tipo amida
(insercion de N) (Lv y Xu, 2011).
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Figura 4. Podofilotoxina (PPT) y algunos derivados semisintéticos.

Es asi como el concepto de semisintesis gand mayor importancia a mediados del siglo
XX, impulsado por la necesidad de solucionar algunas limitaciones de los productos
naturales (Goel y Jain, 2024). Con el aislamiento de productos naturales, ha sido
posible producir farmacos con mayor actividad y que puedan ser tolerados a través
de modificaciones quimicas (semisintesis), o a través de la sintesis total de anilogos
de principios activos (Dewick, 2009). Un ejemplo fue la semisintesis de la droga anti-
malaria quinina (23) a partir del alcaloide natural precursor cinchonina (24) (Goel y
Jain, 2024). Esta técnica también es util para resolver algunos problemas de
abastecimiento de materia prima para la obtencion de productos naturales
bioactivos. Ejemplo de ello es el paclitaxel (26), el cual es considerado como uno de
los descubrimientos mas significativos en el campo de terapias anticancerigenas; fue
aislado en 1967, pero su abastecimiento y solubilidad representaron un problema
hasta que fue semisintetizado a partir de 10-deacetilbaccatina III (25); después de
20 afios de su descubrimiento, se aprobo para el tratamiento del cancer de ovario
refractario en 1992, y posteriormente para el cancer de mama, sarcoma de Kaposi
relacionado a SIDA, ademas de otros tipos de cancer (Goel y Jain, 2024; Dewick,
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2009) Asi mismo, otra aplicacion de la semisintesis es la obtencion de la insulina
humana a partir de insulina porcina, reemplazando al aminoacido terminal alanina
en la cadena B por treonina mediante métodos enzimaticos (Dewick, 2009). En la
figura 5 se observan algunos compuestos obtenidos por semisintesis.

Poco después del paclitaxel, se aprobo el docetaxel (27) (Figura 5), un derivado
semisintético mas potente con un mejor perfil farmacocinético, el cual fue aprobado
y actualmente es utilizado para el tratamiento de distintos tipos de cancer {Goel y
Jain, 2024). Posteriormente, en el afo 2010, se lanzo el derivado taxoide cabazitaxel
(28) (Figura 5) que, en combinacion con la prednisona, se utiliza para el tratamiento
del cAncer prostatico metastatico de hormona refractaria (Goel y Jain, 2024; Dewick,
2009).

Otro caso relevante es el de la camptotecina (29) (Figura 5) , un inhibidor de la
topoisomerasa, el cual se puede aislar del tallo y la corteza de Camptotheca acuminata,
conocido como arbol de la felicidad, perteneciente a la familia Cornacea; debido a los
problemas de solubilidad en agua (impedimento para administracion intravenosa)
y los efectos adversos del producto natural, se han sintetizado varios derivados en
busca de compuestos potentes y clinicamente activos, y es asi pues que sus analogos
irinotecan (30), topotecan (31) y belotecan (32) (Figura 5) han sido aprobados por la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos, Food and Drug Administration)
(Goel y Jain, 2024).

La utilidad de la derivatizacién de los metabolitos secundarios también radica en la
disminucién de la toxicidad del principio activo, ya que, si bien su mecanismo de
accion puede resultar en la erradicacion de una infeccion o el tratamiento de
padecimientos como el cancer, también pueden provocar efectos colaterales
derivados de su toxicidad (Majhi y Das, 2021). Esto ocurrid con la geldanamicina (33)
(Figura 5), una ansamicina que consiste en un anillo de benzoquinona, la cual fue
aislada de Streptomyces hygroscopicus; esta sustancia es un fuerte inhibidor de la
proteina HSP9O0, lo cual se traduce en una potente actividad anticancerigena (Goel
y Jain, 2024). Sin embargo, debido a la hepatotoxicidad y la baja biodisponibilidad,
este metabolito secundario representé una opcién poco viable para desarrollo
clinico; es aqui donde la derivatizacién semisintética jugd un papel muy importante
en el desarrollo de farmacos (Goel y Jain, 2024). Se llevo a cabo la sintesis del
compuesto 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG; tanespimicina) (34)
(Figura 5); este compuesto posee una actividad in vitro mejorada y toxicidades
disminuidas (Goel y Jain, 2024). Para mejorar algunas caracteristicas
farmacocinéticas como la solubilidad y la biodisponibilidad, se llevaron a cabo
mayores cambios que condujeron a la semisintesis del compuesto 17-DMAG
(alvespimicina) (35) (Figura 5) (Goel y Jain, 2024). Si bien los productos naturales
han sido empleados como excelentes puntos de partida para el disefio analogo y
sintesis, en pocas ocasiones se utilizan directamente en aplicaciones clinicas; es por
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ello que la modificacién estructural de productos naturales es esencial en diversos
casos dado que estos compuestos y sus derivados semisintéticos son fuentes valiosas
de nuevos candidatos como firmacos con una gran variedad de actividades
bioldgicas y farmacolédgicas (Majhi y Das, 2021).

26 R;=OH, R, = OAc, R; = Ph
27 R;=OH, R, = OH, Ry = tBuO
28 R;=OCH3 Ry = OCHs, Ry=BuO 32 CH,CH,NHPPr  H H

31 H CH,N(CH3), OH

35

Figura 5. Ejemplos de productos naturales y derivados semisintéticos utilizados
para el tratamiento de diversas afecciones, principalmente algunos tipos de cancer.
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2.4 Definicion de droga

Dentro del contexto popular, este término se suele asociar con sustancias ilicitas y
que representan una amenaza a la salud publica debido a la dependencia y efectos
tanto a corto como a largo plazo que suelen provocar en quienes las consumen. Es,
asi pues, que dentro del area de la fitoquimica y de la quimica de productos
naturales, se define a una droga como un producto de origen natural que, recolectado
o separado de la naturaleza, tiene una composicion y propiedades tales que
constituye la forma bruta de un medicamento (Galligo, 2007; Bandoni, 2011)
También es importante contemplar el término droga cruda o materia prima; hace
referencia a toda droga que solamente ha experimentado el proceso de secado.
(Bandoni, 2011).

2.5 Medicamento

Este término es utilizado muy frecuentemente por la cultura popular, aunque en
una gran mayoria de ocasiones no se conoce su definicion concreta. De esta manera,
se entiende como medicamento a toda sustancia que, independientemente de su
origen, composicion, forma y presentacion, en una determinada dosis es usada para
procurar la salud va sea de forma total o parcial, pues reestablece el equilibrio en las
funciones de un organismo, o también previene enfermedades (Oscanoa, 2012). En
muchos casos, un mismo producto natural puede ser considerado como materia
prima, droga, y medicamento (Oscanoa, 2012; Bandoni, 2011). Algunos ejemplos que
se pueden considerar dentro de esta descripcion son: polvo de opio, ging-seng v
corteza de quina (Bandoni, 2011).

Dentro del disefio, evaluacion y aprobacién de los medicamentos, es necesario contar
con un esquema de -clasificacion de medicamentos biofarmacéuticos para
correlacionar la disoluciéon de la sustancia in vitre con la biodisponibilidad in vive;
este esquema se propone considerando que la solvatacién de la droga y su
permeabilidad gastrointestinal son parametros fundamentales que controlan la
velocidad y el nivel de absorcién del medicamento (Amidon et al., 1995). En el caso
de los medicamentos que se administran de forma oral, se pueden establecer cuatro
Clases de Medicamentos Biofarmacéuticos: aquellos de Clase I, los cuales tienen alta
solubilidad y alta permeabilidad, los de Clase 2, que son los que tienen baja
solubilidad y alta permeabilidad, los de Clase 3, los cuales corresponden a
medicamentos con alta solubilidad y baja permeabilidad, y finalmente los de Clase
4, que son sustancias que presentan baja solubilidad y una baja permeabilidad
(Amidon et al., 1995). Este esquema de clasificaciéon permite hacer sugerencias para
el establecimiento de criterios para evaluar una metodologia de prueba para la
disolucion de un medicamento in vitro que pueda correlacionarse con el proceso in
vivo, esta metodologia debe basarse en las propiedades fisicoquimicas y fisiologicas
que rigen la absorcion del medicamento {Amidon et al., 1995). Asi mismo, Amidon y
colaboradores (1995) consideran que se deben tener ciertas consideraciones con los
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medicamentos de Clase 2, ya que dentro de un entorno in vive puede ocurrir
agregacion de particulas, ademas de que se debe tomar en cuenta el tamafio de
particula efectivo; usualmente se considera un proceso de micronizacion
(pulverizaciéon) para incrementar la velocidad de disoluciéon de una droga, sin
embargo este proceso propicia el incremento de la energia superficial y, en
consecuencia, también aumenta el potencial para la agregacion de particulas, lo cual
se traduce en la reprecipitacién del medicamento y, por ende, una disminucién de la
actividad biol6gica tanto a nivel in vitro como in vivo.

Newman y Cragg (2020) establecen que el uso de productos naturales y/o sus
variantes sintéticas que utilizan estructuras novedosas, con el fin de descubrir y
desarrollar una droga propiamente, es una practica que sigue vigente a la fecha. Un
ejemplo representativo se visualiza en los tratamientos anticancerigenos, dentro del
periodo de 1946 a 1980, de las 75 moléculas como potenciales candidatas, 40 de ellas,
es decir, 53.3%, son productos naturales o derivados semisintéticos (Newman y
Cragg, 2020). De igual forma, hay productos naturales que representan moléculas
lideres en la produccion de medicamentos, o que son medicamentos por si mismos;
de entre estas sustancias se encuentran aquellas reportadas en microorganismos
endofitos y epifitos, los cuales son fuentes de productos naturales bioactivos, por
otra parte, también se tienen los medicamentos candidatos provenientes de fuentes
marinas (Amidon et al., 1995). En tiempos recientes se ha presentado la tendencia de
cambiar el uso de amplias bibliotecas combinatorias para hacer énfasis en
colecciones pequenas pero enfocadas que contienen informacion vasta sobre los
“aspectos estructurales” de los productos naturales (Newman y Cragg, 2020). Sin
embargo, a pesar de que muchos de estos compuestos bioactivos son eficientes, la
Regla de 5 de Lipinski establece que las primeras cuatro reglas no aplican a los
productos naturales ni a moléculas que sean reconocidas por un sistema de
transporte activo cuando se consideran entidades quimicas candidatas a convertirse
en medicamentos (Newman y Cragg, 2020; Lipinski et al., 1997). Por ejemplo, existe
un gran namero de compuestos denominados “compuestos AbbeVie” que son
oralmente activos pero que violan mas de una regla de Lipinski; en este sentido se
ha demostrado que compuestos bioactivos pueden violar significativamente las
reglas de Lipinski y demostrar bioactividad oral (Newman y Cragg, 2020).
Recientemente una extension de metodologias ha lograde demostrar como es que
bibliotecas de compuestos de algunas estructuras privilegiadas puede conducir a la
obtencion de compuestos que podrian haber sido marcados por los filtros PAINS
(Pan-Assay Interference Compounds) establecidos primeramente en el ano 2010 y
discutidos junto con los compuestos IMP (Invalid Metabolic Panaceas); algunos de los
compuestos recientemente identificados presentan utilidad, incluso cuando es
posible que pudieran haber sido marcados por los filtros PAINS, es por ello que se
debe tener cuidado en rechazar compuestos via procesos automatizados (Newman
y Cragg, 2020). La “Regla de cinco” de Lipinski representa el primer intento
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cualitativo para guiar el disefio de compuestos “oralmente entregables” y se basa en
los limites de propiedades (coeficiente de particion octanol-agua, peso molecular y
el namero de donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno) fuera de los cuales se
predice que la actividad oral es pobre (Pillai et al., 2001). Con base en estas reglas y
los filtros PAINS e IMP, es posible determinar cuando un compuesto que puede ser
un posible candidato para convertirse en un medicamento presenta falsos positivos
y, en realidad, se trata de una especie quimica que no posee verdaderamente
potencial terapéutico; de este modo, se descartan algunos candidatos que no tienen
un modo de accion especifico y, por ende, no lograrian posicionarse como principios
bioactivos.

Oscanoa (2012) considera que la accesibilidad a los medicamentos es un problema
grave que afecta a una gran parte de la poblacion mundial, especialmente en paises
en desarrollo, por lo que se requieren investigaciones y la implementacion de
medidas de intervencién adecuadas para su solucion.

Si bien los medicamentos son productos orientados a procurar la salud de la
poblacién, también se debe tener en cuenta que, derivado de su mal uso, exceso,
defecto o interacciones con otros medicamentos y sustancias quimicas en general,
es relevante contemplar que existen problemas relacionados a estos productos
(Espejo Guerrero et al., 2002). De esta manera, el Consenso de Granada de 1998 define
al Problema Relacionado con Medicamentos como: “Un problema de salud,
vinculado con la farmacoterapia y que interfiere o puede interferir con los resultados
esperados de salud en el paciente” (CONSENSO, 2002). Por otra parte, el Equipo
CESCA (Correlacion entre las Entradas y las Salidas en la Consulta Ambulatoria)
establecid su propia definicion para este término: “Todo aquello que requiere o puede
requerir una accion por parte de los agentes de salud” (CONSENSO, 2002).
Igualmente se tiene la definicion que presentaba la WONCA (World Organization of
Family Doctors, Organizacion Mundial de Médicos de Familia) en el afno de 1995:
“Cualquier queja, observacion o hecho que el paciente y/o el médico perciben como
una desviacion de la normalidad que ha afectado, puede afectar o afecta a la
capacidad funcional del paciente” (Espejo Guerrero et al., 2002). Sin embargo, una
definicién con mayor aceptacién fue aquella adoptada en el Segundo Consenso de
Granada sobre Problemas Relacionados con Medicamentos: “Problemas
Relacionados con Medicamentos (PRM) son problemas de salud, entendidos como
resultados clinicos negativos, derivados de la farmacoterapia que, producidos por
diversas causas, conducen a la no consecucion del objetivo terapéutico o a la
aparicion de efectos no deseados” (CONSENSO, 2002). Asi mismo, fue este mismo
Consenso el cual adoptd una clasificacion mas solida sobre estos PRM segun
distintos criterios. Es, asi pues, que los PRM se clasifican de la siguiente manera
(CONSENSO, 2002):
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Necesidad:
o PRM I: El paciente sufre un problema de salud consecuencia de no recibir una
medicacion que necesita.
o PRM 2: El paciente sufre en problema de salud consecuencia de recibir un
medicamento que no necesita.
Efectividad:
o PRM 3: El paciente sufre un problema de salud consecuencia de una
inefectividad no cuantitativa de la medicacion.
o PRM 4. El paciente sufre un problema de salud consecuencia de una
inefectividad cuantitativa de la medicacién.
Seguridad:
o PRM 5: El paciente sufre un problema de salud consecuencia de una
inseguridad no cuantitativa de un medicamento.
o PRM 6: El paciente sufre un problema de salud consecuencia de una
inseguridad cuantitativa de un medicamento.

El Segundo Consenso de Granada sobre Problemas Relacionados con Medicamentos
hace las siguientes consideraciones (CONSENSO, 2002; Espejo Guerrero et al., 2002):

— Un medicamento es necesario cuando ha sido prescrito o indicado para un
problema de salud concreto que presenta el paciente.

— Un medicamento es inefectivo cuando no alcanza suficientemente los
objetivos terapéuticos esperados.

— Un medicamento es inseguro cuando produce o empeora algin problema de
salud.

— Un PRM se considera cuantitativo cuando depende de la magnitud del efecto.

2.6 Producto natural

Cuando se habla de un producto natural, en muchas ocasiones se puede asociar con
el concepto que se tiene dentro del conocimiento popular de los remedios caseros.
Sin embargo, dentro del estudio de la fitoquimica e incluso en areas como la de la
farmacologia, se sabe que un producto natural es todo producto de origen organico
0 inorganico que se encuentra en la naturaleza y que pueda ser aislado y procesado
por el hombre (Dewick, 2009). Una vez que se llevan a cabo modificaciones a escala
molecular de estos productos, ya no aplica el término de producte natural.

Cabe destacar que, dentro de los metabolitos secundarios que estudia la quimica de
productos naturales, existe una gran diversidad que se pueden clasificar seglin su
estructura molecular base y/o segtn las caracteristicas quimicas que posea. Estas
familias son las de los alcaloides (36-38), terpenos (39-41), policétidos (42-44) y los
shikimatos o compuestos fendlicos (45-47) (Harborne, 1998) (Figura 6).
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Figura 6. Familias de metabolitos secundarios.

En lo que respecta al género Croton, el cual pertenece a la familia Euphorbiaceae, lo
componen darboles, arbustos, hierbas y lianas, ademas de que este género esta
conformado por mas de 1200 especies consideradas ecolégicamente prominentes
alrededor de todo el mundo; se considera que Brasil, el Caribe y México son centros
importantes de diversidad de las especies pertenecientes a este género, aunque
también existen reportes de la presencia de algunas de estas plantas en zonas como
Africa, India, Sudoeste Asidtico y Australia (Reyes-Hernandez et al, 2023;
Velazquez-Jiménez et al., 2022). Muchas especies del género Croton tienen un uso
muy marcado en las practicas de medicina tradicional en todo el mundo, ademas de
que existen diversos estudios cientificos publicados que indican que este grupo de
plantas lleva a cabo la biosintesis de una gran diversidad de metabolitos
secundarios, incluyendo alcaloides (48-50), flavonoides (51-53), mono-, sesquit-, di-
, tri- terpenos (54-65), esteroles (66-68), lignanos (69-70), poliprenoides (71),
quinonas (72) (Figura 7), entre muchos otros; dentro de esta amplia gama de
compuestos, el grupo que se encuentra en mayor proporcion en esta flora son los
diterpenos (Reyes-Hernandez et al,, 2023).
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Figura 7. Diversidad de metabolitos secundarios aislados de distintas especies del
género Croton (Euphorbiaceae).
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2.7 Importancia y usos de C. morifolius en la medicina tradicional

La planta conocida como “palillo”, “vara blanca” o “llora sangre” y cuyo nombre
cientifico es C. morifolius, es un arbusto que se distribuye ampliamente por la zona
Centro-Sur de México y que ha sido ampliamente utilizado dentro de la medicina
tradicional y ancestral por los habitantes locales para el tratamiento de diversas
afecciones como amigdalitis, gastritis, neuralgia y cancer estomacal a través de
tratamientos empiricos (Veldzquez-Jiménez et al., 2022). Se tiene registro que el uso
de entre dos y tres gotas del aceite contenido en las semillas puede actuar como una
dosis moderada de aceite de ricino; los nativos mexicanos suelen utilizar las hojas de
esta planta en forma de infusidon como remedio para gastralgia y un malestar
estomacal generalizado. Es sabido que es la tintura de las hojas la que ticne
excelentes resultados contra la neuralgia, especialmente en la cara, ya sea que se
utilice como linimento (una preparacion similar a una cataplasma) o mediante una
ingesta de una dosis de diez o quince gotas en agua de flor de naranjo (The Lancet,
1884). A traves de una maceracion, se puede obtener una pomada (uso local) que es
utilizada para el tratamiento de heridas (The Lancet, 1884).

2.8 Metabolitos secundarios presentes en C. morifolius

Seglin Altamirano (2013), una descripcion general de algunas sustancias quimicas
que se pueden encontrar en C. morifolius son aceites esenciales, algunas grasas, cera
resinosa, materia de color amarillenta, un acido tanico caracteristico, glucosidos,
acidos malico, citrico y oxalico, varias sales y materia gomosa, azucarada y
albuminosa. El aceite esencial es el principio mas importante; se trata de un liquido
muy fluido y volatil (con un punto de ebullicion de 33°C), es amarillento con un olor
agradable, aromatico, fuerte y muy caracteristico, el cual puede describirse como el
de una planta fresca; tiene un sabor resinoso muy picante, ademdas de que es mas
ligero que el agua, en la cual es poco soluble, aunque si es soluble en alcohol
(Altamirano, 2013). En el mismo estudio se describe que esta sustancia se puede
encontrar mezclada con otros aceites esenciales cuyos puntos de ebullicién pueden
oscilar entre los 120 y 150°C, ademas de que se oxida en contacto con el aire y se
plantea que contenga oxigeno en su composicion elemental. Por otra parte, también
se plantea que el glucdsido extraido de la especie es un sdlido amarillento que no
cristaliza, sin aroma y con sabor ligeramente amargo; mediante el tratamiento con
los agentes quimicos adecuados, se lograron reacciones caracteristicas de los
glucosidos.

Altamirano (2013) también afirmo que el principio activo de la hierba es el aceite
esencial, ya que tiene actividad en el sistema nervioso, pues disminuye la
excitabilidad del sistema nervioso central y periférico, ademas de que es purgante;
tiene uso como anestesia local. Igualmente se afirma que, cuando se inhala, puede
causar insensibilidad y paralisis de movimiento; cuando se ingiere, actiia como
anestesia local en el estémago. Una inyeccién subcutanea de dos a cuatro gotas de la
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esencia en una rana puede provocar efectos estupefacientes y depresion cerebral,
para posteriormente generar fatiga muscular y suspension de los movimientos
respiratorios, sin afectar a los cardiacos. Los sintomas aparecen y desaparecen en
lapsos de tiempo muy breves, lo que indicaria que la absorcién y eliminacion del
medicamento ocurre con cierta rapidez. Por otro lado, segiin Hernandez y Gally
(1991), se debe tener cuidado al momento de administrar esta planta como
medicamento a personas que padecen infecciones intestinales, pues es muy
irritante.

2.9 Furano clerodanos aislados de especies de Croton

Desde el punto de vista de la investigacion quimica relativa a los metabolitos
secundarios que se encuentran en la especie C. morifolius, 1a informacién disponible
es escasa, ya que solamente se abordan componentes muy genéricos del reino vegetal
y no se tienen reportadas sustancias caracteristicas de la planta. Sin embargo, existe
un estudio llevado a cabo por Velazquez-Jiménez y colaboradores (2022) en donde
se reportod el primer diterpenoide furano 6,7-seco-clerodano; este compuesto recibio
el nombre de morifolina A (16) (Figura 2) y su configuracion absoluta fue confirmada
a través de estudios de difraccion de rayos X de monocristal; para llevar a cabo esto,
se colectaron raices de C. morifolius y se dejaron en maceracion en MeOH para luego
hacer una separacién mediante cromatografia en columna flash, lo cual permitié la
extraccion y purificacién del diterpeno. Para la elucidacion estructural se utilizaron
diversas técnicas espectroscopicas como RMN de 'H y de BC, donde a su vez se
llevaron a cabo experimentos COSY, NOESY, HSQC y HMBC; ademas se realizaron
espectrometrias de masas, espectroscopia infrarroja, medicion del punto de fusion y
determinacion de la rotacion dptica.

Existen mas y diversos reportes de furano clerodanos aislados de especies del género
Croton. Uno de estos estudios es el llevado a cabo por Yamale y colaboradores (2009);
se estudio a la especie C. maypumbensis, un arbol de 34 m de altura que crece en los
bosques tropicales de la Repiblica de Africa Central. Se trata de una planta
medicinal africana cuya corteza y hojas han sido utilizadas empiricamente para el
tratamiento de infecciones microbianas y enfermedades causadas por parasitos en
humanos (Yamale et al, 2009). Pese a los interesantes atributos asociados a C.
mayumbensis, existe poca informacion respectiva a su potencial farmacologico, asi
como estudios fitoquimicos dedicados a explorar sus metabolitos secundarios
(Yamale et al, 2009). Para llevar a cabo el estudio, se colectd corteza de C.
mayumbensis de la aldea de Boukoko en la Republica de Africa Central para, posterior
al secado y pulverizado de la muestra vegetal, se llevo a cabo una extraccion con una
mezcla de MeOH-CH,Cl, (1:1); el extracto se llevo a sequedad hasta obtener un crudo
color café (Yamale et al., 2009). Este extracto se sometié a CC, ademas de que se
analizo con ayuda de HPLC/MS (Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
acoplado a Masas); posterior al andlisis realizado, se llevaron a cabo purificaciones
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subsecuentes para, con ayuda de Espectrometria de Masas, RMN-'H, RMN-2C,
experimentos COSY y NOESY, asi como la comparacion con la literatura, se
determiné que esta especie produce un diterpeno del tipo furano clerodano, el cual
fue nombrado como centrafricina I (73) (Figura 8) (Yamale et af., 2009). Finalmente,
Yamale y colaboradores (2009) resaltan la importancia de C. mayumbensis en la
medicina tradicional, por lo que se incita a aislar una mayor cantidad de
componentes, asi como evaluar las propiedades farmacolégicas de la planta.

Por su parte, también se ha encontrado una diversidad de diterpenos furano
clerodanos en la especie C. palanostigma; se trata de un arbol de tamafio mediano
nativo de la regién costera del norte de Brasil (Brasil et al, 2010). Brasil y
colaboradores (2010) colectaron muestras de corteza y hojas del arbol en la zona de
Terra Alta, Para, Brasil; luego se dejo secar y se pulverizd la materia vegetal para
después llevar a cabo una extraccidn con ayuda de un aparato Soxhlet utilizando
hexano, CH,Cl, y MeOH. Por un lado, el extracto hexanico de la corteza precipité un
solido compuesto principalmente por aparisthman (74) y cordatina (75) (Figura 8);
posteriormente se sometid el crudo restante a CC y TLC para, de esta manera,
obtener mdas aparisthman, el diterpeno denominado metil éster del acido 12-
oxohardwickiico (76) (Figura 8), asi como una mayor variedad de metabolitos
secundarios caracteristicos del arbol (Brasil et al., 2010). De igual manera, se procesd
el extracto de diclorometano cuyo crudo fue sometido también a CC y TLC con lo
cual se obtuvo mas aparisthman, asi como un nuevo compuesto denominado 8-
epicordatina (77) (Figura 8); para elucidar las estructuras de estos productos
naturales se utilizaron técnicas espectroscépicas como experimentos de RMN-H,
RMN-BC, RMN 2D, difraccion de rayos X, NOESY, COSY, MS, IR, determinacién del
Potencial Electrostatico Molecular (MEP, Molecular Electrostatic Potential) y algunos
calculos computacionales adicionales que refinarian algunas técnicas de prediccién
de desplazamientos quimicos para la elucidacion de la estructura quimica de
productos naturales (Brasil et al., 2010).

Otro estudio que reporta la presencia de una variedad de furano clerodanos es aquel
presentado por Pudhom y Sommit (20l1); en dicho estudio se exploran los
metabolitos secundarios y la actividad citotoxica de la especie C. oblongifolius. En
primer lugar, se colectaron muestras de corteza de la planta provenientes de la
Provincia de Prachuabkhirikhan, Tailandia; luego, se dejé secar y se pulverizé la
muestra para posteriormente llevar a cabo extracciones con MeOH, y cuyo extracto
fue tratado con agua, hexano y AcOEt para la obtencion de dos extractos: hexanico
y de AcOEt (Pudhom y Sommit, 2011). El tratamiento de los extractos mediante CCs
subsecuentes resulté en la obtencion de varias especies quimicas, de entre las cuales
destacan 4 furano clerodanos anteriormente reportados en la literatura (78-8l)
(Figura 8), as{ como un nuevo diterpeno del cual no se tenia informacién
previamente y que fue denominado como 3,4,1516-diepoxi-cleroda-13(16),14-dien-
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12,17-6lido (82) (Figura 8) (Pudhom y Sommit, 2011). La elucidacién estructural de
cada uno de estos metabolitos secundarios fue llevada a cabo, como en estudios
previamente discutidos, con ayuda de técnicas espectroscopicas como MS, IR, RMN-
'H, RMN-8C, experimentos COSY, HSQC y HMBC, asi como la determinacién de
puntos de fusién, rotacién optica y el uso de difracciéon de rayos X (Pudhom y
Sommit, 2011). Finalmente, se hicieron ensayos de actividad citotoxica in vitro de
cada uno de los productos naturales, mediante métodos colorimétricos, contra
distintas lineas de células cancerigenas: carcinoma ductal de seno humano,
carcinoma pulmonar indiferenciado, hepatoblastoma de higado, carcinoma gastrico
y adenocarcinoma de colon; el nuevo diterpeno 82 no exhibi6 citotoxicidad
detectable contra ninguna linea de células evaluadas a una concentracion inicial de
1 mg/mL; el compuesto 78 presentd unicamente actividad débil contra células del
tipo carcinoma gastrico, mientras que los furano clerodanos 79-81 mostraron amplia
citotoxicidad contra todas las células cancerigenas evaluadas (Pudhom y Sommit,
2011).

81
Figura 8. Diterpenos del tipo furano clerodanos aislados de distintas especies del
género Croton.
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2.10 Resistencia de las bacterias a los antibioticos

A pesar de que la quimioterapia antimicrobiana se presenta como uno de los
mayores avances de la medicina en el ultimo siglo, la eficiencia de los antibidticos se
ha visto comprometida por la aparicion de bacterias resistentes (Kaderabkova et al.,
2022). Dada su eficacia y seguridad, las B-lactamas se posicionan como los
antibidticos mas ampliamente utilizados; de entre estas pB-lactamas, los
carbapenémicos actualmente son considerados de importancia critica, pues son
activos contra una amplia gama de patdgenos Gram negativos, incluyendo cepas
resistentes a multiples drogas, ademas de que se ha incrementado su uso para el
tratamiento de infecciones severas adquiridas en hospitales (De Luca et al, 201];
Kaderabkova et al.,, 2022).

Por un lado, las g-lactamasas (las cuales hidrolizan el enlace amida del anillo de una
R-lactama) desempenan un rol importante en el desarrollo de la resistencia
adquirida a las p-lactamas en muchos patdgenos bacterianos (De Luca et al, 2011).
Por otro lado, se conocen dos familias estructural y mecanisticamente distintas de
R-lactamasas: la mas numerosa con enzimas activas de tipo serina (las cuales
pertenecen a las clases moleculares A, C, y D) las cuales hidrolizan a sus sustratos a
través de la formacion de un complejo covalente acilo-enzima, y por otra parte estan
las metalo-p-lactamasas dependientes de zinc (clase B) (De Luca et al.,, 2011). Las -
lactamasas de Clase D (DBLs por sus siglas en inglés) son enzimas bacterianas
involucradas en la resistencia a los antibiéticos g-lactamicos (Docquier et al., 2009).
Dada la capacidad de las DBLs para hidrolizar oximino-cefalosporinas vy
carbapenémicos, se han comenzado a considerar a estas enzimas como
determinantes de resistencia emergente de notable relevancia clinica (Docquier et
al., 2009). Las p-lactamasas de Clase D Hidrolizantes de Carbapenémicos (CHDLs
por sus siglas en inglés) son enzimas particulares que confieren resistencia a los
carbapenémicos en la mayor parte de los patdgenos Gram negativos como
Acinetobacter spp. y Enterobacteriaceae, y que representan una amenaza
considerable, ya que los carbapenémicos se encuentran entre las pocas opciones
terapéuticas restantes para el tratamiento de cepas de estas especies que presentan
resistencia a multiples drogas (Docquier et al., 2009).

Mas de la mitad de todos los antibidticos que se encuentran disponibles y muchos
otros que se encuentran en desarrollo son p-lactamas; cuentan con un amplio
historial de extraordinaria eficacia y seguridad, ademds de que son los agentes
antibacterianos mas comunmente prescritos (Nicolau, 2008). Los carbapenémicos
son la clase mas potente de B-lactamas v, por lo tanto, se reservan tipicamente para
hospitales en los que se requiere tratar a pacientes severamente enfermos (Nicolau,
2008). Su uso ha incrementado en los ultimos 20 afios por el incremento en la
resistencia a penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglicosidos
{(Nicolau, 2008). Por lo regular se recomienda el uso de carbapenémicos para el
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tratamiento de una gran variedad de infecciones severas, dentro de las cuales se
encuentra la neumonia nosocomial, infecciones complicadas abdominales y del
tracto urinario, neutropenia febril, septicemia, infecciones de la piel, meningitis y
fibrosis cistica (Nicolau, 2008).

2.11 Estudios quimioinformaticos de clerodanos de especies de Croton

Si bien una gran variedad de los productos naturales que se han aislado de especies
de Croton se han utilizade como agentes antibacterianos, anticancerigenos,
antivirales o antifungicos, es igualmente importante resaltar que existen usos ain
mas diversos y numerosos. De esta manera, se puede considerar el estudio llevado a
cabo por Escandon-Rivera y colaboradores (2022) en el que se exploro el potencial
como inhibidor de la o-glucosidasa (tratamiento para la diabetes) de diterpenos
furano clerodanos aislados de la especie C. guatemalensis. Esta especie es un arbol
pequeno que puede alcanzar alturas de hasta 6 m y que se distribuye en las regiones
tropicales y subtropicales del continente americano, incluyendo México, Colombia,
Ecuador, y Guatemala; también se le conoce como “copalchi” (Escandén-Rivera et al.,
2022). Se logré el aislamiento del acido junceico (83), formosina F (84), acido
bartsiifélico (85), y también se logré la obtencion de dos furano clerodanos de los
cuales no se tenia registro: el acido 6(s)-acetoxi-15,16-diepoxi-ent-cleroda-3,13(16),14-
trien-20-oico (Acido crotoguatenoico A) (86) y el acido 6(s)-hidroxioxi-15,16-
diepoxi—ent—cleroda—S,lS(16),14—trien—20—oic0(Acido crotoguatenoico B) (87) (Figura
9). Asi mismo se identificaron flavonoides que, junto con los clerodanos, fueron
elucidados con ayuda de experimentos de RMN-'H, RMN-BC, experimentos en 2D
(COSY, HSQC, HMBC, NOESY), espectro de masas, HPLC, espectros de UV,
determinacion de rotacion éptica, entre otros (Escandon-Rivera et al.,, 2022).

Para llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular, se utilizé el software
AutoDock 4.2 con los parametros predeterminados; el estudio se realizé con un
modelo construido por homologia con la o-glucosidasa de Bacillus cereus (PDB: 1UOK)
para la secuencia de aminoacidos de MALI2 de Saccharomyces cerevisiae, el cual fue
recuperado del banco de datos de recursos de proteinas UniProt (cédigo de acceso:
P5334) con los residuos cataliticos preservados His", Asp?®, Glu*®, His*® y Asp*"”®
(Escandon-Rivera et al.,, 2022). Todos los archivos fueron preparados mediante la
adicion de dtomos polares de hidrogeno y se conjuntaron los hidrégenos no polares
a las estructuras de la enzima, posteriormente se configuraron cargas de Gasteiger
para el modele molecular de todos los diterpenos analizados (83-87); finalmente el
sistema completo fue sometido a escaneo de superficie y acoplamiento molecular
refinado (Escandén-Rivera et al, 2022). Por otra parte, Escanddén-Rivera y
colaboradores (2022) implementaron el software Spartan’l4 para calcular la
conformacién de menos energia con optimizacion geométrica para todos los ligandos
mediante un método semiempirico; los conférmeros resultantes fueron filtrados y
revisados para encontrar redundancias. Los diterpenos obtenidos, junto con un
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control de acarbosa, fueron construidos en modelos 3D y se realizaron estudios de
Docking molecular entre los ligandos (acarbosa y los diterpenos) y la secuencia de
aminoacidos de la o-glucosidasa de . cerevisiae (MALI2), asi como con la maltasa-
glucoamilasa humana (MGAM-C) con ayuda del software AutoDock 4.2 para lograr
predecir la interaccion de los productos naturales con los sitios cataliticos de MALI2
y MGAM-C, los cuales fueron seleccionados como plantilla para el modelado
molecular con el fin de establecer una comparacioén con la constante de inhibicién
teorica (Ki) obtenida en procedimientos in silico previos; para el refinamiento de
resultados, las mejores conformaciones observadas en analisis preliminares fueron
acoplados en un drea mas pequena del dominio catalitico (Escanddn-Rivera et al.,
2022). Se concluyd que la acarbosa encaja bien en el sitio activo de las enzimas
analizadas y mostraron interacciones por puente de hidrégeno los residuos de
aminoacidos His?™ (2.08 A), GIn®2 (2.00 A), y Arg®? (2.15 A) con MALI2, mientras que
los modos de union dentro del sitio catalitico de MGAM-C correspondian a Tyr'®!
(193 A), GIn®™ (1.75 A), Arg®7 (2.11 A), GIn®¢! (2.07 A), y GlySs (217 A) (Escandén-
Rivera et al., 2022). Los furano clerodanos encajaron bien en el bolsillo catalitico de
MALI2 y mostraron interacciones por puente de hidrogeno con los residuos His?” y
Arg*?, y con los residuos cataliticos preservados alrededor de Tyr'® para MGAM, lo
cual estd involucrado con la especificidad catalitica del substrato de esta proteina;
estos resultados confirmarian que la mejor conformacion para la inhibicién de la
enzima es aquella del compuesto 85 (Escanddn-Rivera et al., 2022).

Por otra parte, Escandén-Rivera y colaboradores (2022) efectuaron un estudio
secundario en el sitio catalitico, se utilizo la acarbosa como control y la mejor
conformacién de cada compuesto 83-87 del analisis refinado, lo cual permitié
conocer al farmacéforo de cada metabolito secundario; se logré determinar que el
grupo furano del C-13 de todos estos compuestos forman un puente de hidrégeno con
el fragmento NH del residuo catalitico His*™, lo que provoca un mayor impedimento
estérico en la superficie del bolso catalitico. A continuacién, se presentan los
resultados del acoplamiento molecular obtenidos por Escandén-Rivera ¥y
colaboradores (2022) (Tabla 1 y Figuras 10 y 11).
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Tabla 1. Identificacién de clerodanos con la enzima o-glucosidasa y estudios de
acoplamiento molecular.

MALI2 MGAM

Compuesto Formula ? Ki Puentes de Ki Puentes de

tedrica Hidrégeno tedrica hidrogeno
83 Czsgég)og 712uM  His®™ Arg®?  3.02uM  GIn"7, Argh”’
84 nggg)o“ 673uM  His™, Arg”  195uM  GIn"? Arg™
C20H2804 Serl%, H18279, TryJZSl’ GlnB?Z,

85 (332) 4.14 uM Arg" 2.4 uM Args”

86 Czé;ﬁ)OS I71uM  His™, Arg  631uM  GIn“™, Arg®”
87 CZ(O;ZZS)O“ 13 uM Arg" 509 uM  GIn®7?, Argt”
C25H43N018 HiSZ-"9 Gln322 GlﬂB?z Arg1377
b ’ ’ ’ ’
Acarbosa (645) 514 nM Glud, Argm 35.7nM Gln'se, Gly1588

@ Peso molecular (Da}. ® Sustancia de control positivo.

86 87

Figura 9. Furano clerodanos aislados de la especie C. guatemalensis.
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Figura 10. Resultados del acoplamiento molecular de la conformacién de unién con
la enzima del compuesto 85 con MALI2, 3 puentes de hidrégeno formados con los
residuos cataliticos Ser'™, His?™ y Arg?.

Figura 11. Los resultados del acoplamiento molecular de farmacéforo muestran la
estructura minimizada de MALI2 con los compuestos activos 83-87, el grupo
furano genera una interaccion por puente de hidrogeno con el fragmento NH del
residuo catalitico His*™.
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Las herramientas quimiocinformaticas se han utilizado para determinar perfiles
fisicoquimicos y llevar a cabo predicciones de actividad biolégica en una gran
diversidad de metabolitos secundarios producidos por el género Croton. Es asi, pues,
que es importante considerar el trabajo realizado por Crentsil y colaboradores
(2020) en el que se exploré el potencial leishmanicida del acido hardwickiico (HA)
(88) aislade de C. splvaticus. Los protistas del género Leishmania son parasitos
responsables por la enfermedad tropical Leishmaniasis; aproximadamente 350
millones de personas son susceptibles de contraer el padecimiento, mientras que se
reportan alrededor de 70,000 decesos anualmente en todo el mundo (Crentsil et al,
2020). Por otra parte, se sabe que el acido hardwickiico se ha logrado aislar
previamente de las especies C. sonderianus, C. aromaticus y C. oblongifolius, ademas de
que es un diterpeno que presenta actividad insecticida y antimicrobiana (Crentsil et
al., 2020). Crentsil y colaboradores (2020) llevaron a cabo prucbas in vitro junto con
estudios de Docking para predecir el modo de accion del clerodano con enzimas
criticas para la supervivencia de los parasitos de interés; se consideraron las
proteinas trypanotiona reductasa (TR, Trypanothione reductase), pteridina reductasa
1 (PTRI, Pteridine reductase 1), y la glutamato-cisteina ligasa (GLC, Glutamate cysteine
ligase) tanto de Leishmania donovani como de Leishmania major.

Para llevar a cabo el proceso se obtuvieron las estructuras cristalograficas de rayos
X de PTR1 de L. major (Lm) y de L. donovani (Ld) del banco de datos de proteinas (PDB,
Protein Databank) con IDs 2XOX y 2BFO a resoluciones de 2.5 A y 2.6 A,
respectivamente; se removieron moléculas de agua, ligandos y otros heteroatomos,
asi como todas las cadenas excepto por la A, con ayuda de PyMOL (Crentsil et al.,
2020). Dado que no se tienen estructuras resueltas para TR y GCL de L. donovani al
igual que de L. major en la base de datos RCSB PDB, las secuencias primarias de GCL
de L. donovani y TR de L. donovani, ademéas de L. major se obtuvieron de UniProtKB
con IDs Q67BG3, C6GKVS, y Q4QJG7, respectivamente en formatos fasta; la
secuencia de la supuesta gamma-glutamil cisteina sintasa de L. major (cepa Friedlin)
con ID correspondiente a Q4QDM2 fue recuperada de UniProtKB (Crentsil et al.,
2020). Se utilizd6 SWISS-MODEL para la busqueda de plantillas de LdGCL, LmGCL,
LATR y LmTR, asi como Modeller 9.2 para la construccion de modelos homologos de
estas enzimas y, por ultimo, se evaluo la calidad de los modelos estructurados con
ayuda del software SAVES v5.0 (Crentsil et al, 2020). Los bolsillos de unién se
predijeron con ayuda de CASTp y los resultados fueron visualizados con Chimera
1.12; con esta herramienta se consideraron las areas y volimenes de las cavidades de
enlace dptimas (Crentsil et al., 2020). Tras los analisis, se visualizaron los complejos
generados con ayuda de LigPLOT+ v14.5 y los diagramas 2D de interaccién de
ligandos se generaron para cada complejo (Crentsil et al., 2020).

El compuesto 88, junto con miltefosina, curcumina y anfotericina B fueron
sometidos a perfilamiento farmacocinético con ayuda de SwissADME; sus
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estructuras candnicas fueron obtenidas de PubChem y se utilizaron para la
prediccion de sus propiedades farmacocinéticas; el codigo SMILES del diterpeno fue
utilizado para la prediccién de actividad biologica (Crentsil et al, 2020). Los
resultados de acoplamiento molecular entre el furano clerodano y las enzimas de los
dos organismos del género Leishmania obtenidos por Crentsil y colaboradores (2020)
se presentan en la Tabla 2 y en las Figuras 13 y 14.

Tabla 2. Afinidades de enlace e interacciones proteina-ligando del HA acoplado con
los seis receptores, LAPTRI, LmPTRI, LdTR, Lm'TR, LAGCL, y LmGCL.

Residuos Longitud
Energia de Numero de de puente .
de puentes Interacciones
Receptor enlace puentes de de de hidrofébicas
(kcal/mol)  hidrégeno o hidrégeno
hidrégeno (A)
Gly®, Ala® Lys®
16 17 * L ’
LdPTRI 71 4 ]X’rs K ’grfm’ é'?féoli’ His*, His®, Leu®,
g,»¢ Aa S Alal0, Ser'4s, Ser!!
Arg”, Leu®, Gly®,
Asn109 Serlll phell3
109 H H ’
LmPTRI 78 3 al A;;“Se'rm 2'92’ ;g & Asp®, Tyr,
¥y . Lys", Pro?,
Leu226
Gly®, Tyr®, Met™,
LdTR -7.6 0 - - Leu®, Pro™, Asn®,
Thr*, Leu™, Tyr*®
Gly*, Ala®, Tyr®,
Met™, Tle”, Pro”
_ 70 1 * ’
LmTR 7.5 1 Met 3.09 Asn®. Thr*'. Leu®,
G1y209, Tyr2l0
Met!, Gly®, Glu*,
Met!, Gly*, 3.07,3.24,  Glu®¥, Thr'9!, Pro',
Ldact 4 4 Glu®, Thr¥¥ 305,301  Asp'®, Pro'®,
Thr330, 116491, Arg494
G]nMS, G]yl49,
Asn™®, Phe®!,
< Val®?, Cys™, Ser™
151 152 1 H ’
LmGCL -8.0 4 Phe™, Val'™, 30,299, (1 Ser®, Sertst,

152 154
Val , CyS 3.09, 298 L(:‘Lllés, Phe“’",

Vallm, PI“OIGS, Va]253,
Ser?, Ser™”, Arg’!

Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del clerodano determinadas por
Crentsil y colaboradores (2020) se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Prediccién de propiedades farmacocinéticas para HA haciendo uso de

SwissADME.
Peso molecular 316.4
ESOL logS -5.25
Clase ESOL Moderadamente soluble
Absorciéon GI Elevada
Permeacion BBB Si
Sustrato Pgp No
Puntuacién de biodisponibilidad | 0.56

ESOL = Solubilidad estimada (Estimated solubility) Absorcion GI = Absorcion gastrointestinal Permeacion
BBB = Permeacion de la barrera hematoencefilica (Blood Brain Barrier) Sustrato Pgp = Sustrato de la P-
glicoproteina

De esta forma, se determiné que el HA es moderadamente soluble con un valor de
ESOL logS bajo; este parametro cuantifica la solubilidad acuosa de una molécula
(Crentsil et al., 2020). Por otra parte, sc obtuvo que este compuesto posee una buena
absorcion gastrointestinal (G, Gastrointestinal Absortion), lo que implica una alta
probabilidad de absorciéon de la droga, administrada de forma oral, en el tracto
intestinal y el torrente sanguineo; la Biodisponibilidad de Abbot resultd ser de 0.56
(la mas alta en comparaciéon con los otros compuestos evaluados), lo que denota
biodisponibilidad oral de al menos 10% en ratas o permeabilidad cuantificable en
células Caco-2 (Crentsil et al., 2020; Butina et al, 2002). También se predijo que el
metabolito secundario no es sustrato de la P-glicoproteina (P-gp), la cual actiia como
filtro fisiolégico que elimina materia no deseada incluyendo toxinas; la permeacion
en la barrera hematoencefalica (BBB, blood brain barrier) indica la efectividad de las
moléculas para permear esta barrera e inicializar con la sefalizacion después de
unirse a receptores clave; ademas, una droga debe permear esta barrera para tener
efectos farmacolégicos en el parénquima cerebral (Crentsil et al, 2020; Yang et al.,
2019).

Se predijo la actividad del acido hardwickiico mediante la comparacion de
caracteristicas de moléculas con actividades conocidas a través del uso de un
algoritmo Bayesiano; la actividad biolégica se basa en la inactividad probable
predicha (Pi) y la actividad probable predicha (Pa) de una molécula (Crentsil et al.,
2020). Se determind que el compuesto 88 seria un estimulante de la enzima
Caspasa-3 con un valor de Pa=0.757 y Pi=0.008; igual seria un estimulante de la
proteina Caspasa-8 con valores de Pa=0.688 y Pi=0.004; asi mismo se predijo
actividad antiparasitaria (especificamente, antileishmanial) con Pa=0.434 y
Pi=0.037 (Crentsil et al, 2020). Se ha reportado que las infecciones por
microorganismos Leishmania retrasan la apoptosis de la célula huésped mediante la
inhibicién de la actividad de la Caspasa-3; de igual manera se ha observado una
disminucion de la actividad de Caspasa-8 en infecciones por L. major, por lo que el
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producto natural podria estar involucrado en mecanismos apoptéticos, asi que 88
(Figura 12) representaria un candidato leishmanicida atractivo (Crentsil et al., 2020).

Figura 12. Estructura quimica del acido hardwickiico.

Figura 13. La ubicacion del acido hardwickiico dentro de la cavidad de unién de
LdAPTRI. El receptor se representa como una superficie mientras que el acido
hardwickiico se presenta como varas.
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Figura 14. Representaciones en 2D de la interaccién proteina-ligando entre el acido
hardwickiico y el receptor LAPTRI. Los puentes de hidrdgeno se denotan como
lineas verdes punteadas, mientras que los arcos de espinas rojas representan
interacciones hidrofébicas.

2.12 Propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET vy las actividades biolégicas

Si bien los experimentos in vitro e in vivo brindan informacion valiosa cuando se trata
de desarrollar nuevos farmacos, es importante contemplar que, para encontrar un
nuevo principio bioactivo que cumpla con las propiedades que la caractericen como
un compuesto seguro de utilizar, que cumpla su funcidén esencial como
medicamento y cuya obtencion sea econémicamente viable, se requiere de una gran
inversion tanto de fondos monetarios como tiempo para llevar a cabo la busqueda
de estos compuestos, muchas veces por ensayo y error (Yang et al., 2019).

Es de gran relevancia considerar el trabajo llevado a cabo por Lipinski y
colaboradores (1997) ya que en él se considera que el balance entre la baja solubilidad
y permeacion es una causa de problemas de absorcion; en el area de desarrollo, las
aproximaciones computacionales para estimar la solubilidad deben ser revisadas de
forma periddica para estar méas actualizadas, asi como en medidas experimentales
de este mismo parametro.

Con la llegada del cribado de alto rendimiento (HTS, High Throughput Screening) en el
periodo entre 1989 y 1991, era mucho mas viable evaluar una cantidad mayor de
compuestos con ensayos in vitro; igual, la llegada de la quimica combinatoria
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permitio la sintesis masiva de una gran cantidad de compuestos para ser evaluados
mediante HTS, ademdas de que se deben tomar en cuenta los avances en genética
molecular y las modificaciones que se realizaron como, por ejemplo, el cambio de
soluciones acuosas por el uso de DMSO para evaluaciones biolégicas (Lipinski et al.,
1997).

Para determinar el perfil fisicoquimico de algiin compuesto lider en los cribados HTS
ahora no depende completamente de la solubilidad de la sustancia para la actividad
in vivo, pero si depende de los principios de quimica medicinal que relacionen la
estructura con la actividad in vitro, la naturaleza de la evaluacion HTS, el perfil
fisicoquimico del compuesto a evaluar y el factor de decision humana, lo cual
propiciara la generacion de puntos de partida para estudios de Relaciéon Estructura
Actividad (SAR, Structure Activity Relationship) en el area de quimica medicinal
(Lipinski et al., 1997).

Se asume que los farmacos de referencia poseen grupos polares que se encuentran
en una posicion correcta, ademas de que el potencial in vitro se puede incrementar
con la correcta adicion de grupos lipofilicos que ocupen bolsillos receptores en
determinadas enzimas (Lipinski et al, 1997). La naturaleza del cribado determina el
perfil fisicoquimico de una molécula con base en los kits detectados; conforme mayor
sea esta cantidad de hits, se tendra una mayor semejanza al perfil de aquel firmaco
de referencia (Lipinski et al., 1997).

Para la eleccion de compuestos de referencias, es imprescindible escoger aquellos con
buenas propiedades de absorcion como aquellos utilizados en pruebas clinicas de
Fase II para que logren fungir a manera de filtro (Lipinski et al., 1997).

Lipinski y colaboradores (1997) consideraron al Indice Mundial de Medicamento
(WDI, World Drug Index) que cuenta con una base de datos de alrededor de 50,000
drogas, las cuales filtraron segun criterios de propiedades fisicoquimicas para
consolidar una primera base para la posterior configuracion de mas criterios, dentro
de los cuales se identificaron parametros de absorcion o permeabilidad. Por otra
parte, el peso molecular es una variable para tomar en cuenta por la estrecha
relacion que guarda con la permeabilidad intestinal y la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica, ademas de que la disminucién del tiempo de permeacion
es una funcion del peso molecular en dos fases: una lipidica y otra acuosa; fue posible
establecer una correlacién entre un mayor peso molecular con una menor
probabilidad de bioactividad oral (Lipinski et al, 1997). Es aqui donde cobra
importancia el analisis del logP, es decir, el coeficiente de particion agua/octanol para
la determinacion de la biodisponibilidad de un firmaco relacionado con su
permeabilidad en un organismo; de manera conjunta, se tiene a la cantidad de
grupos donadores de enlaces de hidrdgeno, asi como de los aceptores en una
sustancia, lo cual computacionalmente se puede expresar en una variable
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denominada pardmetro solvatocrémico o y que, de esta manera, pudiera contribuir
a efectos estericos (Lipinski et al, 1997).

Dado que el resultado de filtrado de cada uno de los farmacos base resulté en
parametros con valores cercanos a cinco o multiplos de cinco, Lipinski y
colaboradores (1997) optaron por establecer la “Regla de cinco”, la cual, de forma
general, propone que, para que un compuesto tenga haja absorcion o permeabilidad,
debe poseer estas caracteristicas:

©)

Hay mas de cinco donadores de enlaces de hidrogeno (expresado como la
suma de fragmentos OHs y NHs).

El peso molecular es mayor a S00.

El logP es mayor a 5 (o el MlogP es mayor a 4.15).

Hay mas de 10 aceptores de enlaces de hidrogeno (expresado como la suma de
Nsy Os).

Los compuestos que sean sustratos para transportadores biologicos son
excepcion a esta regla.

Esta base computacional para la estimacion de parametros fisicoquimicos de
candidatos a nuevos farmacos también consta de la consideracion de caracteristicas
estructurales que, segin Lipinski y colaboradores (1997) son:

UB (Unsaturated Bonds): Numero de enlaces insaturados, excepto por los
grupos nitro. Los compuestos aromaticos como el benceno se analizan como
un sistema que alterna enlaces sencillos y dobles, entonces un anillo de esta
naturaleza tiene 3 enlaces para la correccidn del factor UB, el naftaleno tiene
un valor de 5.

AMP (Amphoteric Compounds): El factor de correccién para compuestos
anfotéricos en estructuras de alfa aminoacidos con valores de 1.0, mientras
que para cada acido aminobenzoico y acido piridinacarboxilico, se adicionan
valores de 0.5

RNG: Una variable que adiciona una unidad si el compuesto tiene anillos que
no sean benceno o benceno condensado con otros anillos aromaticos,
heteroaromaticos, o hidrocarbonados.

QN: El nimero de atomos de nitrégeno cuaternarios (si el nitrogeno es parte
de un N-6xido, solo se considera un valor de 0.5

PRX: Un factor de correcciéon de proximidad para dtomos de nitrégeno y
oxigeno cercanos topoldgicamente.

HB: Una variable sencilla aplicable a compuestos capaces de crear un enlace
de hidrégeno interno.

POL: Correspondiente al nimero de heterodtomos conectados a un anillo
aromatico por solo un enlace o el nimero de atomos de carbono unidos a dos
0 mas atomos que también se encuentran unidos a un anillo aromatico.
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— ALK: Un simple parametro cuyo valor es de 1.0 si la molécula Ginicamente
contiene atomos de carbono e hidrégeno y no mas de un doble enlace.

— NO2: El numero de grupos nitro en la molécula.

— NCS: Una variable que suma 1.0 por cada grupo isotiocianato, y 0.5 por cada
grupo tiocianato.

— BLM: Un parametro sencillo que incrementa 1.0 si hay un anillo de beta
lactama en la molécula.

Estos principios de determinacion de potencial farmacolégico con ayuda de las
ciencias computacionales han brindado las bases para la generaciéon y constante
actualizacién de servicios de prediccion de actividad bioldgica y de objetivos
enzimaticos. La accesibilidad de bases de datos con numerosos compuestos ha
cambiado paulatinamente hasta convertirse en repositorios de acceso publico; para
2008 se contaban con aproximadamente 7000 drogas y 480 objetivos validados; se
estima que el numero de objetivos médicos oscila entre 2200 y 3000, lo cual favorece
interacciones con compuestos quimicos cuyo desarrollo esta orientado a su
postulacion como un medicamento (Dunkel et al,, 2008).

Para clasificar a los medicamentos, el sistema de clasificacion de Quimicos
Terapéuticos Anatomicos (ATC, Anatomical Therapeutic Chemical) aprobado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es el mas usado. Este es un referente de
estudios de usos de drogas global y que categoriza a los medicamentos segiin su area
de aplicacion, propiedades terapéuticas, quimicas y farmacologicas; se plantea la
clasificacion de estos compuestos en un aproximado de 850 clases ATC (Dunkel et
al., 2008).

La relacion entre la estructura de un compuesto y su actividad bioldgica es objeto
de estudio en anélisis sistematicos; si el pardmetro conocido como el coeficiente de
Tanimoto presenta valores de 0.85, esto se traduce en que las dos moléculas
estudiadas pueden poseer actividades similares, lo cual ayuda a predecir un perfil
ADMET mas adecuado y que se asemeje a un comportamiento real de la sustancia
cuando se pone en contacto con un organismo (Dunkel et al., 2008). Segiin Abu y
colaboradores (2018), el perfil ADMET es esencial para que un compuesto activo
pueda ser calificado como droga; estas propiedades se definen de la siguiente manera:

» Absorcion: Tendencia de la droga a ser absorbida en la superficie objetivo. Si
una droga no puede ser absorbida por el objetivo, entonces pierde efectividad.

» Distribucién: El movimiento de una droga en un organismo huésped del sitio
de insercion al sitio objetivo es definido por propiedades de distribucion. Se
propone que moléculas pequefias que tienen menor masa molecular son
facilmente acarreados en el sistema del huésped y que facilita su distribucion.

» Metabolismo: Para que una droga presente actividad, debe ser metabolizada
propiamente. El metabolismo de las drogas se lleva a cabo en el higado.
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» Excrecion: Se refiere a la remocion de la droga posterior a la actividad a través
del sistema excretorio usualmente mediante la orina. Si el medicamento no
es excretado con facilidad, entonces puede ocasionar efectos adversos en el
cuerpo del huésped.

» Toxicidad: Es la propiedad mas crucial con la cual se debe tener especial
cuidado. Se define como cualquier efecto que no sea la actividad esperada en
el huésped.

Para discriminar entre especies quimicas que tienen potencial farmacologico de
aquellas que no, es de gran importancia el uso de las distribuciones de propiedades
y los descriptores fisicoquimicos para incrementar el conocimiento sobre las
relaciones droga-objetivo y lograr la integracidn exitosa de similitudes moleculares
con distribucion de propiedades que permitan una mejor prediccion de estructura-
funcion (Dunkel et al., 2008).

Un ejemplo de aplicacion de estos fundamentos en el perfeccionamiento de los
estudios in silico es el servidor web nombrado SuperPred creado por Dunkel y
colaboradores (2008) el cual esta orientado al reconocimiento de la mayor cantidad
de clases posible. Para esto, se utilizaron las bases de datos SuperDrug y SuperTarget
para, de este modo, identificar 3,800 compuestos adicionales que son
estructuralmente similares a medicamentos y cuyos coeficientes de Tanimoto eran
de al menos 0.85 y, por lo tanto, serian candidatos para tener el mismo modo de
accion, union al mismo objetivo/enzima y ser asignados dentro de la misma
indicacién médica que las drogas clasificadas por la OMS; para estimar el efecto del
compuesto a nivel molecular, se extrajo informacién de proteinas objetivo a partir
de la literatura y se conjuntd con la mitad de las drogas (Dunkel et al., 2008).

Para llevar a cabo la predicciéon se recurre a la combinacion del analisis de
propiedades fisicoquimicas y la busqueda de similitudes; la prediccion de la clase
ATC de la sustancia de prueba se determina por la asignacién a la clase de la droga
con mayor similitud y por su distribucién de propiedades; para las propiedades
fisicoquimicas se considera la Regla de cinco de Lipinski, lo cual contribuye
significativamente a la asignacion de la clase ATC que mejor corresponda (Dunkel et
al., 2008). Para calcular la similitud entre dos compuestos, se utilizan sus huellas
dactilares estructurales generadas por el Kit de herramientas de Desarrollo Quimico
(CDK, Chemistry Development Toolkit); las huellas dactilares estructurales constan de
codificacion de vectores de bits y caracteristicas topologicas de moléculas pequenias;
la similitud se calcula mediante el coeficiente de Tanimoto (Dunkel et al., 2008).

2.13 Acoplamiento molecular (Docking)

Seglin Reyes-Hernandez y colaboradores (2023) el Acoplamiento Molecular
(Molecular Docking) es un método computacional usado para encontrar la orientaciéon
mas favorable de una molécula en relacién con otra cuando interaccionan para
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formar un complejo con una energia global minima; si bien este proceso ocurre a
nivel celular, dentro de las disciplinas computacionales, hace referencia a la
investigacion de como es que dos 0 mas estructuras moleculares encajan juntas. Se
trata del proceso mediante el cual un software de modelado molecular intenta hacer
que encaje una molécula dentro de un sitio (o varios sitios) de union de una molécula
objetivo para encontrar el mejor acomodo y complejo intermolecular formado entre
dos 0 mas moléculas constituyentes; este método explora las conformaciones que un
ligando adopta dentro de los bolsillos de unién de un objetivo macromolecular, y
estima la energia libre de union ligando-receptor (Abu et al., 2018).

Dentro de la gran diversidad de estudios in silico que es posible ejecutar en el marco
de proyectos estrechamente relacionados con la quimica farmacéutica, se pueden
contemplar dos grandes clasificaciones: los métodos de Disefio de Medicamentos con
Base en la Estructura (SBDD, Structure-based Drug Design), los cuales hacen uso de
informacioén estructural tridimensional recuperada de objetivos biolégicos y que
representan un componente prominente dentro de la quimica medicinal moderna;
y, por su parte, estan los métodos de Disefio de Medicamentos con Base en el Ligando
(LBDD, Ligand-based Drug Design) cuyo enfoque se dirige al disefio de medicamentos
a través de la utilizacion de bibliotecas de moléculas pequenas bioactivas, en dichas
bibliotecas la diversidad quimica disponible se rige por el espacio ocupado por
ligandos que se sabe que interactian con un objetivo especifico (Ferreira et al., 2015).

Dentro de los métodos SBDD mas utilizados se encuentran el Acoplamiento
Molecular, el Cribado Virtual con Base en la Estructura (SBVS, Strucutre-based Virtual
Screening) v la Dindmica Molecular (MD, Molecular Dynamics), ya que poseen un
campo amplio de aplicaciones dentro del analisis de eventos de reconocimiento
molecular como energias de enlace, interacciones moleculares y cambios
conformacionales inducidos (Ferreira et al, 2015). Por su parte, aquellos métodos
LBDD mas frecuentados son el Cribado Virtual con Base en el Ligando (LBVS, Ligand-
hased Virtual Screening), busqueda de similitudes, modelado QSAR y generacion de
farmacéforos (Ferreira et al,, 2015; Reyes-Hernandez et al., 2023).

El Acoplamiento Molecular es uno de los métodos mas frecuentemente recurridos
en SBDD por predecir, con un alto grado de concordancia, la conformacion de
pequenas moléculas que fungen como ligandos dentro de un sitio de unién objetivo
apropiado (Ferreira et al, 2015). Este estudio se basa en la percepcion de la
complementariedad molecular donde dos estructuras interactian de forma
semejante a una mano dentro de un guante; la complementariedad quimica y
fisicoquimica desempeiian un papel significativo dentro de las interacciones y
enlazamiento entre dos moléculas (Abu et al., 2018; Reyes-Hernandez et al., 2023).

Pese a las ventajas que puede representar el uso de estas herramientas
quimioinformaticas, es relevante tomar en consideracion algunas limitaciones de las
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metodologias actuales de Acoplamiento Molecular por la complejidad en la
flexibilidad de los ligandos, efectos entropicos, solvatacion/desolvatacion, moléculas
de agua (v iones), tautémeros, flexibilidad de la proteina, especificidad de unién,
efectos farmacocinéticos, efectos alostéricos, contexto molecular, entre muchos
otros parametros (Abu et al., 2018). Para la identificacion de las conformaciones mas
probables de union es necesario llevar a cabo dos pasos principales: primero, la
exploracién de un espacio conformacional amplio que represente varios modos
potenciales de unidn; segundo, una prediccion coherente de la energia asociada con
cada conformacion de unioén determinada; los programas de Acoplamiento
Molecular realizan estas tareas mediante un proceso ciclico, en el que la
conformacién del ligando se evalia segtin funciones de puntaje, y este proceso se
repite tanto como sea necesario hasta lograr converger a una solucion de minima
energia (Ferreira et al.,, 2015).

Dentro de este proceso computacional, se modifican constantemente parametros
estructurales de los ligandos como los grados de libertad rotacionales, torsionales y
traslacionales; los algoritmos de buisqueda conformacional hacen esta tarea al
aplicar métodos de busqueda sistematicos y estocasticos (Ferreira et al, 2015).
Ambos métodos se incluyen ampliamente en una gran variedad de programas para
llevar a cabo el Acoplamiento Molecular los cuales pueden llevar direcciones
distintas para la resolucion de problemas en especifico (Reyes-Hernandez et al.,
2023).

Pueden encontrarse diferentes tipos de interacciones entre dos cuerpos moleculares
formando una estructura compleja, y el proceso de Acoplamiento Molecular es capaz
de predecir y diferenciar estas interacciones como fuerzas electrostaticas debido a
las cargas existentes en los sistemas, fuerzas electrodinamicas, interacciones de Van
Der Waals, fuerzas estéricas causadas por entropia y fuerzas relacionadas al solvente
como los puentes de hidrogeno y las interacciones hidrofébicas causadas por
cambios en el solvente (Abu et al., 2018).

Dentro de los diferentes algoritmos con los que se puede trabajar al momento de
realizar estudios de Acoplamiento Molecular, algunos de los mas utilizados son los
algoritmos genéticos (GA, Genetic algorithms), los cuales representan una aplicacion
distintiva de la busqueda estocastica y que han sido usado en programas como
AutoDock y Gold (Ferreira et al., 2015). Este algoritmo busca resolver el problema del
alto costo computacional asociados a métodos estocasticos al aplicar conceptos de
teoria de la evolucion y seleccidon natural (Reyes-Hernandez et al., 2023).

Durante el estudio de Docking, se utilizan funciones de puntaje para la estimacién
de energias de union tedricas para los complejos ligando-receptor; las variaciones
energeticas estan dadas por la constante de enlace (Ki) vy la energia libre de Gibbs
(AG.); para la prediccion de este parametro se evallan interacciones
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intermoleculares, desolvatacion y efectos entrdpicos, y con ello se establece que,
conforme mayor sea la cantidad de parametros fisicoquimicos medidos, la validez de
la funcién de puntaje también incrementara (Ferreira et al., 2015). Sin embargo, el
costo computacional aumenta en proporcién al nimero de variables introducidas en
la funcién, lo que reduce la productividad del algoritmo de acoplamiento molecular,
es por ello por lo que las funciones que son eficientes deben ofrecer un balance entre
coherencia y velocidad, lo cual es un aspecto critico al trabajar con un gran grupo de
ligandos (Abu et al, 2018).

Las funciones de puntuacién descritas anteriormente se pueden clasificar en tres
grandes grupos: con base en campos de fuerza, empiricos y aquellas con base en
conocimientos; la primera estima las energias de enlace a través de la suma de
contribuciones de término enlazados y no enlazados, considerando para los primeros
el estiramiento de enlaces, angulos de torsion y variaciones dihedrales, mientras que
para los segundos se analizan interacciones electrostaticas y de Van Der Waals para
reunir todo en una funcién maestra (Ferreira et al,, 2015). Una de las desventajas que
presenta el uso de esta metodologia es la inexactitud para estimar contribuciones
entrépicas, ya que hay una ausencia de un modelo fisico concreto para describir este
fenémeno, ademds de que el solvente no se considera de forma explicita, por lo que
se omiten energias de desolvatacion (Ferreira et al., 2015).

Las funciones de puntuacion empiricas consisten en otro método de evaluacion en
el que cada término de la funcion describe un tipo de evento fisico involucrado en la
formacién de los complejos ligando-receptor; se incluyen puentes de hidrégeno,
interacciones polares y apolares, asi como efectos de desolvatacion y entrépicos
(Ferreira et al., 2015). Como primer paso, se debe hacer uso de una serie de complejos
proteina-ligando con afinidades de unién conocidas para generar un grupo de
entrenamiento que ejecuta un analisis de regresion lineal multiple, sin embargo, una
desventaja que presenta es la dependencia de la exactitud en los datos utilizados
para generar el modelo, aunque su simplicidad empleada en términos de energia es
mas rapida que las metodologias por campos de fuerza (Ferreira et al., 2015).

Una tercera perspectiva es utilizar las funciones que se basan en el conocimiento, las
cuales usan potenciales energéticos extraidos de complejos ligando-receptor que ya
son conocidos para obtener una funcion general; estos potenciales se construyen
considerando la frecuencia con la que dos dtomos diferentes se encuentran a cierta
distancia en un conjunto de datos estructurales; los distintos tipos de interacciones
observadas en este conjunto de datos se clasifican y sopesan conforme a la frecuencia
de ocurrencia (Ferreira et al., 2015). El puntaje final esta dado por la suma de estas
interacciones individuales y, por su naturaleza, esta metodologia presenta un buen
balance entre exactitud y rapidez de estudios (Ferreira et al., 2015).
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Todas las metodologias, algoritmos y tipos de estudios pueden brindar resultados
favorables, sin embargo, para la seleccion de la mejor configuracion para llevar a cabo
el Acoplamiento Molecular, se debe tener en cuenta el objetivo y la naturaleza de las
especies bioquimicas que se desean evaluar para, de este modo, obtener los
resultados mas acertados y que mejor puedan predecir un comportamiento
experimental in vitro o in vivo (Abu et al., 2018). También es posible complementar
estos estudios con la prediccion de objetivos, generacion de perfil ADMET,
experimentos de Dinamica Molecular, entre otros (Reyes-Hernandez et al., 2023).

3. JUSTIFICACION

La sociedad actual enfrenta una crisis de salud global derivada de diversas afecciones
provocadas por organismos patdgenos variados como son las bacterias, hongos,
parasitos, protistas, entre otros. A la par del surgimiento de nuevas enfermedades,
también existe una gran preocupacion por la aparicion de cepas mutadas de estos
microorganismos que presentan resistencia a diversos medicamentos.

Las bacterias, por ejemplo, han generado resistencia a los antibidticos a través de
una gran diversidad de mecanismos; de entre todos ellos, se pueden describir algunas
enzimas que promueven la descomposicion de los antibidticos mediante una
hidrolisis, lo cual conlleva a la degradacion del principio activo y, como resultado,
hay un tratamiento menos efectivo y mas complicado de la enfermedad.

Por otro lado, el uso de metabolitos secundarios de plantas medicinales, la
semisintesis de derivados semisintéticos, los experimentos in silico (pruebas
quimioinforméticas) y los experimentos in vitro representan un amplio campo de
investigacion para encontrar nuevos posibles principios bioactivos que puedan ser
utilizados como el componente principal o, en su defecto, como coadyuvante de
otros antibidticos para el tratamiento de infecciones bacterianas y, al mismo tiempo,
combatir el creciente problema del surgimiento de cepas resistentes a muchos
medicamentos actuales.

En el presente trabajo se reportan un metabolito secundario proveniente de la planta
Croton worifolius, y tres derivados semisintéticos, ademas de estudios
quimioinformaticos de dichos compuestos contra la enzima g-lactamasa bacteriana
y pruebas in vitro contra bacterias de interés clinico. Estos compuestos poseen
cualidades que los coloca como candidatos para llevar a cabo pruebas mas
exhaustivas que les permita posicionarse como alternativas eficientes y seguras en
el desarrollo de nuevos medicamentos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Obtener tres compuestos derivados de morifolina C de la planta Croton morifolius y
evaluar la actividad biolégica mediante el uso de herramientas quimioinformaticas
y de experimentos in vitro para la determinacion de la actividad antibacteriana
contra bacterias patdgenas.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener y caracterizar el diterpeno denominado como morifolina C y tres
derivados semisintéticos a partir del extracto de las raices de C. morifolius
mediante técnicas cromatograficas y espectroscopicas.

e Identificar las propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET y las actividades
biolégicas de los compuestos derivados, con la ayuda de herramientas
bioinformaticas para reconocer su potencial terapéutico.

e Determinar el modo de unioén mas estable y sus interacciones en el sitio activo
de los derivados obtenidos y las dianas terapéuticas asociadas a bacterias Gram
postivas y Gram negativas (B-lactamasa) mediante acoplamiento molecular
{Docking).

e Evaluar la actividad antibacteriana de los derivados de morifolina C contra
bacterias patogenas Gram postivas y Gram negativas mediante ensayos por
difusion en agar para comprobar su efectividad.

5. MATERIALES Y PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Obtencion del producto natural morifolina C (89)

Se colectaron e identificaron las raices de la especie C. morifolius, en el municipio de
Contepec, Michoacan, durante el mes de septiembre de 2025. Las raices se cortaron
en trozos pequenos para obtener 747 g de materia prima. Posteriormente, se hizo uso
de un equipo de ultrasonido y de acetona como disolvente para preparar el extracto.
De este modo, se siguié el método propuesto por Shen y colaboradores (2023) para la
obtencion de productos naturales a partir de materia vegetal y haciendo uso de un
equipo de ultrasonido y de un sclvente organico. Se utilizaron 4.5 L de acetona para
llevar a cabo la extraccion; se realizaron cuatro extracciones de 5 ciclos por 30
minutos (para sumar un total de 2.5 h por extraccion) con pausas de
aproximadamente 20 min entre cada ciclo. Cada uno de estos extractos iniciales se
llevé a sequedad con ayuda de un rotaevaporador para obtener un extracto
acetonico total de una masa final de 26.5 g.

El extracto seco (10 g), se mezclo con silica gel hasta obtener un polvo fino; esto
corresponde al pretratamiento de la muestra. Posteriormente, se montd una
columna para cromatografia de 5 cm de diametro y se utilizaron 120 g de silica. El
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extracto se sometid a la CC y con aire (CC flash), se inici¢ la elucién con una fase
movil con una polaridad 9:1 (hexano/acetona). Con esta fase movil se colectaron 23
fracciones de 100 mL cada una, para luego cambiar a otra fase moévil con una
polaridad de 7:3 (hexano/acetona), con la cual se colectaron otras 2 fracciones de 500
mL cada una. Posterior a esto, se volvid a cambiar la mezcla de solventes utilizada;
se utilizd una fase movil I:1 (hexano/acetona) y se colectaron 2 fracciones mas de 500
mL. Finalmente, se colectdé una ultima fraccion de 500 mL con la fase moévil de
acetona, resultando la coleccion de 28 fracciones. Se realizé un seguimiento de la
separacion mediante TLC con placas de gel de silice sobre aluminio y utilizando
principalmente dos fases moviles; 9:1 (CHCl:/AcOEt) y 9:1 (hexano/acetona). Se
utilizé una solucion de Ce(S04), y H.SO4 como reactivo revelador.

Finalmente, se dejé evaporar el disolvente de las fracciones durante un lapso
aproximado de 24 h. Pasado este tiempo, se observé la formacién de cristales en las
fracciones 1l - 13 (367 mg); estos cristales corresponden al diterpeno denominado
morifolina C (89), que se confirmo la obtencidn de esta especie con una referencia de
cristales puros del diterpeno 89 mediante TLC utilizando fases moviles de 9:1
(hexano/acetona) y 9:1 (CHCL:/AcOEt). Este diterpeno se sometié a reacciones
subsecuentes de reduccion, acetilaciéon y posterior epoxidacion.

5.2 Reduccion de morifolina C (obtencion del alcohol MC-OH)

Para llevar a cabo la reduccion, se realizé una modificacion a uno de los métodos
propuestos por De Souza y Vasconcelos (2006). Al producto natural 89 (204 mg) en
un matraz Erlenmeyer de 125 mL provisto de una barra de agitacion se adicionaron
31l mg de NaBH, y 45 mL de MeOH. La mezcla de reaccidon se dejo en agitacion
durante de 2 h y 15 min. Durante 1 h y 15 min, se calentd la mezcla de reaccion a
aproximadamente 50 °C para posteriormente elevar la temperatura a
aproximadamente 125 °C; se mantuvo el sistema a esta temperatura por 1 h hasta
evaporar la mayoria del solvente y observar la apariciéon de un solido amarillo. El
avance de la reaccidon se monitored con ayuda de TLCs utilizando una fase mavil 9:1
(hexano/acetona).

Una vez completada la reaccion, se adicionaron 20 mL de agua destilada y se llevo a
cabo la extraccion del producto con AcOEt, realizando lavados con el disolvente (4 x
40 mL), se seco la fase organica con CaCl.. Posteriormente, se llevé a rotaevaporador
para evaporar el disolvente y obtener la masa del crudo de reaccion (260 mg).
Finalmente, se confirmé mediante CCY y experimentos de RMN que se obtuvo el
producto (90).

5.3 Reaccion de acetilacion de (91)

En un vial de vidrio se utilizaron 260 mg de crudo de reaccion del derivado (90), 2.6
mL de Py y 2.6 mL de Ac,0; que fue llevado a bafio Maria a aproximadamente 125 °C
por I h y 10 minutos y se realizd el seguimiento de la reaccién mediante TLC.
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Transcurrido este tiempo se realizd la extraccion, en un embudo de separacion se
adicionaron 75 mL de AcOEt al crudo de reaccion, se hicieron 2 lavados con 30 mL
cada uno de HCI al 10% (2 x 30 mL), posteriormente, 2 lavados con 30 mL cada uno
de solucién de NaHCO; saturada (2 x 30 mL), v finalmente, lavados con agua
destilada (2 x 30 mL). La fase organica fue secada sobre CaCl, y llevada a
rotaevaporador para retirar el disolvente. La masa final del crudo fue de 208 mg
(rendimiento). De igual manera, se analizo si se obtuvo el producto esperado, asi
como su pureza, mediante experimentos de RMN-'H. Dados los datos obtenidos, se
opt6é por purificar al derivado 91

5.4 Purificacion del éster MC-0Ac

El crudo de reaccién de 91 (208 mg) se purificé mediante CC flash, se utilizd una
columna de 2 cm de diametro y 6 in de silica. Primero se colectaron 8 fracciones de
20 mL cada una con una polaridad de 95:5 (CHCl:/AcOEt), posteriormente se
colectaron 37 fracciones de 10 mL cada una con la misma polaridad y finalmente se
colectd una tltima fraccion de 100 mL inicamente de acetona. Se hizo el seguimiento
de la purificacion mediante TLC y se determind que las fracciones 4 — 42 contenian
al derivado con mayor grado de pureza, por lo que se juntaron. La masa final del
producto purificado fue de 192 mg (con rendimiento de 92.3 %). El compuesto 91 se
caracterizo mediante experimentos de espectroscopia de RMN en 1-D y 2-D en CDCls.

De manera complementaria, se tomé una pequefia muestra (7 mg) del compuesto
para llevar a cabo una cristalizacion por difusion en un vial de 10 mL utilizando 1.4
mL de acetona y 3.5 mL de hexanos. Una vez evaporados los disolventes, se
obtuvieron cristales adecuados para su analisis por difraccion de rayos X.

5.5 Reaccion de epoxidacion de MC-OAc (preparacion del epdxido Epoxi — MC-
OAc)

En un matraz Erlenmeyer de 125 mL provisto de una barra de agitacién se emplearon
101 mg de MC-0Ac purificado (91) en 25 mL de DCM. Una vez disuelto el éster (91),
se adiciond de forma paulatina una mezcla sélida de 131 mg de mCPBA y 169 mg de
NaHCO; por un intervalo de 20 min. La reaccion fue llevada a cabo a temperatura
ambiente por 3 h. Al igual que las otras reacciones, se hizo seguimiento de la
epoxidacion a través de TLC.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se adicionaron 5 mL de DCM y 10 mL de
agua destilada a la mezcla para llevar a cabo una primera extraccion del producto.
Posteriormente, se hicieron dos lavados con 25 mL de DCM cada uno (2 x 25 mL).
Una vez colectadas todas las fases organicas en un solo lote, se procedié a hacer dos
lavados de 30 mL cada uno con una solucién de NaHCO; saturada (2 x 30 mL), luego
se hicieron dos lavados de 30 mL cada uno con salmuera (2 x 30 mL) y finalmente,
un ultimo lavado con 30 mL de agua destilada {1 x 30 mL). Finalmente, se secé la
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fase organica sobre Na,SO4 anhidro y se llevd a rotaevaporador y obtener el crudo de
reaccion con una masa de 139 mg.

Por ultimo, se llevaron a cabo experimentos de RMN para determinar si se obtuvo el
producto deseado, asi como su pureza. Del analisis de RMN-'H, se optd por llevar a
cabo una purificacién del compuesto 92.

5.6 Purificacion del epéxido Epoxi — MC-OAc

Se utilizé todo el crudo de reaccién (139 mg) obtenido para purificar al intermediario
92. De este modo, se llevé a cabo una CC flash con una columna de 2 ¢cm de didmetro,
ademas de que se utilizaron 6 in de silica. Se us6 una fase moévil 9:1 (CHCls/AcOEt)
con la cual se colectaron 40 fracciones de 10 mL cada una. El seguimiento de la
purificacion fue a través de TLCs. Se juntaron las fracciones 14 — 18, las fracciones 21
- 27,28 -35y 36— 40. En las fracciones 21-27 (29 mg) y 28-35 se obtuvo el compuesto
puro (28 %) que fue caracterizado por RMN.

5.7 Determinacion de perfiles ADMET de los compuestos

Una vez obtenidos el producto natural 89 y cada uno de sus derivados (90-92), asi
como haber determinado sus correctas estructuras quimicas, se utilizo el software
ChemDraw para generar dichas estructuras, las cuales fueron transformadas a codigo
SMILES.

Para la determinacién de los distintos perfiles ADMET de cada uno de los
compuestos, se utilizd la plataforma Wap2Drug, de esta plataforma se usé la
herramienta Pass Online para obtener distintos parametros farmacologicos que
posteriormente serian registrados en un mapa de calor de la prediccion de las
posibles actividades biologicas de los compuestos. Simplemente se utilizd el codigo
SMILES de cada uno de los compuestos y se procesaron con ayuda de la herramienta
quimioinformatica.

5.8 Determinacion de posibles objetivos bacterianos de los compuestos

Ademas de las posibles actividades bioldgicas de los compuestos, la herramienta
quimioinforméatica Way2Drug también cuenta con un servicio denominado AntiBac
Pred, el cual estd destinado a predecir posibles objetivos contra los cuales los
compuestos sometidos puedan resultar efectivos.

Del mismo modo que para determinar las posibles actividades bioldgicas del
producto natural y sus derivados, se sometieron cada uno de sus codigos SMILE para
predecir algunos microorganismos contra los cuales pueden resultar efectivos.

5.9 Estudios de acoplamiento molecular (Docking) contra la enzima bacteriana
B-lactamasa

Dentro de los estudios quimioinformaticos, también se buscé predecir las posibles
interacciones y el posible modo de unién de los compuestos (89-92) con el sitio
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activo de la enzima f-lactamasa (ID PDB:4KG5), la cual es una enzima responsable
de conferir resistencia bacteriana contra determinados antibidticos,
especificamente contra los B-lactamicos.

El acoplamiento molecular se realizd en el software AutoDock junto con los
complementos necesarios. Inicialmente, se descargd la estructura cristalina de la
enzima bacteriana que tenia una molécula de la droga cefotaxima co-cristalizada
dentro de su sitio activo; dicha estructura se encuentra disponible en Protein Data
Bank (PDB). Con ayuda del software AuteDock, se comenzo a procesar y a preparar la
proteina para someterla a interacciones con los compuestos de interés y para lograr
determinar los modos de unién mas estables.

En primera instancia, se creé una carpeta de trabajo llamada “4KG5S” en donde se
guardarian todos los archivos de entrada y de salida derivados del proceso de
acoplamiento molecular. Posteriormente, se movié el archivo PDB de la proteina
descargada a esta carpeta. Finalmente, para facilitar la consulta de los archivos de
entrada y de salida, se configurd la ruta de acceso a la carpeta “4KG5” dentro del
apartado de “preferencias” (preferences).

Una vez hecho lo anterior, se importé el archivo de la proteina (4KGS.pdh) en
AutodockTools con ayuda de la opcion “leer molécula” (read molecule) dentro del ment
“archivo” (file). En el panel izquierdo, debajo de la leyenda “seleccién actual” (current
selection), se expandio el contenido de la proteina con ayuda del botén “+". Se
encontraron cuatro cadenas denominadas A, B, C y D. Es importante resaltar que la
proteina se encontraba como un tetramero. Sin embargo, para facilitar el proceso de
acoplamiento, solamente se utilizé uno de los monémeros y, en este caso, se opté por
utilizar la cadena B.

Se seleccionaron las cadenas A, C y D para, con ayuda del menu “editar” (edit), se
escogio la opcion “eliminar” (delete) y se eligio “eliminar los Atomos seleccionados”
(delete selected atoms). De este modo se eliminaron las cadenas A, C y D.

Luego, se procedid a remover las moléculas de agua que co-cristalizaron con la
proteina de interés. Este procedimiento permite simplificar calculos, incrementar
eficiencia computacional y generar una exploracion mas detallada de las
interacciones ligando-proteina dentro del sitio de unién. Para esto, se selecciono el
menu “editar” y se eligio la opcion “eliminar agua” (delete water).

Después, se identificaron los heteroatomos en la cadena B de la enzima B-lactamasa.
Se utilizo el panel de control izquierdo y se expandid la conformacion de la cadena B
de la enzima con ayuda del botén con el simbolo “+". Se localizd al ion fosfato
identificado como “P04401”, se selecciond y, con ayuda del menu “editar”, se uso la
opcion “eliminar” para después utilizar el botén de “eliminar los atomos

seleccionados”.
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De esta manera, se guardo al complejo proteina-ligando antes de continuar con el
procesamiento de la proteina. Para ello, dentro del menu “archivo” se uso la opcion
“guardar” (save), luego se selecciond “guardar PDB” (write PDB) y se le asigno el
nombre de “4KGS5_limpio.pdb” al archivo generado. Una vez guardado este archivo y
para asegurar que el proceso de acoplamiento molecular no sufriera interferencias
de ningan tipo, se opt6 por reiniciar el software de AutodockTools. Para ello, en el
menu “archivo” se utilizé la opcidn de “salida” (exit).

Nuevamente se corrio el programa y se abri6 el archivo “4KG5_limpio.pdh”, ademas
de configurar nuevamente la ruta de acceso a la carpeta de trabajo como
previamente se habia descrito.

Se abrié nuevamente el archivo, pero esta ocasiéon en un bloc de notas para, de esta
forma, encontrar los parametros de los heteroatomos que corresponden, en este caso,
a la estructura quimica y las coordenadas del ligando cefotaxima; se copiaron dichos
datos y se pegaron en un archivo de Excel independiente. Por ultimo, se ordenaron
las coordenadas tridimensionales (x, y, z} de este compuesto.

Por otra parte, se eliminé al ligando cefotaxima (denotado como “CEF402”) del sitio
activo. Para esto, se siguid el mismo procedimiento utilizado para eliminar a
“P04401” descrito previamente.

Posteriormente, para adicionar atomos de hidrdgeno, se navegd dentro del ment
“editar”, se escogio la opcion de “hidrégenos (hydrogens) y luego se pulsé el boton
“agregar” (add). Dentro del cuadro de didlogo emergente, se eligid la opcion de
“solamente polares” (polar only), y finalmente se pulsé “OK”. Unicamente se
agregaron atomos de hidrégeno polares durante la preparacion del acoplamiento
molecular para asegurar una simulacion acertada de las interacciones por puente de
hidrogeno y para lograr un balance entre precisién y eficiencia computacional
mientras se asignan cargas atémicas parciales relevantes.

Para asignar cargas a la proteina, se navegd dentro del menu “editar” y se escogio la
opcion de “cargas” (charges), dentro de la cual se selecciond “adicionar cargas de
Kollman” (add Kollman charges). Seguido de esto, aparecié un cuadro de dialogo en el
que se indicaba la carga total agregada. Es importante resaltar que AutoDock utiliza
campos de fuerza para estimar las interacciones moleculares. Varios campos de
fuerza, incluyendo aquellos utilizados por AutoDock, estan disefiados para trabajar
con cargas integrales en los atomos. Dichas cargas integrales son mds consistentes
con las suposiciones y los parametros de estos campos de fuerza, asegurando
predicciones coherentes de interacciones moleculares. De este modo, para revisar las
cargas no integrales en los residuos, se utilizéo nuevamente el ment “editar” y se
eligid “cargas”, para después seleccionar la opcion “revisar totales en residuos” (check
totals on residues).
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Dado que se encontraron cargas no integrales en la proteina, se mostré una lista de
residuos de este tipo en un cuadro de dialogo. Asi pues, se uso la opcién “esparcir
déficit de carga sobre todos los dtomos en el residuo” (spread charge deficit over all
atoms in residue).

De forma independiente, se procedid con la preparacién de los ligantes a evaluar, los
cuales fueron en este caso la especie morifolina C (89) y cada uno de sus derivados
(90-92). Para esto, se retomaron las estructuras quimicas anteriormente
construidas con ayuda del software ChemDraw. Una vez hecho esto, se trasladaron
dichas estructuras al software complementario Chem3D con el cual se obtuvieron las
estructuras tridimensionales de cada uno de los compuestos y, finalmente, se
configuraron para obtener la conformacion mas estable. Para concluir con este paso,
se guardaron los archivos generados para cada molécula con extension pdh para ser
utilizados posteriormente en conjunte con la proteina bacteriana preparada
anteriormente en el software AutoDock. Es importante mencionar que se guardaron
cada uno de los archivos de los compuestos del siguiente modo:

89: “MC.pdb”

90: “MC-OH.pdb”

91: “MC-OAc.pdb”

92: “Epoxi_MC-OAc.pdb’

Ya con los ligantes preparados, se abrid en primera instancia el compuesto 89
(archivo “MC.pdb”) con ayuda de AutoDockTools; se navegd al ment “ligando” (ligand),
se presioné el botén de “entrada” (input) vy luego se dio clic en el botén de “abrir”
(open). Posteriormente aparecio una ventana emergente para importar el archivo, se
cambio el parametro “tipo de archivos” (files of type) a “archivos PDB” (PDB files:
(".pdb)). El archivo “MC.pdb" fue visible, se seleccioné y se abrid. Posterior a ello,
aparecio un cuadro de dialogo en el que se mostraba un resumen del ligando
importado, y AutoDockTools automaticamente le asignd cargas. Se mantuvieron los
parametros por defecto para continuar con los siguientes pasos. Cabe resaltar que
este proceso se llevé a cabo igualmente con las moléculas (90-92) en procesos
totalmente aislados e independientes uno del otro.

Es crucial escoger el niumero correcto de enlaces giratorios del inhibidor en AutoDock
ya que afecta directamente la flexibilidad y los grados de libertad del ligando durante
la simulacién de acoplamiento molecular. El nimero de enlaces giratorios afecta la
capacidad del ligando para adoptar diferentes conformaciones, impactando en la
precision de las predicciones del acoplamiento.

Para configurar el nimero de enlaces giratorios, se pulsé el boton del ment “ligando”,
se escogio la opcidn “arbol de torsion” (torsion tree) y se selecciond “escoger torsiones”
(choose torsions). Se dio clic en el botén “terminado” (done) en el cuadro de dialogo
emergente.
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Nuevamente, en el menu “ligando”, se utilizo la opcion “salida” (output) y se dio clic
en “guardar como PDBQT” (save as PDBQT). Se guardo el ligando en formato pdbgt
(“MC.pdbgt” para el caso del compuesto 89) pulsando el botdn de “guardar” (save).
Igualmente se llevo a cabo este proceso para los demas ligandos (90-92).

Por otro lado, al comenzar con la configuracion de celda (grid box) en AutoDock, hay
que considerar que es necesario definir los confines espaciales para el acoplamiento
del ligando en el sitio activo de la proteina. Para empezar, se navegd en el menu
“cuadricula” (grid), se selecciond “macromolécula” (macromolecule) y se dio clic en
“elegir” (choose) dado que la proteina ya se encontraba abierta. Luego, se escogié a
“4KG5_limpio.pdb” para, después, oprimir el botén “seleccionar molécula” (select
molecule). Aparecio un cuadro de dialogo con un resumen de la operacion y se dio clic
en el botdn “OK”. Se brindd la opcién de guardar la proteina en formato PDBQT. Para
mejor organizacion de los archivos, se nombré este dltimo como
“4KG5_procesado.pdbgt” y se guardo.

De nuevo en el men “cuadricula”, se selecciond la opcidn “establecer tipos de mapa”
(set map types) y se dio clic en “escoger ligando” (choose ligand). Posteriormente, se
escogio al ligando correspondiente (para el caso del producto natural, el ligando fue
“MC”) en el cuadro de dialogo y finalmente se dio clic en “seleccionar ligando” (select
ligand).

Configurar una celda precisa en AutoDock es esencial, ya que esta define el sitio de
union del receptor, lo cual optimiza la eficiencia computacional y enfoca las
simulaciones de acoplamiento en regiones biolégicamente relevantes. La
configuracion de esta celda influye en el espacio de blisqueda, evitando calculos
innecesarios e incrementando la coherencia general del proceso de acoplamiento
molecular.

De forma subsecuente, se configuré el centro de la celda a través del calculo del
centroide del inhibidor cefotaxima (hidrolizada), un antibiético cefalosporinico de
amplio espectro.

Cuando el sitio activo de una proteina es desconocido, la proteina entera puede
servir como region de union, lo cual requiere que la celda encierre a toda la proteina.
Sin embargo, cuando la molécula de una droga se une especificamente al sitio activo
de la enzima, insertar las coordenadas tridimensionales del centroide de la droga es
suficiente para definir el centroide de la celda. Las dimensiones de esta celda y su
espaciado se pueden ajustar con base en el tamano del sitio activo. Para extraer el
centroide del ligando, se retom¢ el archivo Excel generado con anterioridad en donde
se colectaron los datos de las coordenadas de cada atomo del ligando co-cristalizado
con la proteina. Se promediaron cada una de las coordenadas y se obtuvo que el
centroide de ligando es 28.675, -3.504, 68.163 (x, y, z, respectivamente).
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Posteriormente, en el menu de “cuadricula”, se pulso la opcion “celda” (grid box) y se
vacio la informacion del centroide en la caja de entrada debajo de la seccién “centrar
celda” (center grid box). Asi mismo, se utilizé un espaciamiento de 0.6 A y, de forma
predeterminada, 40 puntos de celda para cada coordenada tridimensional.

Se navegd en el mend de “archivo” dentro del cuadro de dialogo de “opciones de
celda” (grid options), y se seleccioné “cerrar guardando actual” (close saving current).
Este paso es crucial para asegurar que la informacion relativa a las dimensiones de
la celda, el espaciado y el centro se registren correctamente. Cualquier fallo para
completar este paso resultara en la ausencia de la informacion de celda.

Finalmente, se seleccioné el menu “cuadricula” para seleccionar la opcidn de “salida”
y guardar el archivo como “grid.gpf".

Posterior a la instalacion de Autodock4, se incluyen dos programas complementarios
{autogrid4.exe y autodock4.exe) los cuales fueron trasladados a la carpeta de trabajo
“4KG3". Para inicializar el programa autogrid4.exe requerido para generar los mapas
de celda necesarios para el acoplamiento molecular, se abrié el menu “correr” (run)
y se eligié “correr AutoGrid” (run AutoGrid). Un cuadro de entrada aparecié y en la
que se tenia el parametro “ruta de programa” (program pathname), se especifico, con
ayuda de la opcion “navegar” (browse), la ruta de archivo donde se encontraba el
software. Una vez ubicado en la carpeta de trabajo, se ordené “abrir” (open). De forma
similar, en “nombre de archivo de parametro” (parameter filename), se escogid al
archivo grid.gpf generado con anterioridad. Una vez que se ha provisto la ruta de
archivo de autogrid4.exe, el parametro “nombre de archivo de registro” (log filename)
se llené automdaticamente. Se dejaron las demas opciones con la configuracién por
defecto y se dio clic en el botén de “inicializar” (launch).

Los resultados de la corrida de Autogrid producen archivos multiples que son
esenciales para el subsecuente proceso final de acoplamiento.

Configurar parametros para el acoplamiento final involucra primeramente definir la
proteina y el ligando, posteriormente se debe seleccionar el algoritmo de basqueda
y finalmente la funcion de puntaje para ser utilizado en el acoplamiento molecular
final.

Para designar la proteina en la configuracién del acoplamiento, primero se navegd en
el menua “acoplamiento” (docking), se selecciono “macromolécula” (macromolecule), y
se dio clic en “establecer nombre de archivo fijo” (set rigid filename). Se selecciond la
estructura de la proteina guardada en formato pdbgt (“4KG5_procesado.pdbgt”), y se
dio clic en el botén “abrir”.

Para seleccionar el ligando para configurar los parametros de acoplamiento, se
navegéd dentro del menud “acoplamiento”, se eligié la opcidén “ligando”, y se pulsé
“elegir”. En el cuadro de dialogo emergente, se seleccioné al ligando correspondiente
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(en el caso del compuesto 89, fue el ligando MC), y se pulsd el botén “seleccionar
ligando” (select ligand). Se llevd a cabo este mismo proceso para cada acoplamiento
con cada uno de los compuestos restantes (90-92).

Para escoger el algoritmo de busqueda para el acoplamiento, se indagd dentro del
menu de “acoplamiento”, se eligio “buscar parametros” (search parameters) y se dio
clic en “algoritmo genético” (genetic algorithm). En el cuadro de didlogo emergente se
dejaron todos los parametros como se encontraban por defecto y se pulso el botén
“aceptar”.

Luego, nuevamente en el menu de “acoplamiento” se selecciond “parametros de
acoplamiento” (docking parameters) y se pulso el boton aceptar. Esta seccion permite
al usuario especificar diversas configuraciones que influyen en la simulacién de
acoplamiento molecular. Estos parametros controlan el comportamiento del
algoritmo genético durante la busqueda para conformaciones dptimas del ligando.
Sin embargo, para los experimentos realizados en el presente trabajo, no se llevd a
cabo ninguna modificacion en los parametros.

Para guardar el archivo de parimetros de salida para el acoplamiento, dentro del
men “acoplamiento” se selecciond la opcion “salida” (output) y se escogid
“Lamarckian GA (4.2)" del ment que se desplegd. Seguido de esto, se indico que se
debia guardar el archivo de parametros para acoplamiento (docking parameter file,
dpf). Se nombro al archivo como “dock.dpf” v se guardo.

Para ejecutar el acoplamiento molecular final, el programa autodock4.exe debe
correrse utilizando el archivo de salida recientemente generado. Se navegd en el
menQ “correr” y se selecciondé “correr AutoDock” (run AutoDock). Un cuadro de
entrada aparecié en el que se ofrecian varias opciones de valores de entrada. En el
recuadro de “ruta de programa”, se especificé la ruta para acceder al programa
autodock.exe seleccionando “navegar” (browse), se escogio el archivo “autodock4.exe”
y se abrid. De forma similar, en el campo de “nombre de archivo de parametro”
(parameter filename) se eligio al archivo “dock.dpf’ generado con anterioridad. Una vez
hecho esto, el parametro de “nombre de archivo de registro” se llend
automaticamente. Se mantuvieron las demas opciones sin cambios y se pulsd
“inicializar”.

Finalmente, se llevd a cabo el andlisis de los resultados del acoplamiento para
obtener informacion detallada de las interacciones proteina-ligando. Posterior a la
corrida final del acoplamiento, se obtuvo un archivo DLG (docking log). Este archivo
contiene informacién detallada sobre el proceso de acoplamiento, incluyendo las
conformaciones de los ligandos en el sitio de unién. Cada conformacién es
representada por valores de energia y coordenadas atomicas. Al final del estudio se
obtuvieron 4 archivos DLG por cada compuesto evaluado (89-92).
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Para facilitar la visualizacion de resultados, se reinicio el software AutoDockTools. Se
navegd dentro del mena “analizar” (analyze), luego se eligid la opcion
“acoplamientos” (dockings) y se pulsé “abrir”. Dentro de la carpeta de trabajo, se
selecciond al archivo dock.dlg previamente generado. Posteriormente, se buscd
nuevamente en el mena “analizar”, se escogio “macromolécula” y se pulsé el botén
“abrir”. De este modo, se importo el archivo “4KGS5_procesado.pdbgt” y se abrio.

Una vez mas, se buscd en el mena “Analizar” y se escogid la opcién “conformaciones”
(conformations), luego se dio clic en “reproducir” (play). Un recuadro de control
facilita el manejo del despliegue de las conformaciones de ligando. Es posible pulsar
el botén de reproduccién para visualizar varias conformaciones del ligando acoplado
dentro del sitio activo de la proteina.

Con ayuda del boton “&” se pueden visualizar detalles adicionales. Con “mostrar
informacion” (show info) es posible mostrar informacién con mas detalle sobre la
union del ligando; con la opcidn “construir puentes de hidrégeno” (build H-bonds) se
muestra informacion relativa a los puentes de hidrégeno. Para exportar el complejo
proteina-ligando, se debe pulsar el boton “guardar complejo” (write complex). Para un
analisis mas eficaz, se exportd la conformacion mas estable para cada uno de los
compuestos estudiados y se nombraron de la siguiente manera:

e 89: “MC_Complejo.pdbgt”.

e 90: “MC-OH_Complejo.pdbqgt”.

91: “MC-0Ac_Complejo.pdbgt’.

e 92: “Epoxi_MC-0Ac_Complejo.pdbqgt”.

Por otra parte, es posible guardar todas las conformaciones generadas para un
ligando. Para ello, se debe considerar la opcién “guardar todos” (write all) y las
conformaciones se guardaran como archivos individuales en formato pdbgt.

Para analizar los resultados del acoplamiento molecular de forma esquematica,
primero fue preciso correr el programa Open Babel GUI version para transformar los
complejos en formato pdbgt a archivos del tipo pdb. Dentro de la interfaz, se localizd
el panel izquierdo para modificar el tipo de formato a “pdbgt” debajo de “formato de
entrada” (input format), y se eligio, por ejemplo, al archivoe “MC_Complejo.pdbgt’. En
el panel derecho, debajo de “formato de salida” (output format), se configuro el tipo
de archivo a “pdbh” y se eligio la ruta de archivo de salida. Para finalizar, se pulso el
botdn “convertir” (convert) y, de este modo, se logro obtener el complejo en formato
pdb. Se analizaron las conformaciones mas estables para cada compuesto estudiado
y, de este modo, se generd en formato pdb el complejo con la mejor afinidad por el
sitio de uniéon de la B-lactamasa. Dicho complejo se logré visualizar
esquematicamente gracias al programa Discovery Studio. Es importante destacar que
todo el proceso de simulacién de acoplamiento molecular se llevé a cabo tanto con
el producto natural (89) como con todos los derivados (90-92).
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5.10 Evaluaciones farmacoldgicas in vitro contra bacterias patdgenas de interés
clinico

Inicialmente, se prepararon 200 pL de disoluciones madre de todos los compuestos
(89-92) a concentracién de 100 mg/mL v, a partir de ellas, se llevaron a cabo distintas
diluciones de 100 uL para obtener diferentes concentraciones (100, 50, 30, 20 y 1
mg/mL) utilizando DMSO como disolvente.

Por otra parte, se utilizaron cuatro bacterias patdgenas contras las cuales se
evaluaron los compuestos: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium y Staphplococcus aureus (ATCC 25923). Primero, se llevé a cabo la
activacion de cepas de cada uno de estos microorganismos, para lo cual se utilizd
Caldo EC como medio de cultivo. Se utilizaron cinco tubos de ensayo: cuatro
correspondientes a la activacién de las bacterias, y otro como control negativo. El
caldo se preparé segin las indicaciones del fabricante y se llevé a esterilizar en
autoclave a 121°C por 15 min. Una vez esterilizado y ya que su temperatura
disminuyd, se distribuyo el medio en los cinco tubos de ensayo esterilizados. Luego,
se tomo una muestra de cada una de las cepas y se inoculé en cada tubo de ensayo.
Los tubos se incubaron a 30 °C durante 24 h.

Una vez que se observo un crecimiento de las bacterias en medio liquido, se preparé
agar para método estandar (Bioxon), el cual, se llevé a esterilizar a 121°C durante 15
min. Se dejé enfriar y se deposité suficiente medio en cuatro cajas de Petri de forma
que se obtuviera un espesor de aproximadamente 4 mm. Luego se dejaron estas cajas
en reposo hasta que el medio solidificara y después se tomo un poco de muestra de
cada cepa activada en el medio liquido para hacer un sembrado por estriado en
cuatro cuadrantes. Las cajas se dejaron incubando durante 24 h a 30°C.

Posterior a la observacion del crecimiento de colonias y haber confirmado que las
cepas se encontraban puras, se llevé a cabo una resiembra en medio solido, pero esta
vez se utilizo agar Mueller Hinton (MHA). Se prepard del mismo modo que el agar
para método estandar (Bioxon) y, en este caso, se utilizaron igualmente cuatro cajas
de Petri. Cuando se tenia el medio de cultivo solidificado, se llevo a cabo la resiembra
de las bacterias considerando las colonias mejor formadas y aisladas. Nuevamente
se dejaron las cajas en incubacion durante 24 h a 30°C. Se revisaron nuevamente los
cultivos y se obtuvo una mayor proporcién de colonias, ademas de nuevamente
obtenerlas libres de contaminacion. Para asegurar una mejor preservacion de las
bacterias en el MHA, se dejaron incubando, pero a una temperatura de 20°C.

De forma paralela, se prepararon 16 cajas de Petri adicionales con el medio de cultivo
MHA de la misma forma que la anteriormente descrita. Estas cajas fueron
etiquetadas con la informacion de las bacterias, compuestos y concentraciones de
estos, segin fuera el caso; se determinaron espacios para colocar controles tanto
positivo como negativo. Ademas, se tenian listos varios discos hechos con ayuda de
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una perforadora y papel filtro, los cuales, junto con todo el material y reactivos que
fueran requeridos de ese modo, fueron igualmente esterilizados a 121 °C durante 15
minutos; bajo este mismo criterio se prepararon aproximadamente 250 mL de una
solucion salina (NaCl) al 0.9%. De manera independiente se generé un estandar de
McFarland 0.5.

Con ayuda del estdndar de McFarland, se prepararon cuatro soluciones bacterianas
de cada una de las cepas a trabajar. Para esto, se adicionaron aproximadamente 50
mL de solucion salina a tubos de ensayo y, después, se recolectaron suficientes
colonias de cada uno de los microorganismos para que las soluciones resultantes se
asemejaran al estandar de referencia.

Ya con estas soluciones preparadas, se adicionaron 100 uL a cada una de las cajas de
Petri. Es importante resaltar que se consideraron cuatro cajas por cepa, ya que cada
una estaria siendo evaluada contra cada uno de los compuestos obtenidos (89-92).
Una vez aplicadas las soluciones, se dejaron en reposo por 2 minutos para evaporar
una fraccion importante de agua y evitar que los discos de papel filtro absorbieran
mucha humedad que pudiera interferir con la aplicacién de los compuestos.

Posteriormente, se colocaron seis discos de papel filtro distribuidos de manera
uniforme en cada caja y, una vez hecho esto, se aplicaron 6 pL de cada una de las
soluciones de cada uno de los compuestos a evaluar (89-92) con sus concentraciones
organizadas de manera decreciente. En el ultimo disco se aplicaron 6 puL solamente
de DMSO, el cual fungio como el control negativo. Una vez aplicadas todas las
soluciones para cada una de las bacterias, se colocé un ultimo disco en el centro de
la caja del control positivo estreptomicina (S10; Thermo Scientific OXOID™).

Finalmente, se cerraron las cajas y se dejaron incubando durante 18 h a 30 °C para
obtener el antibiograma final y, asi, determinar la susceptibilidad de los patégenos
al producto natural (89) y a cada uno de sus derivados (90-92). Transcurrido el
tiempo de incubacion, se llevaron a cabo observaciones y se registraron los didmetros
de los halos de inhibicién en aquellos antibiogramas que presentaron susceptibilidad
a los compuestos reportados en mm.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion del producto natural (89) y de los derivados (90-92)

El producto natural 89 que se obtuvo del extracto de acetona de la raiz de C.
morifolius, el cual fue caracterizado mediante CCF y a través de RMN-'H (Tabla 4),
se utilizé para la preparacion de sus correspondientes derivados (90-92), mediante
reacciones sucesivas de reduccién, esterificacion y epoxidacion, respectivamente
(Figura 15).
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m-CPBA | CH,Cl,

Figura 15. Ruta de sintesis de los derivados a partir del producto natural (89).

El producto natural 89 se sometié a una reaccion de reduccion del grupo aldehido,
utilizando borohidruro de sodio (NaBH4) y metanol. El crudo de la reaccion del
compuesto 90 se analizé por espectroscopia de infrarrojo y cuya estructura se
elucidd mediante sus datos espectroscopicos de RMN de 'H y de BC, asi como
experimentos en 2D. El compuesto 90 se obtuvo como producto mayoritario (69%,
138.4 mg). En el espectro de IR (Anexo I) se observaron principalmente una banda a
3452 cm? correspondiente grupo hidroxilo esperado, en 1728 cm™ para el grupo
carbonilo de la lactona. Este compuesto mostré una rotacion especifica = +145.0 (c
.63, CHCL). En el espectro de RMN de 'H (Figura 16) (Tabla 4) presentd entre sus
sefiales mas significativas tres senales simples anchas en 8u 749, 741 y 6.43 ppm
caracteristicas de un anillo de furano que fueron asignadas a los protones H-16, H-
15 y H-14, en 8u 5.78 una sefial simple ancha asignada al proton del doble enlace H-3,
una sefial doble en 8u 5.22 caracteristica de un proton base de oxigeno de lactona
asignada a H-12, dos senales dobles en 6u 3.74 y 3.54 asignadas a los protones del
metileno base de oxigeno H-6, correspondiente al grupo hidroxilo obtenido de la
reaccion de reduccion del grupo aldehido, en 8u 2.31 ppm una sefial cuadruple
asignada a H-8, una senal doble de dobles en &u 2.04 correspondiente a H-10, en du
1.63, .52 y 0.95 ppm se observaron tres sefiales simples caracteristicas de grupos
metilos que fueron asignadas a los carbonos C-18, C-19 y C-20, y una sefial doble en
ou 1.24 ppm correspondiente al grupo metilo secundario de C-7, respectivamente.
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En su espectro de RMN de BC de 90 (Figura 17) (Tabla 4), presento entre sus sefiales
mas caracteristicas, en 8¢ 177.0 ppm de un carbono de carbonilo de lactona asignada
a C-17, en 8¢ 143.7 y 1397, 124.4 y 108.7 senales para los carbonos C-16, C-15, C-14 y C-
13 del anillo de furano, en 8¢ 137.5 y 129.7 dos senales caracteristicas de un enlace
doble correspondiente a la posicion entre C-3 y C-4, dos seiales base de oxigeno en
dc 69.2 'y 65.9 correspondientes a la base de lactona y del alcohol en las posiciones
C-12 y C-6, respectivamente. En frecuencias mas bajas se observaron senales para los
carbonos alifaticos sp® presentes en la estructura del compuesto.

El analisis de los experimentos en dos dimensiones (2-D) permitié comprobar la
estructura propuesta para el compuesto 90. En el experimento COSY (Figura 18) se
observaron tres sistemas de correlacion. En el primer sistema de correlacion 'H-'H
COSY es la que se observa entre H-10/H,-1/H,-2/H-3 lo que indica la conectividad de
CH(10)-CH(1)-CH.(2)-CH(3), H-8/Hs-7 para CH (8), CHs (7), v el tercer sistema esté
constituido por H,-11/H-12 para los hidrogenos de CH, (11) y CH (12) carbonos. En el
espectro HMBC (Figura 19) se observaron correlaciones de H-7 y H-8 con C-17 lo que
indica la posicion del carbono de carbonilo de la lactona en C-17, la correlacion de H-
6 con los carbonos C-5, C-4 a dos y tres enlaces corroboran la posicién del grupo
alcohol en C-6. En adicidn, las correlaciones de H-14 con C-15 y C-16, asi como
también H-16 con C-13 y C-15, lo que indican la presencia del anillo de furano. Por lo
tanto, la estructura de 90 fue determinada como se representa, la cual corresponde
a un nuevo diterpeno y nombrado como morifolinol C.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H del alcohol de morifolina C (90) en CDCl; (400 MHz).
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Figura 17. Espectro de RMN de C del alcohol de morifolina C (90) en CDCl; (100 MHz).
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Figura 18. Espectro de COSY del alcohol de morifolina C (90) en CDCL.
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Figura 19. Espectro de HMBC del alcohol de morifolina C (90) en CDCl.
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En cuanto al derivado 91 obtenido por la reaccion de esterificacion para obtener el
éster correspondiente, utilizando anhidrido acético y piridina. El crudo de la
reaccion del compuesto 91 se purificé mediante CC para obtener el compuesto puro.
El compuesto puro se analizé por espectroscopia de infrarrojo y cuya estructura se
confirmé mediante sus datos espectroscopicos de RMN de 'H y de C, asi como
experimentos en 2-D. En el espectro de IR (Anexo II) se observo la banda a 1728 cm-
! correspondiente al grupo carbonilo de la y-lactona y al nuevo carbonilo del grupo
éster. Este compuesto mostré una rotacion especifica = +145.0 (¢ 1.63, CHCls). Su
espectro de RMN de 'H de 91 (Figura 20) (Tabla 4) fue muy similar al del compuesto
90, la diferencia que presentd entre sus sefiales mas significativas son dos senales
dobles en én 4.30 y 4.11 a frecuencias mas altas, asignadas a los protones del metileno
base de oxigeno H-6, correspondiente al grupo éster obtenido de la reaccion de
esterificacion del grupo hidroxilo presente en 90 y la sefial simple en &u 2.07
correspondiente al metilo del grupo acilo.

En su espectro de RMN de C de 91 (Figura 21) (Tabla 4), de igual forma fue muy
similar al del compuesto 90, en el cual, se pudo observar una nueva senal en 6:176.6
correspondiente al grupo carbonilo base de éster y la sefial en 8¢ 23.3 ppm para el
grupo metilo de este mismo grupo.

El analisis de los experimentos en dos dimensiones (2-D) permitié comprobar la
estructura propuesta para el compuesto 91. En el experimento COSY (Figura 22) se
observaron tres sistemas de correlacion semejante al compuesto 90. En el primer
sistema de correlacion 'H-'H COSY se observa entre H-10/H»-1/H>-2/H-3 lo que indica
la conectividad de CH(10)-CH2(1)-CH,(2)-CH(3) en el anillo A, la correlacion H-8/H;-
7 para CH (8), CHs (7), y el tercer sistema esta constituido por los hidrogenos H,-
11/H-12. En el espectro HMBC (Figura 23) se observaron correlaciones semejantes al
compuesto 90, entre las m4s significativas se destaca la correlacion de H-6 con los
carbonos C-5, C-4 y C-21 a dos y tres enlaces corroboran la posicion del grupo acilo
en C-6, de igual forma se observé que el grupo metilo en correlacion a dos enlaces
con el carbono de carbonilo, lo que corrobora la formacion del grupo éster. En
adicion, las correlaciones de H-19 con C-4 y C-6, asi como también H-18 con C-3 y C-
4, lo que indican la posicion de estos grupos metilos en C-5y C-4 respectivamente.
El espectro NOESY presentd (Figura 24) la interaccién en el espacio entre H-3 con
los protones H-2p3 y H-18, H-10 con el metilo en H-7 y H-la, por lo que se asignd la
orientacion del hidrogeno como H-10a, por lo que indica que H-10a se encuentra
antiperiplanar al metilo H-19, también la interaccién de H-8 con H-12 y H-20, lo que
indica que la H-12 base de lactona se encuentra a en el anillo de la y-lactona (Figura
25). Por lo tanto, la estructura de 91 fue determinada como se representa, la cual
corresponde al segundo derivado del diterpeno natural y nombrado como éster de
morifolina C.

64



El compuesto puro se cristalizo en un sistema de hexano-acetona a evaporacion
lenta, se obtuvieron cristales en forma de placas con punto de fusion de 152.1-153.4
°Cy adecuados para su difraccién de rayos-X (Figura 26), lo cual permiti6 corroborar
su estructura descrita.

65



Figura 20. Espectro de RMN de 'H del éster de morifolina C (91) en CDCl; (400 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN de BC del éster de morifolina C (91) en CDCl; (100 MHz).
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Figura 23. Espectro de HMBC del éster de morifolina C (91) en CDCl..
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Figura 25. Interacciones en el espacio del espectro NOESY del éster de morifolina C
(91) en CDCL.
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Figura 26. Estructura del éster de morifolina C (91) obtenida por difraccion de
rayos-x.

El compuesto 91 se sometio a una reaccion de epoxidacion para obtener el epoxido
del acetato de MC (92), utilizando acido meta-cloroperbenzoico y diclorometano, el
crudo de la reacciéon del compuesto 92 se purificd mediante CC para obtener el
compuesto puro. El compuesto puro se analizd por espectroscopia de infrarrojo y
cuya estructura se elucidé mediante sus datos espectroscopicos de RMN de 'H y de
13C, asi como experimentos en 2D. En el espectro de IR se observaron bandas a 1730
cm? para el grupo carbonilo de éster de la y-lactona, 1216 c¢cm? para bandas
correspondientes a C-O asignadas al grupo epoxido. Este compuesto mostro una
rotacion especifica = +145.0 (c 1.63, CHCL3). En el espectro de RMN de 'H de 92 (Figura
27) (Tabla 4) fue muy similar al del compuesto 91, la diferencia que presentd entre
sus sefiales mas significativas es la sefial doble en 8u 3.02 y la ausencia de la sefial
del protén vinilico en C-3, dos senales dobles en éu 4.58 y 3.76 a frecuencias mas
altas, asignadas a los protones del metileno base de oxigeno H-6, correspondiente al
grupo ester obtenido de la reaccién de esterificacion y a frecuencias bajas la senal
simple en &u 1.43, correspondiente al metilo base del epéxido en C-4.

En su espectro de RMN de °C de 92 (Figura 28) (Tabla 4), fue muy similar al del
compuesto 91, en el cual, se pudieron observar dos senales nuevas en 8¢ 62.9 y 61.7
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correspondientes a los carbonos base de epoxido asignados a C-3 y C-4, y la ausencia
de dos sefiales del enlace doble en esta posicion, el resto de las sefiales no presentan
cambios significativos.

El analisis de los experimentos en dos dimensiones (2-D) permitié comprobar la
estructura propuesta para el compuesto 92. En el experimento COSY (Figura 29) se
observd la correlacion 'H-'H COSY entre H-10/H,-1/H»-2/H-3 lo que indica la
conectividad de los carbonos CH(10)-CH(1)-CH,(2)-CH(3). En el espectro HMBC
(Figura 30) se observo las correlaciones de H-6 con los carbonos C-5, C-4 a dos y tres
enlaces, la correlacion de H-2 con C-4 y H-3 con los carbonos C-1 y C-2, lo que
corrobora la posicién del grupo epoxido en C-3 a C-4. En adicién, las correlaciones de
H-18 y H-19 con C-4, lo que indican la presencia del anillo de epdxido. El espectro
NOESY presenté (Figura 31) la interaccion en el espacio entre H-3 con el proton H-
2B, H-2a con H-100, también la interaccion de H-3 con el metilo en C-18, por lo que
se asigné la orientacion del hidrégeno base de oxigeno como H-3a, y que indica que
el anillo del epéxido (C-3 - C-4) se encuentra B (Figura 32). Por lo tanto, la
estructura de 92 fue determinada como se representa, la cual corresponde a un
nuevo derivado y nombrado como el epoxido del éster de morifolina C.
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Figura 27 Espectro de RMN de 'H del epdxido de morifolina C (92) en CDCl; (400 MHz).
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Figura 28. Espectro de RMN de BC del epdxido de morifolina C (92) en CDCl; (100 MHz).
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Figura 29. Espectro COSY del epoxido del éster de morifolina C (92) en CDCls.
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Figura 30. Espectro de HMBC del epoxido del éster de morifolina C (92) en CDCls.
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Figura 32. Interacciones en el espacio del espectro NOESY del epdxido del éster de
morifolina C (92) en CDCls.

79



Tabla 4. Desplazamientos quimicos de protén y carbono de los compuestos en
CDCls, (5 en ppm y ] en Hz).

90 (OH) 91 (AcO) 92 (Epoxi)
Posicién on ¢ on ¢ Ou d¢
1 a 1.31, m* 23.5 o 1.41, m* 23.3 o 1.54, dt 18.6
(12.4,3.0)
B1.06, m* - B 1.23, m* - B0.82, m
2 al.94, m 26.5 al,94, m* 26.3 a 2,04, m 25.8
B 1.94,m - B 1.94, m* - B 1.65m -
3 5.78,brs 129.7 557, brs 126.5 3.02,d (2.7) 61.7
4 - 137.5 - 137.9 - 62.9
5 - 42.1 - 41.9 - 41.0
6 a3.75,d 65.9 a4.30,d 67.7 24.58,d 69.1
(11.4) (12.1) (12.2)
b3.54,d b 4.11,d b 3.76,d
(11.6) (12.1) (12.2
7 1.24,d 10.7 1.21, d (6.9) 18.4 112, d {(5.8) 10.2
(6.9)
8 2.31,q(6.9) 48.2 232,q 48.1 223, m 47.4
(6.9)
9 - 46.9 - 44,0 - 415
10 2.19,dd 39.9 2.09,dd 40,7 1.67, m 40.0
(12.0,1.8) (14.5, 2.0)
11 a2.23,dd 41,7 a 225, dd 41.6 2223, m 41.2
(14.4,12.0) (14.5,12.0)
b 1.88, dd - b 1.87, dd - b 1.82, dd -
(14.4,1.8) (14.4, 2.0) (14.4,19)
12 §522,d 69.2 5.23,dd 69.2 516, d (11.6) 69.0
(11.4) (12.0,1.9)
13 - 124.4 - 124.4 - 124.1
14 6.43, dd 108.7 6.44, dd 108.6 642, brs 108.6
(2.0, 0.8) (1.9, 0.9)
15 7.41, t (1.6) 139.7 7,42, t(1.8) 143.7 741, br 143.7
16 749, m 143.7 7.49,brs 139.8 7.46,brs 139.8
17 - 177.0 - 176.8 - 176.6
18 1.63, s 18.6 1.59, s 18.8 1.43, s 21.0
19 (.95, s 18.2 1.01, s 18.4 1L.O5, s 15.6
20 151, 8 30.3 1.47, s 30.2 1.43, s 30.0
AcO - - 207, s 171.1 2.12,s 170.9 21.0
21.1

“Las sefnales se encuentran traslapadas y las multiplicidades no pueden ser descritas
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6.2 Propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET y actividades biolagicas de los
compuestos derivados

6.2.1 Prediccion de las propiedades fisicoquimicas

Los compuestos 90-92 obtenidos de la semisintesis a partir de morifolina C (89), asi
como el antibidtico utilizado como control positivo fueron evaluados calculando las
cinco propiedades fisicoquimicas principales: nimero de aceptores y donantes de
enlaces puentes de hidrogeno, el LogP, la superficie polar y el peso molecular (Tabla
5), basdndose en las reglas de Veber y Lipinski (Lipinski et al.,, 1997; Udrea et al., 2018).
La plataforma de SwissADME es una herramienta de acceso libre utilizada para
predecir las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de compuestos basada en
la similitud de farmacos.

De manera general, los tres compuestos muestran valores que se encuentran dentro
de los puntajes aceptables, el coeficiente de particion (LogP) no mayor a 5, el peso
molecular se encuentra entre el rango de 330 y 400 g/mol, la superficie polar cuyo
rango esta entre 20 y 120 A2 el niimero de pares aceptores de puentes de hidrégeno
y donadores son 6ptimos, menos de 10 enlaces rotables y por lo tanto presentan cero
violaciones basadas en las reglas de Lipinski (Lipinski et al., 1997; Vlad et al., 2020).

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos 90-92 y estreptomicina
(control positivo).

Compuesto Peso Aceptores de Donadoresde LogP  Refractividad TPSA  Enlaces
molecular puentes de puentes de molar )
Hidrageno Hidrageno (A7) rotables
{g/mol}
Alcohol (90) 33243 4 1 343 93.00 59.67 3
Acctate (91) 374.47 5 0 3.89 10274 6574 5
Epéxido (92) 39047 6 0 3.36 102.22 78.27 5
Estreptomicina 581,57 15 12 -5.71 130.43 33643 9

Con los resultados obtenidos en la plataforma de SwissADME también fue posible
generar los radares de biodisponibilidad de los tres compuestos, con la finalidad de
hacer una comparacion de los resultados (Figura 33). En los radares se muestran los
rangos optimos de cada propiedad y dentro de qué rango se encuentra el compuesto
marcado con las lineas color rojo, dentro de estas propiedades se encuentran:
lipofilicidad, logP menor a 5, peso molecular, polaridad PSA, solubilidad: LogS, y
flexibilidad.

Como se muestra en la Figura 33, los compuestos cumplen con los rangos
establecidos y se encuentran dentro de los valores optimos que revelan las
propiedades fisicoquimicas compatibles con una moderada farmacocinética y, por lo

81



tanto, su probabilidad de mayor efecto y uso en estudios posteriores. Por otro lado,
la evaluacion del compuesto de referencia como lo es la estreptomicina nos muestra
que no cumple con la regla de Lipinski debido a que presenta violaciones, debido al
alto peso molecular que posee, nimeros de donadores y aceptores de enlaces
hidrégeno fuera de rango, ademas de tener un valor bajo de LogP, lo que indica tener
una mala absorcion oral como se muestra sus radares de biodisponibilidad en la
Figura 33.

90 91

92 Estreptomicina

Figura 33. Radares de biodisponibilidad de los compuestos.
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6.2.2 Predicciones ADMET

La absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad o también conocido
como ADMET, nos permite conocer los aspectos farmacocinéticos para conocer como
el organismo actua frente a un firmaco administrado en un ser vivo (Doogue y
Polasek, 2013). Las propiedades desfavorables ADMET se han identificado como una
de las principales causas de fallo de moléculas candidatas en el desarrollo de
farmacos. Por consiguiente, existe un interés creciente en la prediccion temprana de
las propiedades ADMET, con el objetivo de incrementar la tasa de éxito de los
compuestos que alcanzan el desarrollo de medicamentos (Darko, 2002). La
utilizacion de programas predictores del perfil ADMET como las plataformas de
pkCSM y ADMETIab de manera general nos brindan informacion quimica, biologica
y de las propiedades ADMET, ttiles en el desarrollo de medicamentos y la evaluacion
de riesgos medioambientales y humanos (Pires et al,, 2015; Yang et al., 2019).

Los parametros farmacocinéticos estan subdivididos en su mayoria en otros
pequenos subgrupos: la absorcion consta de 3 subgrupos (BHE, absorcién intestinal
y permeabilidad en piel), seguida de la distribucién proponiendo la localizacion
subcelular, posteriormente el metabolismo donde se representa si existe o no
inhibicion de los citocromos P450, excrecion determina el tiempo de vida media y
finalmente la toxicidad subdividida en 2 grupos (prueba AMES y carcinogénica). En
el perfil ADMET mostrado (Tabla 6) de los compuestos podemos identificar que la
absorcién via intestinal los tres compuestos mostraron valores del 94-97 % y la
permeabilidad en piel son valores superiores a un criterio bajo (-2.5), por lo que estos
valores indican que su administracién puede ser oral o topica moderada. En las
propiedades de distribucién, el volumen de distribucién en estado estacionario es
modera con valores de 0.024 a 0.286, ya que valores bajos estan en menores <-0.15y
altos > 045 y por su parte en la permeabilidad de la barrera hematoencefilica
muestran valores bajos. Lo que respecta a los mecanismos de metabolismo de los
compuestos, pueden ser sustrato e inhibidores de diversos complejos de citocromo
P450, el estado de sustrato o inhibidor son un criterio critico de decision en los
esfuerzos de descubrimiento de farmacos del sistema nervioso central (SNC) porque
la naturaleza polimoérfica de estos complejos enzimaticos puede dar lugar a una
seguridad del paciente y a una eficacia del firmaco variables (Butina et al,, 2002).
Ademas, por ejemplo, CYP2D6 esta implicado en el metabolismo de farmacos del
SNC en comparacion con otras clases de farmacos. Por lo tanto, identificar
tendencias en las propiedades de pequefnias moléculas de compuestos penetrantes
en el SNC que puedan ayudar a distinguir los posibles sustratos CYP2D6 de los no
sustratos que permitiria una mayor priorizacion en la sintesis y evaluacion biologica
de nuevos candidatos terapéuticos (Chico et al,, 2009). Por otro lado, el tiempo de
vida media es baja, lo que indica que se necesitaria de una mayor cantidad de
compuesto para tener efecto terapéutico. Finalmente, en el parametro de toxicidad
confirma que los compuestos no presentan resultado de ser toxicos, la dosis maxima
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tolerada o tener algin efecto de mutacion celular y solo el compuesto 90 muestra
tener una posible hepatotoxicidad.

Tabla 6. Perfil ADMET de los compuestos, realizado en la plataforma de pkCSM.

Parametro Referencia Compuesto
90 9l | 92 St
Absorcion
Solubilidad en agua (Log S} (mol/1) <5 —4.351 -5.034 —4.512 -2.948
Permeabilidad a Caco-2 =09 1,352 0,804 0,849 0.08
Absorcidn intestinal (humano) Bajo a <30% 93.866 95.858 97ATT 0
Permeabilidad en piel (LogKp {em/s) Bajoa>-25 -3.359 -3.,319 -3.356 -2735
Distribucién
Volumen de distribucién en estado Rajo a <015, 0.286 0.146 0.024 -0.351
estacionario (humano) {log 1./kg) Altoa >045
Fraccion sin unir (humano) - 0,202 0,141 0.207 0543
Permeahilidad BIFE {log BB) Bajoa <, —0.104 —0.041 —0.576 -2.031
Altoa >0.3
Permeahilidad CNS (log PS} Penetra a >-2, -2.81 —2.788 —2.887 —6.492
No penetra a <-3
Metabolismo
Sustrato CYP2D6 No No No No No
Sustrato CYP3A4 - Si Si Si No
Inhibidor de CYPIA2 No No No No No
Inhibidor de CYP2CI19 No Si No No No
Inhibidor de CYP2C9 No No No No No
Inhibidor de CYP2D6 No No No No No
Inhibidor de CYP3A4 No No Si No No
Excrecidén
Depuracion/excrecion Total {log - 0.95 1.037 0.602 0.005
ml/min/kg}
Transportador de cationes organicos No No No No
renal 2 {OCT2)
Toxicidad
Toxicidad AMES No No No No Si
Dosis maxima tolerada (log humano) Bajo a -0.477, 0.174 0.096 —-0.131 0.569
Alto a >0477
Inhibidor de hERG 1 No No No No No
Inhibidor de hERG 11 No No No No Si
Toxicidad aguda oral en ratas {Dlso) - 2481 2.334 2.301 2471
Toxicidad crénica en ratas (Oral) - 1707 0.679 0747 4.229
Ilepatotoxicidad No Si No No No
Sensihilizacion de la piel No No No No No
Toxicldad a T, ppriformis Toxico a >-0.5 1.205 0.992 0.513 0.285
{log ug/T)
Toxicidad del pececillo (log mM) Toxico a<-0.3 0.295 0.067 0.773 11.256
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6.2.3 Predicciones de blancos farmacolégicos y de actividad biolégica

Con la herramienta Pass Online de la plataforma Wap2Drug, se determinaron sus
posibles actividades biologicas (Tabla 7). Cada uno de los compuestos tiene una alta
probabilidad de presentar actividad antineoplasica, el compuesto con el anillo de
epoxido (92) presenta la mayor probabilidad con un 82.6 %. Asi mismo, también
mostraron una probabilidad elevada de actividad antifingica (68.3 - 72.8 %), el cual
podria ser otro campo de aplicacion ademas de la actividad antibacteriana; para esta
actividad, es importante mencionar que el compuesto 92 tiene la probabilidad mas
alta (48.6 %), lo cual indicaria que la modificacion estructural del producto natural
89 representaria un incremento de actividad biolégica de forma general. En cuanto
a propiedades antibacterianas, los compuestos semisintetizados tienen una
probabilidad de 40 % al 50 %. De igual forma, los posibles mecanismos encontrados
de la actividad antibacteriana que resultan con los valores mas altos fueron como
inhibidores de la sintesis de proteinas, los compuestos presentan valores del 29.8 %
al 36.8 %, y como inhibidores la enzima peptidoglucano glucosiltransferasas de 27.3
a 21.0 %, excepto para el compuesto 92 no se reporté ningin dato.

Tabla 7. Mapa de calor de la prediccién de las posibles actividades biologicas de los

compuestos.
Actividad Compuesto Prebabilidad
89 90 91 92 (%)
Antineoplasico 82.6% 100-50
Antibacterial 43.6% 43.4% 40.0% 48.6% 90-80

Antibidtico

Antimicoplasmas

[nhibidor de sintesis de 30.9%

proteinas
[nhibidor de peptidoglucanc - 60-50
glucosiltransferasas
Inhibidor de la sintesis de RNA 37.6% 33.3% 33.7% 50-40
Inhibidor de la formacion de 32.2% 34.5% 34.3% 42.0% 40-30

microtubulos

Potenciador de permeabilidad
de la membrana

Antifingico
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Asi mismo, con ayuda del servicio AntiBac Pred (de la misma plataforma), se lograron
determinar algunos posibles objetivos bacterianos que los compuestos puedan
resultar mas efectivos. Para el caso del producto natural 89 y los derivados 90-92
algunas bacterias contra las cuales pueden presentar actividad antibacteriana son
Mycobacterium ulcerans, Salmonella enteritidis, Staphylococcus simulans, Kocuria
rhizophila, Clostridium ramosum, Acetinobacter pittii, Prevotella oralis y otras especies
con una muy baja probabilidad (Tabla 8).

Tabla 8. Mapa de calor sobre la prediccion de objetivos bacterianos.

Bacteria Compuesto Probabilidad %

90 91 92
Clostridium ramosum 56 PEEEEE  x6  NGCETEE
Mycobacterium ulcerans 40.7 36.0 37.7
Prevotella oralis 37.6 25.5 376 NG00
Salmonella enteriditis 35.0 30.0 13.9 50-40
Kocuria rhizophila 323 26.7 26.7 40-30
Acinetobacter pittii 30.6 SD 22.9 30-20
Staphylococcus simulans 30.1 14.9 SD <20

SD: Sin dato

6.3 Acoplamiento molecular (Docking) de los compuestos con la enzima B-
lactamasa

6.3.1 Modos de unién de los compuestos con la enzima p-lactamasa

Las betalactamasas (B-lactamasas) son enzimas producidas por bacterias como
mecanismo de defensa para inactivar antibioticos betalactamicos (penicilinas,
cefalosporinas y carbapenémicos) y que confieren resistencia a estos antibioticos
betalactamicos, a través de la hidroélisis del anillo B-lactamico, desactivando las
propiedades antibacterianas del principio activo (Kaderabkova et al., 2022). Por ello,
se convierten en un blanco para la busqueda de nuevos principios activos que las
inhiban, por lo que en el presente estudio se llevd a cabo el acoplamiento molecular
de los compuestos 90-92, con la finalidad de predecir si pueden presentar
interacciones o afinidad sobre el sitio de unién de la enzima B-lactamasa e inhibir su
actividad enzimatica, y posteriormente validar estos resultados computacionales
con el estudio in vitro.

El estudio de acoplamiento molecular (Docking) permitié predecir la conformacion
dptima, la afinidad y las interacciones de los compuestos con el sitio de unién de la
enzima R-lactamasa. El producto natural 89 y el derivado 92 presentaron la mejor
afinidad con una energia libre de union de -8.50 kcal/mol y -7.94 kcal/mol,
respectivamente (Tabla 9, Figura 34). El compuesto 92 mostrd interacciones de
puentes de hidrogeno con los residuos Asn®?, Lys*S, Thr*® y Asn®?, asi como
interacciones del tipo m-cation con Lys® (Figura 34). Por otro lado, los compuestos
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90 y 91 presentaron energias libres de union de -7.39 kcal/mol y -7.72 kcal/mol,
respectivamente.

Figura 34. Conformacion e interacciones del compuesto 92 con el sitio de union de
la enzima p-lactamasa.

Tabla 9. Energia de unién de los compuestos 89-92 y cefatoxima (inhibidor) con la
enzima B-lactamasa e interacciones de puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas ( = -alquil).

Compuesto Energia de Puentes de Hidrégeno Interacciones
enlace hidrofobicas,  -alquil
(kcal/mol)
89 -8.50 Ser®, Lys®’, Val'?! Leu'", Tyr'>, Ala*,
Tyrzzl, Leu?, Ala®'®
92 -7.94 Asn®, Lys®'S, Thr!¢ y Lys®’
Asn®
91 -7.72 Ser®, Lys*!>, Thr'¢, Gly** Leu'’?, Val?!!, Tyr?!
Cefotaxima -7.75 Ser®, Lys®’, Thr!®, Ala’!®, Tyr 2
(Inhibidor) Asn343
90 -7.39 Ser®, Lys%, GIn'* Tyr??!, Ala®'®
Cefotaxima --- Ser®, Ala®'8, Gly** ---
(experimental)
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6.4 Evaluacion del efecto antibacteriano de los compuestos contra bacterias
patégenas

Los compuestos fueron evaluados de acuerdo con el método por difusion en disco. A
los tres compuestos obtenidos 90-92 y el compuesto natural 89 se evalto la
actividad antibacteriana contra tres cepas bacterianas Gram positivas y una Gram
negativa (Tabla 10). El resultado obtenido en el ensayo se expresé en mm del
diametro de inhibicion mostrado a las diferentes concentraciones (Tablas 11-13).

Los derivados 90-92 evaluados frente a S. aureus presentaron una inhibicidn
moderada comparada con el control (+), aunque debe tomarse en cuenta que estos
compuestos son pocos solubles en DMSO, lo que nos indica que la solubilidad puede
estar interfiriendo en el efecto que pudiera presentar en la actividad. El compuesto
91 es menos soluble que 90 y 92, lo que posiblemente explica que se necesite una
mayor concentracion para observar el efecto de inhibicién contra bacterias Gram
negativas (E. coli, S. typhi y S. typhimurium).

En general, los compuestos que mostraron efecto contra las diferentes bacterias
presentaron halos de inhibicién que van desde 7 mm a 9 mm de didmetro contra las
bacterias Gram positivas y negativas, un efecto inferior comparado con el antibidtico
de referencia. Sin embargo, el compuesto 91 no mostrd inhibicién con ninguna de las
cepas utilizadas de tipo Gram negativas (Tablas 11-13).

En las Figuras 35-38 se muestran las imagenes de los compuestos que presentaron
inhibicion contra las bacterias E. coli, S. tpphi, S. typhimurium y S. aureus, se observan
zonas de inhibicién en los crecimientos de las cajas Petri, por lo que, los compuestos
90-92 a concentraciones altas tienen potencial para inhibir a S. aureus y resultaria
de interés si tiene el mismo efecto contra otras bacterias Gram positivas. Es
importante notar que para el caso de S. typhi no se presentd algin halo de inhibicién
para el control positivo (antibiotico comercial), lo cual sugiere la adquisicién de
resistencia a los antibi6ticos por parte de esta cepa.

Tabla 10. Resultados de pruebas in vitro del producto natural (89) y los derivados
semisintéticos (90-92) contra bacterias patégenas.

Compuesto  Salmonella  Escherichia Salmonella Staphplococcus
tyvhi coli typhimurium aureus
89 v X v v
20 X v v v
91 X X X Y4
92 V4 X X V4

v = Presento actividad X = No presento actividad
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Tabla 11. Ensayo del compuesto 90 contra las bacterias Escherichia coli, Salmonella
typhi, Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus.

[C] E. coli S. typhi S. typhimurium S. aureus

100 mg/mL 8 NA NA NA
SO0 mg/mL 7 NA 7 8

30 mg/mL 7 NA 7 9

20 mg/mL NA NA 7 7.5

1 mg/mL NA NA NA NA
DMSO (-) NA NA NA NA
Estreptomicina 12 7 12 15

(+) (10 ug)

*Medicion de halos en mm. *NA= No presenté actividad

Tabla 12. Ensayo del compuesto 91 contra las bacterias E. coli, S. typhi, S.
typhimuriumy S. aureus.

[C] E. coli S. typhi S. typhimurium S. aureus

100 mg/mL NA NA NA 8

50 mg/mL NA NA NA NA
30 mg/mL NA NA NA NA
20 mg/mL NA NA NA NA

1 mg/mL NA NA NA NA
DMSO (-) NA NA NA NA
Estreptomicina 12 7 12 15

(+) (10 ug)

*Medicion de halos en mm. *NA= No presenté actividad
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Tabla 13. Ensayo del compuesto 92 contra las bacterias E. coli, S. typhi, S.
typhimuriumy S. aureus.

[C] E. coli S. typhi S. typhimurium S. aureus

100 mg/mL NA 7 NA 8

SO0 mg/mL NA 7 NA 7.5

30 mg/mL NA NA NA NA
20 mg/mL NA NA NA NA

1 mg/mL NA NA NA NA
DMSO (-) NA NA NA NA
Estreptomicina 12 NA 12 16

(+) (10 ug)

*Medicion de halos en mm. *NA= No presenté actividad

Las concentraciones de los compuestos que mostraron inhibicion (Tabla 11-13)
varian significativamente dependiendo de la especie bacteriana. En particular, las
bacterias Gram negativas poseen una barrera externa adicional en su estructura
celular, una membrana externa que actia como un obstaculo fisico, impidiendo que
muchos compuestos lleguen eficazmente al sitio de union (Mai-Prochnow et al.,
2016). Esto podria explicar la ausencia de actividad de los compuestos contra cepas
Gram negativas. Esto indica que, mdas alld del mecanismo de accién, factores
intrinsecos en cada bacteria, como morfologia, el metabolismo y la presencia de
mecanismos de resistencia especificos, juegan un papel crucial en determinar la
susceptibilidad de compuestos como posibles antimicrobianos (Mai-Prochnow et al,
2016). Por lo tanto, una comprension mas especifica de estas diferencias es esencial
para el disefio y la seleccion de terapias antimicrobianas mas efectivas (Sendeku et
al, 2015).

Por otra parte, el Docking molecular como herramienta computacional puede
ayudar a predecir la union de los compuestos con la enzima, aunque no siempre
garantiza la posible actividad antibacteriana debido a la complejidad de los sistemas
bacterianos y su dindmica. Los modelos de Docking molecular consideran una
instantanea estatica de las interacciones posibles y no pueden simular la dinamica
completa de las proteinas y complejos estructurales en el tiempo. Estas limitaciones
marcan la diferencia entre las predicciones computacionales y las realidades
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experimentales o clinicas. Por ello, es fundamental que los hallazgos obtenidos del
Docking molecular se validen con experimentos biolégicos o clinicos (Agu et al.,
2023).

Figura 35. Efecto de inhibicion de 89 (izquierda) y 92 (derecha) contra Salmonella
typhi.

Figura 36. Efecto de inhibicion de 90 contra E. coli.
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Figura 37 Efecto de inhibicion de 89 (izquierda) y 90 (derecha) contra Salmonella
typhimurium.

Figura 38. Efecto de inhibicion de 89-92 contra S. aureus.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron tres derivados (90-92) a partir del
producto natural 89, se caracterizaron a través de Resonancia Magnética
Nuclear y por difraccion de rayos X confirmando la configuracion absoluta
del compuesto 91

Las propiedades fisicoquimicas, el perfil ADMET y las actividades
biolégicas de los compuestos derivados, muestran actividad antibacterial
moderada y un efecto significativo como agentes antineoplasicos y
antifiingicos. Adicionalmente, los posibles blancos bacterianos fueron
contra Mycobacterium, Salmonella enteritidis, Kocuria rhizophilay Clostridium
ramosum.

El acoplamiento molecular sobre la enzima B-lactamasa del producto
natural y su derivado 92 mostraron el modo de union mas eficiente en el
sitio activo de la B-lactamasa, respectivamente.

El producto natural (89) y los derivados (90-92) presentaron inhibicion
contra dos bacterias del género Salmonella, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus a diferentes concentraciones.

La fitoquimica, el uso de estrategias quimicas y computacionales
representan una alternativa a los métodos convencionales de
identificacion de farmacos, ya que presentan grandes ventajas, como
reduccién del tiempo de identificacion de compuestos bicactivos, la
eficiencia y costos, lo que permite acelerar el proceso al incrementar la
posibilidad de desarrollo de una mayor cantidad y variedad de
medicamentos en menor tiempo.
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9. ANEXOS
Anexo L. Espectro de IR de 90.

M 1 / cH
C-H (CH;,

CH,, CH) C=0

Anexo II. Espectro de IR de 91
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Anexo III. Espectro de IR de 92.
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