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RESUMEN

El presente trabajo de Tesis aborda el disefio y desarrollo de nuevas prodrogas de Mentol, Timol y
Eugenol, con el objetivo de generar propuestas para la farmacoterapia de las enfermedades de
Chagas, Leishmaniasis y Malaria. La investigacion realizada se enmarca dentro del area de la
Quimica Medicinal, la cual apunta a la sintesis, identificacion y el desarrollo de nuevas moléculas

con utilidad terapéutica.

Asi, en el Capitulo I se presenta una breve introduccion de los aspectos teoricos relacionados con
la problematica de la enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Malaria, enfermedades
consideradas como Enfermedades Infecciosas Desatendidas (EIDs). Como asi también, se
presentan las bases que fundamentan el desarrollo de las prodrogas para optimizar las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los compuestos naturales. Luego, en el Capitulo II se

establecen los objetivos y lineamientos generales de este trabajo de Tesis Doctoral.

En una primera etapa, se disefiaron 27 nuevos derivados del Mentol, Timol y Eugenol (1a-i, 2a-i
y 3a-i) utilizando como complemento molecular diferentes alcoholes alifaticos a través de una
unién carbonato. Los mismos fueron sometidos a diferentes filtros del tipo “drug-likeness” y una
evaluacion de similitud estructural (Capitulo III). Luego, los nuevos derivados fueron sintetizados
y caracterizados estructuralmente utilizando técnicas espectroscopicas ampliamente aceptadas

para la identificacion y determinacion de la estructura quimica (Capitulo IV).

Teniendo en cuenta que la estabilidad quimica es esencial durante el desarrollo preclinico de
prodrogas, se analizaron estos ensayos como parte del Capitulo V. A su vez, un requisito
fundamental para que un farmaco ejerza su efecto terapéutico es lograr atravesar membranas

biologicas. Es por ello que realizamos ensayos de permeabilidad in silico e in vitro (Capitulo VI).

En el Capitulo VII se describe la evaluacion de los efectos toxicos in vitro de las nuevas
prodrogas sintetizadas y de los compuestos de partida sobre lineas celulares U-937. En relacion a
la actividad antiprotozoaria in vitro se midio frente a Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis

y Plasmodium falciparum.

Finalmente, a través de estudios de simulaciones de dindmica molecular se exploraron diferentes
parametros que permitieron predecir la posibilidad de union del Mentol, Timol y Eugenol en el
sitio de unidn al sustrato de las enzimas dihidroorotato deshidrogenasa de Trypanosoma cruzi
(TcDHODH), Leishmania braziliensis (LbDHODH) y de Plasmodium falciparum (PfDHODH)
(Capitulo VIII).



Sobre la base de los resultados mostrados en las secciones anteriores, en el Capitulo IX se
resumen las conclusiones generales del trabajo realizado y se plantean una serie de proyecciones

en el contexto de la continuidad del desarrollo preclinico de esta investigacion.

En el Capitulo X se muestran los trabajos publicados y presentados a la comunidad cientifica

realizados en el marco de esta Tesis Doctoral.



SUMMARY

The thesis project approaches the design and development of new Menthol, Thymol and Eugenol
prodrugs, with the aim of proposing new drugs for the pharmacotherapy of Chagas, Leishmaniasis
and Malaria diseases. The research developed is focused on the area of Medicinal Chemistry,
which aims at the synthesis, identification and development of new molecules with therapeutic

utility.

Thus, Chapter I presents a brief introduction of the theoretical aspects related to the problems of
Chagas, Leishmaniasis and Malaria diseases, all of them considered as Neglected Infectious
Diseases (NIDs). The basis for the development of prodrugs to optimize the pharmacokinetic and
pharmacodynamic properties of natural compounds is also presented. Then, in Chapter II, the

objectives and general lines of this PhD thesis are established.

First, 27 new prodrugs of Menthol, Thymol and Eugenol (1a-i, 2a-i and 3a-i) were designed using
different aliphatic alcohols as molecular complements by carbonate linkage. They were submitted
to different drug-likeness filters and an evaluation of structural similarity (Chapter III). The new
derivatives were synthesized and structurally characterized using well accepted spectroscopic

techniques for the identification and determination of the chemical structure (Chapter IV).

Considering that chemical stability is essential during the preclinical development of drugs, these
assays were analyzed as part of Chapter V. A fundamental requirement for a drug to be able to
achieve its therapeutic effect is to be able to cross biological membranes. For this reason, we

performed in silico and in vitro permeability assays (Chapter VI).

Chapter VII describes the evaluation of the in vitro toxic effects of the new synthesized prodrugs
and parent compounds on U-937 cell lines. In vitro antiprotozoal activity was measured against

Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis and Plasmodium falciparum.

Finally, through molecular dynamics simulation studies, different parameters were explored to
predict the potential binding of Menthol, Thymol and Eugenol to the substrate binding site of the
dihydroorotate dehydrogenase enzymes of Trypanosoma cruzi (TcDHODH), Leishmania
braziliensis (LbDHODH) and Plasmodium falciparum (PfDHODH) (Chapter VIII).

On the basis of the results, Chapter XI summarizes the general conclusions of the work performed

and presents a series of future projections in the context of the continued preclinical development



of this research. Chapter X shows the work published and presented to the scientific community

produced as part of this PhD thesis.
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CAPITULO1

Introduccion

1.1. Quimica Medicinal

La IUPAC (del inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry) define a la
Quimica Medicinal como la ciencia que tiene como objetivo el descubrimiento, disefio,
desarrollo, identificacion e interpretaciéon del modo de accion de compuestos bioactivos a
nivel molecular [1]. Es una ciencia interdisciplinaria que comprende conceptos de las
Ciencias Bioldgicas, Médicas y Farmacéuticas. También, involucra aspectos de ciencias de la
vida, como Bioquimica, Biologia Molecular, Genética, Farmacologia, Toxicologia,
Inmunologia y de disciplinas de base puramente quimica, como por ejemplo la Quimica
Organica, la Fisicoquimica, Cristalografia, Espectroscopia y la Quimica Computacional [2-3].
En la Figura 1 se pueden observar algunas de las disciplinas que contribuyen al estudio de la

Quimica Medicinal.
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Figura 1. Diversas disciplinas relacionadas con la Quimica Medicinal.

De manera general, para lograr los objetivos propuestos en la Quimica Medicinal se requieren

tres etapas [1,4]:
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» Etapa del descubrimiento: consiste en la identificacion de nuevos compuestos bioactivos,
generalmente llamados cabezas de serie o lider. Estos pueden proceder tanto de la sintesis en

Quimica Organica, como de fuentes naturales o de procesos biotecnologicos.

* Etapa de optimizacién: consiste en la modificacion quimica del compuesto lider con el fin
de aumentar su potencia, su selectividad, y/o disminuir su toxicidad, dando como resultado un

compuesto candidato.

* Etapa de desarrollo: implica la optimizacidon de procesos que permitan obtener el farmaco
en escala industrial, ademas de mejorar las propiedades farmacocinéticas y farmacotécnicas

para su uso terapéutico.

Las etapas principales de la obtencion de un nuevo fdrmaco se resumen en la Figura 2.

Fase de descubrimiento

Concepto Seleccion del Validacién Busqueda  Optimizacion
terapeutico target del target del lider del lider
Compuesto Candidato
lider

Comercializacion

Fase de desarrollo

Fase Fase Aprobacion Product
preclinica clinica regulatoria roducto
Registro

Figura 2. Proceso de investigacion y desarrollo de un farmaco. Figura adaptada de la

referencia Hill & Richards (2021) [5].
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El proceso de investigacion y desarrollo para llegar a la comercializaciéon de un nuevo
farmaco requiere de una gran inversion economica y de tiempo, alrededor de 10-15 afos de

trabajo [3,5].

La fase de descubrimiento consiste en la eleccion de una enfermedad y de un posible blanco
terapéutico (receptor, enzima, grupo transportador, modelos celulares o modelos in vivo).
Luego, se procede a la seleccion, identificacion, aislamiento y caracterizacion de nuevas
sustancias activas frente al blanco seleccionado. Tales sustancias se denominan lideres o
cabezas de serie, las cuales se pueden obtener a partir de la sintesis orgéanica, de fuentes

naturales o mediante biotecnologia.

Una vez descubierto el compuesto lider se continia con la sintesis de analogos. Se realizan
modificaciones quimicas sobre la molécula con el objeto de mejorar la potencia y la
selectividad y de disminuir toxicidad y efectos adversos. Ademas, estos andlogos son
sometidos a una evaluacion sistematica de los parametros farmacocinéticos tales como la
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME) y de la biodisponibilidad oral.
Estas nuevas estrategias incluyen estos estudios en etapas tempranas del desarrollo, para

lograr descartar con anticipacion candidatos no satisfactorios.

Finalmente, la seleccion de los mejores andlogos conduce a los candidatos. En esta fase se
realiza la optimizaciéon de la ruta de sintesis mas favorable para la obtencion del mejor
compuesto disefiado en la etapa anterior, asi como las condiciones ideales para su produccioén
en grandes cantidades. Se modifican también las propiedades farmacocinéticas y
farmacéuticas para su utilizacion en clinica. Durante este proceso se preparan nuevas
formulaciones farmacéuticas tendientes a mejorar la absorcion, la solubilidad en agua o

prolongar el tiempo de duracion del efecto.

Luego de obtener el candidato comienzan los estudios preclinicos y clinicos (Fase I, IT y III),
que conducen a su conversion en medicamento. Por ultimo, se realiza el registro del producto
frente a las autoridades regulatorias de salud y posteriormente, sobreviene la fase de

comercializacion siendo ya un producto terminado o medicamento.

Una vez que el farmaco estd en el mercado, es necesario realizar un seguimiento de su uso
(también llamados ensayos clinicos de Fase IV) y, a la brevedad, el fabricante debe brindar a
los organismos competentes un informe sobre cualquier efecto secundario que no hubiese

sido detectado previamente. Esta evaluacion de seguimiento es importante, ya que los
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estudios realizados en las fases anteriores a la comercializacion del farmaco, incluso los mas
extensos, solo pueden detectar los efectos secundarios mds frecuentes. A su vez, este
seguimiento sirve para explorar y afadir nuevas indicaciones o mejorar las formulaciones

existentes del farmaco [3,5].

1.1.1. Basqueda de nuevos farmacos

Un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) se define como una sustancia con actividad
farmacoldgica que sera utilizada en un producto farmacéutico final [6]. El proceso de la
busqueda de un nuevo IFA inicia con la identificacion de moléculas que muestran cierta
actividad biologica deseada. Las vias de hallazgo de estas moléculas pueden ser muy
diversas, desde la observacion fortuita de los efectos biolodgicos, aislamiento de compuestos
de origen natural, sintesis de compuestos estructuralmente similares a productos naturales con
actividad biologica, cribado sistematico de familias quimicas en determinados ensayos
biologicos/bioquimicos, el disefio racional basado principalmente en estudios

computacionales y finalmente el reposicionamiento de farmacos.

Una vez halladas aquellas moléculas con la actividad bioldgica deseada por alguna de las
aproximaciones mencionadas, se selecciona el compuesto mas promisorio (compuesto lider).
Para esta seleccion, se tienen en cuenta los valores de actividad, toxicidad y propiedades
fisicoquimicas que permitan proyectar buenos perfiles farmacologicos y farmacocinéticos.
Sin embargo, a pesar de que el compuesto lider sea prometedor, en general es necesario
introducir ciertas modificaciones que mejoren sus propiedades, conduciendo de esta forma al
compuesto que tenga las condiciones para incluirse en las pruebas clinicas y eventualmente

llegar a ser un compuesto comercial.

1.1.1.1. Prodrogas

Un farmaco ideal es aquel que es activo, factible de formular, con buena absorcion por via
oral, con un perfil farmacocinético adecuado, que sea eliminado por rifién o transformado en
metabolitos no toxicos y excretado por orina. Sin embargo, no siempre se obtiene un farmaco

que cumpla con todos estos requisitos.

Como se mencion6 anteriormente, el descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco es un
proceso largo, complejo e incierto desde que se inicia el proyecto hasta que eventualmente se

logra la comercializacion [7]. Una de las principales causas por las que un potencial farmaco
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puede fracasar en su desarrollo como molécula con uso terapéutico, es que presente

propiedades farmacocinéticas desfavorables en ADME [8, 9].

Con el objetivo de superar estas desventajas no deseadas que presentan algunas moléculas y
que limitan su desarrollo hacia un fairmaco con utilidad terapéutica, se pueden llevar a cabo
variaciones en la formulacién farmacéutica del farmaco, como asi también la sintesis de
analogos del compuesto o el desarrollo de prodrogas. Esta ultima estrategia, presenta la

ventaja de modificar de forma temporal las propiedades del farmaco activo.

La accion de los farmacos estd gobernada por las fases farmacéutica, farmacocinética y
farmacodinamica, las cuales se encuentran interconectadas entre si [10, 11]. La fase
farmacéutica estd enmarcada en el tipo de formulacion que se administra al paciente, mientras
que la fase farmacocinética esta dada por los eventos de ADME, y la fase farmacodinamica
por la interaccion farmaco-receptor. El disefio de prodrogas obedece a un intento de optimizar
las propiedades farmacocinéticas de un IFA, ya que modificando algunas de estas propiedades
también se pueden producir cambios en la fase farmacéutica y/o en la farmacodinadmica,

confiriendo asi una mayor complejidad al proceso de disefio de una prodroga.

Las prodrogas son compuestos inactivos como tales, que requieren de un proceso de
bioactivacion in vivo, regenerando el farmaco activo original. En este sentido, las prodrogas
pueden considerarse como compuestos que contienen un complemento molecular transitorio,

que no resulta toxico y que optimiza o elimina propiedades desfavorables del fArmaco.

Existen dos clases principales de prodrogas: a) prodrogas unidas a un complemento molecular
y b) bioprecursores. Estos ultimos, resultan de la modificacion de la estructura molecular del
farmaco y necesitan una activacion metabolica en el organismo mediante un proceso inverso
al de las reacciones metabolicas del tipo I (ej. oxidacidon, reduccion, fosforilacion) para

regenerar el principio activo [12].

Por otra parte, en las prodrogas unidas a un complemento molecular, el firmaco se encuentra
unido a una molécula quimica mediante un enlace covalente temporal. Los tipos de enlace
mas comunmente utilizados para obtenerlas son el enlace éster, amida, carbamato, carbonato,
éter, imina o fosfato (Figura 3). La escision del complemento molecular regenera al firmaco

activo y al menos un producto secundario.
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Figura 3. Bioactivacion in vivo de prodrogas mediante transformaciones enzimaticas y/o

quimicas. Figura adaptada de la referencia Jornada y colaboradores (2015) [13].

Existen diferentes tipos de complementos moleculares: aminodcidos, alcoholes, aminas,
polisacaridos, polimeros, entre otros. Estos complementos moleculares se utilizan para
generar prodrogas que mejoren las propiedades desfavorables de los principios activos. La
seleccion del complemento depende del proposito para el cual se disefa la prodroga, el tipo
de grupos funcionales que es posible derivatizar en el principio activo, los mecanismos de
conversion quimica y enzimdtica de la prodroga, la biocompatibilidad del complemento

molecular y su disponibilidad en el mercado [13].

La union entre el farmaco y el complemento molecular puede ser directa o a través de un
grupo espaciador. A éste ultimo tipo se los conoce como “prodrogas multiples”, en las cuales
el grupo espaciador puede modificar propiedades de lipofilicidad, velocidad de regeneracion

del principio activo, permeabilidad, etc. [14].

Las prodrogas comercializadas en la actualidad demuestran superar las limitaciones de

solubilidad y permeabilidad, mejorar la capacidad de dirigir el firmaco al blanco molecular
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de la enfermedad, superar del extenso metabolismo del fArmaco y aumentar la seguridad del
tratamiento. A raiz del alto desarrollo de nuevos métodos computacionales se espera lograr
mejorar significativamente la eficiencia del proceso de desarrollo de las prodrogas,

permitiendo que su influencia y desarrollo crezcan exponencialmente en el mercado [15].

1.1.1.2. Compuestos naturales

Los productos naturales y sus analogos estructurales han contribuido histéricamente de forma
importante a la farmacoterapia, de manera particular en el cancer y las enfermedades

infecciosas [16, 17].

Las entidades quimicas con origen en fuentes naturales ofrecen caracteristicas especiales en
comparacion con las moléculas sintéticas convencionales. Los productos naturales poseen una
rica diversidad y complejidad estructural ofreciendo una distribucién diversa de propiedades

moleculares en comparacion con las bibliotecas de compuestos sintéticos [ 18-20].

Ademas, se conoce que los productos naturales estan estructuralmente optimizados por la
evolucion para servir a funciones bioldgicas concretas, entre ellas la regulacion de los
mecanismos de defensa enddgenos y la interaccion (a menudo competencia) con otros
organismos, lo que explica su gran relevancia en las enfermedades infecciosas y el cancer [16,
17]. Asimismo, su uso en la medicina tradicional a través del tiempo podria aportar

informacion sobre su eficacia y seguridad [21].

A pesar de las ventajas mencionadas, varios inconvenientes han llevado a las compaifiias
farmacéuticas a reducir los programas de descubrimiento de farmacos basados en productos
naturales. Algunos de estos inconvenientes son: acceder a suficiente muestra biolodgica para
aislar y caracterizar una entidad quimica bioactiva, compatibilidad de los productos naturales
con los ensayos tradicionales de evaluacion de actividad e inconvenientes en la obtencion de
derechos de propiedad intelectual, ya que los compuestos naturales en su forma original (no

modificados) no siempre pueden patentarse [22].

Desde el punto de vista farmacéutico, las complicaciones que presentan estan relacionados a
su solubilidad, estabilidad, biodisponibilidad y falta de selectividad limitando

considerablemente la conversion de estos agentes terapéuticos en farmacos.

La baja solubilidad lleva a un mayor riesgo de falla durante el desarrollo de la formulacion,

ya que puede comprometer la evaluacion de propiedades, enmascarar propiedades indeseables
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adicionales, influir en las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas del compuesto y

por consiguiente, puede reducir la eficacia de un candidato terapéutico prometedor [23].

La inestabilidad quimica, la cual hace referencia al proceso de degradaciéon que sufre el
principio activo desde que se ha disuelto, lleva a una disminuciéon de su concentracion y a
menudo a cambios organolépticos, aparicion de productos de degradacion, que pueden llegar
a ser toxicos o perjudiciales, y pérdida de actividad. Diversos factores pueden provocar o
favorecer la degradacion, tales como, presencia de catalizadores de la reaccion, pH,

microorganismos, oxigeno, luz, humedad y temperatura [23].

Ademés, la limitada distribucion a los sitios blanco y la baja biodisponibilidad son factores
adicionales que obstaculizan el uso de estos compuestos en un entorno clinico [24, 25] y
plantean una serie de desafios que necesitan ser superados para su establecimiento como una

farmacoterapia efectiva [25, 26].

Estas propiedades particulares de los compuestos de origen natural desalentaron su busqueda
por parte de la industria farmacéutica a partir de la década de 90°. En los tltimos afios, debido
a diversos avances tecnoldgicos y cientificos, como la mejora de las herramientas analiticas,
las estrategias de extraccion e ingenieria del genoma, estan permitiendo abordar estos retos y
generar nuevas oportunidades. En consecuencia, se esta revitalizando el interés por los

productos naturales como fuente de desarrollo de nuevos farmacos [22].

1.1.1.2.1. Mentol, Timol y Eugenol

Las plantas se han utilizado con fines terapéuticos durante siglos. Los aceites esenciales son
liquidos volatiles, o semiliquidos, extraidos de las plantas, insolubles en agua y se oxidan
facilmente por exposicion al aire, siendo mezclas complejas de hidrocarburos y alcoholes
sesquiterpénicos y monoterpénicos, cetonas y aldehidos. La mayoria de las actividades
bioldgicas de los aceites esenciales, en particular su actividad antimicrobiana, estan asociadas
a los terpenos oxigenados, como los alcoholes y los terpenos fendlicos [27]. EI 90% de los

compuestos que poseen los aceites esenciales son monoterpenos [28].

Los monoterpenos pertenecen a un grupo amplio y diverso de compuestos naturales. La
estructura basica de los monoterpenos consiste en dos unidades de isopreno enlazadas,
formadas por una base de 5 carbonos cada una [29]. Estos compuestos tienen una gran

variedad de estructuras con diversas funciones como antimicrobiana, hipotensora,
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antiinflamatoria, antipruriginosa, entre otras [30]. Los monoterpenos son econdémicos, y se
han utilizado ampliamente en aromas y fragancias desde principios del siglo XIX.
Recientemente, en la industria farmacéutica estan desempefiando un gran papel debido a su
potencial terapéutico [31]. Los monoterpenos también se incluyen en la categoria de los
nutracéuticos, area que en la actualidad representa una industria en auge con interesantes

inversiones econoémicas [30].

El Mentol, Timol y Eugenol son monoterpénicos fenolicos (Figura 4) que actualmente
presentan un marcado interés para el desarrollo de nuevos firmacos. Especificamente, la
seleccion de estas moléculas como candidatas para el desarrollo de esta Tesis Doctoral surge
de un screening previo realizado en el grupo de investigacion el cual se observd que tenian
propiedades biologicas prometedoras en comparacidbn a otros monoterpenos. Diversos
estudios in vitro e in vivo han documentado sus propiedades bioldgicas, tales como sus
efectos analgésicos [32, 33] antibacterianos [34], antifungicos [35], antivirales [36-38],

antiparasitarios [39-41], antiinflamatorios [42-44], entre otros.

CH
3 CH; OH

NN

Mentol Timol Eugenol

Figura 4. Estructuras quimicas del Mentol, Timol y Eugenol.

Ademés de las propiedades que se mencionaron anteriormente, actualmente se estan
desarrollando diversas investigaciones que combinan estos monoterpenos con diversos

farmacos.

Bkaitan y colaboradores, disefaron y sintetizaron prodrogas de derivados de ésteres y éteres
del farmaco Metronidazol con Mentol, Timol y Eugenol, con la estrategia de combinar la
actividad antibacteriana del Metronidazol y la actividad antibacteriana y antioxidante ya
reportada de estos monoterpenos. De los resultados de los ensayos biologicos realizados con

dos cepas de Helicobacter pylori (ATCC 26695 y P12), y una cepa Clostridium perfringens
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(ATCC 13124), hallaron diversas prodrogas prometedoras con mayor actividad antibacteriana

que el compuesto de partida [45].

Redasani y colaboradores, siguiendo la misma linea de investigacion, disefiaron y sintetizaron
prodrogas de ésteres del Ibuprofeno con Mentol, Timol y Eugenol. La finalidad de esta
estrategia fue mejorar la eficacia terapéutica del Ibuprofeno, retardando los efectos
secundarios gastrointestinales mediante el enmascaramiento del grupo carboxilico y ademas
potenciar la actividad antiinflamatoria. Observaron que las prodrogas sintetizadas mostraron
una mayor actividad antiinflamatoria atribuida al efecto sinérgico del Ibuprofeno conjugado
con estos analgésicos naturales. Ademas, demostraron una gran reduccion de la ulceracion
gastrica en comparacion con el Ibuprofeno [46]. Sehajpal y colaboradores, utilizaron la
misma estrategia sintetizando prodrogas de derivados de ésteres de Ketoprofeno con los
monoterpenos antes mencionados y obtuvieron el mismo resultado, concluyendo que estas
prodrogas mantuvieron o mejoraron la actividad antiinflamatoria y analgésica con una

reduccion significativa del indice de ulcera [47].

En otras investigaciones la estrategia utilizada no se baso en la sintesis de nuevos derivados,
sino en la administracion del monoterpeno junto con fairmacos antibacteriales hidrofilicos e
hidrofébicos contra bacterias Gram negativas. En dichos estudios encontraron una actividad
sinergista entre el monoterpeno y ciertos antibidticos, atribuyendo la efectividad del

monoterpeno a la posibilidad de causar dafios en la membrana bacteriana [48].

Los diversos estudios que se reportaron se orientaron a potenciar la actividad biologica del
farmaco que ya se comercializaba a través de la busqueda de un sinergismo con compuestos
naturales. Sin embargo, los monoterpenos a pesar de sus diversas actividades biologicas
comprobadas, son inestables en las formulaciones debido a que tienen una alta volatilidad, lo
que puede limitar su potencial eficiencia terapéutica. Recientemente, muchos estudios se han
centrado en el desarrollo de formulaciones mas estables para superar estos inconvenientes.
Para mejorar su estabilidad, las estrategias méas prometedoras han incluido la encapsulacion,

la emulsificacion y las modificaciones quimicas como la esterificacion [49-52].

A raiz de lo mencionado, esta Tesis Doctoral propone aportar al conocimiento en cuanto a la
busqueda de nuevas prodrogas del Mentol, Timol y Eugenol a través de uniones carbonatos
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Malaria, enfermedades

infecciosas de alta incidencia y prevalencia en Latinoamérica.
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1.2. Enfermedades Infecciosas Desatendidas

La expresion Enfermedades Infecciosas Desatendidas (EIDs) se propuso por primera vez a
principios de la década del 2000, debido a una iniciativa mundial de focalizar la atencion de
la salud publica en enfermedades especificas como VIH/SIDA, Tuberculosis y Malaria
[53-59]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las EIDs como un grupo de
infecciones bacterianas, parasitarias, viricas y fingicas que prevalecen en muchos de los
paises tropicales y subtropicales en desarrollo, donde la pobreza es imperante y que afecta a
mas de mil millones de personas [60]. Por el contrario, las EIDs son bastante raras en los

paises mas desarrollados del mundo [61] (Figura 5).

Numeros de EID presentes
por pais:
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Figura 5. Numero de EIDs presentes por pais segun las estimaciones de la OMS. Figura

adaptada de la OMS [60].

Las enfermedades que engloban las EIDs se caracterizan por la escasez de politicas, inversion
e investigacion en herramientas de control y prevencion. En cuanto al disefio y desarrollo de
nuevos tratamientos para estas enfermedades, existe un desinterés por parte de las compaifiias
farmacéuticas debido a que coOmo se menciond anteriormente las EIDs afectan
mayoritariamente a poblaciones con limitados recursos econdémicos y esto genera un mercado

no redituable y poco favorable para las compaiiias farmacéuticas.
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Las EIDs imponen una gran carga social y econdomica en las personas y en las comunidades
que las padecen, no solo debido a las alta tasa de morbilidad y mortalidad, sino porque
generan una pérdida de ingresos econdmicos debido a las secuelas y discapacidades que
generan conduciendo a las familias afectadas a un modo de vida aun mas dificil y de calidad
limitada, que contribuye a perpetuar el ciclo de la pobreza [62]. La prevencion, deteccion
temprana, diagnostico clinico, tratamientos adecuados y vigilancia permanente son
necesidades que poseen las EIDs y que deben atenderse. Para ello, es necesario la
contribucion de diferentes organismos gubernamentales, no gubernamentales, laboratorios de

investigacion, compaiias farmacéuticas, etc.

1.2.1. Chagas

La enfermedad de Chagas es una zoonosis causada por el parasito Trypanosoma cruzi. Esta
enfermedad se transmite mediante el insecto vector triatoma (también conocida como
vinchuca), ésta se alimenta de sangre y libera los tripomastigotes en las heces cerca del sitio
de picadura del insecto. Una vez en la sangre, los tripomastigotes invaden a las células, donde
se diferencian en amastigotes. Esta forma intracelular se replica por fision binaria. Luego, los
amastigotes se empiezan a transformar en tripomastigotes y se liberan a la circulacion
sanguinea. Los tripomastigotes infectan una gran variedad de tejidos y se transforman en
amastigotes intracelulares en los nuevos sitios de infeccion, las manifestaciones clinicas
resultan de este ciclo infectante [63]. En la Figura 6 se encuentra un resumen del ciclo de vida

del parasito 7. cruzi en estadios humanos.

Las manifestaciones clinicas se clasifican en fase aguda y fase crdonica. Luego de la
transmision de 7. cruzi por el insecto vector, el periodo de incubacion es de 1 a 2 semanas. En
la fase aguda usualmente los sintomas son leves y no especificos y pueden incluir fiebre,
malestar general, hepatoesplenomegalia y linfocitosis atipica [64]. También se puede producir
una lesion inflamatoria en el sitio de inoculacion, conocida como chagoma [65]. La gran
mayoria de las infecciones agudas no son detectadas. En menos del 1% de las infecciones, la
fase aguda es severa y potencialmente mortal debido a meningoencefalitis o0 miocarditis. En
la mayoria de los pacientes (90% de los individuos infectados) los sintomas de la fase aguda
se resuelven espontaneamente, al cabo de 4 u 8 semanas. Estos individuos pasan a la fase
indeterminada de la enfermedad, caracterizada por la falta de sintomas y la presencia de

anticuerpos anti-7. cruzi [64, 65].
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La mayoria de los pacientes con infecciones cronicas permanecen en la fase indeterminada
(asintomatica) de por vida. Sin embargo, entre 10 y 30% de estos pacientes desarrollan una
forma sintomatica de la enfermedad [65]. Por lo general, los sintomas aparecen afios o incluso
décadas después de haber adquirido la infeccion. La consecuencia mas frecuente de la
infeccion croénica por 7. cruzi son los problemas cardiacos, donde la destruccion progresiva de
las fibras cardiacas y la fibrosis intensa predispone al paciente a la falla cardiaca y a arritmias
ventriculares [66]. Las arritmias pueden causar mareos, sincopes y muerte subita, siendo esta
ultima la principal causa de muerte en pacientes con miocardiopatia chagasica [65, 66]. La
segunda consecuencia mas comun, de la infeccion créonica por 7. cruzi, es la disfuncion del
tracto gastrointestinal [65]. La forma digestiva de la enfermedad de Chagas se observa casi
exclusivamente en los paises del sur de la cuenca amazonica (Argentina, Bolivia, Chile,
Paraguay, Uruguay y partes de Brasil). Es probable que esta distribucion geografica se deba a

las diferencias en el genotipo predominante de 7. cruzi [64-66].

Estadio en el humano

El triatoma se alimenta de la sangre
y excreta tripomastigotes

Estadio en el vector jisdar ﬁ
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Los tripomastigotes penetran varias
células en el sitio de la mordedura.
Adentro se transforman en amastigotes.
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tripomastigotes

&

Los tripomastigotes Los amastigotes se multiplican
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Figura 6. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en estadios humanos. Imagen adaptada de

CDC (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).
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Solo dos farmacos nitroheterociclicos estan disponibles para el tratamiento de la enfermedad,
Nifurtimox y Benznidazol (BZN) (Figura 7A). Estos fArmacos se desarrollaron hace mas de
50 afos y presentan graves inconvenientes, como efectos secundarios toxicos, largos periodos

de tratamiento y frecuentes fracasos terapéuticos [64].

Ambos farmacos son muy eficaces para curar la enfermedad si se administran
inmediatamente después de la infeccion (inicio de la fase aguda). Sin embargo, requieren un
tratamiento prolongado y su eficacia se reduce cuanto mas tiempo lleva el paciente infectado,
mostrando una baja eficacia en la fase cronica, asi como otras limitaciones [67]. El BZN tiene
el mejor perfil de seguridad, tolerancia y eficacia, y por lo tanto se utiliza a menudo como

tratamiento de primera linea [68].
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Figura 7. Estructuras de (A) medicamentos actuales y (B) potenciales agentes tripanocidas

propuestos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Las recientes investigaciones en farmacoterapia para dicha enfermedad se centran en evaluar
la eficacia de los dos fdrmacos actuales y los nuevos agentes tripanocidas (Posaconazol,

Ravuconazol y Fexinidazol) en la etapa cronica de la enfermedad (Figura 7B). De los tres
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nuevos tripanocidas mencionados, solo el Fexinidazol ha mostrado ser mas eficaz que el BZN

en la etapa cronica de la enfermedad [69].

1.2.2. Leishmaniasis

La Leishmaniasis constituye un grupo de enfermedades humanas y animales causadas por
Leishmania, un parasito protozoario de la familia Trypanosomatidae. La Leishmaniasis es
transmitida por la mordedura del diptero Phlebotomus, conocido como la mosca de los

arenales.

Las moscas de los arenales inyectan los promastigotes cuando se alimentan de sangre. Los
promastigotes, que alcanzan la herida abierta, son fagocitados por los macrofagos y se
transforman en amastigotes. Los amastigotes se multiplican en las células infectadas y afectan
a los diferentes tejidos, y dependiendo en parte de la especie de Leishmania, esta etapa
origina las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Luego, las moscas de los arenales se
infectan al alimentarse de la sangre del hospedador infectado, ingiriendo los macréfagos
infectados con amastigotes [70]. En la Figura 8 se encuentra un resumen del ciclo de vida de

Leishmania spp. en estadios humanos.

Las diversas manifestaciones clinicas de la Leishmaniasis dependen de la especie infectante y
la respuesta del sistema inmune del huésped, afectando principalmente a nifios y ancianos
[71]. Un tipo de Leishmaniasis se conoce como Visceral (LV), en la cual se ven afectados
organos internos como bazo, higado, érganos linfaticos y médula dsea. Los pacientes pueden
presentar fiebre, anorexia, pérdida de peso, distension abdominal y debilidad que progresa de

semanas a meses. En la mayoria de los casos, es fatal [72].

Otra manifestacion clinica es la Leishmaniasis Cutanea (LC) que puede producir lesiones de
tipo ulcerosas con bordes elevados en areas del cuerpo expuestas y accesibles a los
flebotomos, como la cara, el cuello y las extremidades. La difusion de Leishmania
proveniente de una infeccion cutanea puede conducir al desarrollo de Leishmaniasis
mucocutanea, en donde meses a afios mas tarde se genera una desfiguraciéon grave y

destruccion de los tejidos de la cara y las mucosas [73].
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Estadio en el humano
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Figura 8. Ciclo de vida de Leishmania spp. en estadios humanos. Imagen adaptada de CDC

(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).

El tratamiento de primera linea de la Leishmaniasis son los compuestos antimoniales
pentavalentes, dichos farmacos estan disponibles desde hace casi siete décadas y las dos
formulaciones principales son el Antimoniato de meglumina y el Estibogluconato de sodio.
Como una alternativa, el farmaco AmBisome®, una formulacion liposomal de Anfotericina
B, es muy eficaz para LV, pero es un tratamiento costoso. Como resultado, AmBisome® es
utilizada con frecuencia como tratamiento de segunda linea para pacientes en los que los
farmacos antimoniales no son efectivos debido a la aparicioén de resistencia del parasito. En
estos casos también ha sido de utilidad el uso de Paromomicina (principalmente en LC) y el

farmaco Miltefosina, originalmente utilizado como anticancerigeno (Figura 9) [74].

En la actualidad, no se conocen nuevos farmacos prometedores para el tratamiento de esta
enfermedad. Sin embargo, hay avances en nuevas estrategias en terapias fisicas y locales, que
incluyen termoterapia, crioterapia, administracion de ladser de CO y administracion
intralesional de farmacos. Estas nuevas estrategias han dado una mejor perspectiva de
curacion en los pacientes con LC. Otra alternativa que esta en estudio es el uso de terapias

combinadas, en las cuales se intenta activar el sistema inmunitario mediante
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inmunomoduladores que buscan ayudar a resolver los problemas relacionados con la
resistencia parasitaria y los casos graves de infeccion por VIH/Leishmania spp. Por tltimo, se
estd investigando el uso de sistemas de administracion de farmacos basados en la
nanotecnologia donde se permitiria realizar un tratamiento de la enfermedad con menos
tiempo y costos, ya que utilizando la nanotecnologia se promueve una administracion eficaz
de diferentes tipos de farmacos en tejidos y células especificos infectados por los parasitos de

Leishmania spp. [74].

Medicamentos actuales
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Figura 9. Estructuras de medicamentos actuales para el tratamiento de Leishmaniasis.

1.2.3. Malaria

Practicamente todos los casos de Malaria en humanos son causados por cuatro especies de
protozoos intracelulares del género Plasmodium. La infeccion es producida usualmente por la

picadura del mosquito hembra de género Anopheles infectado por el parasito. Los
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esporozoitos introducidos circulan rdpidamente en el torrente sanguineo hacia al higado,

donde invaden las células hepaticas (hepatocitos) y maduran a esquizontes.

En las especies P. vivax y P. ovale algunos esquizontes se vuelven latentes (hipnozoito), el
hipnozoito pasado cierto tiempo se activa y se vuelve esquizonte en el tejido hepatico. A
través de la replicacion asexual, los esquizontes en los hepatocitos liberan merozoitos que
ingresan a la circulacion sanguinea invadiendo los eritrocitos e iniciando el ciclo eritrocitico

[75].

Cuando el merozoito entra en el eritrocito se forma un trofozoito. Los trofozoitos maduran en
esquizontes generando una liberacion de merozoitos. Estos estadios parasitarios sanguineos
son los responsables de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Algunos parasitos
eritrociticos se diferencian en formas sexuales conocidas como gametocitos, que pueden
infectar a un nuevo mosquito al ser absorbidos por el mismo durante una picadura [75]. En la

Figura 10 se encuentra un resumen del ciclo de vida Plasmodium spp. en estadios humanos.

La manifestacion clinica de los casos mas graves, producida generalmente por la especie mas
agresiva, P. falciparum, suele incluir fiebre alta, escalofrios, diarrea, cefalea, y en pocas horas
puede evolucionar a un cuadro severo con alteracion hepatica, renal, trastornos de la
coagulacion, edema pulmonar y cerebral, encefalopatia, coma y muerte. Incluso los casos
leves pueden evolucionar rapidamente a una forma mortal, por lo que un diagndstico y

tratamiento precoz son esenciales. La letalidad sin tratamiento oscila entre el 10 y el 40%.

Las otras formas de paludismo humano por lo general no amenazan la vida de forma
inmediata. En las infecciones por Pvivax, Povale y Pmalariae el cuadro se presenta como
fiebre recurrente y malestar general de varios dias, con fuertes escalofrios y cefalea, que
culmina con sudores profusos. Tras un lapso de tiempo sin fiebre se repite el ciclo con una
cierta periodicidad segin la especie infectante. Tras superar esta primoinfeccién pueden
ocurrir recidivas, causadas por hipnozoitos (formas latentes de P.vivax o P.ovale en el tejido
hepéatico) que se reactivan y con ello persisten las crisis de clinica paladica durante afos,
incluso toda la vida. Estas recidivas no se dan en las formas producidas por P. falciparum y
Pmalariae, pero si pueden existir recaidas en las 4 formas, que no se deben a hipnozoitos,
sino a una elevacion de la parasitemia, anteriormente limitada, por factores que de algin

modo disminuyen la inmunidad del huésped [75].
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Figura 10. Ciclo de vida de Plasmodium spp. en estadios humanos. Imagen adaptada de CDC

(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).

En la Figura 11 se encuentran los tratamientos disponibles para la enfermedad. Debido a los
avances en el conocimiento de la biologia del parasito, asi como la disponibilidad de su
secuencia del genoma, en la actualidad se estan investigando novedosos blancos moleculares
para el desarrollo de nuevos compuestos activos [76-78]. Los nuevos compuestos activos que
estan demostrando ser efectivos son de origen natural o sintético y estan siendo evaluados
frente a cepas resistentes del parasito. Estos fundamentan su accion en varias vias/blanco de
los plasmodios, tales como la via de salvamento de las purinas y la biosintesis de pirimidinas

[79, 80].
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Figura 11. Estructuras de medicamentos actuales para el tratamiento de Malaria.

En cuanto al desarrollo de vacunas contra la Malaria, las mismas se pueden clasificar en tres
grupos: vacunas para la fase preeritrocitica, vacunas para la fase sanguinea y vacunas para
bloquear la transmision. La vacuna RTS,S/ASO1 esta registrada bajo la denominacion
comercial Mosquirix® y es una vacuna dirigida a la fase preeritrocitica. Después de 30 afos
de investigacion, es la primera y hasta la fecha la unica vacuna, capaz de reducir la Malaria
entre la poblacion infantil. A pesar de que la investigacion a lo largo de los afios ha logrado
avances significativos en el area de las vacunas contra la Malaria en humanos, todavia no se
ha logrado desarrollar una vacuna contra la Malaria que sea ampliamente protectora y

practica [81,82].
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CAPITULO II

Objetivos y lineamientos generales

Teniendo en cuenta la problematica actual de las EIDs y la baja disponibilidad de farmacos
efectivos y seguros para los tratamientos de los mismos, se plantedé como Objetivo General de
este trabajo de Tesis Doctoral, el disefio y desarrollo de prodrogas de Mentol, Timol y
Eugenol obtenidos por combinacion con alcoholes, en vistas al desarrollo de nuevas entidades

quimicas activas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Malaria.

Sobre la base de lo expuesto, se plantean los Objetivos Especificos, los cudles se pueden

organizar segun las etapas previstas para el desarrollo de esta Tesis:

e Disefiar nuevos derivados del Mentol, Timol y Eugenol, aplicar filtros del tipo

“drug-likeness” y evaluar la similitud estructural (Capitulo III).

e Obtencion de las nuevas series de prodrogas del Mentol, Timol y Eugenol a través de
una metodologia de sintesis sencilla que conlleve a buenos rendimientos y elucidacion
estructural completa utilizando técnicas espectroscOpicas ampliamente aceptadas

(Capitulo IV).

e Estudiar la estabilidad quimica de los nuevos compuestos en soluciones acuosas

(Capitulo V).

e Evaluar la permeabilidad del Mentol, Timol, Eugenol y de sus prodrogas a través de

un modelo in silico e in vitro (Capitulo VI).

e Evaluar la citotoxicidad y la actividad tripanocida, leishmanicida y antiplasmodica in

vitro de los compuestos de partida y las prodrogas (Capitulo VII).

e Predecir si las proteinas dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) de Trypanosoma
cruzi (TcDHODH), Leishmania braziliensis (LbDHODH) y de Plasmodium
falciparum (PfDHODH) podrian ser un potencial blanco molecular para Mentol,

Timol y Eugenol a través de estudios in silico (Capitulo VIII).
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CAPITULO III
Disennio de nuevos derivados de Mentol,

Timol y Eugenol

2.1. Consideraciones generales

Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales y sus componentes se han
estudiado ampliamente contra numerosas bacterias, virus, hongos, parasitos e insectos [1-3].

Como se mencion6 en el Capitulo I, la seleccion de los monoterpenos Mentol, Timol y
Eugenol surge de un screening previo realizado en el grupo de investigacion en el cual se
observdo que tenian propiedades bioldgicas prometedoras en comparacion a otros
monoterpenos. Diversas actividades biologicas de los monoterpenos fendlicos Mentol, Timol
y Eugenol han sido reportadas; sin embargo, poco se conoce acerca de su actividad

antiparasitaria [4-14].

Estos compuestos generalmente son reconocidos como seguros, tienen la ventaja de estar
disponible en muchas fuentes naturales y tiene una toxicidad relativamente baja para las
células de los mamiferos. Por lo tanto, el Mentol, Timol y Eugenol son compuestos que
pueden considerarse como moléculas de partida para el desarrollo de nuevos tratamientos

contra los parasitos [15].

Debido a que uno de los objetivos planteados en este trabajo de Tesis es disefar nuevas
entidades quimicas novedosas para tratar las EIDs a partir de los compuestos naturales
Mentol, Timol y Eugenol, se decidi6 en primer lugar indagar los mecanismo de accion por el

cual estos compuestos actuan.

A pesar de que la actividad antiparasitaria en los monoterpenos fendlicos no se encuentran
totalmente caracterizados en la literatura, se hallé que la actividad antimicrobiana ha sido la
mas estudiada reportando sus posibles mecanismos de accion. Sus efectos sobre la estructura
y la funcion de las membranas se han utilizado generalmente para explicar su accion
antimicrobiana. Debido a su lipofilicidad, estos se separan preferentemente de una fase
acuosa en las estructuras de la membrana. Esto permite la expansion de la membrana, el
aumento de la fluidez y la permeabilidad de la membrana, la alteracion de las proteinas

incorporadas a la membrana, la inhibicion de la respiracion y la alteracion de los procesos de
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transporte de iones [16].

Atki et al. reportaron que el grupo hidroxilo libre de estos compuestos desempeiia un papel
importante en sus actividades antimicrobianas, ya que es el responsable de lograr alterar la
membrana externa de la célula y combinarse con los grupos cargados de la membrana,
aumentando su permeabilidad [5]. Gill et al. reportaron que los monoterpenos fendlicos
tienen la capacidad de inhibir la ATPasa, lo que provoca la disipacion de la fuerza motriz del
proton, logrando regular posteriormente otras enzimas [17]. Asi mismo, Boye et al. le
atribuyeron al grupo hidroxilo del nicleo monoterpénico el efecto antibacteriano y sentaron

bases para la exploracion de posibles modificaciones quimicas en el grupo hidroxilo [18].

A pesar de la potencia en cuanto a las actividades bioldgicas que poseen los monoterpenos,
estos compuestos tienen baja estabilidad en las formulaciones, mostrando una alta volatilidad
e inestabilidad quimica. Recientemente, diversos estudios se han centrado en desarrollar
formulaciones mas estables para superar estas desventajas. Para mejorar su estabilidad, las
estrategias mas prometedoras han sido la encapsulacion [3], emulsion [19] y modificaciones

quimicas como la esterificacion [20].

Como se describio en el Capitulo I, una de las estrategias utilizadas para optimizar las
propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de los farmacos es la generacion de
prodrogas. Las mismas, son moléculas farmacoldgicamente inactivas, que en el organismo

regeneran el principio activo, a través de procesos de biotransformacion.

De esta manera, sobre la base de las propiedades del Mentol, Timol y Eugenol y el concepto
de prodroga nos hemos planteado, como objetivo de este Capitulo, el disefio de nuevas

prodrogas de estos compuestos con propiedades fisicoquimicas mejoradas.

2.1.2. Quimioinformatica

La quimioinformatica se ha establecido como una disciplina importante en el descubrimiento
de farmacos. La misma abarca diversos campos cientificos de la quimica y la informéatica con
el objetivo de tomar mejores decisiones con mayor rapidez en las areas de identificacion y
optimizacioén de farmacos [21]. La quimioinformatica ha desempefiado un papel fundamental
en la caracterizacion de moléculas provenientes de productos naturales, debido a que éstas
cubren un espacio quimico mucho mas amplio que los compuestos sintéticos y pueblan
también zonas del espacio quimico que, por lo general, no son accesibles sintéticamente (o lo

son con grandes dificultades) [22].

El cribado virtual, el disefio de bibliotecas y el cribado de alto rendimiento se han convertido
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en métodos de eleccion en la industria cuando se manejan grandes cantidades de compuestos
o datos [23]. En lo que respecta a la Quimica Computacional, la introduccion de las cadenas
de texto SMILES (del inglés, Simplified Molecular Input Line Entry Specification), que
describen la estructura molecular de forma compacta utilizando cadenas ASCII cortas, ha
simplificado el manejo de los datos y permite una multitud de aplicaciones

quimioinformaticas.

2.1.1.1. Filtros “drug-likeness”

Los productos naturales y sus derivados son una fuente importante para el desarrollo de
nuevas entidades quimicas contra las enfermedades parasitarias [24]. El éxito de una
molécula durante el desarrollo de farmacos, por lo general, depende de que posea estructura y
propiedades fisicoquimicas similares a farmacos ya conocidos (“drug-likeness”).
Frecuentemente, la actividad de cualquier compuesto depende de su capacidad de permear la
membrana celular para alcanzar a un determinado blanco molecular. Entonces, si analizamos
las propiedades fisicoquimicas de una molécula, es posible predecir su permeabilidad celular

y su biodisponibilidad.

Lipinski y sus colaboradores seleccionaron 2245 moléculas que llegaron a la fase II de los
ensayos clinicos del World Drug Index y evaluaron sus propiedades fisicoquimicas, como el
peso molecular (PM), el LogP (el logaritmo del coeficiente de particion entre el agua y el
I-octanol), el numero de aceptores de enlaces de hidrogeno (n-AEH, como el numero de N,
0O) y el numero de dadores de enlaces de hidrogeno (n-DEH, como el nimero de -NH, -OH),
con el fin de comprender qué factores son los responsables del abandono de una determinada
molécula en el desarrollo clinico. Tras su investigacion, basada en un conjunto simple de
propiedades fisicoquimicas calculadas, se di6 a conocer la "regla de los cinco" como

resultado de su investigacion (Ia misma posee numeros de cinco o multiplos de 5) [25].

La regla de Lipinski o la regla de los cinco establece que es mas probable que una molécula
pequefia tenga una biodisponibilidad alta por via oral si su PM es < 500; su lipofilia,
expresada como log P, es < 5; el n-AEH es < 5 y n-DEH es < 10 [26]. Si un compuesto
cumple al menos tres de los cuatro parametros son denominados como compuestos
“drug-likeness”, teniendo una alta probabilidad de tener una absorcion intestinal y por

consiguiente de convertirse en un buen fAirmaco para la via de administracion oral [27].

Sin embargo, se ha encontrado que los margenes de Lipinski son demasiados estrictos y

normalmente se aplican valores de corte algo superiores, principalmente en lo referente al

47



peso molecular y a la lipofilia [28].

Es por ello que Veber ef al. expanden la regla de Lipinski, estableciendo que una buena
biodisponibilidad oral es mas probable para compuestos con < 10 enlaces rotatorios (ER), y
un area de superficie polar topologica (TPSA; del inglés, Topological Polar Surface Area) <
140 A% Un valor de TPSA bajo se correlaciona mejor con el incremento en la permeabilidad
de lo que lo hace la lipofilia (logP), y el incremento en los enlaces rotables genera un efecto

negativo en la permeacion [29].

A pesar de que las reglas no pueden garantizar que una molécula que cumpla todos los
criterios sea susceptible de convertirse en un firmaco exitoso, proporciona una guia para que
los quimicos medicinales puedan realizar una mejor seleccion y disefio de las moléculas, con
el fin de reducir tiempo y costos durante el desarrollo clinico debido a una farmacocinética

insatisfactoria [30].

2.1.1.2. Analisis del espacio quimico

La visualizacion del espacio quimico desempena un papel esencial en la quimioinformatica,
ya que se considera que las moléculas con actividad similar residen cerca unas de otras en el
espacio quimico [31-33]. Teniendo en cuenta esto, los métodos basados en la similitud

desempefian un papel sustancial en el descubrimiento de fAirmacos.

En un articulo publicado en Nature 2004, Lipinski y Hopkins compararon el espacio quimico
con el universo cosmologico: “El espacio quimico puede considerarse andlogo al universo
cosmoldgico en su inmensidad, con los compuestos quimicos poblando el espacio en lugar de
las estrellas” [30]. Dobson, en su vision, define el espacio quimico como “el espacio total de
descriptores que abarca todas las pequefias moléculas basadas en el carbono, que en principio,
podrian crearse” [34]. Medina-Franco describié en su revision en el simposio Horizon,
titulado “Charting chemical space: finding news tools to explore biology”, al espacio quimico

como “el conjunto de todas las estructuras moleculares posibles” [35].

La analogia del espacio quimico con el universo fue bien aceptada por la comunidad
cientifica, ya que describe muy bien el reto que supone para el descubrimiento de fArmacos
encontrar compuestos bioldgicamente activos en el espacio quimico. Ese reto consiste en
identificar las regiones que probablemente contengan compuestos bioldgicamente activos,

pudiendo definir asi un espacio quimico bioldgicamente relevante.

Estd ampliamente aceptado que el espacio quimico es enorme y que en realidad soélo se

conoce una pequeiia fraccion de moléculas. Una fraccion ain més pequefia de compuestos es
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relevante para los fines de la quimica medicinal. Por ejemplo, Geysen et al. mencionan que el
nimero de moléculas pequefias relevantes podria estar entre 1014 y 1030 [36]. Bohacek et al.
estimaron el nimero de compuestos con un nimero maximo de 30 4&tomos de C, N, Oy S en
1060 moléculas [33]. Por supuesto, esta estimacion aumentara cuando se consideren
estructuras mas grandes y complejas. Ertl sugiere que el espacio de la Quimica Organica
contiene entre 1020 y 1024 moléculas sintéticamente viables utilizando los métodos de

sintesis actualmente conocidos [37].

En resumen, durante afios la nocidén subjetiva pero fundamental del espacio quimico ha
ayudado a los proyectos de descubrimiento de farmacos. Sin embargo, en los tltimos afios, ha
habido una gran expansion del espacio quimico en cuanto al nimero de compuestos que se
conocen o pueden sintetizarse [38]. Actualmente, gracias a las numerosas bases de datos
quimicos, la posibilidad de la prediccion de descriptores fisicoquimicos, los avances en
machine learning y diferentes desarrollos de software en la quimioinformatica, donde estan
completamente validados y debidamente documentados, estdn permitiendo acelerar el

proceso de descubrimiento de fairmacos [38].
2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Disefiar nuevos derivados del Mentol, Timol y Eugenol, aplicar filtros del tipo
“drug-likeness” y evaluar la similitud molecular.

2.2.2. Objetivos especificos

e Disefiar prodrogas del Mentol, Timol y Eugenol por asociacion con diferentes
alcoholes alifaticos a través de una unidn carbonato.

e Predecir propiedades fisicoquimicas a través de herramientas quimioinformaticas y
definir si las moléculas disefiadas poseen caracteristicas del tipo “drug-likeness”.

e Predecir la similitud molecular y la diversidad quimica a través de herramientas

quimioinformaticas.

2.3. Resultados

2.3.1. Disefio de prodrogas del Mentol, Timol y Eugenol

Para concretar nuestros objetivos, se han analizado los siguientes aspectos que deben
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considerarse al plantear la formacion de una prodroga:

Factibilidad: conocer si existen en la molécula del prototipo (Mentol, Timol y

Eugenol) grupos funcionales susceptibles de modificacion quimica biorreversible.

Posibilidad: estudiar si existen métodos quimicos para efectuar selectivamente la

modificacion seleccionada.

Economia: establecer si los intermediarios y reactivos necesarios son accesibles a un

costo razonable.
Posible estabilidad de los nuevos productos obtenidos.
Toxicidad de la porcién modificadora introducida.

Posibilidades de regeneracion in vivo de la molécula original.

Respondiendo al analisis anterior, se arribaron a las siguientes conclusiones con relacion a la

posible obtencion de prodrogas de Mentol, Timol y Eugenol:

El Mentol, Timol y Eugenol presentan un grupo funcional susceptible de modificacion
quimica biorreversible; el grupo hidroxilo en la posiciéon C-1 (Figura 4). Nuestro
interés estd enfocado a la sustitucion de la posicion del hidroxilo, ya que éste es el

grupo que se desea proteger en el disefio de estas nuevas prodrogas.

Luego de analizar diferentes metodologias para poder obtener las prodrogas

esperadas, concluimos que contamos con diferentes vias posibles para dicho objetivo.

Tanto los intermediarios como los reactivos de interés nos fueron accesibles a un costo

y tiempo razonable.

Teniendo en cuenta los antecedentes de nuestro grupo de trabajo en donde se
sintetizaron prodrogas con alcoholes alifaticos mediante uniones carbonatos [39-41],
se planifico el disefio de los derivados de Mentol, Timol y Eugenol con la misma

metodologia, con la finalidad de reproducir propiedades farmacocinéticas optimas.

El complemento molecular seleccionado para cada prodroga posee una toxicidad baja

y/o aceptable ya reportado en bibliografia.

La regeneracion in vivo de la molécula original es posible debido a que el grupo
carbonato es susceptible de ser hidrolizado quimicamente y por enzimas presentes en

el organismo.

De esta manera, se disefid una serie de carbonatos por reaccion del grupo hidroxilo del C-1

del Mentol, Timol y Eugenol con los siguientes alcoholes alifaticos: metanol, etanol,
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1-propanol, isopropanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol y 1-octanol. Los

nuevos derivados disefiados se muestran en la Tabla 1. Se espera que esta nueva serie de

derivados mejore considerablemente la capacidad para penetrar membranas lipidicas por

difusion pasiva, por un aumento de la lipofilicidad de los carbonatos propuestos.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, estos nuevos carbonatos actuarian como

prodrogas (Capitulo V), siendo el complemento molecular, el alcohol alifatico utilizado en

cada sintesis en particular, y el Mentol, Timol y Eugenol, los tnicos responsables de la

actividad antiparasitaria.

Tabla 1. Estructura de los nuevos derivados de Mentol, Timol y Eugenol.

Mentol (1) Timol (2) Eugenol (3)
R Compuestos
H Mentol (1) Timol (2) Eugenol (3)
C(O)OCH; Mentol-Metanol (1a) Timol-Metanol (2a) Eugenol-Metanol (3a)
C(O)OCH,CH; Mentol-Etanol (1b) Timol-Etanol (2b) Eugenol-Etanol (3b)
C(0)O(CH,),CH; | Mentol-Propanol (1¢) Timol-Propanol (2¢) Eugenol-Propanol (3¢)
C(O)OCH(CHs;), Mentol-Isopropanol (1d) | Timol-Isopropanol (2d) | Eugenol-Isopropanol (3d)
C(0O)O(CH,);CH; | Mentol-Butanol (1e) Timol-Butanol (2e) Eugenol-Butanol (3e)
C(O)O(CH,),CH; | Mentol-Pentanol (1f) Timol-Pentanol (2f) Eugenol-Pentanol (3f)
C(0O)O(CH2)sCH; | Mentol-Hexanol (1g) Timol-Hexanol (2g) Eugenol-Hexanol (3g)
C(O)O(CH,)cCH; | Mentol-Heptanol (1h) Timol-Heptanol (2h) Eugenol-Heptanol (3h)
C(O)O(CH,),CH; | Mentol-Octanol (1i) Timol-Octanol (2i) Eugenol-Octanol (1i)
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2.3.2. Filtros “drug-likeness”

En la Tabla 2 se encuentran las propiedades fisicoquimicas individuales (PM, cLogP, n-AEH,

n-DEH, ER y TPSA) calculadas para los compuestos de partida y todos los derivados

disefiados. En rojo se sefialan los pardametros que violan la regla de Lipinski o Veber.

Tabla 2. Descriptores moleculares calculados para Mentol, Timol, Eugenol y sus derivados.

Compuesto PM cLogP | n-AEH | n-DEH | Lipinski | ER TPSA
(g/mol) (A
Mentol (1) 156,27 3,33 1 1 Cumple | 1 20,23
1a 214,31 3,80 3 0 Cumple | 4 35,54
1b 228,33 4,18 3 0 Cumple | 5 35,54
1c 242,36 4,68 3 0 Cumple | 6 35,54
1d 242,36 4,54 3 0 Cumple | 5 35,54
le 256,39 5,24 3 0 Cumple | 7 35,54
1f 270,41 5,74 3 0 Cumple | 8 35,54
1g 284,44 6,25 3 0 Cumple | 9 35,54
1h 298,47 6,75 3 0 Cumple | 10 35,54
1i 312,49 7,26 3 0 Cumple | 11 35,54
Timol (2) 150,22 3,34 1 1 Cumple | 1 20,23
2a 208,26 3,26 3 0 Cumple | 4 35,54
2b 222,28 3,63 3 0 Cumple | 5 35,54
2¢ 236,31 4,14 3 0 Cumple | 6 35,54
2d 236,31 4,00 3 0 Cumple | 5 35,54
2e 250,34 4,70 3 0 Cumple | 7 35,54
2f 264,37 5,20 3 0 Cumple | 8 35,54
2g 278,39 5,71 3 0 Cumple | 9 35,54
2h 292,42 6,21 3 0 Cumple | 10 35,54
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2i 306,45 6,72 Cumple | 11 35,54
Eugenol (3) 164,2 2,10 Cumple | 3 29,46
3a 222,24 2,26 Cumple | 6 44,77
3b 236,27 2,63 Cumple | 7 44,77
3c 250,29 3,14 Cumple | 8 44,77
3d 250,29 3,00 Cumple | 7 44,77
3e 264,32 3,69 Cumple | 9 44,77
3f 278,35 4,20 Cumple | 10 44,77
3g 292,38 4,71 Cumple | 11 44,77
3h 306,40 5,21 Cumple | 12 44,77
3i 320,43 5,72 Cumple | 13 44,77

PM: Peso molecular (g/mol).
cLogP: Coeficiente de particion octanol/agua
n-AEH: Numero de aceptores de enlaces de hidrogeno.

n-DEH: Numero de dadores de enlaces de hidrégeno.

ER: Enlaces rotables.

TPSA (del inglés, Topological Polar Surface Area): Area de superficie polar topologica (A2).

Del andlisis realizado observamos que todos los compuestos cumplen la regla de Lipinski, ya

que ninguno de los compuestos violaron mas de un parametro [26]. En la serie del Mentol

identificamos que los derivados le-i violaron el pardmetro cLogP que hace referencia a la

lipofilicidad. En la serie del Timol reconocemos el mismo efecto en los derivados 2f-i y en la

serie del Eugenol en los derivados 3h y 3i. Destacamos que los compuestos que violaron el

criterio de cLogP corresponden a los derivados que poseen la cadena alifatica mas larga de la

serie.

Con respecto a los criterios que establecen Veber et al., los compuestos 1i, 2i, 3g, 3h y 3i no

cumplen los criterios de poseer 10 o menos enlaces rotables [29].

Debido a que ningun compuesto violé6 mas de dos criterios de la regla de Lipisnki [26],

predecimos que todos los compuestos disefiados poseen una biodisponibilidad oral adecuada.
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Sin embargo, por lo establecido por Veber, los compuestos mencionados anteriormente que
no cumple el criterios de enlaces rotables podrian presentar dificultades en la permeacion de

membrana.

2.3.3. Analisis del espacio quimico

A diferencia de los parametros de Lipinski, que se centran en un conjunto restringido de
propiedades similares a las de los farmacos donde son generadas directamente a partir de las
estructuras moleculares, ChemGPS (sistema de posicionamiento global quimico) es una
herramienta que puede descubrir propiedades fisicoquimicas no discernibles directamente a
partir de los datos estructurales, puede trazar un espacio quimico bioldgicamente relevante y
proporcionar un dispositivo de mapeo eficiente para la prediccion de propiedades y

actividades de grupos de compuestos [42].

Las coordenadas del mapa del espacio de los compuestos se extraen mediante un analisis de
componentes principales (PCA). EI PCA es un método matematico ampliamente utilizado en
el descubrimiento de fAdrmacos para transformar un espacio de descriptores multidimensional

en un espacio de baja dimension mas manejable [43].

Las variables posiblemente correlacionadas de un conjunto de datos se comprimen en un
numero menor de variables no correlacionadas linealmente, llamadas componentes
principales. Con esta herramienta es posible predecir la puntuacion PCA para proyectar
nuevas moléculas en el mapa y para explorar el espacio quimico que ocupan estos
compuestos en particular. La comparacion con el conjunto de referencia se describe

numéricamente como distancia euclidiana.

Diversos investigadores reportaron que los productos naturales tienden méas a menudo a
quedar fuera del espacio quimico definido por el sistema ChemGPS [43]. Por ello, luego
Larsson y sus colaboradores establecieron que ChemGPS, como tal, no es adecuado para los
productos naturales, y el sistema de ChemGPS se ampli6 a ChemGPS-NP, donde NP (del
inglés, Natural products) hace referencia a la inclusion de los productos naturales al sistema
[42-44].

Con el fin de realizar el analisis de los componentes principales de los compuestos utilizamos
el ChemGPS-NP para compuestos naturales y para los farmacos actualmente comercializados
en las enfermedades de Chagas, Malaria y Leishmaniasis (mencionados en el Capitulo I). Los
tres componentes principales se representan en las Figuras 12-15. El CPI1 representa el

tamafio, la forma y la polarizabilidad, el CP2 expresa las propiedades aromaticas y de
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conjugacion, y el CP3 describe la lipofilia, la polaridad y la capacidad de establecer enlace

puente de hidrogeno [42].

En la Figura 12 se puede observar, que tanto los compuestos de partida como los derivados
disefiados son principalmente moléculas de bajo tamafio (descritas por CP1). Los derivados
de Timol y Eugenol, a diferencia de los derivados del Mentol, contienen una proporcion
importante de compuestos aromaticos (descritos por CP2). En cuanto a la polaridad,
observamos que todos los derivados disefiados muestran una gama mas amplia de
polaridades, siendo moléculas més lipofilicas (situadas en la direccion positiva de CP3), que

los compuestos de partida (situadas en la direccion negativa de CP3).
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Figura 12. Grafico 3D del espacio quimico del Mentol y 1a-i (rojo); Timol y 2a-i (azul);
Eugenol y 3a-i (verde).

Analizamos el espacio quimico y calculamos la distancia euclidea de los compuestos de
partida y los derivados disefiados con respecto a los fArmacos actuales y los nuevos farmacos
que estan en estudio avanzado para el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Figura
13A-B), Leishmaniasis (Figura 14A-B) y Malaria (Figura 15A-B). Todas las estructuras
quimicas de los farmacos que se describen a continuacion han sido mencionadas en el
Capitulo 1. Para la interpretacion de los graficos de distancia euclidea (Figuras B), se
establece que mientras menor sea el valor de distancia euclidea mayor similitud estructural

hay entre los compuestos evaluados (ver métodos).
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2.3.3.1. Analisis del espacio quimico para compuestos con actividad antiparasitaria

En relacion a los compuestos con actividad tripanocida, observamos en la Figura 13A que
tanto el Benznidazol (BNZ), el Nifurtimox (NX) como el Fexinidazol (FX) se encuentran
concentrados en una zona estrecha del espacio fisicoquimico cercano al Mentol, Timol y
Eugenol. El Mentol y sus derivados se hallan méas alejados espacialmente del BNZ, NX y FX
debido a la carencia de aromaticidad en sus estructuras (situadas en la direccion negativa de
CP2). En cuanto al Posaconazol y Ravuconazol identificamos que comparten las propiedades
lipofilicas con los derivados disefiados (situadas en la direccion positiva de CP3), contrario a

los compuestos de partida.

En la Figura 13B se reporta que el BNZ, NX y FX poseen una distancia euclidea menor con
respecto a los compuestos de partida y derivados en comparaciéon al Posaconazol y
Ravuconazol. Destacamos que el BNZ, NX y FX se posicionan mas cerca a los derivados de
cadena corta del Timol (2a-d) y Eugenol (3a-d), y a medida que la lipofilicidad de los
derivados aumenta la distancia euclidea aumenta. Por consiguiente, predecimos que el
Mentol, Timol y Eugenol y sus derivados podrian presentar una actividad biologica frente a
Trypanosoma spp., mas similar a los farmacos BNZ, NX y FX que Posaconazol y
Ravuconazol. Lo anterior se debe fundamentalmente al principio de similitud, el cual plantea

que moléculas con estructuras similares tienden a exhibir propiedades similares [46].
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Figura 13. A. Grafico 3D del espacio quimico del Mentol y 1a-i (rojo), Timol y 2a-i (azul) y Eugenol y 3a-i (verde), con respecto a los fArmacos
actuales y los nuevos farmacos que estan en estudio avanzado para el tratamiento de la enfermedad de Chagas: Nifurtimox (amarillo),
Benznidazol (marron), Posaconazol (negro), Ravuconazol (cyan) y Fexinidazol (gris). B. Distancia euclidea de los compuestos de partida y los
derivados disefados frente a los tratamientos farmacologicos actuales para la enfermedad de Chagas.
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En relacion a los farmacos utilizados en el tratamiento de la Leishmaniasis, en la Figura 14A
observamos que la Miltefosina se encuentra cerca dentro del espacio quimico definido para
nuestros compuestos de partida y los derivados disefiados. Si bien la Anfotericina B se
encuentra cercana a nuestros derivados mas lipofilicos (situadas en la direccion positiva de
CP3), la misma posee un gran tamafio molecular (en relacion con CP1) y propiedades
aromaticas (en relacion a CP2) mayor que los compuestos de partida y los derivados

disefiados.

Lo mencionado anteriormente se identifica con mayor claridad en la Figura 14B, en la cual la
Anfotericina B por mas que presente una lipofilicidad similar a los derivados disefiados
difiere en los otros tres componentes, esto da como resultado una distancia euclidea alta. En
esta figura también detallamos que la Miltefosina tiene una similitud estructural mayor con
los derivados del Mentol (1a-i). A su vez, en este grafico se visualiza que a medida que se
aumenta la lipofilicidad en cada serie de los derivados la similitud estructural con la

Miltefosina es mayor.
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Figura 14. A. Grafico 3D del espacio quimico del Mentol y 1a-i (rojo), Timol y 2a-i (azul) y Eugenol y 3a-i (verde), con respecto a los farmacos
actuales y los nuevos farmacos que estan en estudio avanzado para el tratamiento de la Leishmaniasis: Miltefosina (amarillo), Anfotericina B
(negro), Antimoniato de meglumina (cyan), Paromomicina (marrén) y Estiboglucanato de sodio (gris). B. Distancia euclidea de los compuestos
de partida y los derivados disefiados frente a los tratamientos farmacoldgicos actuales para la Leishmaniasis.
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Con respecto al andlisis del espacio quimico para los farmacos utilizados en Malaria (Figura
I15A) la mayoria de los fdrmacos se encuentran dentro de un espacio cercano a los
compuestos de partida y derivados disefiados, a excepcion de la Doxiciclina que posee un

tamafio molecular mayor que los demas compuestos (situada en la direccion positiva de CP1).

En la Figura 15B diferenciamos que la Artemisina es el farmaco que posee la menor distancia
euclidea con respecto al Mentol y sus derivados, en particular presenta mayor similitud con
los derivados de cadena corta (1a-d). Este comportamiento se debe a que la Artemisina es
una lactona sesquiterpénica, estructura quimica que no presenta aromaticidad al igual que la
serie de Mentol. Es de destacar que la Artemisina es un compuesto natural que se aisla de la
planta Artemisia annua [46]. En cuanto a la serie de Timol y Eugenol se identifica a la

Cloroquina y Primaquina como los fairmacos con mayor similitud estructural.

Con respecto a la Cloroquina, la distancia euclidea de todos los derivados es menor que al
compuesto de partida, es decir los derivados de Timol y Eugenol son estructuralmente mas
similares que los compuestos de partida. Por otro lado, con la Primaquina observamos que a
medida que los derivados poseen propiedades lipofilicas mayores la distancia euclidea es

mayor.
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Figura 15. A. Grafico 3D del espacio quimico del Mentol y 1a-1i (rojo), Timol y 2a-2i (azul) y Eugenol y 3a-3i (verde), con respecto a los

farmacos actuales y los nuevos fAdrmacos que estan en estudio avanzado para el tratamiento de la Malaria: Artemisina (marrén), Atovaquona

(cyan), Cloroquina (amarillo), Doxiciclina (lila), Mefloquina (gris), Primaquina (negro) y Proguanil (magenta). B. Distancia euclidea de los
compuestos de partida y los derivados disenados frente a los tratamientos farmacologicos actuales para la Malaria.



2.4. Discusion y conclusiones parciales

Debido a las particularidades y ventajas de los productos naturales que se describieron en el
Capitulo I, en este Capitulo disehamos prodrogas del Mentol (1a-i), Timol (2a-i) y Eugenol
(3a-i) utilizando como complemento molecular alcoholes alifaticos de diferentes longitudes
de la cadena alifatica a través de una union carbonato en el grupo hidroxilo del C-1 de los
compuestos de partida. De esta manera, obtuvimos tres series homologas de derivados con la
finalidad de aumentar la actividad antiparasitaria a través de la modificacion de propiedades

fisicoquimicas.

Utilizamos varias herramientas quimioinformaticas para investigar las propiedades
fisicoquimicas, la similitud molecular y la diversidad quimica de los compuestos de partida y

de los derivados diseniados.

La prediccion de la biodisponibilidad oral para las moléculas disefiadas es un pardmetro muy
importante, ya que al buscar disenar nuevas entidades quimicas que sean activas para EIDs,
resulta relevante poder disefiar moléculas que puedan en un futuro ser desarrolladas para una
administracion oral debido a que, como se menciond en el Capitulo I, estas enfermedades
tienen alta incidencia y prevalencia en paises subdesarrollados donde la adhesion de un
tratamiento farmacologico, que no sea por via oral, es reducida generando diferentes

dificultades, como por ejemplo la aparicion de resistencia farmacologica.

La administracion de farmacos por via oral en estas enfermedades es la mas conveniente, ya
que en general es la via de administracion mas segura, la menos costosa, no se necesita de
insumos ni de un gran nimero de profesionales calificados para la administracion, como asi
también su distribucion y almacenamiento son mas sencillos. Debido a lo mencionado, el
andlisis de la regla de Lipinski y sus extensiones fue un filtro de alta relevancia en el cual nos
permitio concluir que todos los compuestos disefiados cumplen con las reglas de Lipinski y

retnen todas las propiedades fisicoquimicas de farmacos del tipo “drug-likeness”.

La visualizacion del espacio quimico, junto con el andlisis de la distribucion de los
descriptores, permitidé caracterizar la diversidad quimica de las tres series de prodrogas
disefiadas. De esta manera, identificamos que los derivados se concentran en una zona del
espacio fisicoquimico cercano al menos a un fairmaco que actualmente se utiliza para la

enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Malaria, prediciendo asi una posible actividad
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bioldgica exitosa basandonos en la hipotesis de que moléculas similares tienen una actividad
bioldgica similar [45, 47]. En consecuencia, se decididé avanzar en las siguientes etapas de

sintesis y evaluacion de la actividad biologica.
2.5. Seccion experimental

2.5.1. Filtros “drug-likeness”

Para determinar los pardmetros fisicoquimicos y evaluar la reglas Lipinski, como asi también
sus extensiones (peso molecular, lipofilicidad, donantes de enlaces de hidrogeno, aceptores
de enlaces de hidrogeno, enlaces rotables y area de superficie polar topografica) se utilizo el

programa SwissADME [48].

2.5.2. Analisis del espacio quimico

El espacio quimico se estudi6 mediante la herramienta de navegacion del espacio quimico
basada en el analisis de componentes principales ChemGPS y ChemGPS-NP [42-44], que
esta disponible en linea de forma gratuita (http://www.chemgps.bmc.uu.se/). Este anélisis se
realiza a partir de descriptores 2D que describen las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos y se calculan a partir de los SMILES. Las notaciones de SMILES se obtuvieron a
través del software ChemSketch v.12.01 (Advanced Chemistry Development Inc., ACD
Laboratories, 2010) con licencia académica (Tabla 3). La visualizacion del espacio quimico
se realizd en un espacio tridimensional, y los graficos se construyeron utilizando la libreria de

MATLAB de python3.

Para identificar la similitud estructural entre los compuestos de partida y los derivados
disenados frente a los tratamientos existentes para las enfermedades en estudio se calcularon
las distancias euclidianas, deducidas a partir del teorema de Pitdgoras. Se calcularon entre los
puntos P =(pl, p2, p3) y Q = (ql, g2, g3) en el espacio euclidiano de tres dimensiones
(PCAs) proporcionado por las coordenadas ChemGPS y ChemGPS-NP de acuerdo a la

ecuacion 1.

dE(P,0) = (1 — q1)° + (2 — q2)° + (3 + q3)% ec. 1
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Tabla 3. SMILES de los compuestos analizados

Serie del Mentol

Mentol C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](0)C1
1a C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(0C)=0)C1

1b C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCC)=0)C1

Ic C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCC)=0)C1

1d C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OC(C)C)=0)C1

le C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCCC)=0)C1

1f C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCCCC)=0)C1

1g C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCCCCC)=0)C1
1h C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCCCCCC)=0)C1

1i

C[C@H]1CC[C@H](C(C)C)[C@@H](OC(OCCCCCCCC)=0)C1

Serie del Timol

Timol CC1=CC=C(C(C)C)C(0)=Cl1
2a CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OC)=0)=C1

2b CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCC)=0)=C1

2¢ CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCCC)=0)=C1

2d CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OC(C)C)=0)=Cl1

2e CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCCCC)=0)=Cl

2f CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCCCCC)=0)=C1

2g CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCCCCCC)=0)=C1
2h CC1=CC=C(C(C)C)C(OC(OCCCCCCC)=0)=Cl

2i

CCI=CC=C(C(C)O)c(0oc(occeeecece)=0)=C1

Serie del Eugenol

Eugenol

OC1=CC=C(CC=C)C=C10C

3a

C=CCC1=CC=C(OC(OC)=0)C(OC)=C1
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3b C=CCC1=CC=C(OC(OCC)=0)C(OC)=Cl1
3¢ C=CCC1=CC=C(OC(OCCC)=0)C(0C)=C1

3d C=CCC1=CC=C(OC(OC(C)C)=0)C(OC)=C1

3e C=CCC1=CC=C(OC(OCCCC)=0)C(OC)=C1

3f C=CCC1=CC=C(OC(OCCCCC)=0)C(0C)=C1

3g C=CCC1=CC=C(OC(OCCCCCC)=0)C(OC)=C]
3h C=CCC1=CC=C(OC(OCCCCCCC)=0)C(0C)=C1

3i

C=CCC1=CC=C(OC(OCCCCCCCC)=0)C(OC)=C1

Farmacos actuales para el tratamiento de la enfermedad de Chagas

Nifurtimox CC1CS(=0)(=0)CCNIN=CC2=CC=C(02)[N+](=0)[O-]

Benznidazol C1=CC=C(C=C1)CNC(=0)CN2C=CN=C2[N+](=0)[O-]

Posaconazol CCC(C(C)O)N1C(=0)N(C=N1)C2=CC=C(C=C2)N3CCN(CC3)C4
=CC=C(C=C4)0CC5CC(0C5)(CN6C=NC=N6)C7=C(C=C(C=C7)
F)F

Ravuconazol CC(C1=NC(=CS1)C2=CC=C(C=C2)C#N)C(CN3C=NC=N3)(C4=C

(C=C(C=C4)F)F)O

Fexinidazol

CN1C(=CN=C1COC2=CC=C(C=C2)SC)[N+](=0)[O-]

Farmacos actuales para el tratamiento de Leishmaniasis

Estibogluconato de
sodio

C(C(C1C(C(O[Sb](=0)(01)0[Sb]2(=0)OC(C(C(02)C(=0)[0-])O)
C(CO)0)C(=0)[0-])0)0)0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.[Na+].[Na+].[Na+
]

Antimoniato de
meglumina

C(C(C1C(C(O[Sb](=0)(01)0[Sb]2(=0)OC(C(C(02)C(=0)[O-])O)
C(CO)0)C(=0)[0-])0)0)0.0.0.0.0.0.0.0.0.0.[Na+].[Na+].[Na+
]

Anfotericina B

CC1C=CC=CC=CC=CC=CC=CC=CC(CC2C(C(CC(02)(CC(CC(C
(CCC(CC(CC(=0)OC(C(C10)C)C)0)0)0)0)0)0)0)C(=0)0)0C3
C(C(C(C(03)C)O)N)O

Paromomicina C1C(C(C(C(CIN)OC2C(C(C(C(02)CO)0)0)N)OC3IC(C(C(03)CO
)JOC4C(C(C(C(04)CN)O)O)N)O)OIN
Miltefosina CCCCCCCCCCCCCCCCOP(=0)([0-])OCCIN+](C)(C)C

Féarmacos actuales para el tratamiento de Malaria
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Cloroquina CCN(CC)CCCC(C)NC1=C2C=CC(=CC2=NC=C1)Cl

Artemisina CC1C2C(CC3(C=CC(=0)C(=C3C20C1=0)C)C)O

Primaquina CC(CCCN)NC1=C2C(=CC(=C1)0C)C=CC=N2

Atovaquona C1CC(CCC1C2=CC=C(C=C2)C1)C3=C(C4=CC=CC=C4C(=0)C3=
0)0

Mefloquina C1CCNC(C1)C(C2=CC(=NC3=C2C=CC=C3C(F)(F)F)C(F)(F)F)O

Proguanil CC(C)N=C(N)N=C(N)NC1=CC=C(C=C1)Cl

Doxiciclina CC1C2C(C3C(C(=0)C(=C(C3(C(=0)C2=C(C4=C1C=CC=C40)0)
0)0)C(=0)N)N(C)C)O
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CAPITULO 1V
Sintesis y elucidacion estructural de nuevos

derivados del Mentol, Timol y Eugenol

3.1. Consideraciones generales

El descubrimiento de farmacos ha utilizado y utiliza tanto las fuentes de productos naturales
como la sintesis organica para proporcionar moléculas candidatas para su posterior
optimizacion. La produccion de estas nuevas moléculas de manera eficiente en cuanto a
tiempo, calidad y costos se ha convertido en una de las tareas mas importantes de las ciencias

quimicas [1].

La sintesis organica es una herramienta clave para la transformacion de compuestos naturales
bioactivos en derivados con propiedades mas parecidas a los farmacos (“drug-likeness”) [2].
Se han desarrollado muchos enfoques sintéticos novedosos para aumentar la diversidad
estructural; en otras palabras, para ampliar el espacio quimico de las moléculas investigadas,
como asi también, diferentes estrategias sintéticas novedosas en un esfuerzo por obtener

compuestos potenciales con valor medicinal [3, 4].

En una revision bibliografica de modificaciones estructurales realizadas en los monoterpenos
como los son el Mentol, Timol y Eugenol, mayoritariamente se destacan sustituciones en el
grupo hidroxilo (Gnico grupo funcional) con la finalidad de obtener amidas, ésteres,
carbamatos, oxipropanolaminas, sulfamatos, entre otros [5-11]. En menor medida, se
identificaron modificaciones estructurales en el nticleo y en las cadenas carbonadas [12, 13].
Principalmente, todas estas modificaciones estructurales se realizaron con motivo de

aumentar la selectividad y potencia frente a las diversas actividades biologicas ensayadas.
3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo general

Sintetizar los nuevos compuestos 1a-i, 2a-i y 3a-i disefiados en el Capitulo III a través de una
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metodologia de sintesis sencilla que conlleve a buenos rendimientos y realizar una
elucidacion estructural completa utilizando técnicas espectroscopicas ampliamente aceptadas

para la identificacion y determinacion de la estructura quimica.

3.2.2. Objetivos especificos

e Sintetizar los nuevos derivados 1a-i, 2a-i y 3a-i mediante una sustitucion nucleofilica.

e C(Caracterizar a los compuestos a través de Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV).

e (aracterizar a los compuestos a través de Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (FTIR).

e Caracterizar a los compuestos a través de Resonancia Magnética Nuclear de Protones
(RMN-'H), Resonancia Magnética de Carbono (RMN-2C), y técnicas
bidimensionales como COSY (del inglés, Correlations Spectroscopy), HSQC (del
inglés, Heteronuclear Single Quantum Coherence) y HMBC (del inglés,
Heteronuclear Multiple Bond Correlation).

e C(aracterizar a los compuestos a través de Espectroscopia de Masas de Alta

Resolucion (HRMS).
3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Sintesis de carbonatos de Mentol, Timol y Eugenol

Para la union de moléculas a través del grupo hidroxilo en la posicion 1° del Mentol, Timol y
Eugenol, propusimos la formacion de un intermediario de reaccion que nos diera la

posibilidad de sintetizar los nuevos derivados propuestos.

Para la obtencion de amidas, ésteres, ureas, carbamatos y carbonatos se usan comunmente
como intermediarios cloruros de carbonilo, tales como fosgeno (COCIl,), cloroformiatos
(CICO,R), cloruros de acido (RCOCI) y cloruros de carbamoilo (R,NCOCI). Los mismos
presentan ciertas desventajas: elevada toxicidad, inestabilidad hidrolitica y dificultad para su
aislamiento, motivo por el cual se ha seleccionado como alternativa de sintesis, el empleo de
“azolidas”. Este término se refiere a las amidas heterociclicas cuyo atomo de nitrogeno forma
parte de un anillo de cinco miembros cuasiaromatico, y cuyo anillo contiene al menos dos
atomos de nitrogeno. A diferencia del resto de las amidas, el elevado grado de reactividad de
las azoélidas frente a las reacciones nucleofilicas es ciertamente sorprendente, siendo similar

al que presentan los halogenuros de acilo y los anhidridos [14].
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Dentro del grupo de estas azolidas, el 1°,1°-carbonildiimidazol (CDI) es un reactivo
ampliamente utilizado en la sintesis de pequefias moléculas, especialmente en la quimica
medicinal [15-20]. Desde su primera sintesis en 1957 [14, 21], el CDI se ha utilizado para
diversas aplicaciones en sintesis organica. Debido a su naturaleza electrofilica, se ha utilizado
para reaccionar principalmente con acidos carboxilicos, alcoholes y aminas [22]. La
seguridad de sus productos secundarios, a saber, el imidazol y el diéxido de carbono, es de
especial interés en una época en la que el impacto medioambiental es cada vez mas

importante [23].

De esta manera, cuando CDI reacciona con el grupo hidroxilo del Mentol, Timol y Eugenol,
se forma un intermediario (Mentol-CI, Timol-CI y Eugenol-CI, respectivamente), cuyo grupo
carbonilo es muy susceptible al ataque nucleofilico de alcoholes primarios, obteniéndose asi

los 1-carbonatos de Mentol, Timol y Eugenol.

En la primera etapa, el grupo hidroxilo del monoterpeno reacciona cuantitativamente con
CDI, dando un carbamato como producto intermediario. Posteriormente, en una segunda
etapa, por adicion de los alcoholes seleccionados (metanol, etanol, 1-propanol, isopropanol,
I-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol y 1-octanol) se forman los correspondientes

carbonatos (Figura 16, 17 y 18).
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O)kN/\ . )J\ P
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Figura 16. Reaccion general para la formacion de carbonatos de Mentol.
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Figura 17. Reaccion general para la formacion de carbonatos de Timol.
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Figura 18. Reaccion general para la formacion de carbonatos de Eugenol.

Estudiamos diferentes condiciones de reaccion, encontrandose que los mejores rendimientos
se obtuvieron disolviendo los monoterpenos en diclorometano (CH,Cl,) en exceso, bajo
atmosfera de N,, a temperatura ambiente y con agitacion, previo al agregado de CDI [24-26].
Se utiliz6 una relacion CDI:monoterpeno de 1:1,2 para evitar la formacion del carbonato por

union de dos moléculas de monoterpeno.
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Luego de confirmar por Cromatografia en Capa Fina (CCF) la desaparicion total del
monoterpeno, se agrega in situ el alcohol correspondiente, manteniendo las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Al cabo de varias horas (dependiendo del alcohol

utilizado) observamos la formacion de los nuevos derivados.

Para la purificaciéon de los compuestos realizamos el siguiente procedimiento, al crudo de
reaccion le realizamos extracciones sucesivas con diclorometano/agua (CH,Cl,/H,0), con el
fin de separar el exceso de CDI sin reaccionar, obteniéndose los compuestos sintetizados en
la fase orgénica. Posteriormente, la fase orgénica se sec6 sobre Na,SO,, se filtr6 y el solvente
se evapord empleando un evaporador rotatorio dando como resultado el compuesto puro en
forma de aceite en todos los casos. Los rendimientos de las reacciones luego de la

purificacion oscilaron entre 81%-89% (ver métodos).

3.3.2. Determinacion de la estructura quimica

Los nuevos derivados sintetizados (Figuras 19-21) los caracterizamos utilizando diversas
técnicas espectroscopicas ampliamente aceptadas para la identificacion y determinacion de la
estructura quimica. Entre ellas podemos mencionar a la Resonancia Magnética Nuclear de
Protones (RMN-'H), Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN-C) con sus
variantes mono y bidimensionales, Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR), Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS) y Espectroscopia
Ultravioleta-Visible (UV). A través de estas técnicas demostramos que todos los compuestos
estudiados respondieron correctamente a la estructura propuesta. Los espectros obtenidos de

cada compuesto que a continuacion se detallan, se muestran en el Anexo I, II y III.
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Figura 20. Timol y compuestos 2a-i.
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Figura 21. Eugenol y compuestos 3a-i.

3.3.2.1. Resonancia Magnética Nuclear de Protones

En la seccion 3.5.3 de este Capitulo se muestran los corrimientos quimicos correspondientes
a los espectros de RMN-"H de los compuestos de partida y los nuevos derivados 1a-i, 2a-i y
3a-i. Para asignar las sefiales observadas en los espectros de los derivados comparamos con
las del compuesto de partida, CDI y alcoholes correspondientes en cada caso, ajustandose las
mismas a las estructuras propuestas. Identificamos en cada caso, las sefiales caracteristicas
tanto de los compuestos de partida como de los nuevos derivados. Debido a que la sustitucion
se realiza en el grupo -OH de cada compuestos de partida, observamos que el proton H-1 del
Mentol posee un corrimiento de 3,4 ppm mientras que en los derivados 1a-i esta sefial se
observa a campos mas bajos (4,8 ppm). Debido a que el Timol y Eugenol estructuralmente
poseen un anillo aromadtico, este corrimiento a campos bajos se observa en el H-6. Una
evidencia importante relacionada con la estructura de estos nuevos compuestos son las

sefiales caracteristicas de los alcoholes alifaticos.

En los espectros de los derivados, se destacan las sefiales correspondientes a las cadenas
alifaticas de los alcoholes seleccionados, los cuales aparecen en 0,7 y 0,9 ppm, a excepcion
de los derivados con metanol (1a, 2a y 3a) que se reportan a =3,5-4,0 ppm y etanol (1b, 2b y

3b) en ~1,3-2,0 ppm. Esto tltimo se debe al efecto de desapantallamiento que ejerce el grupo
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funcional en la posicion del C-11.

3.3.2.2. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono

En la seccion 3.5.3 de este Capitulo se muestran los corrimientos quimicos correspondientes
a los espectros de RMN-"C de los compuestos de partida y los nuevos derivados 1a-i, 2a-i y
3a-i. El C-1 de los derivados mostrd diferencias en los corrimientos quimicos con respecto al
C-1 de los compuestos de partida, por efecto de los grupos sustituyentes en el oxigeno. La
senal caracteristica mas significativa es la sefial correspondiente al carbono del carbonato
(C-11) con un corrimiento de 148-154 ppm. La aparicion de esta sefial que corresponde al
grupo carbonato, ausente en los compuestos de partida, confirma la obtencion de los nuevos

compuestos.

Los espectros bidimensionales COSY (‘H-'H) permitieron correlacionar los protones vecinos
de cada una de las moléculas, mientras que los espectros bidimensionales, HSQC y HMBC
(*C-"H) permitieron correlacionar cada proton de la molécula con su correspondiente

carbono.

3.3.2.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La FTIR tiene utilidad como método de asignacion de estructuras en nuevos compuestos, ya
que permite relacionar las frecuencias de ciertas bandas de absorcion con la presencia de
determinados enlaces o grupos funcionales en la molécula. En el espectro de absorcion del
Mentol, Timol y Eugenol se observan las sefales de los grupos -OH las cuales aparecen en la
region comprendida entre 3175-3510 cm™. La identificacion de las bandas de absorcion de
los derivados 1a-i, 2a-i y 3a-i se baso en la comparacion de los infrarrojos de los nuevos
derivados con los compuestos de partida y alcoholes correspondientes. Los datos espectrales
FTIR mostraron la banda caracteristica del estiramiento OC(O)O en el rango de 1760 a 1778
cm’ y la desaparicion de la banda correspondiente al grupo hidroxilo presente en los
compuestos de partida. Ambas caracteristicas confirman inequivocamente la formacion de

carbonatos.

3.3.2.4. Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV)

Tanto el Mentol como sus derivados no se midieron por esta técnica debido a la ausencia de
un grupo cromodforo. Las curvas espectrales de los derivados 2a-i y 3a-i y de sus compuestos

de partida presentaron las mismas bandas de absorcion debido a que la sustitucion quimica
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realizada en los compuestos de partida no produce un cambio estructural en el grupo

cromoforo.

De esta manera, tanto en el espectro UV del Timol como en el de los derivados 2a-i se
pueden apreciar dos bandas de absorcion de diferentes intensidades, situandose los maximos
de longitud de onda de 213 y 277 nm (Figura 22-A). En cuanto al Eugenol y los derivados
3a-i se observan tres bandas de absorcion de diferentes intensidades en 213, 230 y 282 nm

(Figura 22-B).
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Figura 22. Espectros UV. A. Timol y derivados. B. Eugenol y derivados.
3.3.2.5. Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS)

En la seccion 3.5.3 de este Capitulo se muestra el i6n molecular o 16n molecular positivo
(+Na) de cada derivado sintetizado. Esta técnica permiti6 determinar la masa exacta de cada
compuesto disefiado y sintetizado con la finalidad de asegurar la completa elucidacion de los

derivados del Mentol y Eugenol.

3.4. Conclusiones parciales

En este Capitulo se presentd la metodologia utilizada para la sintesis de nuevos compuestos
del Mentol, Timol y Eugenol con metanol, etanol, 1-propanol, isopropanol, 1-butanol,
I-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol y 1-octanol. Se sintetizaron 27 nuevos carbonatos: 1a-i,
2a-i y 3a-i a través de una metodologia de sintesis sencilla y econdmica, con Optimos
rendimientos. Los derivados obtenidos fueron caracterizados inequivocamente por técnicas

de RMN, FTIR, HRMS y UV.
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3.5. Seccion experimental

3.5.1. Materiales y equipos

Todos los productos quimicos, reactivos y solventes utilizados son de grado analitico. El
Mentol (1, pureza 99%, Sigma-Aldrich), Timol (2, pureza 99%, Sigma-Aldrich), Eugenol (3,
pureza 99%, Sigma-Aldrich) y el 1,1’-carbonildiimidazol (CDI, pureza >97%,
Sigma-Aldrich) se utilizaron sin purificar. El diclorometano (CH,Cl,) se destild y se secod
sobre tamices moleculares de 4 A. Todos los reactivos solidos se secaron durante varias horas
a alto vacio. La CCF se realiz6 en placas de gel de silice Merck Sil G/UV254 con indicadores
fluorescentes. Las placas cromatograficas se observaron con luz UV a 254 nm. Para el
Mentol y sus derivados (1a-i) se utiliz6 como revelador al p-anisaldehido en el seguimiento

de la reaccion por CCF.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN-'"H y RMN-"*C) se registraron en un
espectrometro Bruker Advance II 400 (400 MHz) usando cloroformo deuterado como
solvente. Los corrimientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm). Las
abreviaturas de los patrones de division son las siguientes: s=singlete, d=doblete, t=triplete y
m=miltiple. Todos los espectros de RMN-"C fueron desacoplados por protones. Se
realizaron también espectros de correlacion bidimensionales COSY ('H-'H), HSQC y HMBC
("*C-"H). Los espectros de UV se realizaron en un espectrofotdmetro Analytik Jena Modelo
Specord S600 (N° de serie: 212C348) empleando una celda de cuarzo de 1 cm de longitud.
Los espectro FTIR se realizaron en un espectrofotometro FTIR Agilent Cary 630. Las
mediciones de HRMS se realizaron en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo

micrOTOF QII (QTOF; Bruker Daltonics).

3.5.2. Método general de sintesis

A una solucion de Mentol (1), Timol (2) o Eugenol (3) (1 equivalente) se afiadio
1,1’-carbonildiimidazol (CDI, 1,2 equivalente) bajo agitacion magnética a temperatura
ambiente y bajo la corriente de N, en diclorometano (CH,Cl,). El progreso de la reaccion se
sigui6 mediante CCF, utilizando como sistema de solvente hexano:acetato de etilo (6:4). Una
vez que 1, 2 o 3 se convierte cuantitativamente en el intermediario Mentol-CI, Timol-CI o
Eugenol-CI (respectivamente), se agreg6 in situ el alcohol correspondiente (3 equivalente)

manteniendo las condiciones de reaccidn anteriormente mencionadas. El curso de la reaccion
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se monitorea por CCF, utilizando el sistema de solventes antes mencionado. Al cabo de 3 h se
observd una conversion total del intermediario, forméndose el correspondiente carbonato. Se
realizaron extracciones con agua (3x20 mL), la fase orgénica se sec6 sobre Na,SO,, se filtro y

el solvente se evapord empleando un evaporador rotatorio [15].
3.5.3. Caracterizacion de los nuevos derivados.

2-isopropil-5-metilciclohexanol (Mentol, 1).

10
CH;

HyC CH
38 93

RMN-'H (400 MHz, CHCL,) § (ppm): 3,40 (m, 1H, H-1), 2,6 (m, 1H, H-7), 1,97-1,10 (m,
9H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7), 0,9-0,8 (m, 9H, H-8, H-9, H-10). RMN-"C (101 MHz,
CHCL) 6 (ppm): 71,6 (C-1), 50,2 (C-2), 45,1 (C-6), 34,5 (C-4), 31,6 (C-5), 25,8 (C-7), 23,2
(C-3), 22,2 (C-10), 21,0 (C-9), 16,1 (C-8). IR-FTIR (cm™): 32453 (OH). HRMS m/z
calculado para C,,H,,0 [M-H]+ 156,1514, hallado: 156,1655.

Metil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1a).

10
CH,

Rendimiento: 85%. RMN-"H (400 MHz, CHCL,) & (ppm): 4,85 (m, 1H, H-1), 4,13 (s, 3H,
H-17), 2,13-1,20 (m, 9H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7), 0,91-0,76 (m, 9H, H-8, H-9, H-10).
RMN-"C (101 MHz, CHCL,) & (ppm): 148,8 (C-11), 91,4 (C-1), 54,6 (C-1°), 47,0 (C-2),
44,4 (C-6), 33,6 (C-4), 31,6 (C-5), 26,5 (C-7), 23,5 (C-3), 21,7 (C-10), 20,9 (C-9), 16,3 (C-8).
IR-FTIR (cm™): 1753,0 (OC(O)O). HRMS (m/z) calculado para C,,H,,0; [M-H]+
215,1568, hallado: 215,1424.
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Etil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1b).

Rendimiento: 86%. RMN-"H (400 MHz, CHCl,) 6 (ppm): 4,81 (m, 1H, H-1), 4,41 (m, 2H,
H-1°), 2,09-1,07 (m, 12H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2"), 0,87-0,72 (m, 9H, H-8, H-9,
H-10). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) é (ppm): 148.,6 (C-11), 79,3 (C-1), 64,3 (C-1"), 47,0
(C-2), 40,5 (C-6), 33,9 (C-4), 31,3 (C-5), 26,5 (C-7), 23,5 (C-3), 21,8 (C-10), 16,4 (C-8, C-9),
14,0 (C-2’). IR-FTIR (ecm™): 1752,00 (OC(O)O). HRMS (m/z) calculado para C;H,,0;
[M-Na]+ 251,1725 hallado: 251,1375.

Propil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1c).

Rendimiento: 83%. RMN-"H (400 MHz, CHCl,) é (ppm): 4,86 (m, 1H, H-1), 3,57 (m, 2H,
H-17), 2,14-1,12 (m, 11H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2"), 0,90-0,77 (m, 12H, H-8, H-9,
H-10, H-3"). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) 8 (ppm): 148,3 (C-11), 79,5 (C-1), 69,2 (C-17),
47,0 (C-2), 40,5 (C-6), 33,9 (C-4), 31,4 (C-5), 26,5 (C-7), 23,5 (C-3), 21,8 (C-10), 20,6
(C-2), 16,4 (C-8, C-9), 10,2 (C-3’). IR-FTIR (cm™): 1752,00 (OC(0)O). HRMS (m/z)
calculado para C,,H,,0; [M-H]+ 243,1881, hallado: 243,3623.
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Isopropil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1d).

Rendimiento: 85%. RMN-'H (400 MHz, CHCl;) & (ppm): 5,26 (m, 1H, H-1), 4,87 (m,
1H, H-1°), 1,89-1,50 (m, 15H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-3"), 0,93-0,78 (m, 9H,
H-8, H-9, H-10). RMN-"C (101 MHz, CHCL;) § (ppm): 148,3 (C-11), 73,2 (C-1, C-1"),
47,0 (C-2), 40,5 (C-6), 33,9 (C-4), 31,4 (C-5), 26,5 (C-7), 23,5 (C-3), 21,8 (C-10), 20,6 (C-2,
C-37), 16,4 (C-8, C-9). IR-FTIR (cm™): 1752,00 (OC(0)O). HRMS (m/z) calculado para
C4H»0; [M-H]+242,1881, hallado: 242,1954.

Butil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1e).

10
CH,

Rendimiento: 88%. RMN-"H (400 MHz, CHCI,) 6 (ppm): 4,82 (m, 1H, H-1), 3,33 (m, 2H,
H-1°), 2,11-1,18 (m, 13H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-3"), 0,87-0,74 (m, 12H,
H-8, H-9, H-10, H-3"). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) 6 (ppm): 148,2 (C-11), 79,4 (C-1),
71,0 (C-17), 47,0 (C-2), 40,5 (C-6), 33,9 (C-4), 31,4 (C-5), 29,7 (C-2°), 26,5 (C-7), 23,5
(C-3), 21,8 (C-10), 20,6 (C-8, C-9, C-3°), 16,4 (C-4). IR-FTIR (cm™): 1743,56 (OC(0)0).
HRMS (m/z) calculado para C,;H,30; [M-H]+ 257,2038, hallado: 257,3889.
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Pentil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1f).

10
CH,

Rendimiento: 84%. RMN-"H (400 MHz, CHCl,) é (ppm): 4,43 (m, 1H, H-1), 4,03 (m, 2H,
H-1°), 2,14-1,25 (m, 15H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-’3, H-4"), 0,82-0,73 (m,
12H, H-8, H-9, H-10, H-5"). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) & (ppm): 155,1 (C-11), 78,2
(C-1), 71,0 C-1"), 47,0 (C-2), 40,5 (C-6), 33,9 (C-4), 31,4 (C-5), 29,7 (C-2), 26,5 (C-7), 23,5
(C-3), 21,8 (C-10), 20,6 (C-8, C-9, C-3°), 16,4 (C-4’), 14,0 (C-5’). IR-FTIR (cm™): 1742,1
(OC(0)O). HRMS (m/z) calculado para C,¢H;,0; [M-H]+ 271,2194, hallado: 271,4156.

Hexil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1g).

10

Rendimiento: 83%. RMN-"H (400 MHz, CHCl,) é (ppm): 5,18 (m, 1H, H-1), 3,52 (m, 2H,
H-1%), 2,07-1,19 (m, 17H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-’3, H-4’, H-5"), 0,85-0,70
(m, 12H, H-8, H-9, H-10, H-6"). RMN-"C (101 MHz, CHCI,) & (ppm): 148,5 (C-11), 79,4
(C-1), 68,8 (C-1"), 46,9 (C-2), 40,5 (C-6), 33,8 (C-4), 31,5 (C-4’), 31,3 (C-5), 28,2 (C-2"),
25,5 (C-7), 25,2 (C-37), 23,4 (C-3), 22,5 (C-57), 21,7 (C-10), 20,4 (C-8, C-9), 16,3 (C-6’).
IR-FTIR (cm™): 1743,5 (OC(0)0). HRMS (m/z) calculado para C,;H;,O; [M-Na]+
307,2351, hallado: 307,2638.
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Heptil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1h).

10
CH,

Rendimiento: 86%. RMN-'H (400 MHz, CHCl,) 6 (ppm): 4,41 (m, 1H, H-1), 3,61 (t, J=6,7
Hz, 2H, H-1"), 1,56-1,28 (m, 19H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-’3, H-4’, H-5",
H-6), 0,96-0,81 (m, 12H, H-8, H-9, H-10, H-7"). RMN-"C (101 MHz, CHCI,) § (ppm):
148,6 (C-11), 79,4 (C-1), 68,5 (C-17), 47,0 (C-2), 40,5 (C-6), 34,0 (C-4), 32,7 (C-5’), 31,5
(C-5), 29,0 (C-27), 28,8 (C-4’), 26,5 (C-3°), 25,7 (C-7), 23,5 (C-3), 22,5 (C-6’), 21,8 (C-10),
20,5 (C-8, C-9), 16,3 (C-6"), 14,0 (C-7°). IR-FTIR (ecm™): 1758,0 (OC(0)O). HRMS (m/z)
calculado para C;3H;,0; [M-Na]+ 320,9507, hallado: 320,2341.

Octil(2-isopropil-5-metilciclohexanol)carbonato (1i).

Rendimiento: 83%. RMN-"H (400 MHz, CHCl;) é (ppm): 4,76 (m, 1H, H-1), 4,27 (m, 2H,
H-17), 2,04-1,14 (m, 21H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-2’, H-’3, H-4’, H-5’, H-6°, H-7’),
0,80-0,67 (m, 12H, H-8, H-9, H-10, H-8”). RMN-"C (101 MHz, CHCL,) & (ppm): 155,3
(C-11), 79,3 (C-1), 68,4 C-1"), 46,9 (C-2), 40,4 (C-6), 33,8 (C-4), 32,7 (C-6’), 31,4 (C-5),
28,9 (C-4), 28,3 (C-5"), 26,4 (C-3°), 25,7 (C-7), 23,4 (C-3), 22,4 (C-7"), 21,7 (C-10), 20,4
(C-8, C-9), 13,8 (C-8’). IR-FTIR (cm™): 1743,0 (OC(0)O). HRMS (m/z) calculado para
CoH30; [M-Na]+ 335,2664, hallado: 335,2549.
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2-isopropil-5-metilfenol (Timol, 2).

RMN-'H (400 MHz, CHCl;) 6 (ppm): 7,08 (d, J= 7,77 Hz, 1H, H-3), 6,70 (d, J=7,68 Hz,
1H, H-4), 6,57 (s, 1H, H-6), 3,16 (m, J= 13,76 Hz, 1H, H-7), 2,27 (s, 3H, H-10), 1,23 (d,
J=6,93 Hz, 6H, H-8, H-9).RMN-"C (101 MHz, CHCl;) & (ppm): 152,63 (C-1), 141,75
(C-5), 131,94 (C-2), 126,23 (C-3), 121,61 (C-4), 116,02 (C-17), 26,75(C-7), 22,65 (C-8,C-9),
20,82 (C-10). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 3175,84(OH).

Metil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2a).

10
CH,

g

& ]
3 - ﬂL .M"EH’
2 0 0

)

Rendimiento: 88%. RMN-'H (400 MHz, CHCI,) & (ppm): 7,61 (m, 1H, H-6), 7,05-6,74
(m, 2H, H-3, H-4), 3,31 (sept, J= 13,80 Hz, 4H, H-7, H-1°), 2,21 (s, 3H, H-10), 1,23 (d, J=
6,92 Hz, 6H, H-8, H-9). RMN-C (101 MHz, CHCl,) 5 (ppm): 154,1 (C-11), 147,0 (C-1),
137,5 (C-5), 136,9 (C-6), 132,4 (C-2), 126,1 (C-3), 121,7 (C-4), 54,8 (C-1°), 27,2 (C-7), 23,0
(C-8, C-9), 20,8 (C-10). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 1771,17(0C(0)O).
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Etil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2b).
10
CH4
5

J ]
E - JJ\ f’"’L““-. z
- 0 0 CH,

)

Rendimiento: 83%. RMN-'H (400 MHz, CHCL,)  (ppm): 7,68 (s, 1H, H-6), 7,14-7,11 (m,
2H, H-3, H-4), 4,38 (quat,, J= 13,8 Hz, 2H, H-1°), 3,36 (sept, J= 13,80 Hz, 1H, H-7), 2,28 (s,
3H, H-10), 1,29-1,27 (m, 9H, H-8, H-9, H-2"), RMN-1C (101MHz, CHCl,) & (ppm): 154,4
(C-11), 148,2 (C-1), 137,4 (C-5), 135,1 (C-6), 131,0 (C-2), 126,9 (C-3), 122,1 (C-4), 64,5
(C-17), 27,25 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 20,8 (C-10), 14,15 (C-2"). UV (CHOH)/nm max:
277,0. IR-FTIR (em™): 1765,72 (OC(O)O).

Propil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2c¢).

CH,
g

& 0
1 E)
3 1 /l\u\ MCH’
2 Q Q

7

Rendimiento: 89%. RMN-"H (400 MHz, CHCL;) é (ppm): 7,37 (s, 1H, H-6), 6,83-6,41 (m,
2H, H-3, H-4), 3,97 (t, J= 6,70 Hz, 2H, H-1"), 3,07 (sept, J=13,78 Hz, 1H, H-7), 1,97 (s, 3H,
H-10), 1,53 (m, 2H, H-2"),0,99-0,75 (d, J= 6,91 Hz, 9H, H-8,H-9, H-3"). RMN-"C (101
MHz,CHCL;) 6 (ppm): 154,21(C-11), 148,3 (C-1), 136,2 (C-5), 135,0 (C-6), 132,3 (C-2),
126,05 (C-3), 121,7 (C-4), 70,5 (C-1°), 26,5 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 22,8 (C-2"), 21,1 (C-10),
20,1 (C-3”). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 1769,57 (OC(0)0).
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Isopropil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2d).
10
CHy
5
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)

Rendimiento: 86%. RMN-"H (400 MHz, CHCL;) 6 (ppm): 7,69 (s, 1H, H-6), 7,11-7,09 (m,
2H, H-3, H-4), 6,72-6,70 (m, 1H, H-1"), 3,31 (sept, J= 13,79Hz, 1H, H-7), 2,25 (s, 3H, H-10),
1,26-1,24 (m, 12H, H-8, H-9, H-2’, H-3"). RMN-"C (101 MHz, CHCL;) § (ppm): 154,7
(C-11), 152,7 (C-1), 136,0 (C-5), 135,15 (C-6), 132,3 (C-2), 126,6 (C-3), 122,0 (C-4), 73,2
(C-17), 26,4 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 21,6 (C-2', C-3"), 20,7 (C-10). UV (CHOH)/nm max:
277,0. IR-FTIR (cm™): 1771,49 (OC(0)0O).

Butil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2e).

10
CH,

5
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2
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Rendimiento: 85%. RMN-'H (400 MHz, CHCL,) & (ppm): 7,70 (s, 1H, H-6), 7,12-6,67 (m,
2H, H-3, H-4), 4,19-4,13 (t, J= 6,64 Hz, 2H, H-1°), 3,27-3,24 (sept, J=13,81 Hz, 1H, H-7),
2,25 (s, 3H, H-10), 1,25 (m, 10H, H-8, H-9, H-2",H-3"), 0,94-0,91 (m, 3H, H-4"). RMN-3C
(101 MHz, CHCL) & (ppm): 154,45 (C-11), 153,05 (C-1), 136,15 (C-5), 135,0 (C-6), 132,4
(C-2), 126,0 (C-3), 121,7 (C-4), 68,5 (C-1°), 30,4 (C-2), 26,5 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 21,1
(C-10), 19,0 (C-3°), 13,6 (C-4’). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR(cm™): 1759,71
(0C(0)0).
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Pentil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2f).

10
CH,

g
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Rendimiento: 84%. RMN-'"H (400 MHz, CHCL,) 6 (ppm): 7,69 (s, 1H, H-6), 7,11 (m, 2H,
H-3, H-4), 4,12 (t, J= 6,72 Hz, 2H, H-1"), 3,29-3,26 (sept, J=13,72 Hz, 1H, H-7), 2,24 (s, 3H,
H-10), 1,67-1,65 (m, 2H, H-2"), 1,24 (m, 4H, H-3’, H-4"), 1,22 (d, J= 6,91 Hz, 6H, H-8, H-9),
0,92 (m, 3H, H-5"). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) 8 (ppm): 155,7 (C-11), 154,3 (C-1), 136,3
(C-5), 135,1 (C-6), 1324 (C-2), 126,15 (C-3), 121,9 (C-4), 68,25 (C-17), 28,5 (C-2°) 28,0
(C-3%), 26,6 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 22,4 (C-4"), 21,1 (C-10), 14,0 (C-5"). UV (CHOH)/nm
max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 1759,94 (OC(0)0).

Hexil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2g).

10
CH,

Rendimiento: 84%. RMN-"H (400 MHz,CHCl,) & (ppm): 7,70 (s, 1H, H-6), 7,11-6,67 (m,
2H, H-3, H-4), 4,13 (t, J= 6,72 Hz, 2H, H-1"), 3,27 (sept, J= 13,72 Hz, 1H, H-7), 2,25 (s, 3H,
H-10), 1,67 (m, 2H, H-2’), 1,38-1,23 (m, 12H, H-8, H-9, H3’, H-4’, H-5"), 0,89 (m, 3H,
H-6"). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) é (ppm): 155,6 (C-11), 153,6 (C-1), 136,3 (C-5), 135,0
(C-6), 132,0 (C-2), 126,1 (C-3), 120,8 (C-4), 68,1 (C-17), 31,4 (C-4'), 29,0 (C-2) 25,4 (C-3"),
26,6 (C-7), 22,8 (C-8, C-9), 21,0 (C-10), 16,1 (C-57), 14,0 (C-6"). UV (CHOH)/nm max:
277,0. IR-FTIR (ecm™): 1761,84 (OC(0)0O).
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Heptil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2h).

10
CH,
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Rendimiento: 85%. RMN-"H (400 MHz, CHCIL;) & (ppm): 7,69 (s, 1H, H-6), 7,12-6,68 (m,
2H, H-3, H-4), 4,13 (t, J=6,68 Hz, 2H, H-1"), 3,27 (sept, J=13,70 Hz, 1H, H-7), 2,25 (s, 3H,
H-10), 1,69-1,66 (m, 2H, H-2"), 1,25-1,23 (m, 14H, H-8, H9, H-3°, H-4’, H-5’, H-6"), 0,88
(m, 3H, H-7’), RMN-"C (101 MHz, CHCL,) § (ppm): 155,7 (C-11), 153,6 (C-1), 136,4
(C-5), 135,0 (C-6), 132,0 (C-2), 1262 (C-3), 121,1 (C-4), 68,3 (C-17), 32,0 (C-5"), 29,0
(C-4%), 28,8 (C-2°) 26,7 (C-37), 25,8 (C-7), 23,0 (C-8, C-9), 22,9 (C-6), 21,1 (C-10), 14,2
(C-7). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 1761,65 (OC(0)0O).

Octil(2-isopropil-5-metilfenil)carbonato (2i).
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5
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. 5 7
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Rendimiento: 86%. RMN-"H (400 MHz, CHCL;) é (ppm): 7,64 (s, 1H, H-6), 7,07-6,70 (m,
2H, H-3, H-4), 4,14 (t, J= 6,64 Hz, 2H, H-1"), 3,32 (sept, J= 13,60Hz, 1H, H-7), 2,24 (s, 3H,
H-10), 1,67 (m, 2H, H-2"), 1,53-1,21 (m, 16H, H-8, H-9, H-3’, H4’, H-5’, H-6’, H-7"), 0,89
(m, 3H, H-8’). RMN-"C (101 MHz, CHCL,) & (ppm): 155,6 (C-11), 154,1 (C-1), 136,2
(C-5), 135,0 (C-6), 132,3 (C-2), 126,1 (C-3), 121,7 (C-4), 68,2 (C-17), 31,8 (C-6"), 28,8
(C-27), 26,6 (C-7), 25,8 (C-3") 23,0 (C-8, C-9), 22,9 (C-4’, C-5%), 21,0 (C-10), 18,3 (C-7),
14,1 (C-8). UV (CHOH)/nm max: 277,0. IR-FTIR (cm™): 1742,1(0C(0O)0).
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4-Alil-2-metoxifenol (Eugenol, 3).

H2Cg\\

0
10
\‘CHg

RMN-'H (400 MHz, CHCl;) 8 (ppm): 7,05 (m, 1H, H-6), 6,90 (m, 2H, H-3, H-5), 6,16 (m,
1H, H-8), 5,27 (m, 2H, H-9), 4,07 (s, 3H, H-10), 3,54-3,52 (d, J=6,6 Hz, 2H, H-7). RMN-"*C
(101 MHz, CHCL;) é (ppm): 146,6 (C-2), 144,0 (C-1), 137,9 (C-8), 132,0 (C-4), 121,3
(C-5), 115,6 (C-9), 114,4 (C-6), 111,3 (C-3), 56,0 (C-10), 40,0 (C-7). UV (CHOH)/nm max:
282,0. IR-FTIR (cm™): 3511,4 (OH). HRMS (m/z) calculado para C,H,,0, [M-H]+
164,0837, hallado: 164,0765.

Metil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3a).

9
H,C T
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Rendimiento: 84%. RMN-'H (400 MHz, CHCL;) & (ppm): 7,14-7,08 (m, 2H, H-5, H-6),
6,87-6,80 (m, 1H, H-3), 5,94 (m, 1H, H-8), 5,10 (m, 2H, H-9), 3,83-3,80 (m, 6H, H-10,
H-17), 3,40 (m, 2H, H-7). RMN-"C (101 MHz, CHCL,) & (ppm): 150,7 (C-11), 147,3 (C-1),
146,9 (C-2), 137,0 (C-4, C-7), 120,8 (C-5), 115,0 (C-9), 113,0 (C-3, C-6), 55,8 (C-10, C-1").
UV (CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (¢cm™): 1773,7 (OC(0)0O). HRMS (m/z)
calculado para C,H,,0, [M-H]+ 222,0892, hallado: 222,0819.
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Etil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3b).

7 5
HECB'H.\H

0
2
o u’fﬁ“"‘t:H,

o
10
\"‘CH,

Rendimiento: 85%. RMN-'H (400 MHz, CHCl;) § (ppm): 7,18-7,10 (m, 2H, H-5, H-6),
6,89 (m, 1H, H-3), 6,04-5,90 (m, 1H, H-8), 5,14 (m, 2H, H-9), 4,52-4,50 (m, 2H, H-1"),
3,90-3,85 (s, 3H, H-10), 3,45 (m, 2H, H-7), 1,49-4,45 (t, J=7,1 Hz, 3H, H-2"). RMN-"C (101
MHz, CHCL;)) 6 (ppm): 150,7 (C-11), 148,6 (C-1), 148,9 (C-2), 137,6 (C-4, C-8), 120,7
(C-5), 115,4 (C-9), 113,0 (C-3), 112,9 (C-6), 64,5 (C-1"), 55,9 (C-10), 40,0 (C-7), 14,1
(C-2’). UV (CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (ecm™): 1773,1 (OC(O)O). HRMS (m/z)
calculado para C,;H,,0, [M-Na]+ 259,1048, hallado: 259,1078.

Propil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3c).

7 5
HECB'-\.M

Rendimiento: 86%. RMN-'H (400 MHz, CHCL;) & (ppm): 7,14-7,07 (m, 1H, H-6), 6,88
(m, 1H, H-5), 6,68 (m, 1H, H-3), 6,0-5,92 (m, 1H, H-8), 5,11 (m, 2H, H-9), 4,38 (m, 2H,
H-17), 3,83 (s, 3H, H-10), 3,42-3,40 (m, 2H, H-7), 1,83-1,82 (m, 2H, H-2"), 1,03 (m, 3H,
H-3’). RMN-"C (101 MHz, CHCl;) 6 (ppm): 150,8 (C-11), 140,5 (C-1, C-2), 137,2 (C-4,
C-8), 120,9 (C-5), 116,6 (C-9), 113,1 (C-3, C-6), 70,0 (C-1"), 56,0 (C-10), 40,2 (C-7), 22,1
(C-2%), 10,4 (C-3°). UV (CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (¢cm™): 1763,17 (OC(0O)O).
HRMS (m/z) calculado para C,,H 50, [M-Na]+ 273,1205, hallado: 273,1097.
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Isopropil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3d).
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Rendimiento: 85%. RMN-'"H (400 MHz, CHCL;) 6 (ppm): 7,64 (m, 2H, H-5, H-6), 6,60
(m, 1H, H-3), 5,96-5,94 (m, 1H, H-8), 5,27-5,02 (m, 3H, H-9, H-1"), 3,84-3,82 (s, 3H, H-10),
3,41-3,29 (m, 2H, H-7), 1,42 (d, J= 6,3 Hz, 6H, H-2’, H-3"). RMN-"C (101 MHz, CHCL,) §
(ppm): 150,6 (C-11), 148,1 (C-1), 147,0 (C-2), 137,0 (C-4, C-8), 120,6 (C-5), 114,7 (C-9),
113,0 (C-3), 111,5 (C-6), 73,2 (C-1°), 55,8 (C-10), 40,0 (C-7), 21,4 (C-2’, C-3’), UV
(CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (cm™): 1774,2 cm—1 (OC(0)O). HRMS (m/z)
calculado para C,,H,;30, [M-Na]+ 273,1205, hallado: 273,1097.

Butil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3e).
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Rendimiento: 82%. RMN-'H (400 MHz, CHCL,;) & (ppm): 7,08 (m, 2H, H-5, H-6), 6,69
(m, 1H, H-3) 5,96-5,91 (m, 1H, H-8), 5,09-5,03 (m, 2H, H-9), 4,41 (t, J=6,64 Hz, 2H H-1"),
3,86 (s, 3H, H-10), 3,32-3,30 (d, J= 6,68 Hz, 2H, H-7), 1,79-1,75 (m, 2H, H-2"), 1,47-1,43
(m, 2H, H-3"), 0,98 (m, 3H, H-4"). RMN-"C (101 MHz, CHCL,) & (ppm): 153,7 (C-11),
150,6 (C-1), 147,0 (C-2), 137,9 (C- 8), 137,0 (C-4) 121,0 (C-5), 114,7 (C-9), 112,8 (C-3),
111,5 (C-6), 68,7 (C-1"), 55,8 (C-10), 39,8 (C-7), 30,4 (C-2"), 18,9 (C-3°), 13,6 (C-4’). UV
(CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (ecm™): 1760,6 (OC(0)O). HRMS (m/z) calculado
para C,sH,,0, [M-Na]+ 287,1361, hallado: 287,1258.
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Pentil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3f).
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Rendimiento: 87%. RMN-'H (400 MHz, CHCl,;) & (ppm): 7,11-6,75 (m, 3H, H-3, H-5,
H-6), 6,03-5,97 (m, 1H, H-8), 5,1 (m, 2H, H-9), 4,18 (t, J=6,72 Hz, 2H H-1"), 3,87 (s, 3H,
H-10), 3,37-3,35 (d, J= 6,68 Hz, 2H, H-7), 1,72-1,70 (m, 2H, H-2"), 1,04 (m, 4H, H-3’,
H-4), 0,95 (m, 3H, H-5"). RMN-"C (101 MHz, CHCL;) 8 (ppm): 155,5 (C-11), 147,4
(C-1), 144,6 (C-2), 137,9 (C-8, C-4) 121,6 (C-5), 115,4 (C-9), 111,5 (C-3, C-6), 68,1 (C-1"),
55,8 (C-10), 39,8 (C-7), 28,4 (C-2"), 27,8 (C-3"), 22,3 (C-4"), 13,9 (C-5"). UV (CHOH)/nm
max: 282,0 nm. IR-FTIR (cm™): 1761,9 (OC(0)O). HRMS (m/z) calculado para C,¢H,,0,
[M-Na]+ 301,1518, hallado: 301,1430.

Hexil(4-Alil-2-metoxifenol)carbonato (3g).

H,Cg'-\.\“

Rendimiento: 82%. RMN-'H (400 MHz, CHCL;) 8 (ppm): 7,09-7,00 (m, 1H, H-6), 6,82
(m, 1H, H-5), 6,64 (m, 1H, H-3), 5,92 (m, 1H, H-8), 5,24 (m, 2H, H-9), 4,37 (t, J=6,71 Hz,
2H, H-17), 3,78 (s, 3H, H-10) 3,58 (d, J=6,70 Hz, 2H, H-7), 1,52-1,26 (m, 8H, H-2’, H-3",
H-4, H-5"), 0,85 (m, 3H, H-6"). RMN-"C (101 MHz, CHCL;) 8 (ppm): 150,6 (C-11), 148.,6
(C-1),144,4 (C-2), 137,6 (C-8), 137,0 (C-4), 121,9 (C-5), 114,7 (C-9), 112,9 (C-3), 111,5 (C-
6), 68,6 (C-1), 55,8 (C-10), 40,0 (C-7), 32,7 (C-4’), 28,4 (C-2°), 25,5 (C-3°), 22,6 (C-5’),
14,0 (C-6’). UV (CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (¢cm™): 1762,2(0C(0)0O). HRMS
(m/z) calculado para C;;H,,0, [M-Na]+ 315,1674, hallado: 315,1082.
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Heptil(4-Alil-2-metoxifenol heptyl)carbonato (3h).

7 5
HJCS‘-\.M

0
10
S CH,

Rendimiento: 88%. RMN-'H (400 MHz, CHCl;) 8 (ppm): 7,12-7,08 (m, 2H, H-5, H-6),
6,83 (m, 1H, H-3), 5,98-5,92 (m, 1H, H-8), 5,09 (m, 2H, H-9), 4,41-4,37 (t, J=6,71 Hz, 2H,
H-17), 3,81 (s, 3H, H-10) 3,40-3,38 (d, J=6,70 Hz, 2H, H-7), 1,56-1,26 (m, 8H, H-2’, H-3’,
H-4’, H-5"), 0,86 (m, 3H, H-6"). RMN-"*C (101 MHz, CHCl;) 6 (ppm): 150,6 (C-11), 148,6
(C-1), 1444 (C-2), 137,6 (C-8), 137,0 (C-4), 122,0 (C-5), 114,7 (C-9), 112,9 (C-3), 111,5
(C-6), 68,6 (C-1"), 55,8 (C-10), 40,0 (C-7), 32,7 (C-5), 28,4 (C-2°, C-4’), 25,5 (C-3°), 22,6
(C-6%), 14,0 (C-7°). UV (CHOH)/nm max: 282,0 nm. IR-FTIR (cm™): 1760,6 (OC(0O)O).
HRMS (m/z) calculado para C;sH,,0, [M-Na]+ 329,1831, hallado: 329,1690.

Octil(4-Alil-2-metoxifenol octyl)carbonato (3i).

H,Cg'-\.\“

Rendimiento: 86%. RMN-'H (400 MHz, CHCL;) § (ppm): 7,07 (m, 1H, H-6), 6,85-6,83
(m, 1H, H-5), 6,67 (m, 1H, H-3), 5,96-5,90 (m, 1H, H-8), 5,08-5,01 (m, 2H, H-9), 4,38 (t,
J=6,7 Hz, 2H, H-1"), 3,82 (s, 3H, H-10), 3,30-3,28 (d, J= 6,7 Hz, 2H, H-7), 1,78-1,75 (m, 2H,
H-2), 1,26 (m, 10H, H-3’, H-4’, H-5>, H-6’, H-7"), 0,87 (m, 3H, H-8’). RMN-"C (101
MHz, CHCL;) 6 (ppm): 153,6 (C-11), 148,7 (C-1), 144,6 (C-2), 137,9 (C-8), 137,6 (C-4),
122,1 (C-5), 114,9 (C-9), 113,0 (C-3), 111,7 (C-6), 69,0 (C-1°), 55,8 (C-10), 40,0 (C-7), 31,7
(C-6), 29,1 (C-4°,C-5), 28,4, (C-2°), 25,7 (C-3°), 22,6 (C-7°), 14,0 (C-8’). UV (CHOH)/nm
max: 282,0 nm. IR-FTIR (cm™): 1760,9 (OC(0)O). HRMS (m/z) calculado para C,,H,50,
[M-Na]+ 343,1987, hallado: 343.1871.
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CAPITULO V
Estudios de estabilidad quimica

4.1. Consideraciones Generales

Un aspecto fundamental para el diseiio de una nueva prodroga, es lograr una regeneracion del
principio activo con una velocidad y extension adecuadas. La velocidad de regeneracion debe
ser idealmente completa, para no disminuir la biodisponibilidad del principio activo. El
proceso de regeneracion in vivo es el resultado de la hidrdlisis quimica o enzimatica del

enlace covalente entre el farmaco y el complemento molecular [1-3].

Estudiar el perfil de estabilidad de una droga o prodroga es una etapa muy importante en el
desarrollo de un producto farmacéutico. La informacién sobre el o los mecanismos de
degradacion que sufren es esencial para predecir como se comportara en diferentes
situaciones, frente a cambios en el pH, temperatura, luz, entre otros. Esta informacion se
determina mediante la realizacion de estudios de degradacion, con los cuales se puede
conocer la estabilidad de la droga 6 prodroga y sus mecanismos de degradacion [4]. A su vez,
estos estudios permiten verificar qué compuestos disefiados como prodrogas tienen

comportamiento como tal.

La organizacion internacional ICH (del inglés, International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use), emite guias
para garantizar que los requisitos de registro de todas las farmacopeas nacionales sean
intercambiables y establece que los estudios de estabilidad de una molécula nueva en la etapa

de preformulacion debe brindar informacion basica sobre la estabilidad fisica y quimica [5].

La Farmacopea Argentina establece que el estudio de estabilidad de una droga o prodroga esta

conformado por tres etapas (Figura 23) [6].
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DROGA o PRODROGA
FARMACEUTICA

Y
Primera etapa:

DEGRADACION FORZADA

Y

Sepunda etapa:

METODO ANALITICO

Y

Tercer etapa:

DEGRADACION ACELERADA

Figura 23. Esquema de las etapas de un estudio de estabilidad.

° En la primera etapa se realiza una degradacion forzada, con el fin de obtener datos de
los productos y mecanismos de descomposicion de la droga o prodroga. Se somete la muestra
a condiciones de estrés segun los factores que pueden influir en la estabilidad de la muestra:
temperatura, humedad, luz, diferentes pH. Este estudio permitira seleccionar el método
analitico adecuado para la cuantificacién de la droga 6 prodroga intacta y los productos de

degradacion.

° La segunda etapa se basa en la eleccion del método analitico. La validacion del
método para el seguimiento de la estabilidad es crucial debido a las posibles interferencias
producidas por los productos de degradacion, que generalmente tienen una estructura similar
a la droga de origen. El método debe ser preciso, exacto, selectivo, lineal, reproducible y

robusto.

° La tercera etapa consiste en un estudio de degradacion acelerada, en el que se
aumenta la velocidad de degradacion de la sustancia en condiciones no extremas como en la
degradacion forzada, con el objeto de de estudiar y caracterizar parametros fisicoquimicos de

las drogas o prodrogas.
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Dependiendo de los objetivos buscados, los ensayos de estabilidad pueden realizarse en
diferentes condiciones o medios [7]. Los ensayos a diferentes valores de pH brindardn
informacion sobre la estabilidad de la prodroga y de los posibles productos de degradacion,
determinando como afectarda a la prodroga los diferentes pH del organismo [7].
Especificamente, es de interés conocer el comportamiento de los nuevos derivados en
soluciones buffer simulando los pH's del estomago (pH 1,2), duodeno (pH 5,8) y plasma (pH
7,4), analizando el efecto del pH y de la concentracion del buffer, a 37°C.

4.2. Objetivos
4.2.1. Objetivo general
Estudiar la estabilidad quimica de los nuevos compuestos en soluciones acuosas.

4.2.2. Objetivos especificos.
e Realizar una degradacion forzada para conocer cuales son los productos de
degradacion de las prodrogas sintetizadas.
e Desarrollar y validar cada metodologia analitica de cuantificacion seleccionada.
e Realizar una degradacion acelerada para analizar el comportamiento de degradacion

de las prodrogas en los diferentes pH de estudio.
4.3. Resultados
4.3.1. Degradacion forzada

Respetando las etapas de un estudio de estabilidad descritas anteriormente, en primer lugar,
llevamos a cabo ensayos de degradacion forzada con la finalidad de conocer cudl o cuales

serian los productos de degradacion de los derivados sintetizados en los diferentes medios.

Debido a que la diferencia de cada derivado en una misma serie solo difiere en la longitud del
largo de la cadena alifatica de cada alcohol, decidimos seleccionar por cada serie un unico
derivado de cadena alifatica de longitud intermedia (1e, 2g y 3e). Los derivados seleccionados

los analizamos en condiciones extremas de pH's (1,2 y 13) y a altas temperaturas (60°C).

Para el andlisis correspondiente utilizamos Cromatografia Gaseosa (CG) para el derivado del
Mentol (ausencia de grupos cromoforos), mientras que para los derivados de Timol y Eugenol

la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) fue la técnica seleccionada.
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En todos los casos, los derivados sufrieron hidrélisis dando origen al compuesto de partida
correspondiente (Mentol, Timol o Eugenol), como tnico producto de degradacion el cual fue
estable en todas las condiciones analizadas. En virtud de que el comportamiento de los
derivados en pH 1,2 y 13 fueron iguales, se muestra en la Figura 24 los cromatogramas

obtenidos del andlisis realizado en pH 1,2.

A raiz de que en el estudio de degradacion forzada hallamos que los derivados se degradan
dando origen Unicamente a los compuestos de partida, decidimos validar al Mentol, Timol y
Eugenol en los diferentes métodos analiticos seleccionados. Por este motivo, en las etapas
posteriores sélo se analizara el porcentaje de recuperacion del compuesto de partida y no el

porcentaje de desaparicion del derivado, simplificando la metodologia del proceso analitico.
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Figura 24. Cromatogramas de degradacion forzada a pH 1,2 a 60°C antes y luego de 72 h. A.
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4.3.2. Seleccion y validacion del método analitico

La validacion del método analitico consiste en demostrar que el método seleccionado es
confiable y adecuado para su proposito. En un estudio de validacion deben considerarse los
siguientes parametros: selectividad, linealidad y calibracion, precision, exactitud y
sensibilidad. Los métodos analiticos seleccionados GC para el Mentol y HPLC para el Timol
y Eugenol, resultan herramientas analiticas integrales para la realizacion de estudios de
estabilidad en compuestos organicos de bajo peso molecular, ya que permiten separar y

cuantificar los componentes de una matriz con un sencillo o escaso tratamiento previo [8, 9].
4.3.2.1. Selectividad

Este parametro se refiere a la propiedad del método de detectar en forma inequivoca al analito
en presencia de otros componentes presentes en la matriz de la muestra. Dichos componentes
pueden ser productos de degradacion, subproductos o productos colaterales de la sintesis,

metabolitos del mismo analito en un fluido bioldgico, entre otros.

En las Tablas 4-6 se detallan los tiempos de retencion (t,) para cada compuesto. Observamos
una adecuada resolucion entre cada derivado y el compuesto de partida, demostrando la

selectividad del método seleccionado.

Tabla 4. Tiempos de retencion (t,) en CG del Mentol y sus derivados.

Compuestos | Mentol | 1a 1b 1c 1d le 1f 1g 1h 1i

t. (CQ) 6,09 7,33 | 7,55 | 857 | 7,20 | 10,21 | 11,26 | 12,64 | 14,37 | 16,19

Tabla 5. Tiempos de retencion (t,) en HPLC del Timol y sus derivados.

Compuestos | Timol |2a 2b 2¢ 2d 2e 2f 2g 2h 2i

t. (HPLC) 3,45 3,51 3,55 3,54 |3,56 |3,58 |3,59 |3,61 |3,63 |3,65

Tabla 6. Tiempos de retencion (t,) en HPLC del Eugenol y sus derivados.

Compuestos | Eugenol | 3a 3b 3¢ 3d 3e 3f 3g 3h 3i

t. (HPLC) 3,60 3,71 13,75 13,83 [3,89 [3,95 14,00 [4,12 (429 |4,32
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4.3.2.2. Linealidad y Calibracion

El propdsito de esta prueba es demostrar que todo el sistema analitico muestra una respuesta
lineal y es directamente proporcional a la concentracion de analito en la muestra. Asi, la
linealidad de un método analitico es la proporcionalidad entre la concentracion del analito y la
respuesta que se genera. Se establece el rango lineal, es decir, el intervalo comprendido entre
la concentracion minima y maxima del analito para el cual el método ha sido probado y

dentro del cual se puede analizar una muestra por extrapolacion en la curva estandar.

Para ello, se determinaron:

° Coeficiente de regresion lineal (1), para evaluar el ajuste al modelo lineal propuesto (y
=ax+b),
° Pendiente (a), como parametro indicativo de la sensibilidad del método o para evaluar

la correlacion entre diferentes métodos;
° Ordenada al origen (b), para evaluar la proporcionalidad de la funcién analitica, es
decir, que la recta pase por el origen y que cualquier desviacién pueda adjudicarse inicamente

a un error aleatorio.

El mejor indicador del modelo lineal no es r sino un test estadistico, en el cual se calcula un
valor t,. (ecuacion 2), con n-2 grados de libertad y se compara con el valor t tabulado para el
nivel de confianza requerido (ty,), donde r corresponde al valor absoluto del coeficiente de
regresion lineal y n es el numero de medidas realizadas. Si el valor de t, es mayor que t de la
tabla se rechaza la hipdtesis nula (no existe correlacion entre x e y), siendo la correlacion

lineal significativa con la probabilidad calculada.

- lrla/ (n—2)
' \/(—1—r2) ec.2

En la Tabla 7 se muestran, tanto las ecuaciones, como los datos de significancia estadistica al
graficar las areas obtenidas en funcion de las concentraciones. Los datos para cada compuesto

los obtuvimos por triplicado.
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4.3.2.3. Precision

La precision esté relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor medio y
corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales, cuando el método se aplica
repetidamente a multiples alicuotas de una muestra homogénea. La precision se expresa
matematicamente como la desviacion estdndar (o), estimada analiticamente como s 0 mas
comunmente como la desviacion estandar relativa (DER), o coeficiente de variacion
(ecuacion 3), donde (o) corresponde a la desviacion de las medidas y X es la media

poblacional.

La precision debe medirse en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo dia, mismo
instrumento) y en condiciones reproducibles (diferente analista, diferente dia e instrumento).
El coeficiente repetitividad/reproducibilidad, es un parametro muy util para evaluar la
precision de un método analitico. El criterio de aceptacion puede ser variable y estara dictado
por los objetivos buscados. La Farmacopea de los Estados Unidos (USP) recomienda su
determinacion inyectando 6 veces una solucion estandar, y que el valor de DER no debe ser

superior a 2 [10].

La precision la calculamos preparando dos soluciones de cada compuesto (concentraciones
bajas y altas), efectuandose 6 inyecciones de cada una, y calculando luego las DER

correspondientes a los dos valores mostrados en la Tabla 7.
4.3.2.4. Exactitud

La exactitud de un método analitico, también conocida como error sistematico o tendencia,
corresponde a la diferencia entre el valor experimental y el verdadero obtenido a partir de la

curva de calibracion a una concentracion dada.

El porcentaje de recuperacion es la forma maés utilizada para expresarla. Si bien el valor
verdadero de concentracion no se conoce, sino que solo se puede estimar, es posible preparar
una muestra por un procedimiento mas exacto que el evaluado (por pesada, dilucion en peso,

etc.) y utilizarla como referencia. Para ello, analizamos tres soluciones de cantidades
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conocidas de cada compuesto correspondiente a concentraciones bajas, medias y altas.
Determinamos el porcentaje de recuperacion mediante la ecuacion 4, donde el area esperada
se ha calculado a partir de la curva de calibracion. En la Tabla 7 se muestra la exactitud del
método andlitico para cada compuesto de partida, expresado como porcentaje de recuperacion
(%REC).

A rea observada
% REC =— x100

A rea esperada ec. 4

4.3.2.5. Sensibilidad

La sensibilidad corresponde a la minima cantidad de analito que puede producir un resultado
significativo. Los pardmetros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites
de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC). El primero corresponde a la menor concentracion
de analito que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra;
mientras que el limite de cuantificacion se refiere a la menor concentracion de analito que
puede determinarse con precision y exactitud razonables, en las condiciones establecidas.
Ambos parametros se calcularon a partir de las tres concentraciones menores de la curva de

calibrado para cada compuesto (ec.5 y ec.6). Los valores se presentan en la Tabla 7.

D= Yblanco + 3)Gblanco

b(n") ec. 5
LC= Yblanco+ 100blanco

b(n') ec. 6
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Tabla 7. Cifras de significancia estadistica para las curvas de calibrado de Mentol (1), Timol (2) y Eugenol (3).

— . o or ¢ d
Compuestos y=ax+b Test estadistico ¢ Exactitud Precision LD LC
az(st) b+ (st) T (% Recuperacion) (DER)® (mol/ml) (mol/ml)
Mentol (1) 1,8 x 10* £ (1,8 x 10?) 0,07 £0,01 0,99 104,4 100,0; 102,7; 100,5 1,4;3,7 3,9x10° 9,4x107
Timol (2) 3,7x10*£ (9,9 x 10%) 0,09 £ 0,01 0,99 37,4 102,0; 95,3; 100,2 1,7; 1,3 73x10° 9,2x10°
[Eugenol (3) 3,7x10*£(5,9x10% 0,09 £ 0,01 0,99 112,9 98,3; 99,6; 100,9 1,2; 1,3 1,2x 1073 1,3x107°

“t de Student para n-2 grado de libertad, t,,;;,: 2,306.

’DER: desviacion estandar relativa.

‘LD: Limite de Deteccion

9L,C: Limite de Cuantificacion
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4.3.3. Degradacion acelerada

Las reacciones de hidrolisis en soluciones acuosas, generalmente son dependientes del pH de
la solucidbn como consecuencia de procesos cataliticos, dando informacién sobre el
mecanismo de reaccion y la estabilidad de un compuesto [11]. Nuestro objetivo en esta etapa
es obtener informacion acerca de las condiciones en las cuales se degradan los nuevos
derivados, con el fin de obtener datos sobre el mecanismo de reaccion y su estabilidad

quimica.

Al tratarse de series homologas se decidi6 seleccionar un solo derivado de cada serie, con la
finalidad de someterlo a los estudios de estabilidad a diferentes valores de pH que simulan

diferentes pH del organismo.

En primer lugar, realizamos estudios a valores de pH de 1,2; 5,8 y 7,4 con el objetivo de
conocer las condiciones en las cuales se obtiene el compuesto de partida a partir de los
derivados en funcion de cada medio, manteniendo constante otros factores como temperatura
y fuerza i6nica. Se eligi6é una temperatura de 37°C simulando la temperatura del organismo.
Debido a que por bibliografia se hall6 que los carbonatos se hidrolizan en un periodo muy

breve de tiempo [12], se decidi6 analizar la degradacion a los 15 y 60 minutos.

Para el analisis de esta etapa se seleccionaron los derivados le, 2g y 3e (mismos derivados

seleccionados en la degradacion forzada). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de recuperacion del Mentol, Timol y Eugenol.

Recuperacion del compuesto de partida (%)

Compuestos 15 min 60 min

pH 1,2 pH 5,8 pH 7,4 pH 1,2 pH 5,8 pH 7.4
Mentol 12 0 8 24 0 13
Timol 96 13 100 100 49 100
Eugenol 98 21 100 100 55 100

Del anélisis realizado observamos que el derivado del Mentol es el més estable en todos los
pH ensayados luego de los 60 min (Figura 25 A-C). En cambio, se observo que los carbonatos
del Timol y Eugenol son inestables a pH 1,2 y 7,4; y relativamente estables a pH 5,8 luego de
los 60 min (Figuras 26 A-C y Figura 27 A-C).
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En segundo lugar, debido a que los derivados del Mentol mostraron ser estables luego de los 60
minutos ensayados, procedimos a realizar tomas de muestras a intervalos de tiempo mayores con
la finalidad de conocer si los mismos poseen un comportamiento del tipo prodroga. A su vez,

debido a su estabilidad, fue posible realizar estudios preliminares de cinética quimica

De los resultados obtenidos (Tabla 9 y Figura 28) determinamos que estos compuestos poseen una
cinética de pseudo primer orden. Ademas, hallamos que el compuesto 1e posee a pH 1,2 un t;,, de

1,7 h (99,0 min); mientras que en pH 5,8 y 7,4 poseen un el t;, de 99,0 y 69,3 h respectivamente.

Tabla 9. Estabilidad quimica de 1e en soluciones acuosas a diferentes valores de pH’s.

pH 1,2 pH 5,8 pH 7,4
k (min™) t;, (min) k (h™) t;2 (h) k (h) t, (h)
0,007 99,00 0,007 99,00 0,010 69,31

Las constantes de velocidad expresan una cinética de pseudo primer orden.
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A raiz de los ensayos realizados observamos que los derivados carbonatos sufren hidrélisis

tanto por mecanismos de catélisis acidas o basicas, dando CO, y los correspondientes

alcoholes como productos de degradacion [13]. La reaccion general de hidrdlisis de las

prodrogas transcurre de acuerdo a la Figura 29.
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Figura 29. Reaccion general de hidrolisis de los carbonatos de Mentol, Timol y Eugenol.

En una hidrdlisis catalizada por acido, se protona el oxigeno del grupo carbonilo, por lo que el

carbono sp? se vuelve mas sensible a un ataque nucleofilico por el agua, provocando la

ruptura del enlace (Figura 30) [2]. En la hidrélisis bésica, el hidroxilo (OH™) actta

directamente como nucleofilo y ataca al carbono carbonilico siguiendo un mecanismo SN,

(Figura 31) [2].
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Figura 30. Mecanismo de hidrélisis catalizada por acido.
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4.4. Discusion

La hidrolisis es una de las reacciones mas importantes que sufren las moléculas organicas en
los medios acuosos. Muchas clases de compuestos organicos como los halogenuros de
alquilo, ésteres, carbonatos, carbamatos, epoxidos, nitrilos, amidas, las aminas, entre otros,

sufren hidrolisis en medio acido, alcalino o neutro.

Los resultados obtenidos de la degradacion forzada en este trabajo demostro que los derivados
sintetizados se degradan a los compuestos de partida y no a otros productos de degradacion,

esto llevo a una simplificacion de los ensayos de las dos etapas subsiguientes.

De los estudios de estabilidad acelerada observamos que todos los carbonatos resultaron ser
mas estables a pH 5,8. Dichos perfiles concuerdan con datos de estabilidad informados por
otros autores. N’Da et al. desarrollaron una serie de prodrogas de Zidovudina con uniones
carbonato, en un intento por mejorar las propiedades fisicoquimicas para la liberacion
transdérmica, disminuir los efectos secundarios y la toxicidad que se asocian a las altas dosis
orales del farmaco. La estabilidad quimica de cada carbonato result6 sustancialmente mayor a
pH 5,0 que a pH 7,4 [15]. Cabe destacar que las prodrogas de carbonatos se hidrolizan mas
rapidamente que las prodrogas de carbamatos y ésteres [16]. Este mismo comportamiento se
observo cuando Dittert y colaboradores estudiaron la estabilidad quimica de compuestos

carbamatos y carbonatos en diferentes medios acuosos [14].

Diversos autores han realizado prodrogas de unidn ésteres de farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, como por ejemplo Ibuprofeno y Ketroprofeno, con compuestos naturales como
Mentol, Timol y Eugenol. En dichos estudios se observa que la degradacion quimica, en
medios acidos y neutros, es siempre menor para los derivados del Mentol con respecto a los

derivados del Timol y Eugenol [17, 18].

Estos hallazgos coinciden con lo que observamos en los resultados de los ensayos de

degradacion acelerada, donde hallamos que los carbonatos de Mentol, a diferencia de los
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carbonatos de Timol y Eugenol, fueron mas estables a los 60 min. Los derivados sintetizados
del Timol y Eugenol a diferencia de los derivados del Mentol poseen un anillo aromatico. La
ausencia de un sistema de electrones deslocalizados en los derivados del Mentol genera una
incapacidad del grupo hidroxilo de liberar su proton y esto podria ser el motivo en la
diferencia en la estabilidad quimica observada. Asimismo, Erez y colaboradores confirman
que la velocidad de hidrolisis del enlace de carbonato varia segun la capacidad que posee la

molécula de donar o aceptar electrones [19].
4.5. Conclusiones parciales

Los resultados de estabilidad quimica indicaron que todos los nuevos derivados son sensibles
a la hidrélisis quimica, concluyendo asi que estos compuestos tienen comportamiento de

prodrogas.

El pH 5,8 result6 ser la condicion més estable para todos los nuevos derivados ensayados. Los
derivados del Mentol, en comparacion con los derivados del Timol y Eugenol, resultaron ser
mas estables en todos los pH ensayados. A su vez, se logrd identificar en el derivado 1e una
cinética de degradacion de pseudo primer orden, cémo también, la determinacion de su

constante de velocidad y tiempo de vida media a los diferentes valores de pH ensayados.

Por consiguiente, concluimos que las nuevas series sintetizadas presentan un comportamiento
de prodroga de union temporal, ya que al producirse la ruptura de la molécula se regenera el
compuesto de partida como unico responsable de las actividades biologicas ensayadas a

posterior.
4.6. Seccion experimental

4.6.1. Materiales y equipos

Los prodrogas se sintetizaron de la forma descrita en el Capitulo IV. El buffer pH 1,2 (0,205
M) se prepar6 con cloruro de potasio (3,73 g/L) y &cido clorhidrico (162 mL, 0,2 M); el de pH
5,8 (0,025) se prepar6 con fosfato monoacido de potasio (0,68 g/L) y fosfato didcido de sodio
dihidratado (8,42 g/L), el de pH 7,4 (0,025 M) se prepard con fosfato monoécido de potasio
monobasico (0,67 g/L) y fosfato diacido de sodio dihidratado (3,56 g/L) y el de pH 13,0
(0,180 M) se prepard con hidréxido de sodio (5,19 g/L) y cloruro de potasio (3,67 g/mL),
todos en agua MILI-Q de pH 6,1. El pH se determind con un pHmetro Thermo (RLO60P), el
cual fue calibrado con soluciones estdndares de bufter pH's 7,00 (= 0,01) y 4,01 (= 0,01).
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Los experimentos de estabilidad quimica se realizaron en tubos de Khan con tapa, los que se
sellaron con parafilm y se mantuvieron a la temperatura de trabajo en bafios termostatizados.
El metanol (MeOH) y el acetonitrilo (ACN) fueron de grado HPLC, y el diclorometano de
grado analitico, todos de marca Sigma. El agua fue purificada usando un sistema de
purificacion Milli-Q (Millipor®), y la fase movil fue filtrada en filtros Millipore® Tipo FH

(4,5 um) y desgasificada con vacio.

Las mediciones de HPLC fueron realizadas en un cromatografo Dionex Ultimate 3000
Thermo Scientific, con detector UV-Visible utilizando el software Dionex Chromeleon v.7.1.2
para la adquisicién de datos. Equipado con una columna C;3 (250 x 4,6 mm, tamafio de
particula: 5 m, tamafio poro: 120 A) marca Phenomenex LC. Las fases modviles estuvieron
constituidas por ACN: MeOH: Agua (50:40:10). Las mediciones de CG fueron realizadas en
un cromatédgrafo Agilent 7890A, con una columna ZB-WAX (60 mm largo x 0,250 mm ancho
x 0,25 pm film) y con un detector de ionizador de llama, el limite de temperatura establecido

fue de 20 - 250 °C, se utiliz6 Helio como gas carrier y un flujo de 2,00 mL/min.

Todos los procedimientos estadisticos se realizaron con el programa StudioR para Linux. Las

desviaciones se determinaron para un intervalo de confianza del 95%.

4.6.2. Estabilidad quimica

Las etapas de degradacion forzada, validacion del método analitico y degradacion acelerada
llevadas a cabo en este Capitulo fueron realizadas segun los protocolos que establece la

Farmacopea Argentina [6].

Para llevar a cabo los estudios preliminares de degradacion forzada se sometieron a los
derivados, sin detalle de concentracion, a soluciones acuosas de pH's 1,2 y 13 a una
temperatura de 60 °C. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos y se analizaron por CG o
HPLC, segin correspondia. Para los estudios de degradacién acelerada se prepararon
soluciones madres de las prodrogas en diclorometano (5 x 107> mol/mL). Posteriormente, se
tomaron alicuotas de 10 uL de las soluciones madres y se agregd 990 uL de buffer a cada una,
se taparon, se agitaron con un sonicador y se sellaron con parafilm. Se colocaron en un bafio

termostatizado, se extrajeron muestras a intervalos regulares de tiempo.

Para la cuantificacion en HPLC, se tomaron 200 pL de cada solucién y se le agregaron 300

pL de MeOH. Las prodrogas de Timol se analizaron a A=277 nm y un caudal de 0,7 cm?/min;
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las prodrogas de Eugenol a A=282 nm y un caudal 1 cm?*/min. Se utilizé la misma fase movil
para todos los compuestos. Para la cuantificacion de las prodrogas del Mentol en CG, se le
agregd a cada muestra un 1 mL de diclorometano, luego se extrajo la fase organica y se

cuantifico.

El tiempo de vida media (t;;) para una reaccion de primer orden fue calculado segun la

ecuacion 7:
tl/2 = In2/k ec.7
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CAPITULO VI
Estudios de permeabilidad a través de un
modelo in silico e in vitro

Los estudios de permeabilidad se realizaron en colaboracion con las Dras. Renée Onnainty y
Gladys Granero de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica

(UNITEFA-CONICET).

5.1. Consideraciones generales

Diversas moléculas orgéanicas, como metabolitos, farmacos y xenobidticos, interactian con las
membranas celulares y producen modificaciones en sus propiedades. Muchas de ellas se trasladan
a través de la bicapa lipidica utilizando diversos mecanismos de transporte activo y pasivo de la
membrana. Existen solidas pruebas experimentales de que las pequefias moléculas lipofilicas,
incluidos muchos farmacos comercializados, son capaces de atravesar bicapas lipidicas artificiales
por difusion pasiva impulsada por el gradiente de concentracion entre las soluciones en ambos

lados de la bicapa [1].

En las membranas naturales, los mecanismos de permeabilidad selectiva son mas complejos.
Ademas de la difusion pasiva, hay afluencia y efluencia mediada por transportadores y
compuestos especificos, transcitosis adsortiva de compuestos cationicos, endocitosis mediada por
receptores, micropinocitosis y otros mecanismos [2-5]. La relevancia de la difusion pasiva y el
transporte mediado por la afluencia y el flujo de compuestos relacionados con farmacos se ha
debatido ampliamente [1,4,6-9] y se ha concluido que ambos mecanismos coexisten y

contribuyen a la translocacion a través de las membranas biologicas [1,6].

Durante el disefio de candidatos a farmacos prometedores, la optimizacion de su eficacia
farmacologica suele realizarse en paralelo a la optimizacion de una farmacocinética favorable, es

decir, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME).

El coeficiente de permeabilidad determina la velocidad a la que los farmacos atraviesan las

barreras de permeabilidad y por lo tanto influye en la administracion y distribucion de los

121



farmacos en las membranas bioldgicas, tales como las membranas de las células epiteliales de la
barrera de la mucosa intestinal o las membranas de las células endoteliales de la barrera

hematoencefalica.

Con el creciente descubrimiento de nuevas entidades quimicas farmacoldgicamente activas surgio
la necesidad de utilizar métodos fiables para la rapida evaluacion y prediccion de dicha propiedad
[10]. Las técnicas que se utilizan en la actualidad para predecir el coeficiente de permeabilidad de

un farmaco pueden ser modelos in vivo, ex vivo, in silico o in vitro [11-15].
5.1.1. Difusion de farmacos a través de membranas biologicas

La membrana celular es una estructura anfipatica, compuesta fundamentalmente por una bicapa
lipidica y proteinas (Figura 32). Las principales clases de lipidos anfipaticos que la componen
son: fosfolipidos, glucolipidos y esteroides. La proporcion de cada uno depende del tipo de célula
pero, en general, los fosfolipidos son los mas abundantes, siendo la fosfatidilcolina un

componente fundamental y el que se encuentra en mayor cantidad.

La disposicion de los fosfolipidos en la bicapa lipidica (donde las colas apolares hidrofobicas se
encuentran hacia el interior de la membrana y las cabezas polares hidrofilicas hacia afuera)
previene la difusion a través de la membrana de solutos polares tales como iones, aminoacidos,
acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y, en general, permite la difusion pasiva de moléculas

hidrofobicas [16].

Fluido extracelular

Oligosacarido Glicoproteinas

Glicolipido
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Proteinas
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Figura 32. Estructura de la membrana celular.
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Debido a dicha bicapa fosfolipidica y a las proteinas de membrana especificas, la membrana
celular presenta una permeabilidad selectiva a diferentes moléculas mediante mecanismos de
transporte pasivo y activo. Cuando el movimiento de sustancias a través de la membrana sucede
por medio de un equilibrio quimico o eléctrico y transcurre sin requerimientos de energia, se
denomina transporte pasivo. El transporte pasivo puede darse por difusion debido a un gradiente
de concentracion (via transcelular o paracelular) o mediante difusion facilitada (mediada por
proteinas transportadoras). De lo contrario, cuando el transporte de sustancias se realiza en contra
del gradiente quimico o eléctrico y se requiere energia, se denomina transporte activo. Las células
utilizan dos tipos de transporte activo que requieren energia (mediante el uso de ATP), ya sea en

forma directa o indirecta (Figura 33) [17].
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Figura 33. Mecanismos de transporte celular.
5.1.2. Métodos para la evaluacion de la permeabilidad de farmacos

In silico es una expresion que significa “hecho por computadora o via simulacion
computacional”, que se traduce de “en silicio” lo cual hace referencia al material del que estan
hechas las computadoras. Las tecnologias in silico se han integrado a la perfeccion en el
descubrimiento y desarrollo de fdrmacos y proporcionan especialmente valiosas ventajas en la
elaboracion de perfiles ADME debido a su rendimiento extremadamente rapido y su bajo costo

[18].
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El servidor web PerMM es una herramienta computacional para la evaluacion tedrica de la
permeabilidad pasiva de las moléculas a través de la bicapa lipidica. El método subyacente,
fundamentado en la termodindmica, se basa en la teoria de solubilidad-difusiéon no homogénea y
opera con estructuras atdmicas 3D de los solutos y el modelo de disolvente anisotrépico de la
bicapa de DOPC caracterizado por los parametros de capacidad dieléctrica y de enlace de
hidrogeno. El método PerMM calcula la afinidad de unioén a la membrana, los perfiles de energia
a lo largo de la normal de la bicapa y los coeficientes de permeabilidad de diversas moléculas a

través de diferentes membranas [19, 20].

La base de datos PerMM recoge datos generados computacionalmente junto con coeficientes de
permeabilidad experimentales obtenidos para membranas artificiales y naturales, incluyendo
BLM, PAMPA, células Caco-2/MDCK y BBB. Actualmente contiene unas 500 moléculas, desde
pequefios compuestos organicos hasta productos naturales de diversas estructuras quimicas. La
base de datos proporciona archivos de coordenadas descargables e informacion visual interactiva
para representar las vias Optimas de localizacion y translocacion de las moléculas a través de la
bicapa lipidica. Los datos presentados permiten evaluar la contribucion de la difusion pasiva al

transporte de farmacos y otros compuestos a través de las membranas bioldgicas [19, 20].

Los métodos in vivo resultan altamente eficaces para predecir la absorcion intestinal de farmacos,
sin embargo, no son capaces de satisfacer los requerimientos productivos de las industrias en
términos de costos, estabilidad y productividad [17]. Por otra parte, las técnicas in silico resultan
muy utiles en la actualidad, pero el resultado obtenido es predictivo y luego debe ser corroborado

con algln estudio experimental [10].

Por su parte, las metodologias experimentales in vitro, incluyen sistemas que se basan en el uso de
tejidos extraidos de animales o humanos, o células y sistemas que utilizan membranas artificiales.
Entre la primera serie de métodos, las monocapas de células Caco-2 (una linea celular de
adenocarcinoma del colon y del recto de origen humano), constituyen un modelo ampliamente
utilizado, debido a que contempla tanto el transporte pasivo como el transporte activo, siendo su
principal desventaja el tiempo y costo de crecimiento de estas células, lo que la deriva en una
técnica dificilmente aplicable para una investigacion de alto rendimiento en la industria

farmacéutica [21].

Por otro lado, y debido a que la mayoria de las moléculas activas son absorbidas principalmente

mediante transporte pasivo, el uso de membranas artificiales, que imiten las membranas
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biologicas, ofrece una estrategia de alto rendimiento y efectividad para establecer el potencial de
absorcion de un farmaco que es absorbido por este mecanismo [22]. Dentro de este tipo de
estudios, el ensayo de permeabilidad de membranas artificiales paralelas (PAMPA, de sus siglas
en inglés Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) [23] ha recibido considerable
atencion por parte de la industria farmacéutica, ya que permite la determinacion fisicoquimica
simple de la permeabilidad de un fairmaco con un bajo costo y un alto rendimiento [24]. Sin
embargo, la desventaja de esta técnica es el escaso volumen de los compartimentos dadores y
receptores dentro de las placas que no mantiene las condiciones de sumidero durante los

experimentos de permeacion, y tampoco genera una condicion de agitacion [22, 25].

Otro método de permeabilidad in vitro es el ensayo en celdas de difusion de Franz con
membranas artificiales biomiméticas [26]. Dicho método es uno de los mas utilizados, ya que
resulta una técnica simple, rapida y util para predecir la absorcion oral de farmacos con buena
reproducibilidad y bajo costo. Ademas, presenta la ventaja de que la temperatura puede ser
controlada, permitiendo mantener las celdas dadora y receptora bajo agitacion continua y, en
comparacion con PAMPA, los compartimentos dador y receptor presentan mayor volumen,
conservando las condiciones de sumidero durante el experimento de permeacién [27]. Por estos
motivos, esta técnica suele ser utilizada para los estudios de firmacos en términos de su absorcion

oral, contribuyendo a reemplazar y/o reducir el uso de animales de investigacion [14, 28].

5.2. Objetivos
5.2.1. Objetivo general

Evaluar la permeabilidad del Mentol, Timol Eugenol y de sus prodrogas a través de un modelo in

silico e in vitro.
5.2.2. Objetivos especificos

e Predecir el perfil de energia libre y el coeficiente de particion de los compuestos a través
del servidor PerMM.

e Elaborar una membrana artificial biomimética (MAB).

e Realizar el estudio de permeabilidad in vitro a través de la MAB.

e Calcular la velocidad de permeacion y los coeficientes de permeabilidad aparente (Papp)

de cada compuesto ensayado.
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5.3. Resultados

En los estudios de permeabilidad in silico e in vitro trabajamos con los compuestos de partida
(Mentol, Timol y Eugenol) y dos de sus prodrogas, una de cadena alifatica corta de metilos (1¢,
2¢ y 3¢) y una de cadena alifatica larga (1g, 2g y 3g) (Figura 34). Basandonos en los resultados de
los estudios de estabilidad quimica desarrollados en el Capitulo V, en ambos estudios de
permeabilidad elegimos trabajar en un entorno de pH 5,8 ya que alli las prodrogas resultaron ser

mas estables.
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Figura 34. Estructura quimica de los compuestos seleccionados.
5.3.1. Prediccion de permeacion pasiva de la membrana a través de estudios in silico

Utilizando el servidor PerMM (https://permm.phar.umich.edu/server) evaluamos como
interactuarian los compuestos con una membrana biologica, con la finalidad de determinar si son
capaces de permeabilizar completamente en el citoplasma celular, o bien, si se acumulan dentro

de la bicapa lipidica.

En la primera etapa, estimamos el perfil de energia libre de enlace (Energia kcal/mol_l) de estos

compuestos a través de una membrana que simula una bicapa de dipalmitoilfosfatidilcolina
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(DOPC) (Figura 35-A, B y C). Cabe destacar que estas simulaciones se realizaron a 37°C y a un
pH 5,8 (condiciones que se mantuvieron en los estudios in vitro a posterior). Se utilizé el método

de optimizacion descrito por Lomize y colaboradores [20].

A partir del analisis de la Figura 35-A, B y C, demostramos que todos los compuestos presentan
perfiles de energia negativos en todas las profundidades con un estado estable en el centro de la
membrana. Este comportamiento es esperado debido a que los compuestos estudiados son
hidrofébicos, de modo que la particion se ve mas favorecida en el ntiicleo hidrofobico de la bicapa

lipidica que en la interfaz lipido-agua.

En la Figura 35 se observa que el minimo energético de todos los compuestos se encuentra al
momento de contacto con la primera capa lipidica (= 2 nm), y mientras mas lipofilico es el
compuesto mayor es la energia libre de enlace que presenta. Una vez que los compuestos
atraviesan la primera capa lipidica aparece una barrera energética antes de atravesar la segunda

capa lipidica.

Debido a que la barrera energética que poseen nuestros compuestos es baja y que el perfil de
energia son similares a los observados en los compuestos descritos por Mollazadeh y
colaboradore [29], es posible que estos en estos compuestos ocurra un movimiento "flip-flop"
logrando tedricamente conseguir concentraciones mayores en el lado citoplasmatico celular. Caso
contrario, si se observan compuestos con una barrera energética mayor (= 5 kcal/mol-1) se
predeciria que los compuestos se acumularian dentro de la membrana. En la Tabla 10 se
encuentran los valores de energia libre de enlace en bicapa de DOPC para cada compuesto, donde
se proyecta que a medida que la prodroga es mas lipofilica, mayor es su energia de enlace libre de

permeabilidad.
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Figura 35. Perfiles de energia calculados para los compuestos a medida que se desplazan por la
bicapa de DOPC. A. Mentol y sus prodrogas. B. Timol y sus prodrogas. C. Eugenol y sus

prodrogas.
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Tabla 10. Resultados del servidor PerMM para la permeabilidad pasiva de los compuestos.

Compuestos Energia libre de enlace en bicapa de
DOPC (kcal/mol)
Mentol (1) -4,32
1c -5,13
1g -5,41
Timol (2) -4,59
2c -5,13
2g -6,38
Eugenol (3) -3,73
3c 4,74
3g -5,85

DOPC: dipalmitoilfosfatidilcolina.
5.3.2. Membrana artificial biomimética (MAB)

Desde que el método PAMPA fue introducido por Kansy y colaboradores, se han propuesto varias
modificaciones en la composicion de las membranas para que esta técnica pueda predecir la
permeabilidad pasiva de los farmacos a través de la membrana intestinal [30-33], la barrera
hematoencefalica [24, 34] o la capa dérmica humana [35]. Aunque la técnica PAMPA tiene la
desventaja de predecir sélo el transporte pasivo de los farmacos debido a la falta de proteinas
transportadoras, imposibilitando evaluar los firmacos transportados activamente y los farmacos
que interactuan con las proteinas [36], es una herramienta ampliamente utilizada para el cribado

de la permeabilidad pasiva en la fase temprana del descubrimiento de un farmaco.

Los ensayos PAMPA se llevan a cabo en una placa de filtro de 96 pocillos impregnada con una
membrana artificial liquida que separa dos compartimentos, un donante cargado con un analito de
prueba y un receptor que contiene una solucion aceptora acuosa. En este sistema, un soporte
filtrante, como el difluoruro de polivinilideno, el politetrafluoroetileno, el policarbonato o el éster
de celulosa, se recubre con fosfolipidos naturales disueltos en un disolvente organico

(normalmente n-dodecano). En el método utilizado en nuestros experimentos de membrana
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lipidica artificial sustituimos la solucion de n-dodecano por una solucion de n-octanol de

fosfolipidos (Lipoid 75) [28].

Las caracteristicas estructurales del n-octanol, su capacidad para formar enlaces de hidrogeno y
captar moléculas de agua, y su parametro de solubilidad hacen que sus propiedades sean muy
cercanas a las de las membranas biologicas basadas en fosfolipidos [28]. Por esta razon, el

n-octanol se utiliza como solvente para obtener los valores de logP de nuevas moléculas [37].

Basandose en este concepto, preparamos una MAB disolviendo Lipoid 75 en n-octanol (ver
métodos) [28]. Hay que tener en cuenta que es fundamental obtener una MAB adecuada que
simule el comportamiento de la membrana intestinal natural. De esta manera, se obtiene un
método de cribado de alto rendimiento para la evaluacion y prediccion rapida de las propiedades
biofarmacéuticas de los farmacos para la identificacion temprana de posibles problemas de

biodisponibilidad [28].

Por otra parte, las limitaciones experimentales de los ensayos PAMPA clasicos, en los que se
descuida la agitacion o bien no existe, incluyen la influencia de la capa limite acuosa (ABL)
adyacente a la superficie de la membrana, llamada capa de agua no agitada (UWL), que resulta de
la agitacion ineficiente durante el ensayo de permeabilidad. Esta barrera hidrodinamica podria
conducir a la subestimacion de la permeabilidad intrinseca de los farmacos hidrofébicos, lo que

daria lugar a una mala correlacion de la permeabilidad aparente (Papp). Es por ello que los

experimentos fueron realizados en celdas de difusion horizontal Franz (Figura 36) con agitacion
magnética en ambas cdmaras para minimizar el efecto ABL en el transporte del farmaco a través
de la membrana lipidica y para superar los efectos negativos del UWL del sistema PAMPA
clasico [38] (ver métodos).

Membrana artificial
n  Puero paratomade muestra

Circuito de agua

]

O
| A

compartimento donor comparimento receptor

Barrade agitacién

Figura 36. Esquema de una celda de difusion de Franz horizontal y fotografia de las celdas
utilizadas en este ensayo (por triplicado) y con el correspondiente circuito de agua.
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5.3.3. Estudio de permeabilidad in vitro

Los experimentos de permeabilidad los llevamos adelante en celdas de difusiéon con sus
correspondientes celdas dadoras y receptoras, separados por la MAB (Figura 36). Seglin la
validacion del método, en el compartimento dador se agregd una solucion salina de fosfato de pH
5,8 y en el compartimiento aceptor, una solucion salina de fosfato a pH 7,4 [28]. Durante toda la
experiencia, las soluciones de las cdmara dadora como aceptora se han mantenido bajo agitacion
constante y a una temperatura de 37°C. Timol, Eugenol y sus prodrogas fueron identificados por
la técnica de HPLC y por UV, tanto en la camara dador como aceptora. En cuanto al Mentol y sus

prodrogas fueron cuantificados por CG.

Por cada compuesto calculamos el valor del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) y la

velocidad de permeacion (ver métodos). Los resultados se encuentran informados en la Tabla 11.

Tabla 11. Datos de velocidad (Vel) y permeabilidad aparente (Papp).

Compuesto Vel (mg/d) P,,, (cm/s)
Mentol 4,00x10” 2,78x10*
lc 1,48x107 4,06x10*
1g 2,20x107 431x10*
Timol 1,37x107 1,26x10*
2c 5,70x10°¢ 1,29x10*
2g 3,64x10°¢ 2,20x10*
Eugenol 1,14x107 6,80x10*
3c 3,00x10°° 6,11x10™
3g 5,00x10°° 6,90x10*

Del andlisis de los resultados obtenidos, observamos que tanto los compuestos de partida como

sus prodrogas permearon la MAB.

Tanto para las prodrogas del Mentol como el Timol obtuvimos el mismo comportamiento en

relacion a la permeabilidad aparente; observandose que las prodrogas presentaron una P,,, mayor

app

a los compuestos de partida coincidiendo con las predicciones realizadas en los estudios in silico;

131



es decir que mientras mas lipofilico es el compuesto mayor fue la permeacion del mismo. Por el
contrario, en la serie restante se observaron valores muy similares entre el Eugenol y sus

derivados, siendo el compuesto 3¢ al que presenta el menor valor de P,

En cuanto a la velocidad de permeacion, hallamos que los compuestos de partida presentaron
mayor velocidad de permeacion que las prodrogas. Este Gltimo comportamiento podria deberse a

que el Mentol, Timol y Eugenol son moléculas més pequefas que las prodrogas [39].

5.4. Discusion

La motivacion del disefio de estas nuevas prodrogas surgen de la necesidad de hallar nuevas
farmacoterapias eficaces y seguras para las EIDs. En el camino del disefio de nuevas entidades
quimicas para estas enfermedades se prefiere disefiar moléculas que luego puedan ser
administradas por via oral. La administracion de fArmacos por via oral es la mas conveniente y en
general es la mas segura, la menos costosa y, por lo tanto, la que se utiliza con méas frecuencia,
mas aun cuando las enfermedades referidas se caracterizan por tener una alta incidencia y
prevalencia en paises con condiciones socioecondmicas pobres y limitaciones al acceso a los
servicios de salud. Al administrar una nueva farmacoterapia a través de esta via, se facilitaran
multiples aspectos tales como el almacenamiento, distribucion y administracion de la misma;

afectando de manera positiva a la eficacia y adhesion de la farmacoterapia.

Esta situacion incentiva la busqueda de nuevas moléculas que favorezcan el desarrollo de nuevos
medicamentos orales, que permitan mejorar la adherencia al tratamiento y ampliar el nimero de

alternativas para pacientes que padecen estas enfermedades.

Debido a que es de interés hallar moléculas activas que puedan ser administradas por via oral, es
importante destacar que la absorcion intestinal de un farmaco es una etapa esencial para el éxito
terapéutico de farmacoterapias que seran administradas por via oral. A su vez, se estima que mas
del 80% de las moléculas activas administradas por via oral se absorben por transporte pasivo a

nivel de las células epiteliales [40].

Sikkema y colaboradores reportaron que la permeabilidad de las membranas celulares depende de
la hidrofobicidad de las moléculas, que tienen que atravesar la membrana, y de la composicion de
la membrana [41]. Por consiguiente, con el interés de analizar si las prodrogas sintetizadas logran

permear las membranas bioldgicas, realizamos en una primera etapa una prediccion a través de
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estudios in silico; y en una segunda, un estudio in vitro a través de una membrana artificial

biomimética.

La prediccion in silico demostrd que tanto los compuestos de partida como sus prodrogas
permearian membranas lipidicas de forma pasiva debido a que son moléculas hidrofobicas y por
lo tanto la particion de los mismos se vera mas favorecida en el ntcleo hidrofobico de la bicapa
lipidica que en la interfaz lipido-agua [42, 43]. Para todos los compuestos se predijo que realizan
movimientos "flip-flop" en los cuales, dependiendo del entorno, establecen la posicion

energéticamente mas favorable para atravesar las membranas lipidicas.

De los estudios de permeabilidad in vitro corroboramos que tanto los compuestos de partida como
sus prodrogas (lc, 1g, 2¢, 2g, 3¢ y 3g) lograron permear la MAB. Mayoritariamente, las

prodrogas presentaron un mayor valor de Papp con respecto a sus compuestos de partida, este

resultado coincide con la prediccion realizada in silico. De manera contraria, se reportd que las

velocidades de permeacion fueron mayores para los compuestos de partida.

Delrivo y colaboradores utilizaron el mismo protocolo de estudio de permeabilidad in vitro con
MAB para evaluar farmacos que actualmente se comercializan como Alopurinol, Amoxicilina,
Atenolol, Cafeina, Carbamazepina, Furosemida, Metoprolol, entre otros [28]. Todos los farmacos
que se ensayaron se administran por via oral y se absorben por una via de difusion pasiva [28]. A
pesar de las diferencias estructurales entre dichos compuestos y los nuevos derivados disefiados,
pudimos observar que la magnitud de la P,,, que informan es comparable a la obtenida para Ic,

1g, 2¢, 2g, 3c y 3g en los diferentes estudios realizados.

Es de interés destacar la diferencia encontrada entre la serie del Mentol y Timol, donde el Mentol
presento valores de velocidad de permeacion y de permeabilidad aparente mayor que el Timol y
su serie. Esta diferencia es importante reportarla debido a que son compuestos estructuralmente
similares, solo difieren en que el Timol y su serie presentan aromaticidad y los derivados del
Mentol no (Figura 3). Es por ello que se destaca que entre compuestos estructuralmente similares,
la aromaticidad es un pardmetro influyente en la velocidad de permeacion y de permeabilidad

aparente.
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5.5. Conclusiones parciales

Concluimos que las prodrogas disenadas y sintetizadas en esta Tesis lograron permear a través de
una membrana artificial biomimética. Estos resultados nos permiten deducir la factibilidad del

pasaje de estos nuevos compuestos a través de membranas biologicas.
5.6. Seccion experimental
5.6.1. Prediccion de permeacion pasiva de la membrana a través de estudios in silico

Para construir y optimizar las estructuras tridimensionales de los compuestos se utiliz6 el software
de codigo abierto UCSF Chimera [44] y para su visualizacion el programa PyMol [45]. Para
estudiar la permeacion de los compuestos se evalud la eficiencia de su difusion pasiva a través de
la bicapa lipidica. La evaluacion se llevd a cabo utilizando el software de codigo abierto
Permeability of Molecules across Membranes (PerMM), que permite predecir la permeabilidad a
través de membranas artificiales y naturales [19]. Las simulaciones se realizaron a 37°C y pH 5,8;

utilizando el método de optimizacion de arrastre descrito en [20].
5.6.2. Estudios de permeabilidad in vitro
5.6.2.1. Membrana artificial biomimética

El Mentol (1, pureza 99%, Sigma-Aldrich), Timol (2, pureza 99%, Sigma-Aldrich), Eugenol (3,
pureza 99%, Sigma-Aldrich) fueron adquiridos por Sigma Aldrich®. Las prodrogas fueron
obtenidas a través de la sintesis detallada en el Capitulo IV de esta Tesis. Todos los materiales y
solventes utilizados fueron de grado analitico. El agua purificada fue obtenida mediante un

sistema de purificacion Millipore Milli-Q.

La MAB se obtuvo impregnando un soporte de ésteres de celulosa (membrana GS MS, tamafio de
poro de 0,22 pm, 25 mm de didmetro, Millipore® Billerica, MA, USA) con un 10% (p/v) de una
solucion de n-octanol que contenia una mezcla de Lipoid 75 (lecitina de soja sin grasa con un

70% de fosfatidilcolina) (Tabla 12) [28].

El estudio fue llevado adelante utilizando un procedimiento in vitro en celdas de difusion de
Franz desarrollado y validado previamente por el grupo de investigacion [14, 28]. Las celdas de
difusién de Franz horizontales, las cuales poseen un volumen aproximado de 2,2 mL en cada
compartimento (dador y aceptor), las mismas se colocaron sobre una plancha de agitaciéon de 6

centros, logrando una agitacion constante (11 x 100 rpm) a ambos lados de la celda.
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Tabla 12. Composicion del Lipoid 75.

Fosfolipidos Composicion (g/100 g)
Fosfatidilcolina 68,0-73,0
Fosfatidiletanolamina 7,0-10,0
Lisofosfatidilcolina <3

La membrana artificial impregnada con n-octanol se colocd entre el compartimento dador y
aceptor de la celda de difusion de Franz. En el compartimento dador se agregd una solucion salina
de fosfato de pH 5,8 y en el compartimiento aceptor 7,4 (conteniendo fosfato didcido de potasio,
fosfato monoacido de sodio y cloruro de sodio) (PBS), la temperatura se mantuvo constante a
37°C mediante un circuito de agua con bafio termostatizado. En el compartimento dador se

colocaron 100 pg del compuesto correspondiente a evaluar.

A tiempos especificos se tomaron alicuotas de 1 mL, desde el compartimento receptor, las cuales

fueron reemplazadas con el mismo volumen de PBS manteniendo la temperatura constante

(37°C).

Las muestras de los derivados de Timol y Eugenol se analizaron por HPLC a longitudes de onda
especificas, utilizando un cromatégrafo Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific, con detector
UV-Visible utilizando el software Dionex Chromeleon v.7.1.2 para la adquisicion de datos.
Equipado con una columna C18 (250 x 4,6 mm, tamafio de particula: 5 m, tamafio poro: 120 A)
marca Phenomenex LC. Las fases moviles estuvieron constituidas por ACN: MeOH: Agua
(50:40:10). Las mediciones de los derivados del Mentol se realizaron por CG en un cromatdgrafo
Agilent 7890A, con una columna ZB-WAX (60 mm largo x 0,250 mm ancho x 0,25 pm film) y
con un detector de ionizador de llama, el limite de temperatura establecido fue de 20 - 250 °C, se

utilizé Helio como gas carrier y un flujo de 2,00 mL/min.

Con el fin de monitorear el cumplimiento de la condicion de sumidero durante los experimentos,
fue calculada la relacion entre la concentracion de firmaco en los compartimentos receptor y
dador a todos los tiempos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1. Los coeficientes de

permeabilidad aparente (Papp) y la velocidad fueron calculados a partir de la pendiente de la

porcion lineal inicial de los perfiles de permeacion, de acuerdo a las ecuaciones 8 y 9, las cuales
derivan de la primera Ley de Fick. Donde dQ/dt es la cantidad acumulativa del compuesto

permeado en funcion del tiempo (mg/min), V es el volumen del compartimiento receptor, A es el
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area de superficie de la membrana, C 0 8 la concentracion inicial de farmaco en el compartimento

dador y 60 es el factor de conversion de minutos a segundos.
Velocidad = % ec. 8

-4, _V
Papp =Tar X A.C 60

ec.9

Adicionalmente, se realizd la comparacion de los perfiles de permeabilidad por un modelo
estadistico utilizando como método un ANOVA de una via, en el que se realizé una comparacion
multiple aplicando el post-test de Tukey con un intervalo de confianza del 95%. El analisis

estadistico fue realizado utilizando el programa StudioR en Linux.
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CAPITULO VII

Efectividad y citotoxicidad in vitro de las
prodrogas disenadas en T cruzi, L.
braziliensis y P. falciparum

Los ensayos realizados que se presentan en este Capitulo fueron desarrollados en una
pasantia realizada en el Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales (PECET)
de la Universidad de Antioquia en Medellin-Colombia; las actividades fueron dirigidas y

supervisadas por la Dra. Sara Robledo Restrepo.

6.1. Consideraciones generales

Una vez superada con éxito la etapa de sintesis, caracterizacion estructural, estabilidad
quimica y permeacion de los nuevos derivados de Mentol (1a-i), Timol (2a-i) y Eugenol
(3a-i) se prosiguio al estudio de sus actividades bioldgicas. La evaluacion de la actividad
bioldgica de los nuevos derivados y la blisqueda de una posible relacion entre ésta y sus
propiedades fisicoquimicas, constituyen uno de los objetivos primordiales planteados en esta

Tesis.

El grupo de investigacion del PECET, perteneciente a la Universidad de Antioquia, dirigido
por la Dra. Sara Robledo han abordado durante més de una década la busqueda de nuevas
opciones terapéuticas contra la enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y Malaria. De esta
manera, en este Capitulo se han utilizado sus protocolos tanto para la medicién de la

citotoxicidad como la medicion de la actividad bioldgica [1-3].

Los resultados de la citotoxicidad se expresan como CLs,, que corresponde a la concentracion
a la cual ocurre el 50% de muerte de las células no infectadas y los resultados de la actividad
antiprotozoarias como CEs,, que es la concentracion de droga necesaria para inhibir el 50%
de la infeccidn en las células (ver métodos). El coeficiente entre la actividad antiprotozoarias

y la citotoxicidad, origina el indice de selectividad (IS) para cada compuesto en cada
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actividad bioldgica determinada, el cual se utiliza para evaluar la efectividad selectiva de una

droga, ya que tiene en cuenta ambos parametros, actividad y toxicidad [1].

6.2. Objetivos

6.2.1. Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad y la actividad tripanocida, leishmanicida y antiplasmodica in vitro de

los compuestos de partida y de las prodrogas sintetizadas y caracterizadas en el Capitulo IV.

6.2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos in vitro frente a lineas celulares
U-937 y calcular la concentracion letal media (CLs).

e Evaluar la actividad tripanocida de los compuestos in vitro frente a amastigotes
intracelulares de 7. cruzi y calcular la concentracion efectiva media (CEsy).

e Evaluar la actividad leishmanicida de los compuestos in vitro frente a amastigotes
intracelulares de L. braziliensis y calcular la concentracion efectiva media (CEs).

e Evaluar la actividad antiplasmodica de los compuestos in vitro frente a las formas
totales de P. falciparum y calcular la concentracion efectiva media (CEsy).

e Determinar el indice de selectividad (IS) de todos los compuestos.

6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Prodrogas del Mentol (1a-i)

Los resultados de la actividad citotdxica y bioldgica in vitro de los compuestos 1 y 1a-i se
resumen en la Tabla 13. Solo los compuestos 1h y 1i mostraron ser citotoxicos para las
células U-937, con valores de CLs, de 48,4 uM y 44,1 uM, respectivamente; esta
citotoxicidad observada corresponde a los compuestos de la serie con cadenas de carbono
mas lipofilicas. El resto de los compuestos mostraron una citotoxicidad de moderada a baja.
Sin embargo, ningun derivado disefiado logr6 disminuir la actividad citotdxica del Mentol. Se
destaca que la Anfotericina B (ANB), droga que actualmente se utiliza para el tratamiento de
la Leishmaniasis, resultd ser mas citotoxica que ciertos derivados sintetizados. También como

se esperaba, la doxorrubicina (DOXO) mostrd una citotoxicidad elevada (1,7 uM) [4].
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Tabla 13. Citotoxicidad y actividad antiprotozoaria in vitro del Mentol y sus prodrogas.

Compuesto | Citotoxicidad Actividad Actividad Actividad
tripanocida leishmanicida antiplasmodial
CLs, (nM)* CE;5, (uM)® IS¢ CE;, (uM)® IS¢ CE;, (uM)® IS¢
Mentol (1) 265,7+188,1 173,4+28.,9 1,5 >128,0 >2,1 358,5+51,0 0,7
1la 68,5+6,7 105,45+34,5 0.6 22,9428 3,0 127,4+9,9 0,5
1b 103,3+£35,8 33.8+4.3 3.1 28,4+0,4 3,6 28,4+0,4 3,6
1c 57,0£14,4 33,9+2,8 17 31,8+4,1 1,8 60,7£1,2 0,9
1d 145,2+74,5 2061,7+175,4 | 0,1 43,24+0,3 3.4 60,7+1,0 2,4
le 207,3+£38,2 121,7£21,4 1,7 59,3+1,4 3,5 56,3+1,0 3,7
1f 221,5+21,1 29,6+1,2 7,4 96,7+0,6 2,3 59,1+2,6 3,7
1g 73,3+15,8 46,3+4,9 1,6 28,2+1,1 2,6 432,5+238,7 0,2
1h 48,4+6,1 27,6+4,4 1,8 >23.5 >2,1 67,4+£5,8 0,7
1i 44,1+3,8 26,7+4,6 1,7 463,3+205,7 0,1 62,4+6,5 0,7
DOXO* 1,7+0,2 NA® NA NA NA NA NA
BNZS >768,5 60,1£12,2 12,8 NA NA NA NA
ANB? 53,9+7.,4 NA NA 0,4+0,1 134,8 NA NA
cQ" 485,3+16,3 NA NA NA NA 10,5+1,3 46,2

Los datos representan la concentracion letal y efectiva para cada compuesto. “Concentracion
efectiva media. "Concentracién efectiva media. °IS: Indice de selectividad = CLsy/CEs;
IDOXO0: Doxorubicina; “NA: No aplica; ‘BNZ: Benznidazol; !ANB: Anfotericina B; "CQ:

Cloroquina.

La relacion dosis-respuesta reveld de forma significativa que la mayoria de los compuestos

fueron altamente activos contra los amastigotes intracelulares de 7. cruzi'y L. braziliensis [1].

Para T. cruzi, observamos que los compuestos 1b, 1¢ y 1f-i mostraron una alta actividad
tripanocida de 26,7 a 46,3 uM, mientras que el Mentol obtuvo una baja actividad con una
CEs de 173,4 uM. El Benznidazol (BNZ), utilizado como compuesto de control para la

actividad tripanocida, mostré una CEs;=60,1 uM. Por lo tanto, los nuevos compuestos con
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alta actividad no solo fueron mas activos que el compuesto de partida, sino también mas

activos que el farmaco de referencia utilizado para el tratamiento de 7. cruzi [4].

En cuanto a L. braziliensis, los compuestos 1a-d y 1g demostraron una alta y prometedora
actividad contra los amastigotes intracelulares con valores de CE5, de 22,9 uM y 43,2 uM.
Los compuestos 1e y 1f mostraron una actividad moderada con valores de CEy, de 53,3 uM y
96,7 uM, respectivamente. Destacamos que si bien ciertas prodrogas del Mentol obtuvieron
una actividad leishmanicida alta, ninguno fue mas activo que la ANB que obtuvo una

CE;=0,4 uM [4].

En cuanto a la actividad antiplasmodica, comprobamos que solo los compuestos 1b y la
Cloroquina (CQ) mostraron una elevada actividad, con valores de CEs, de 28,4 uM y 10,2
uM, respectivamente. Los compuestos 1e-f y 1h-i mostraron una actividad moderada de 56,3
a 67,4 uM, presentando una mayor actividad antiplasmoddica que el Mentol (CEs5y=358,5 uM).
Por el contrario, el Mentol y los compuestos 1a y 1g mostraron una baja actividad

antiplasmodica [4].

Para observar la relacion entre la citotoxicidad y la actividad bioldgica reportada, usamos
como indicador el indice de selectividad, que corresponde al cociente entre la CEy, en los
diferentes estadios del parasito y la CLs, en células U-937. Entre mayor sea la relacion,
mayor serd el valor del IS. Consideramos selectivos los compuestos con indice de

selectividad de 3 o mas, y muy selectivos, aquéllos con un IS de 8 o maés.

En cuanto al IS calculado (Figura 37) se observo que el compuesto 1b, 1e y 1f fueron
selectivos para P. falciparum. En cuanto a 7. cruzi, los compuestos 1b y 1f fueron selectivos,
el compuesto 1f fue el mas selectivo de la serie con un IS de 7,5. En el caso de L. braziliensis

los compuestos 1a, 1b, 1d y 1e fueron selectivos [4].
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Figura 37. Indice de selectividad del Mentol y sus prodrogas. En asteriscos (*) se marcan los

compuestos que no se logro cuantificar la actividad bioldgica con exactitud.

En el marco del desarrollo de los nuevos derivados de Mentol, se realizd una colaboracion
con el Laboratorio de Zoonosis Parasitarias, Instituto de Investigaciones en Produccion,
Sanidad y Ambiente (IIPROSAM), perteneciente en la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales (FCEyN) de la Universidad Nacional de Mar del Plata (UNMdP) donde se evaluo

la eficacia in vitro e in vivo del Mentol y del compuesto 1f frente a la Equinococosis Alveolar

[5].

Dicha enfermedad es una de las zoonosis parasitarias mas peligrosas. Esta enfermedad,
ampliamente distribuida en el hemisferio norte, esta causada por el estadio metacestode de la
tenia Echinococcus multilocularis. Todos los pacientes quirirgicos y no quirurgicos deben
realizar una quimioterapia con benzimidazoles, principalmente con Albendazol. Sin embargo,
la eficacia del Albendazol es variable debido a sus deficientes propiedades farmacocinéticas.
Por lo tanto, la necesidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de

la Equinococosis Alveolar es urgente [6].

Por consiguiente, se realizé la evaluacion de la eficacia in vitro contra las protoscoleces de E.
multilocularis y la eficacia in vivo contra el modelo murino de echinococcosis alveolar. Se

observo que el compuesto 1f tuvo un mayor efecto protoescolicida que el Mentol. Ademas, la
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prodroga demostrd una eficacia clinica similar a la del Albendazol. Asi pues, el compuesto 1f
se defini6 como un candidato prometedor para el tratamiento de la Equinococosis Alveolar.
El desarrollo de este trabajo fue incluido en la Tesis doctoral de Julia Fabbri y en el

manuscrito elaborado [5].

6.3.2. Prodrogas del Timol (2a-i)

Los resultados de la actividad citotdxica y bioldgica in vitro de los compuestos 2 y 2a-i se
resumen en la Tabla 14. En cuanto a la toxicidad en las células humanas U-937, el Timol
mostré una CLs, 68,6 uM considerandose moderadamente citotoxico. Las prodrogas 2a-i,
presentaron una CLs, > 100 uM clasificdndose con una citotoxicidad baja. De esta manera
observamos que todos los nuevos derivados disminuyeron su actividad citotdxica respecto al

Timol y a la droga ANB [7].

Todas las prodrogas del Timol, mostraron una actividad baja contra los amastigotes de 7.
cruzi, con valores de CEs, que variaron de 103,3 a 316,6 uM. Resulta interesante destacar
que el compuesto de partida Timol fue més activo frente a 7. cruzi en relacion a los nuevos
derivados de la serie como asi también de la droga BNZ [6]. Similar a lo observado frente a
T cruzi, las prodrogas del Timol mostraron una baja actividad frente a los amastigotes

intracelulares de L. braziliensis, con valores de CEs, que variaron entre 172,5 y 355,0 uM [7].

En el caso de la actividad antiplasmodica, los compuestos 2e y 2h fueron los mas activos
contra contra P. falciparum (CEs, = 47,7 uM y 37,6 uM, respectivamente). Los demas
derivados mostraron una actividad moderada entre 50,1 uM y 90,17 uM. Destacamos que
todos los derivados del Timol mostraron valores de CEs, mejores que el compuesto de partida
(CEsy = 468,9 uM), lo que sugiere que la modificacion estructural aumenta la actividad

antiplasmodica del Timol.
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Tabla 14. Citotoxicidad y actividad antiprotozoaria in vitro del Timol y sus prodrogas.

Compuesto | Citotoxicidad Actividad Actividad Actividad
tripanocida leishmanicida antiplasmodial
CLs) (nM)* CE;, (nM)” IS¢ CE;, (nM)” IS¢ CE;, (nM)° IS¢
Timol (2) 68,6+4,2 34,7+3,4 1,9 197,7+19,9 0,3 468,9+71,3 0,1
2a 366,9+38,3 107,2+4,5 3.4 245,7+16,3 1,4 90,2+7,5 4,0
2b 286,5£25,5 170,2+25,1 1,6 233,9+11,6 1,2 72,2+10,2 3.9
2¢ 351,5+28,0 119,3+12,3 2,9 172,5+20,0 2,0 58,4+3,8 6,0
2d 436,7+31,5 115,0+14,3 3,7 219,9+34,7 1,9 50,1+2,7 8,7
2e 389,5+56,9 131,1+4,0 2,9 211,1+14,9 1,8 47,7+3,5 8,1
2f 362,1£102,8 103,3+3,5 3,5 221,3+15,3 1,6 51,145,7 7,0
2g 105,0+12,3 106,1+2,9 0,9 355,0+15,6 0,3 86,5+9,8 1,2
2h 366,6+141,4 157,9+11,6 2,3 192,4+13,9 1,9 37,6+2,7 9,7
2i 107,3+40,9 316,6+£76,9 0,3 220,7+87,5 0,4 65,1£3,5 1,6
DOXO* 1,7+0,2 NA® NA NA NA NA NA
BNZS >768,5 60,1+12,2 12,8 NA NA NA NA
ANB? 53,9+7.,4 NA NA 0,4+0,1 134,8 NA NA
cQ" 485,3+16,3 NA NA NA NA 10,5+1,3 46,2

Los datos representan la concentracion letal y efectiva para cada compuesto. “Concentracion

efectiva media. "Concentracién efectiva media. °IS: Indice de selectividad = CLsy/CEs;

YDOXO0: Doxorubicina; “NA: No aplica; ‘BNZ: Benznidazol; SAMB: Anfotericina B; "CQ:

Cloroquina.

En la Figura 38 se observa la comparacion de la actividad antiparasitaria con la citotoxicidad

donde observamos que todas las prodrogas del Timol mostraron mayor selectividad contra P.

falciparum con valores de IS de 1,2 a 9,7. Los compuestos 2d, 2e y 2h se determinaron como

compuestos muy selectivos contra P. falciparum con un IS de 8,7, 8,1 y 9,7, respectivamente.

Para T. cruzi, los compuestos mas selectivos fueron 2d seguido de 2fy 2a con IS de 3,7; 3,5 y

3.4, respectivamente. En cuanto a L. braziliensis, ningin compuesto mostrd ser selectivo [7].
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Figura 38. Indice de selectividad del Timol y sus prodrogas.

6.3.3. Prodrogas del Eugenol (3a-i)

La mayoria de los derivados del Eugenol presentaron una citotoxicidad moderada. Los
compuestos 3g y 3h presentaron una citotoxicidad alta (CLs;=40,6 uM y 43,5 uM,
respectivamente). Los compuestos 3¢ y 3i obtuvieron una citotoxicidad baja (CLs, = 142,7
uM y 1960,0 uM, respectivamente). S6lo los compuestos 3b, 3¢ y 3i disminuyeron su
actividad citotoxica respecto al Eugenol (Tabla 15) [8].

En cuanto a la actividad tripanocida, Eugenol fue el compuesto mas activo frente a los
amastigotes intracelulares de 7. cruzi con una CEs, = 43,8 uM, incluso mas activo que la
BNZ (CEs, = 60,1 uM). Soélo el compuesto 3i mostr6 una actividad moderada con una CEs,
de 65,1 uM. Los demds compuestos mostraron una actividad baja que oscil6 entre 116,3 y

639,5 uM [8].

Al igual que los resultados observados con 7. cruzi, todos los compuestos sintetizados
mostraron una actividad leishmanicida inferior a la del Eugenol, con la excepcion del
compuesto 3g que tuvo una actividad elevada con una CEs, de 31,1 uM, mientras que
Eugenol obtuvo una CEy, de 60,4 pM. Los compuestos 3c-f mostraron una actividad

moderada [8].
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Tabla 15. Citotoxicidad y actividad antiprotozoaria in vitro del Eugenol y sus prodrogas.

Compuesto Citotoxicidad Actividad Actividad Actividad
tripanocida leishmanicida antiplasmodial
CLs (uM) * CEs, (uM)® IS¢ CEs, (uM)® IS¢ CE4, (pM)® IS¢
Eugenol (3) 79,7+10,8 43,8+8,1 1,8 60,4+9,4 1,3 665,6+29,9 0,1
3a 69,6+14,2 116,3£7,5 0,6 101,8+17,3 0,7 95,9+7,5 0,7
3b 96,3+16,8 354,6+42,0 0,3 >211,8 <0,3 32,6442 3,0
3c 1960,0+179,9 324,4+53,1 6,0 89,5+30,9 21,9 104,5+0,6 18,8
3d 78,0+10,7 529,7+84,1 0,1 86,7+19,7 0,1 578,3+257,7 0,1
3e 55,2+4,7 >26,5 <2,1 61,8+3,4 0,9 84,8+29,3 0,7
3f 51,1+1,2 639,5+81,2 0,1 97,1+20,6 0,5 97,1+£20,6 0,5
3g 40,6+3,8 >20,5 <19 31,1+3,6 1,3 >17,1 <2,7
3h 43,5+8,4 156,5+53,1 0,3 476,9+361,7 0,1 409,9+69,7 0,1
3i 142,7+8,3 65,1+5,2 2,2 >62,4 <23 311,9+76,7 0,5
DOXO* 1,7+0,2 NA® NA NA NA NA NA
BNZf >768,5 60,1+£12,2 12,8 NA NA NA NA
AMBS# 53,9474 NA NA 0,4+0,1 134,8 NA NA
cQ" 485,3+16,3 NA NA NA NA 10,5+1,3 46,2

Los datos representan la concentracion letal y efectiva para cada compuesto. “Concentracion

efectiva media. "Concentracién efectiva media. °IS: Indice de selectividad = CLsy/CEs;

IDOXO0: Doxorubicina; “NA: No aplica; ‘BNZ: Benznidazol; ANB: Anfotericina B; "CQ:

Cloroquina.

Se hall6 que el Eugenol no fue activo frente a P. falciparum con una CEs, de 665,6 uM

(109,29 pg/mL), un valor de actividad antimalarica comparable al encontrado por Zyl et al.

[9] quienes reportaron una actividad antimalarica del Eugenol de 753,7 uM. Es significativo

destacar que todos los nuevos derivados mejoraron la CEs, dosis-respuesta contra P.

falciparum con respecto al compuesto de partida. El compuesto 3b mostr6 una actividad alta

(CEsy = 32,6 uM), los compuestos 3a, 3e y 3f tuvieron una actividad moderada (valores de

CEs,de 95,9, 84,8 uM y 97,1 uM, respectivamente) [8].
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En cuanto al IS (Figura 39) se observa que el compuesto 3¢ fue selectivo para 7. cruzi y muy

selectivo para el L. braziliensis y P. falciparum [8].

20,0 1
16,0 4

12,0 4 B . vrazitiensis

. P. falciparum
8,0 . T. cruzi

Indice de selectividad (IS)

4,0 4
1 i
(),0‘.1_ _Jl __u

Eugenol 3a  3b 3c 3d 3e 3f 3g 3h 3i

Compuestos

Figura 39. Indice de selectividad del Eugenol y sus prodrogas. En asteriscos (*) se marcan

los compuestos que no se logro cuantificar la actividad bioldgica con exactitud.

6.4. Discusion y conclusiones parciales

Al evaluar la citotoxicidad de las prodrogas muchos compuestos resultaron tener una
citotoxicidad alta en células U-937 de mamiferos. Aunque la toxicidad es un criterio
importante en el desarrollo de nuevos farmacos, el criterio de la actividad biologica especifica
(en este caso, la actividad tripanocida, leishmanicida y antiplasmddica) es atn mas
importante ya que la citotoxicidad puede controlarse o reducirse mediante la aplicacion de
sistemas de administracion de fAirmacos, como los liposomas, y otros tipos de nanoparticulas
que mejoran la actividad farmacoldgica, sin pérdida del potencial farmacolégico. Por
ejemplo, la ANB es un farmaco de uso actual para el tratamiento de la LC y LV que, en su
forma libre (ANB desoxicolatada) se asocia a una elevada toxicidad renal, de modo que el
tratamiento debe administrarse por via intravenosa en pacientes hospitalizados. En cambio, si
la ANB se encuentra en dispersion coloidal, complejos lipidicos y liposomas, tiene menos

efectos adversos y genera una menor toxicidad renal [10,11].
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De manera general, concluimos que los compuestos serie del Mentol (1a-i) fueron muy
activos contra parasitos de P falciparum y amastigotes intracelulares de 7. cruzi y L.
braziliensis. Ademas, logramos identificar derivados con mejor actividad tripanocida que el
BNZ. En la serie del Timol (2a-i) hallamos en todos los compuestos una actividad
antiplasmodial alta, ademds de un incremento marcado de actividad con respecto al
compuesto de partida. En cuanto a la actividad frente a 7. cruzi la misma fue moderada y
frente a L. braziliensis fue baja. En cuanto a la serie del Eugenol (3a-i) observamos una alta

actividad leishmanicida y antiplasmodial pero una baja actividad tripanocida.

Por ultimo, basandonos en el IS, seleccionamos las moléculas candidatas para continuar en
las etapas del disefio de farmacos, particularmente en las etapas de la evaluacion de la
actividad antiparasitaria in vivo. Las prodrogas seleccionadas son: 1f, 2a, 2d, 2f y 3¢ para la
evaluacion de la actividad tripanocida; 1b, 1d, 1e y 3¢ para la actividad leishmanicida; y 2d,

2e, 2h y 3c para la actividad antiplasmodial.

6.5. Seccion experimental

Todos los compuestos fueron sometidos a una evaluacion in vitro de la citotoxicidad y de
actividad tripanocida, leishmanicida y antiplasmodica. Los compuestos se solubilizan en
dimetilsulfoxido (DMSO,1 mg/mL, p/v). Se prepararon soluciones madres de 200 g/mL (v/v)
en medio RPMI-1640 completo y luego se prepararon diluciones seriadas cuadruples de cada
compuesto. Finalmente, se prob6 cada compuesto a diferentes concentraciones (200, 50, 12,5,

3,125y 0,78 pg/mL) [1].

6.5.1. Actividad citotoxica en células U-937 in vitro

La citotoxicidad se evalu6 en la linea celular de promonocitos humanos U937. Los
macrofagos humanos de la linea celular U-937 se mantuvieron en cultivo en medio
RPMI-1640 enriquecido con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y una soluciéon de
penicilina-estreptomicina al 1%. Las células se ajustaron a 1x10° células/mL en RPMI-1640
enriquecido. Luego, se colocaron 100 pL de suspension celular y 100 pL de cada
concentracion de los compuestos en cada pocillo de la microplaca de cultivo de tejidos de 96

pocillos, y las placas se incubaron de nuevo a 37 °C, 5% de CO,[1].
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Tras 72 h de incubacion se afiadieron 20 pL (0,5 mg/mL) de MTT disuelto en medio
RPMI-1640 sin suero en cada pocillo y las placas se incubaron durante 3 h a 37 °C, 5% de
CO,. La reaccion se detuvo con 100 pL/pocillo de DMSO vy se registro la absorbancia a 570
nm (Varioskan Flash, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). La doxorubicina (DOXO) se
utilizd como control positivo y el medio RPMI-1640 enriquecido se utilizd6 como control
negativo. Se utilizd6 una solucidon blanco (medio RPMI-1640 enriquecido mas 0,2% de
DMSO) para corregir la absorbancia. Cada medicion se realizd por triplicado en dos
experimentos independientes. Los resultados se expresaron como la concentracion letal 50

(CLsp), que corresponde a la concentracion a la cual ocurre el 50 % de muerte celular [1].

6.5.2. Actividad tripanocida in vitro

Para la obtencion de amastigotes, se sembraron 2,5x10° células/ml células U-937 en medio
RPMI 1640 y 100 ng/ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). Para su adhesion, se
colocaron 100 pl en cada pocillo de una microplaca de cultivo de tejidos de 96 pocillos. Las
placas se incubaron a 37 °C, 5% de CO,. Después de 72 h de incubacion, las células se
infectaron con tripomastigotes de 7. cruzi de la cepa Tulahuen en una proporcion de 5:1 (24 h
de crecimiento) por célula. Las placas se incubaron a 37 °C, 5% de CO,. Tras 24 h de
incubacion se afiadieron 100 pL de cada concentracion de compuesto a cada pocillo y las
placas se incubaron nuevamente a 37 °C, 5% de CO,. Tras 72 h de incubacion se afiadieron
100 pL de clorofenol rojo-B-D-galactopiranésido (CPRG) a 100 uM y 0,1%, Nonidet P-40, y
tras 3 h de incubacion se leyo la absorbancia a 570 nm (Varioskan, Thermo) [10]. Las células
infectadas expuestas al BZN se utilizaron como control de la actividad tripanocida (control
positivo), mientras que las células infectadas y no tratadas se utilizaron como control de la
infeccion (control negativo). Tanto la droga de control como los derivados a ensayar se
realizaron disoluciones de los compuestos con una concentracion de 200; 50; 12, y 3,125

pg/mL. Cada medicion se realizé por triplicado en dos experimentos independientes [1,10].

6.5.3. Actividad leishmanicida in vitro

Las células U-937 se ajustaron a 105 células/mL de RPMI-1640 enriquecido con 0,1 pg/mL
de PMA. Se dispens6 un mL en cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos. Después
de 72 h, las «células se infectaron con promastigotes de L. braziliensis

(HMOM/COL/88/UA301-EGFP) [2] en una proporcion de 15:1 (proporcion de parasitos por
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c€lula). Las placas se incubaron a 34 °C, 5% de CO,, y 3 h después se eliminaron los
promastigotes no internalizados mediante dos lavados con tampon fosfato (PBS). Las placas
se incubaron de nuevo a 34 °C, 5% de CO,, y 24 h después se lavaron las células con PBS
caliente y se sustituyd el medio. Se anadieron 100 pl en cada pozo de cada dilucién del
compuesto (teniendo como punto de partida el doble de la CLs, del compuesto
correspondiente) a cada pozo y las placas se incubaron a 37 °C con 5% de CO,. Después de
72 h, se extrajeron las células con una solucion de tripsina/EDTA y se lavaron dos veces con
PBS centrifugando 10 min a 1100 rpm, 4 °C. Las cé¢lulas se leyeron en un citémetro de flujo
(Cytomics FC 500MPL, Brea, CA) a 488 nm de excitacion (laser de argon) y contando
10.000 eventos. El porcentaje de células infectadas se calcul6 mediante un analisis de puntos
segin los eventos positivos para la fluorescencia verde y luego se calculd la carga de
parasitos en estas células infectadas mediante un andlisis de histograma segun la intensidad
media de fluorescencia (MFI). Las células infectadas se utilizaron como control de la
infeccion (control negativo) y las células infectadas expuestas a ANB se utilizaron como
control de la actividad leishmanicida (control positivo) [9, 10]. Tanto la droga de control
como los derivados a ensayar se realizaron disoluciones de los compuestos con una
concentracion de 200; 50; 12, y 3,125 pg/mL. Cada medicion se realizo por triplicado en dos

experimentos independientes [2, 3].

6.5.4. Actividad antiplasmodial in vitro

Las células U-937 se ajustaron a 105 células/mL de RPMI-1640 enriquecido con 0,1 pug/mL
de PMA. Se dispensé un mL en cada cultivo de P. falciparum no sincronizado (cepa 3D7)
[13] y se ajusto al 0,5% de parasitemia y al 1% de hematocrito en medio RPMI enriquecido
con albumina de suero bovino rica en lipidos-Albumax II al 3%. En cada pocillo de una placa
de cultivo de tejidos de 96 pocillos, se afiadieron 100 ul de suspension de parasitos y 100 pl
de cada dilucion de los compuestos. Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C, 90% N,,
5% CO,, 5% O,. Tras la incubacion, se cosecharon los sobrenadantes y los parasitos se
sometieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion de 20 min. En una segunda placa
microtiter de 96 pocillos de fondo plano se dispensaron 100 ul de reactivo Malstat, pH 9,0,
25 pl de solucion NBT/PES y 15 pl de parasitos lisados. Las placas se incubaron en la
oscuridad a 37 °C durante 90 min y el desarrollo del color de la reaccion de pLDH se leyo a
650 nm (Varioskan, Thermo) [14]. La CQ se utilizé como control antiplasmoédico positivo.

Los parasitos cultivados en RPMI-1640 enriquecido se utilizaron como control de
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crecimiento y viabilidad (control negativo). Tanto la droga de control como los derivados a
ensayar se realizaron disoluciones de los compuestos con una concentracion de 200; 50; 12, y

3,125 pg/mL. Cada medicion se realizd por triplicado en dos experimentos independientes

[1].

6.5.5. Analisis de datos

Para calcular la citotoxicidad, se calcularon los porcentajes de mortalidad para cada

concentracion ensayada segun la ecuacion 10:
% Mortalidad = 100 - [(OD cé¢lulas expuestas/OD células no expuestas)x 100] ec. 10

A continuacion, estos porcentajes de mortalidad se utilizaron para calcular las
concentraciones letales medias (CLs,) mediante un andlisis Probit utilizando el software

Graphpad Prism 8 [15].

En el caso de la actividad antiprotozoarias (L. braziliensis, T. cruzi y P. falciparum), el
porcentaje en la reduccién de parasitos para cada concentracion ensayada se cuantificd

mediante la ecuacion 11:

% Reduccion de parasitos = 100 - [(OD o MFI parésitos expuestos/ OD o MFI parasitos de
control) x100] ec. 11

La selectividad de la actividad para cada compuesto se determind segin el IS que
corresponde a la relacion entre la citotoxicidad y la actividad antiprotozoarias y se calculd

como el cociente al dividir la LCy, y la CEs, ecuacion 12:
IS = LCs/CEs, ec. 12

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Tanto la citotoxicidad como la actividad
antiprotozoaria se clasificaron como alta, moderada o baja, segun rangos previamente
establecidos en base a los propios criterios de acierto. Citotoxicidad alta: CLs, < 50 uM,
moderada: LCsy > 50 uM < 100 uM y baja citotoxicidad: CLs, > 100 uM). Del mismo modo,
la actividad antiprotozoaria se clasificd agrupada seglin los valores de CEs,, basdndose en los
criterios propios en alta (CEs, < 50 uM), moderada (CEs, > 50 uM < 100 uM) y baja

actividad (CEs,> 100 uM). En cuanto al IS, entre mayor sea la relacion, mayor sera el valor

155



del indice de selectividad. Se consideraron selectivos los compuestos con indice de

selectividad de 3 o més, y muy selectivos, aquellos con un indice de 8 o mas.
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CAPITULO VIII
Identificacion de un nuevo blanco
terapéutico a través de estudios in silico

Los estudios computacionales se realizaron en colaboracion con la Lic. Maria Inés Freiberger
y el Dr. Diego Ferreiro del Laboratorio de Fisiologia de Proteinas, Facultad de Ciencias

Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
7.1. Consideraciones Generales
7.1.1. Quimica Computacional

La Quimica Computacional es una disciplina que combina diferentes campos, incluyendo la
Quimica, la Biologia, la Fisica, la Estadistica y la Bioinformatica. Permite simular procesos
quimicos y biologicos, con multitud de aplicaciones utilizando métodos in silico que emplean

modelos matematicos y software de simulacion [1].

De modo general, la Quimica Computacional tiene dos aplicaciones fundamentales. En
primer lugar, sus herramientas permiten explicar comportamientos observados
experimentalmente. Y en segundo lugar, proporciona instrumentos predictivos, que permite
generar nuevos conocimientos en situaciones en las que por algin motivo no se puede
desarrollar un experimento en mesada. Esto puede deberse a que el experimento puede
resultar imposible o muy arduo de realizar, o las propiedades de interés pueden ser muy

dificiles de medir [2].

La ventaja del uso de los métodos in silico en comparacion con métodos experimentales es
que reduce gastos derivados de la compra de materiales, evita la produccién de compuestos
contaminantes, y permite acelerar el proceso de investigacion, por ejemplo, en etapas
iniciales del desarrollo de farmacos. Situandonos en este trabajo de Tesis, antes de realizar la
sintesis de los derivados de interés fue posible predecir propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas de los mismos (Capitulo III), corroborando de esta manera que los

derivados que posteriormente sintetizamos (Capitulo I'V) cumplian los requisitos deseados.
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El acelerado desarrollo de software en los tltimos tiempos ha generado una gran variedad de
herramientas de visualizacion de moléculas, de modelado, de simulacion molecular, entre
otros, los cuales han permitido avanzar notoriamente en la comprension de muchos sistemas
quimicos y biologicos [3]. Los métodos in silico desarrollados para la descripcion del
comportamiento de la materia a nivel molecular pueden dividirse en dos grandes tipos:

métodos ab initio y métodos atomisticos.

Las técnicas ab initio describen la estructura electronica y la reactividad de sistemas
moleculares a partir de postulados mecano-cuanticos, mientras que los métodos atomisticos
utilizan los principios de la mecanica clasica para simular sistemas a nivel atoémico, pudiendo
determinarse de esta manera propiedades macroscopicas a partir de postulados de la fisica
estadistica [4,5]. Esta tultima metodologia desarrollaremos en el presente Capitulo,
obteniendo como resultado la informacién necesaria para explicar los detalles del
comportamiento proveniente de la interaccion proteina-ligando en un sistema de interés

bioldgico [6].
7.1.2. Dihidroorotato deshidrogenasa

Los protozoos apicomplejos (Plasmodium spp.) y los kinetoplastidos (Leishmania spp. y
Trypanosoma spp.) son protistas unicelulares con ciclos vitales complejos en los que
intervienen un huésped mamifero y un insecto vector. Sus ciclos vitales hacen que tengan
cambios adaptativos complejos y, en consecuencia, una expresion regulada de
macromoléculas funcionales especificas de cada etapa. Estas macromoléculas, que en su

mayoria son proteinas, proporcionan blancos terapéuticos racionales en el disefio de farmacos

[7].

Las pirimidinas son esenciales para la supervivencia celular y la proliferacion de organismos
parasitarios, como 7. cruzi, L. braziliensis y P. falciparum. En las células humanas, las
pirimidinas se sintetizan a través de las vias de biosintesis de novo o por via de rescate,

siendo esta ultima una forma eficaz de reciclar los nucledtidos preexistentes.

Debido a que un gran nimero de organismos parasitarios carecen de vias de rescate de
pirimidina para los pirimidinucleotidos, el bloqueo de la biosintesis de novo se considera una
estrategia terapéutica eficaz para atacar selectivamente al parasito sin afectar al huésped

humano [8].
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La dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) esta surgiendo como un nuevo blanco molecular
para los farmacos antiparasitarios contra las EIDs [8-11]. Esta proteina es la inica enzima
redox de las seis implicadas en la via biosintética de novo de las pirimidinas; dicha proteina

cataliza la oxidacion del (S)-dihidroorotato a orotato (Figura 40) [8].

o] o
Dihidroorotato deshidrogenasa
(DHODH)
; :
‘COH{  FMN FMNH,
: {Sl-Dlhldnmmtat{r ﬂrumtﬂ
CoQ H; CoQ,
Succinato Fumarato
NADH NADT

Figura 40. DHODH cataliza dos semirreacciones reversibles. En la primera mitad de la
reaccion redox, la (S)-Dihidroorotato es oxidada por el cofactor FMN. En la segunda, el
grupo prostético FMN es reoxidado por fumarato o NAD+ en la DHODH de Clase 1 o

ubiquinonas (CoQn) en las variantes mitocondriales de la DHODH de Clase 2.

Enzyme Commission number clasifica las enzimas segun la actividad catalitica otorgandoles
un codigo compuesto de las letras EC, seguida de cuatro nimeros separados por un punto, el
primer niimero indica la clase (actualmente se conocen siete: Oxidorreductasas, Transferasas,
Hidrolasas, Liasas, Isomerasas, Ligasas y Translocasas), mientras que los demas representan

una clasificacion progresivamente mas especifica [12, 13].

Las DHODH son oxidorreductasas, por lo tanto se corresponden a la Clase 1 de EC. Estés
enzimas, se clasifican segin su similitud de secuencia, ubicacion celular y preferencia de
sustrato [14]. Existe la Clase 1 (EC.:1.3.3.1) que se subdivide en Clases 1A y 1B; y la Clase 2
(EC.:1.3.99.11). Los tripanosomatidos como 7. cruzi y L. braziliensis expresan la DHODH de
Clase 1A, que es una proteina homodimérica localizada en el citosol que usa el fumarato
como aceptor de electrones. Sin embargo, P. falciparum expresa la DHODH de la Clase 2;

que es monomérica y se encuentra unida a la membrana mitocondrial interna y utiliza la
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ubiquinona como aceptor de electrones. Los residuos implicados en el sitio activo de la
enzima difieren entre las clases de DHODH, la Clase 1 posee una cisteina; en cambio, la

Clase 2 posee una serina [14-17].

Diferentes investigadores reportaron la relevancia de la enzima 7. cruzi dihidroorotato
deshidrogenasa (TcDHODH) ya que los parasitos 7. cruzi deficientes de DHODH no son
viables incluso ante la presencia de nucledsidos de pirimidina, debido a que los parasitos no

poseen la via de rescate de las pirimidinas [18,19].

Chibili et al. demostraron que compuestos naturales derivados de los isoprenoides pueden
desempetiar un papel en la actividad leishmanicida a través de la inhibicion de la DHODH
[10]. Estos compuestos con estructuras similares a los sustratos de las enzimas en las vias
biosintéticas de los parésitos pueden mostrar propiedades enzimadticas inhibitorias. Esto
ocurre debido a la similitud estructural existente entre estas moléculas y los sustratos
naturales de las proteinas involucradas en las vias biosintéticas de los parasitos, donde se

genera una competicion entre las moléculas para unirse al sitio de union del sustrato [20].

En la actualidad, se estan llevando a cabo estudios en los que evaluan la competencia
enzimatica de compuestos naturales con estructuras similares a nuestros compuestos de
partida (Mentol, Timol y Eugenol) como agentes terapéuticos emergentes para la inhibicion
enzimatica de proteinas parasitarias [21-24]. Segin la bibliografia y los estudios de
estabilidad realizados (Capitulo V), no es probable que las prodrogas disefiadas se mantengan
intactas y lleguen a la proteina objetivo en un sistema bioldgico debido a los mecanismos de
hidrolisis que sufren a los diferentes pH's. Es por este motivo que los estudios que se

describen a continuacion se realizaron con los compuestos de partida y no con las prodrogas.

Debido a todo lo mencionado, en este Capitulo presentamos los estudios in silico
desarrollados con el objetivo de analizar la potencial formacién de complejos
proteina-ligando entre los compuestos de partida (Mentol, Timol y Eugenol) con las enzimas
dihidroorotato deshidrogenasa de 7. cruzi (TcDHODH), de L. braziliensis (LbDHODH) y de
P. falciparum (PfDHODH), para lograr sentar bases tedricas para futuros estudios in vitro en

el desarrollo de terapias antiparasitarias dirigidas a la DHODH.
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7.2. Objetivos
7.2.1. Objetivo general

Predecir si las proteinas TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH podrian ser un potencial

blanco molecular para Mentol, Timol y Eugenol a través de estudios in silico.

7.2.2. Objetivos especificos

e Analizar la secuencia aminoacidica y la estructura proteica de TcDHODH,
LbDHODH y PfDHODH.

e Validar el acoplamiento molecular con AutodockVina.

e Realizar el acoplamiento molecular de las moléculas de Mentol, Timol y Eugenol con
TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH.

e Realizar 12 simulaciones de dindmica molecular de 120 ns cada una (ver Esquema 2).

e Analizar la estabilidad conformacional mediante el andlisis de la raiz cuadratica
media (RMSD) e identificar los residuos o regiones flexibles a través del calculo de la
fluctuacién media (RMSF) de los complejos simulados.

e (alcular la energia libre de unién de cada complejo formado.

e Analizar la contribucion energética de cada residuo en el complejo.
7.3. Resultados

7.3.1. Analisis de la secuencia aminoacidica y estructura proteica de TcDHODH,

LbDHODH y PfDHODH

Las proteinas tienen cuatro niveles de estructura (Figura 41). La estructura primaria de una
proteina es simplemente el orden de sus aminoacidos (secuencia aminoacidica), por
convencion el orden de escritura es siempre desde el grupo amino-terminal hasta el

carboxilo-terminal.

La estructura secundaria de una proteina es la que adopta espacialmente, existen ciertas
estructuras repetitivas encontradas en las proteinas que se clasifican en dos tipos: hélice alfa 'y
hojas beta, conocidas como motivos estructurales. La estructura terciaria, estd compuesta de
un solo polipéptido, es la estructura plegada y completa en tres dimensiones que define la
estructura de la proteina. Por ultimo, la estructura cuaternaria, solo est4 presente si hay mas

de una cadena polipeptidica (ejemplo: homodimero).
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Figura 41. Estructuras de las proteinas.

Para los andlisis, se seleccionaron las siguientes proteinas TcDHODH (PDB ID:
2E68/Cadena B), LbDHODH (PDB ID: 4WZH/Cadena B) y PfDHODH (PDB ID:
4CQA/Cadena B) que fueron cristalizadas a alta resolucion: 1.38 A, 2.12 A y 2.82 A,
respectivamente. Con la finalidad de identificar y caracterizar similitudes y diferencias entre
ellas se realizo un andlisis de la secuencia aminoacidica y de estructura de las proteinas (ver
métodos). En la Figura 42 se ilustra el alineamiento multiple de secuencias que se realiz6 de
TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH. En color lila se encuentran marcadas las posiciones
del alineamiento en las cuales la identidad del aminoacido coincide entre las proteinas,

cuando las tres proteinas coinciden en sus aminoacidos el color es mas intenso.
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Figura 42. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de PFDHODH (PDB ID:
4CQA), TcDHODH (PDB ID: 2E68) y LbDHODH (PDB ID: 4WZH). En lila se encuentran
remarcados las posiciones del alineamiento en cuales la identidad del aminodcido coincide

entre las proteinas.
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En las Tablas 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos del analisis realizado. Las celdas
correspondientes a la diagonal principal, coloreadas en gris representan el porcentaje de
identidad entre las proteinas consigo mismas, esto significa que el valor esperado en estas
celdas es del 100 %, de esta forma podemos controlar que los alineamientos se realizaron de

forma adecuada.

En la Tabla 16 se muestra que TcDHODH y LbDHODH tienen una identidad de secuencia de
~ 70%; mientras que estas proteinas con respecto a PFDHODH presentan una identidad de

secuencia = 25%.

Tabla 16. Porcentaje de identidad de secuencia.

% Identidad de PfDHODH TcDHODH LbDHODH
secuencia

PfDHODH 100,0 25,5 243

TcDHODH 25,5 100,0 73,2

LbDHODH 243 73,2 100,0

En la Figura 43 se muestra el resultado del alineamiento estructural de las tres proteinas en
estudio. En la Figura 43A se presenta el alineamiento estructural entre TcDHODH vy
LbDHODH, donde se puede observar a modo cualitativo, que la identidad estructural entre
ambas es alta. En la Figura 43B se alined también la proteina PfDHODH, en este caso
podemos visualizar que la identidad estructural no es tan similar a la observada entre

TcDHODH y LbDHODH.

Figura 43. Alineamiento estructural de A. TcDHODH (verde) y LbDHODH (rosa).
B. TcDHODH (verde), LbDHODH (rosa) y PEDHODH (celeste).
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De modo cuantitativo, en la Tabla 17 se observa que TcDHODH y LbDHODH poseen un
porcentaje de identidad de estructura = 95 %. Sin embargo, PfDHODH con respecto a
TcDHODH y LbDHODH presentan un porcentaje de identidad de estructura = 70%.

Tabla 17. Porcentaje de identidad de estructura.

% Identidad de PfDHODH TcDHODH LbDHODH
secuencia

PfDHODH 100,0 69,7 70,1

TcDHODH 69,7 100,0 95,1

LbDHODH 70,1 95,1 100,0

El porcentaje de identidad de secuencia y estructura superior obtenido entre las proteinas
TcDHODH y LbDHODH es esperado, ya que ambas proteinas comparten la misma ubicacion
celular (citosol) y utilizan el mismo aceptor de electrones (succinato). En cambio, estas
proteinas poseen un bajo porcentaje de identidad de secuencia y estructura con respecto a
PfDHODH. Esto se debe a que PfDHODH posee algunas diferencias en cuanto a estas
proteinas, como por ejemplo, se ubica en la membrana mitocondrial interna de la célula y
utiliza el fumarato como aceptor de electrones. Es importante destacar que, a pesar de las
diferencias halladas en cuanto a estructura y secuencia, las tres proteinas cumplen la misma
funcidn en sus respectivos organismos: catalizar la oxidacion de (S)-dihidroorotato a orotato

para la biosintesis de las pirimidinas.
7.3.2. Acoplamiento molecular (Molecular Docking)

El acoplamiento molecular o molecular docking (del inglés, acoplarse) es un método que
predice la conformacion mas adecuada de una molécula al estar unida a otra con el fin de
formar un complejo estable [25]. Esta prediccion la realiza estimando la pérdida de entropia

al momento de unidn del ligando con la proteina [26].

AutodockVina es una de las tantas herramienta que se encuentran disponible para realizar
acoplamiento molecular, este software posee diversas ventajas a comparacion de los demas
cémo por ejemplo, es de codigo abierto, no genera un alto costo computacional y es una

herramienta sencilla de utilizar.

En primer lugar se debe corroborar que el algoritmo seleccionado es adecuado para el modelo

biologico a estudiar. Para ello, obtuvimos los complejos de las proteinas seleccionadas con
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sus ligandos naturales cristalizados, extrajimos los ligandos de sus complejos y realizamos el

acoplamiento con AutodockVina de cada uno con su proteina correspondiente.

Después, calculamos la raiz cuadratica media (RMSD, del inglés, Root Mean Square
Deviation) (ver métodos) para cada pose usando como referencia la estructura cristalizada. Si
el valor del RMSD de la pose estad por debajo de 1,0 A se considera que el resultado es
aceptable, aunque muchos autores aumentan este valor de corte hasta 1,5 A o incluso hasta
2,0 A. Por encima de este valor limite los resultados se consideran incorrectos, estableciendo

que la herramienta no es precisa para el modelo biologico a estudiar.

Debido a que los valores de RMSD obtenidos (Tabla 18) fueron por debajo de 1,0 A entre la
estructura del sustrato natural cristalizado y la estructura predicha a partir del acoplamiento
molecular, se establece que la herramienta AutodockVina es precisa para nuestro modelo

biologico a estudiar [27].

Tabla 18. Valores RMSD para la superposicion de los sustratos cristalizados y acoplados.

Proteina PDB ID RMSD (&)
TcDHODH 2E68 0,041
LbDHODH 4WZH 0,882
PfDHODH 4CQA 0,191

Luego de validar la herramienta, acoplamos el Mentol, Timol y Eugenol al sitio de union del
sustrato de TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH utilizando AutoDockVina. Se seleccion¢ la
conformacidon enérgicamente mas favorable de cada ligando (Tabla 19) para formar el
complejo proteina-ligando que posteriormente fue sometida a las simulaciones de dindmica

molecular.

166



Tabla 19. Energia de union (en kcal/mol) de las conformaciones acopladas mas favorables

segun la puntuacion de AutoDockVina.

Compuestos Energia de union (kcal/mol)

TeDHODH LbDHODH PfDHODH
Sustrato natural -7,1 -6,5 -7,2
Mentol -6,7 -5,7 -6,8
Timol -6,0 -5,8 -6,7
Eugenol -6.4 -6,0 -7,1

7.3.3. Simulaciones de dinamica molecular

Usando AMBER20 (ver métodos), se realizaron 12 simulaciones de dinamica molecular de

120 ns por cada complejo representadas en la Figura 44.
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Figura 44. Esquema representativo de las 12 simulaciones realizadas.
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Este tipo de experimentos in silico requiere de un alto costo computacional y aumenta a
medida que simulamos sistemas mas grandes y complejos. Las proteinas TcDHODH (PDB
ID: 2E68), LbDHODH (PDB ID: 4WZH) y PfDHODH (PDB ID: 4CQA) fueron cristalizadas
como homodimeros, este estado oligomérico estda conformado por dos mondmeros
exactamente iguales y estan unidos mediante interacciones proteina-proteina. Sin embargo,
cada mondmero contiene un sitio activo que es independiente del otro, es decir, que en forma
de mondmero también tiene actividad enzimatica. Es por ello que a modo de reducir el

sistema a simular se decidio6 realizar las simulaciones utilizando solo un monémero.
7.3.3.1. RMSD y RMSF

El andlisis de RMSD se utiliza en los estudios de simulaciones de dinamica molecular para
medir de forma cuantitativa la estabilidad del sistema que se estd simulando a lo largo de toda

la escala de tiempo simulada.

En este caso, los sistemas que simulamos son complejos proteina-ligando. Para poder analizar
los resultados de RMSD, es importante saber que las proteinas en general, son sistemas
metaestables, lo cual indica que el estado nativo de las proteinas, el de minima energia, en
realidad es un conjunto de diferentes conformaciones. Esto estd directamente relacionado al
concepto biofisico de frustracion, el cual dice que las proteinas se pliegan minimizando sus
conflictos energéticos (“Principio de minima frustracién™) [28]. Sin embargo, este principio
dice que aun existen conflictos remanentes en la estructura, los cuales estan relacionados a
varias funciones bioldgicas [29-31]. Por lo tanto, se espera que los valores de RMSD sean
siempre mayores a 0 debido a la propia dindmica natural de la proteina. Por otro lado, una
gran fluctuacion de los valores de RMSD se interpreta como sefial de que la simulacion no

esta equilibrada ni estable [32].

En la Figura 45A-C, se muestra el RMSD calculado sobre los atomos Ca de la estructura de
la proteina por cada complejo simulado: sustrato natural (amarillo), Mentol (rojo), Timol
(azul) y Eugenol (verde). Se observa que para todas las proteinas el RMSD es bajo y el
esperado, por lo mencionado anteriormente, esto nos estaria indicando que todas las proteinas
estan en equilibrio y son estables durante los 120 ns de la simulacion. Este hallazgo sugiere
que el contacto con dichos ligandos no gener6 un cambio extremo en la estructura de la

proteina, sino que los complejos formados fueron estables.
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El promedio de los RMSD correspondiente a la estructura de las proteinas durante los 120 ns
fue dentro del rango de 0,99 A a 1,61 A lo que ratifica que son complejos estables ya que se
considera, en las simulaciones de dinamica molecular, un RMSD aceptable en un orden de
1-3 A para proteinas pequefias y globulares como lo es DHODH (Tabla 20) [33]. De manera
global, debido a los promedios de RMSD obtenidos de las estructuras de las proteinas, se
puede inferir que los compuestos de interés se encuentran estables en el sitio de union del
sustrato en la conformacion estructural de las proteinas en el mismo orden que el sustrato

natural.

Ademas de calcular el RMSD de las proteinas en complejo, también calculamos el RMSD de
los ligandos con la finalidad de analizar la estabilidad del Mentol, Timol, Eugenol y el
sustrato natural durante el periodo de simulacién dentro del sitio de unién al sustrato. Una
rapida fluctuacion de los valores de RMSD de un ligando indica que el ligando prefiere
moverse mas en la proteina durante la simulacion y no quedarse en un mismo sitio. Si un
ligando fluctia mucho genera mas contactos con diferentes residuos de la proteina pero
menos estables; caso contrario, si permanece mas tiempo en un sitio el ligando generara
siempre interacciones con los mismos residuos de la proteina siendo estas interacciones mas

estables (Tabla 20).

Como se muestra en la Figura 45 D-F y en los promedios de RMSD en la Tabla 20, los
ligandos en los complejos con PFDHODH fueron mas estables y fluctuaron menos durante la
simulacion, en comparacion con los complejos de TcDHODH y LbDHODH. Esto sugiere que
los ligandos en el complejo con PFDHODH son relativamente mas estables y permanecen
durante la simulacion en un mismo sitio, lo que permitiria generar interacciones mas
continuas con los residuos propios de ese sitio. También se observo que el Eugenol,
comparado con los demas ligandos, fue el ligando que mas fluctu6 en todos los complejos.
Este comportamiento puede deberse a la diferencia de la estructura quimica del Eugenol en
comparacion con el Mentol y Timol, sugiriendo que estructuras més pequefias fluctian menos

y permanecen mas estables en el sitio de unién al sustrato de la DHODH.
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Figura 45. RMSD del backbone de las proteinas y de los ligandos en complejos simulados. En amarillo corresponde al complejo con el sustrato

natural (S-dihidroorotato), en rojo con Mentol, en azul con Timol y en verde con Eugenol.
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Tabla 20. Valores del promedio de RMSD del backbone de la proteina y ligando.

Compuestos RMSD promedio
Backbone de la proteina Ligando
TcDHODH | LbDHODH | PfDHODH | TcDHODH | LbDHODH | PfDHODH

Sustrato 1,01 1,13 1,61 1,46 2,02 2,76
natural

Mentol 1,29 0,99 3,95 3,95 2,50 2,37
Timol 1,06 1,09 2,84 2,84 4,23 2,00
Eugenol 1,15 1,00 7,30 7,30 5,33 3,26

El RMSF (del inglés, Root Mean Square Fluctuation) es un parametro Util para identificar los

residuos o regiones flexibles en la proteina. A partir de la Figura 46A-C podemos deducir que

los residuos de las proteinas TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH tienen un perfil de

fluctuacién similar, tanto con el ligando natural como con nuestras moléculas de interés.

Esta similitud en los perfiles de los graficos RMSF indica que para los diferentes ligandos no

se tuvo un efecto diferente y significativo en la flexibilidad general de la proteina en todas las

simulaciones. Sin embargo, es interesante observar una diferencia visible en dos regiones de

la proteina PEDHODH (Figura 46-C, identificado con flechas), en las cuales estas regiones

poseen mayor flexibilidad con el sustrato natural que con Mentol, Timol y Eugenol.
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Figura 46. RMSF del backbone de las proteinas en complejo simuladas. En amarillo
corresponde al complejo con el sustrato natural (S-dihidroorotato), en rojo con Mentol, en

azul con Timol y en verde con Eugenol.
7.3.3.2. Calculos de energia libre de union

La estabilidad de un complejo proteina-ligando se puede cuantificar recurriendo a los
principios basicos de la fisica usando modelos clésicos, mecanica de Newton, o cuanticos.
Dado que los calculos moleculares basados en mecénica cuantica son muy costosos, y sobre

todo para sistemas con un elevado niumero de 4&tomos (como los complejos proteina-ligando
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que son de nuestro interés), la mecanica clasica es el método de uso comun en los calculos de
energias de interaccion entre la proteina y el ligando. Cuando se produce la unién entre el
ligando y el sitio de interés de la proteina se establecen una serie de interacciones especificas
que son las responsables de la estabilidad total del complejo. Debido a que es de interés
conocer la afinidad de union del Mentol, Timol y Eugenol a TcDHODH, LbDHODH vy
PfDHODH realizamos célculos de energia libre de unién durante toda la simulacion a través
del enfoque de Mecéanica Molecular de Superficie de Poisson Boltzmann (MM-PBSA, ver

métodos).

Es importante mencionar que mientras mas negativo sea el valor de la energia de unioén indica
una mayor afinidad de unién del ligando con la proteina. Los resultados obtenidos se
describen en la Tabla 21. Como se muestra, tanto el valor del sustrato natural como los
compuestos de interés tienen una energia de union (4G,,;,) favorable sobre TcDHODH,

LbDHODH y PfDHODH.

De manera global destacamos que los complejos generados con PFDHODH obtuvieron un
valor de energia de union mayor que en las demds proteinas. Esto nos indicaria que estas
moléculas presentan mayor afinidad de union al sitio del sustrato de PFDHODH que de

TcDHODH y LbDHODH, pero no mayor que el sustrato natural.

A su vez, se observo que el Mentol y Eugenol obtuvieron una energia de enlace de union mas
favorable que el sustrato natural en TcDHODH. Este comportamiento también se observa con
el Eugenol en LbDHODH. Estas dos observaciones pueden indicar que estos compuestos

podrian competir con la union del sustrato natural en dichas proteinas.

También analizamos varios componentes de la energia libre de union para identificar los
mecanismos de interaccion de dichas moléculas con el sitio de union al sustrato, asi como las
interacciones pertinentes que explican principalmente su especificidad de union. En todos los
complejos la energia de interacciones intermoleculares en la fase gaseosa (solvatacion no
polar) fue la contribucién mas importante de la union. También se registraron en todos los
casos interacciones favorables con respecto a la energia de van der Waals, y en menor medida
la energia electrostatica. Por otro lado, dichas contribuciones favorables fueron

contrarrestadas por la energia de solvatacion polar.
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Tabla 21 Perfil de energia de union de los ligandos a TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH

basado en MM-PBSA.

Ligandos Componentes energéticos (kcal/mol)
TcDHODH
AE 4, AEle AG s 4Gy, AG isn

Sustrato -17,41+£2,00 | -17,18+3,94 | -34,60+4,46 | 2542+422 | -9,17+3,44
natural

Mentol -2233+1,44 | -4,65+3,45 | -26,99+2,54 | 16,37+3,42 | -10,62 + 3,63
Timol -1999+ 146 | -1,56+0,85 | -21,56+1,87 | 18,69+227 | -2,86=+0,39
Eugenol -2491+1,60 | -10,03+1,64 | -34,95+2,31 | 20,76 2,09 | -14,18 +2,34

LbDHODH

Sustrato -20,44 +1,98 | -27,20+3,18 | -47,65+3,05 | 33,76 +2,21 | -13,88 +0,34
natural

Mentol -26,22+ 1,23 | -1,45+0,73 | -27,68+1,49 | 19,19+276 -8,48 £2.62
Timol 2412 +1,26 | -7,38+221 | -31,51+245 | 2223+290 | -9,27+2,37
Eugenol 2436+ 1,94 | -21,49+2,63 | 4586297 | 31,32+2,74 | -14,54 + 3,24

PfDHODH

Sustrato -18,63+2,98 |-60,50+521 |-79,14+4,00 |50,44+2,69 |-28,69+3,65
natural

Mentol -26,58 1,83 | -13,65+1,54 |-40,23 +1,85 |19,13+1,74 |-21,10+2,06
Timol -23,30+ 1,85 | -8,04 4,64 -31,35+4,51 [13,59+2,19 |-17,75+2,78
Eugenol -29.41+£2,05 |-7,17+2,07 -36,59+2,39 [24,14+1,91 |-15,44+2,98

AE,,,, - Energia de van der Waals.

AEle: Energia electrostatica.

4G, : Energia libre en fase gaseosa.

AG,,; : Energia libre de solvatacion.

AG,,..., - Energia libre de enlace total.
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Todas las interacciones a tener en cuenta en un sistema proteina-ligando tienen lugar en un
medio acuoso. Cuando las moléculas estan aisladas en disolucion, estan completamente
rodeadas de moléculas de agua. Sin embargo, cuando se produce la unidon proteina-ligando
muchas de estas moléculas de agua son desplazadas. Se observd que este desplazamiento
conlleva un gasto energético grande en nuestras moléculas, pero fue contrarrestado por las

demas interacciones formadas.

7.3.3.3. Contribucion energética de los residuos implicados en la union ligando-proteina.

Para explorar la contribucion energética de los residuos individuales de cada proteina frente a
la unién de cada molécula, realizamos una descomposicion de energia calculada a través de
los estudios de MM-PBSA en los 120 ns de simulacion. La contribucion energética de cada
residuo en todos los complejos se muestra en la Figura 47. De forma general, observamos que
los residuos de todos los complejos presentan mayoritariamente contribuciones individuales
favorables a la energia libre de union de cada complejo. Las principales interacciones
favorables se originaron predominantemente en los residuos que aportaron energias de unién

superiores a -0,5 kcal/mol.
Complejos con TcDHODH:

e Mentol: Alal9 (-0,72 kcal/mol), Leu22 (-0,65 kcal/mol), Ser195 (-0,80 kcal/mol) y
Ala273 (-0,73 kcal/mol).

e Timol: Alal9 (-1,13 kcal/mol), Leu22 (-0,71 kcal/mol), Gly271 (-0,64kcal/mol) y
Ala273 (-0,87 kcal/mol).

e Eugenol: Ser195 (-0,65kcal/mol), Gly221 (-0,69 kcal/mol), Gly222 (-0,62 kcal/mol),
[1e225 (-1,16 kcal/mol) y Leu226 (-0,59 kcal/mol).

Del complejo con TcDHODH hallamos que las contribuciones energéticas predominantes del
Mentol y Timol fueron con los residuos implicados en el sitio de union al sustrato, mientras
que el Eugenol obtuvo una contribucién mayor en sitios de union al cofactor FMN [16,
34-36]. Destacamos las contribuciones del Mentol y del Eugenol con Ser195 ya que es un
residuo en el cual se caracteriza como un residuo que a través su interaccion logran inhibir a

la proteina [37].
Complejos con LbDHODH:
e Mentol: Alal9 (-0,82 kcal/mol), Val22 (-1,14 kcal/mol) y Thr273 (-0,80 kcal/mol).

e Timol: Gly223 (-0,91 kcal/mol), Val226 (-0,92 kcal/mol) y Phe227 (-0,58 kcal/mol).
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e FEugenol: Gly222 (-0,71 kcal/mol), Gly223 (-0,78 kcal/mol), Val226 (-0,95 kcal/mol),
Gly250 (-0,82 kcal/mol), Gly251 (-0,84 kcal/mol) y Thr273 (-2,89 kcal/mol).

Con respecto al complejo con LbDHODH, observamos que con el Mentol hubo
contribuciones energéticas favorables en los residuos implicados en el sitio de union al
sustrato, mientras que para los complejos con Timol y Eugenol las contribuciones energéticas

mas favorables predominaron en residuos que conforman el sitio de unién al cofactor FMN

[38-39].
Complejos con PEDHODH:

e Mentol: Leul72 (-1,03 kcal/mol), Phel88 (-0,91 kcal/mol), 11e272 (-0,93 kcal/mol),
Ser529 (-1,32 kcal/mol) y Val532 (-1,29 kcal/mol).

e Timol: Leul76 (-0,56 kcal/mol), Gly181 (-1,55 kcal/mol), His185 (-1,52 kcal/mol),
Phel88 (-0,92 kcal/mol), Phe227 (-1,63 kcal/mol), 11263 (-0,94 kcal/mol) Val532
(-1,07 kcal/mol).

e FEugenol: Ala224 (-0,58 kcal/mol), Phe278 (-0,52 kcal/mol), Ser345 (-0,91 kcal/mol),
Lys429 (-2,41 kcal/mol), Asn458 (-0,86 kcal/mol), Thr459 (-0,98 kcal/mol), Ser505
(-0,58 kcal/mol) y Thr528 (-1,46 kcal/mol).

En cuanto al complejo de los compuestos con PFDHODH, identificamos que las interacciones
tanto del Mentol, Timol como el Eugenol generaron contribuciones energéticas favorables
con residuos implicados en la interaccion del sustrato natural y del cofactor FMN. A
diferencia de TcDHODH y LbDHODH, esta proteina es un blanco terapéutico mas conocido
y estudiado, habiendo permitido que investigadores logren sintetizar y cristalizar varios

inhibidores especificos de PFDHODH.

A partir de estas investigaciones, se lograron identificar cuales son los residuos que
interactlian con estas moléculas de actividad inhibitoria comprobadas [40-45]. Comparando
estos residuos ya caracterizados con los residuos con contribuciones energéticas favorables se
destacan; del complejo con Mentol los residuos Leul72 y Phel88; del complejo con Timol
los residuos Leul76, Gly181, His185, Phel88, Phe227, 11e263 y Val532; por ultimo, del

complejo con Eugenol se destaca los residuos Phe278 y Ser345.
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Figura 47. Contribucion energética por residuo. A. TcDHODH B. LbDHODH C.

PfDHODH. En rojo con Mentol, en azul con Timol y en verde con Eugenol.
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El complejo con Timol, comparado con los complejos del Mentol y Eugenol, presenta
mayores interacciones con residuos en los que ya se comprobd que su interaccion llevaba a
una inhibicidon enzimatica de la proteina. A su vez, se considera importante destacar que si
bien el Eugenol no genera numerosos contactos con residuos de interés genera interaccion
con el residuo Ser345, residuo ya reportado como residuo catalitico teniendo un rol

fundamental en la actividad redox de la proteina [46].
7.4. Discusion

Las pirimidinas se sintetizan tanto a través de la biosintesis de novo como por vias de rescate;
sin embargo, los organismos parasitarios carecen de las vias de rescate para los nucledtidos
de pirimidina, por lo que el bloqueo de la biosintesis de novo se considera un blanco
terapéutico atractivo para el disefio de farmacos con la finalidad de atacar selectivamente al
parasito sin afectar al huésped humano. La biosintesis de novo de las pirimidinas representa
uno de los primeros procesos metabodlicos de la célula, la misma consta de seis pasos que han
permanecido intactos durante la evolucion [8]. La dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH)
es la unica proteina enzimatica redox de las seis que componen la biosintesis de novo.
Diversas pruebas obtenidas de una variedad de protozoos parasitarios sugieren que la
inhibicion de dicha proteina es un mecanismo de accidn atractivo y prometedor para el disefio

de nuevos farmacos antiparasitarios [8, 18, 44, 47-50].

Dentro de las actividades desarrolladas en este trabajo de Tesis, pudimos corroborar a través
de estudios in vitro fenotipicos la eficacia de las moléculas de Mentol, Timol y Eugenol
mediante el disefio de prodrogas frente a 7. cruzi, L. braziliensis y P. falciparum. Sin

embargo, el modo de accion de dichos compuestos aun no fue elucidado.

Diversas investigaciones sostienen que los compuestos naturales como los terpenoides, que
poseen estructuras similares a los sustratos de las enzimas en las vias biosintéticas de los
parasitos, muestran propiedades parasitarias inhibitorias [22-24, 51]. Partiendo de estos
hallazgos, en este Capitulo predecimos que el Mentol, Timol y Eugenol podrian ser sustrato

de la dihidroorotato deshidrogenasa de 7. cruzi, L. braziliensis y P. falciparum.

Del andlisis de secuencia y de estructura realizado, se pudo identificar que las proteinas
TcDHODH y LbDHODH presentan un alto porcentaje de identidad de secuencia y de
estructura, mientras que esto no sucede con PfDHODH. Estas diferencias identificadas
sustentan a la clasificacion de diversos autores en la que clasifican a TcDHODH vy

LbDHODH como DHODH de Clase 1Ay a PFDHODH como DHODH Clase 2 [14-17].
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Se logré validar y realizar un acoplamiento molecular satisfactorio con el software
AutodockVina, un programa de bajo costo computacional y de codigo abierto, entre las
moléculas y proteinas de interés. Partiendo de los complejos proteina-ligando generados se
realizaron doce simulaciones de dinamica molecular de 120 ns, en la cual se simuld cada

proteina con su sustrato natural con la finalidad de poder realizar comparaciones a posteriori.

Como se observo en los calculos RMSD y RMSF todos los complejos simulados generaron
una conformacion estable en los 120 ns de trayectoria simulada, donde no se hall6 una
diferencia significativa entre las moléculas de interés y el sustrato natural. Que el complejo se
haya mantenido estable a lo largo de toda la simulacion indica que todo el sistema se

encuentra en equilibrio termodindmico, por lo tanto esto es energéticamente favorable.

Dichas conformaciones estables permitieron generar globalmente interacciones energéticas
favorables entre los residuos de las proteinas y los atomos del Mentol, Timol y Eugenol. En
particular, se observd que los ligandos no so6lo se localizaron en el sitio de unidn al sustrato y
del cofactor FMN, sino que permanecieron en dichos sitios durante toda la simulacion
realizada. Es decir que los ligandos prefieren unirse en estos sitios y no a otra region de la
proteina. Esta observacion se sustenta con los resultados favorables de energia libre de union
obtenidos del proceso de unién de cada ligando con las proteinas. Se considera que los
resultados alcanzados tienen base en la similitud estructural de dichos compuestos con el

sustrato natural y el cofactor de la dihidroorotato deshidrogenasa.

A diferencia de LbDHODH, ya se ha logrado cristalizar moléculas que inhiban la actividad
enzimatica de TcDHODH y PfDHODH. Al cristalizarse un inhibidor junto con la proteina es
posible identificar cuales son los residuos de la proteina que interaccionan con dicho
inhibidor y asi poder conocer cudles son los residuos implicados para la posible inhibicion.
De esta manera, se logro identificar residuos que interaccionarian con Mentol, Timol y
Eugenol implicados en la inhibicion de la proteina, esto implicaria que estas moléculas
ademas de tener energias de unidén favorable presentan interacciones con residuos que

podrian llevar a la inhibicion enzimatica de TcDHODH y P DHODH.
7.5. Conclusiones parciales

Concluimos que el Mentol, Timol y Eugenol podrian interactuar en el sitio de union del
sustrato de TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH, y lograr generar un cambio en su actividad
enzimatica. Estos resultados sirvieron cémo base para en un futuro realizar ensayos

enzimaticos especificos in vitro.
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7.6. Seccion experimental

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los recursos computacionales del Centro de
Computacion de Alto Desempeiio (CCAD) de la Universidad Nacional de Coérdoba
(https://ccad.unc.edu.ar/), que forman parte del SNCAD del MinCyT de la Republica

Argentina.
7.6.1. Analisis de la secuencia y estructura de TcDHODH, LbDHODH y PIDHODH

Para el anélisis de secuencia se descargaron las secuencias (archivo FASTA) de cada proteina
desde PDB (https://www.rcsb.org/), luego se realizo el alineamiento multiple de secuencia
con la herramienta Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para el
alineamiento estructural se utilizé la herramienta TopMatch

(https://topmatch.services.came.sbg.ac.at/) [52].
7.6.2. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (o molecular docking) consta en encontrar la posicion, orientacion
y conformacion (pose) mas favorables para la unién de una molécula, por ejemplo, una
proteina objetivo, asignando una puntuacion que es la estimacion de la probabilidad de union

de cada molécula para cada pose [53].
7.6.2.1. Preparacion de ligandos

Las estructuras 2D del Mentol, Timol y FEugenol se descargaron de PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) en formato SDF y luego se convirtieron a formato PDB
utilizando el software Open Babel [54]. Con las herramientas del software AutoDockTools4
[25] se adicionaron atomos de hidrogeno a los ligandos, se minimizo la energia y se convirtid

al formato pdbqt para su posterior analisis.
7.6.2.2. Preparacion de proteinas

Todas las proteinas se obtuvieron de Protein Data Bank [55] (PDB, http://www.rcsb.org/).
Las proteinas seleccionadas fueron Trypanosoma cruzi dihidroorotato deshidrogenasa
(TcDHODH, PDB: 2E68/Cadena B), Leishmania braziliensis dihidroorotato deshidrogenasa
(LbDHODH, PDB: 4WZH/Cadena B) y Plasmodium falciparum dihidroorotato
deshidrogenasa (PfDHODH, PDB: 4CQA/Cadena B). Todas las moléculas que no forman
parte de la estructura de la proteina fueron eliminadas. Se afiadieron atomos de hidrogeno a
las proteinas y se convirtieron a formato pdbqt utilizando las herramientas del software

AutoDockTools4 [25] para su posterior analisis.
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7.6.2.3. Acoplamiento molecular y visualizacion

Para la busqueda conformacional del ligando energéticamente mas favorable se utilizo
Autodock Vina [25], donde se realizd un acoplamiento de proteina rigida y de ligando
flexible con una exhaustividad méaxima de 20 para el acoplamiento proteina-ligando. Se
identifico la ubicacion de los residuos cataliticos de cada proteina a partir de las anotaciones
de UniProtKB [56] y del Atlas del sitio catalitico [59]. El tamafio de la caja fue: 50 x 50 x 50

A para todos los acoplamientos. Para el anélisis de la visualizacion 3D se utilizé PyMol .
7.6.2.4. RMSD

El RMSD para realizar la validacion de AutodockVina se realizé segun la ecuacion 13, donde
X;,; corresponde al atomo "i" de la estructura del ligando cristalizado, x,, corresponde al
atomo "1" de la estructura del ligando predicho por AutodockVina y n es el nimero total de

atomos.

RMSD =
n ec. 13

7.6.3. Simulaciones de dinaAmica molecular

La dindmica molecular (DM) es una de las principales herramientas para el estudio de
biomoléculas. Las simulaciones de DM permiten el estudio de procesos dindmicos complejos
de los sistemas bioldgicos tales como; estabilidad de proteinas, cambios conformacionales,
reconocimiento molecular de biomoléculas, transporte de iones, etc. Es una herramienta
tedrica clave en el desarrollo de nuevos farmacos [59]. Actualmente, existen reconocidos
programas para realizar simulaciones de DM tales como AMBER [60], NAMD [61] y
GROMACS [62]. Estos programas utilizan técnicas de paralelizacién para optimizar el

tiempo de calculo.
7.6.3.1. Programas para dinamica molecular utilizados

o AMBER20 (4ssisted Model Building with Energy Refinement): es un paquete de
software de dinamica molecular que simula un amplio nimero de campos de fuerza

[60].

e [LEaP prepara archivos de entrada para los programas de simulacion.
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e Antechamber automatiza el proceso de parametrizacion de pequefias moléculas
orgénicas utilizando GAFF (General AMBER force field) que proporciona las cargas

calculadas previamente por calculos cuanticos.

e Pmemd es el programa de simulacion central y proporciona instalaciones para
minimizar la energia y la dindmica molecular con una amplia variedad de opciones.
Fue disenado para el computo en paralelo. pmemd.cuda ejecuta simulaciones en PC

con unidades de procesamiento de graficos (GPU).
e cptraj analiza numéricamente los resultados de simulacion.

e MM-PBSA permite céalculos de solventes implicitos en instantaneas de simulaciones
de dindmica molecular permitiendo calcular energias libres de ligado con el modelo

de Poisson Boltzman.

Todas las simulaciones se partieron del complejo resultante del acoplamiento molecular de
menor energia de unién. La parametrizacion de la proteina, sus minimizaciones y dindmicas
se realizaron mediante el empleo de las herramientas de AMBER20. El armado de la
topologia de este sistema se desarrolldo con la herramienta tleap del paquete AMBER20. El
campo de fuerza utilizado fue el ff14SB. La proteina fue inmersa en una caja cubica,
solvatada con moléculas de agua del modelo TIP3P y el sistema fue neutralizado con

contraiones CI.

Todos los pasos de minimizacion y dindmica se realizaron en GPUs mediante pmemd.cuda

haciendo uso de la placa GPU NVIDIA® GTX 1080Ti.

La minimizacion inicial cont6 con un primer paso en el que s6lo se minimiz6 el solvente,
manteniendo restringida la estructura proteica. A partir de esta instancia, se procedidé a
minimizar el sistema molecular completo con un nimero maximo de 8000 ciclos de
minimizacion de gradiente conjugado. Luego, se continu6 con el fin de equilibrar el sistema,
realizando un calentamiento lento a lo largo de 30 ps mediante termostato de Langevin, sin
escala de presion y a volumen constante, incluyendo un niimero de 1 ns de dindmica
molecular y con un paso de integracion de 0,002 ps. Posteriormente, se agreg6 una etapa de
produccion de 120 ns con paso de integracion de 0,002 ps. El analisis de las trayectorias
(RMSD vy enlaces de hidrogeno) se elabor6 con la herramienta del AMBER?20, cpptraj. El
paquete del VMD también fue utilizado para la visualizacién y la representacion de los

graficos, evaluando RMSD de los atomos del backbone a lo largo de toda la simulacion.
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7.6.3.2. RMSD y RMSF

El RMSD para la dindmica molecular se calcula para todas las frames de la trayectoria
(entiéndase a frames como cada foto o instante que constituyen a la pelicula final de la
trayectoria obtenida). El calculo de RMSD para cada frame (x) se calcula segun la ecuacion
14, donde N es el nimero de atomos; 7, es el tiempo de referencia (normalmente se utiliza la
primera frame como referencia y se considera como tiempo t=0); y »’ es la posicion de los
atomos seleccionados en la frame x después de superponerlo con la frame de referencia,
donde la frame x se registra en el tiempo t,. El procedimiento se repite para cada frame de la

trayectoria de la simulacion.

N
1
= ' 2
RMSD ;[ = 25 (' (1) =7 (1,,))
i=1 ec. 14
El RMSD es util para analizar los movimientos de la estructura de la proteina a lo largo de un

periodo de tiempo.

El RMSF es una medida numérica similar a la RMSD, pero en lugar de indicar las diferencias
de posicion entre estructuras enteras a lo largo del tiempo, calcula de la flexibilidad
individual de los residuos, o de cuanto se mueve (fluctia) un residuo concreto durante una
simulacion. Se calcula seglin la ecuacion 15, donde x; son las coordenadas de la particula i, y

(xi) es la posicién media del conjunto de i.

RMSF = ~[(x, = (x)) ec.15

Tanto RMSD como RMSF fueron calculados con el mddulo cpptraj, que es parte del software

AmberTools [20].
7.6.3.3. Calculos de energia libre de union

Las estimaciones de la energia de union de las moléculas al sitio del sustrato se llevaron a
cabo utilizando el enfoque de Mecanica Molecular de Superficie de Poisson Boltzmann
[64-65]. Este método ayuda a predecir las energias implicadas en la formacion del complejo,
siendo util para determinar la fuerza de union y la afinidad de los respectivos compuestos
hacia TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH. Las estimaciones de la energia libre de union se
llevaron a cabo con 4000 frames resultantes de la simulacion final de 120 ns en la que los
sistemas mostraron estabilidad estructural. Matematicamente, la energia libre de unién se

representa mediante las ecuaciones 16-20.
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union G complejo - ( G receptor +G ligando) ec.16

AG =AG +AG
gas 50

union

—TAS=AH - TAS e

! c. 17

AGgaszAEint+ AEele+ AEvdW ec. 18

AGS01=AGele,sol( PB) — Aan,sol ec. 19

AG, L =YSASA+S

np, sol

20

4G, representa la energia de la fase gaseosa, que se define como la suma de las energias
interna (4E,,), electrostatica (4E,,) y de van der Waals (4E,,;). La energia libre de
solvatacion se representa como AG,, y se compone de dos componentes que son la
contribucion del término polar a la solvatacion representada por 4G, ,, y la contribuciéon no
polar a la solvatacion (4G,, ;). 4E,, ., se derivdo mediante la estimacion del modelo de
Poisson-Boltzmann (4E,, . pp) utilizando el método MM-PBSA mientras que la
determinacion de la (4G,,,,) es segin la ecuacion 20 donde p, la constante de
proporcionalidad de la tension superficial se establece en 0,0072 kcal/(mol! A?) siendo S una
constante. SASA, que representa el area superficial accesible del disolvente (A?) se calcula

utilizando un modelo de incorporacion lineal de solapamientos por pares.

Los analisis de MM-PBSA se llevaron a cabo utilizando el script python MMPBSA.py [66]
implementado en el paquete AMBER20, durante cada 2 ns de cada trayectoria (120 ns).
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CAPITULO IX

Conclusiones y perspectivas

En la actualidad, se dispone de un numero reducido de farmacos efectivos frente a las
enfermedades de Chagas, Malaria y Leishmaniasis. Los medicamentos disponibles tienen
varias desventajas, entre ellas, las altas dosis que se asocian con moderada o alta toxicidad,
esquemas terapéuticos prolongados que disminuyen la adherencia, y esto a su vez favorece la
circulacion de parésitos cada vez menos sensibles a los medicamentos. Adicionalmente, los
costos de la terapia se vuelven excesivos para los paises endémicos. La ausencia de
medicamentos efectivos evidencia la necesidad de buscar nuevas y mejores alternativas para

el tratamiento de estas enfermedades.

Asimismo, las enfermedades de Chagas, Malaria y Leishmaniasis se consideran
enfermedades “huérfanas” o “desatendidas” debido al poco interés de la industria
farmacéutica para desarrollar una alternativa terapéutica, por ello la OMS a través de
estrategias como el programa especial para la investigacion en enfermedades tropicales
(TDR, del inglés, Tropical Disease Research) y enfermedades huérfanas o desatendidas
(NTD, del inglés, Neglected Tropical Disease), han determinado como prioridad el desarrollo
y descubrimiento de nuevos tratamientos que sean accesibles a las comunidades afectadas,
seguros y que permitan obtener una mejor adherencia al tratamiento al ser de facil
administracion y de corta duracidon, ademas de un costo que pueda ser asumido por los paises

endémicos.
En la biisqueda de alternativas terapéuticas, en este trabajo de Tesis Doctoral concluimos que:

e Disefiamos tres nuevas series de compuestos derivados del Mentol, Timol y Eugenol
que cumplen los criterios de racionalidad del tipo “drug-likeness”, las reglas de
Lipinski y se concentran en una zona del espacio fisicoquimico cercana al menos a un
farmaco que actualmente se utiliza para la enfermedad de Chagas, Leishmaniasis y

Malaria.

e Sintetizamos y caracterizamos por distintas técnicas espectroscopicas como:

RMN-'H, RMN-"*C (también técnicas bidimensionales: COSY, HSQC y HMBC),
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FTIR y HRMS veintisiete nuevas prodrogas de Mentol (1a-i), Timol (2a-i) y Eugenol

(3a-i) con el objetivo de mejorar la actividad biologica de los compuestos de partida.

e Los resultados de estabilidad quimica indicaron que todos los nuevos derivados son
sensibles a la hidrodlisis quimica, concluyendo asi que estos compuestos tienen
comportamiento de prodrogas. A su vez, se identificoé que a pH 5,8 resultd ser la

condicion mas estable para todos los derivados.

e [as nuevas prodrogas disefadas lograron permear a través de una membrana artificial
biomimeética. Estos resultados nos permiten deducir la factibilidad del pasaje de estos

nuevos compuestos a través de membranas bioldgicas.

e A través del indice de selectividad -que correlaciona los valores obtenidos de
citotoxicidad y actividad bioldgica- definimos avanzar a los experimentos in vivo con
los siguientes candidatos: 1f, 2a, 2d, 2f y 3¢ para la evaluacion de la actividad
tripanocida; 1b, 1d, 1e y 3¢ para la actividad leishmanicida; y 2d, 2e, 2h y 3¢ para la

actividad antiplasmodial.

e Concluimos que el Mentol, Timol y Eugenol, que poseen estructuras similares al
sustrato natural de la enzima DHODH involucrada en las vias biosintéticas de dichos
parasitos, pueden interactuar en el sitio de union del sustrato y lograr generar un

cambio en su actividad enzimatica.

Es importante destacar que para la realizacion de esta Tesis Doctoral se emplearon diferentes
técnicas y metodologias que hicieron a la formacion integral en el ambito profesional y

académico.

En cuanto a las proyecciones, es importante mencionar que varios de los derivados del
Mentol, Timol y Eugenol, debido a los cambios realizados en sus propiedades fisicoquimicas,
son potenciales candidatos antiprotozoarios que avanzara a estudios biologicos in vivo. Esta
actividad, se estd iniciando y se realizara en colaboracion con el PECET de la Universidad de

Antioquia en Medellin, Colombia, bajo la supervision de la Dra. Sara Robledo Restrepo.

Por otro lado, debido a las predicciones obtenidas a partir de los estudios in silico realizados
con las proteinas TcDHODH, LbDHODH y PfDHODH, se plante6 la necesidad de realizar
estudios enzimaticos del tipo proteina-ligando con la finalidad de poder evaluar las

actividades enzimaticas y las cinéticas de unién de estas proteinas con el Mentol, Timol y
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Eugenol. Esta actividad se realizard junto al Dr. Walter Rivarola en el Centro de estudios e
investigacion de la Enfermedad de Chagas y Leishmaniasis en la Universidad Nacional de

Cordoba.

Por ultimo, es de interés realizar estudios de preformulacion de las moléculas seleccionadas
como candidatas con la finalidad de investigar parametros de formulacidon, ensayos de
compatibilidad, caracteristicas de la forma de dosificacion, datos biofarmacéuticos, entre
otros. Dichas actividades seran llevadas a cabo bajo la supervision del Dr. Daniel Allemandi
en la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA).
Actualmente, se encuentra en desarrollo una tesis doctoral que abarca la determinacion de

dichas propiedades.
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Anexo I

Resultados de Resonancia Magnética
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Anexo 11
Resultados de Espectroscopia de
Infrarrojos por Transformada de Fourier
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Figura A2.1. FTIR Mentol (1).
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Figura A2.2. FTIR compuesto 1a.
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Anexo III

Resultados de Espectroscopia de Masas

Alta Resolucion

Spectrum View - P1-P2-P3-20102021.d

B
]nbens; +15, 12, 5min #7747
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15
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§ dverage: 156.26557% 179.254800 n s
B rwminal: 156000000 79000000 [= ]
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—
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Romina HPE Calibration
B . = e -
.
Figura A3.1. HRMS Mentol (1).
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Marcisotoc: 214,156895 430004011 250 2155 2160 216.5 2170 u7s mi
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3o e8| o [ws ves ] Owerlay Detsis  List Windows: 1 15

', Overiaid § List |

Figura A3.1. HRMS compuesto 1a.
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wh-wl-ﬂ-aﬂ E
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" 5196%
3
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2
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sl tMs [ v
‘ Mominal: 228,000000 252000000
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T R A T
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252.1652
v
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24 lse O [AMs | v Spectra: £l
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Romina

Spectrum View - P4-P5-20102021.d
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HPC Calibration

Figura A3.3. HRMS compuesto 1b.
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=
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Replace smulated mass spectrum . ;'gss
o] o) (o] [
1500
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Figura A3.4. HRMS compuesto 1c.
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A 45, 17.2min #1005
i 2411501
5
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Samulate lsatopic Pattern ®
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Charges [EN “| 242 1551
sl mfz 243.0593
2 7 - y
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1§ Average: 242354977 243362369 s [V
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[ 1 sy | cann Help
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v
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% o[E8 o s
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Figura A3.6. HRMS compuesto 1e.
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Figura A3.8. HRMS compuesto 1g.
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Spectrum View - P1-P2-P3-pos-Nov2021.d
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r
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Figura A3.10. HRMS compuesto 1i.
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Spectrum View - Clemente P1-P2-P3-neg.d E
1.04 M5, 8.4min #3500 | ~
x
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Figura A3.12. HRMS compuesto 3a.
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Spectrum View - P4-P5-PE-0CT2021.d
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’”‘0: 259,107
[ -
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Figura A3.20. HRMS compuesto 3i.
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