INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Regional Integral Unidad Oaxaca

Maestria en Ciencias en Conservacion y
Aprovechamiento de Recursos Naturales

“Disefio in silico y obtencion de derivados del 17-a-
etinilestradiol como potenciales antimicrobianos”

Tesis que para obtener el grado de:
Maestra en Ciencias

Presenta:
Elia Donaji Juarez Nifio

Directora de tesis:

Dra. Delia Soto Castro

Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca Octubre/2021




Agradecimientos

Al programa de Maestria en Ciencias en Conservacidn y Aprovechamiento de Recursos Naturales
del CIIDIR, Unidad Oaxaca del Instituto Politécnico Nacional por la formacién académica y el apoyo

brindado para la realizacion de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca otorgada para la realizacién de

mis estudios de maestria con No. De becario: 1008405.
Al programa de Apoyo complementario a mujeres indigenas becarias CONACyT 2021-1.

Al Instituto Politécnico Nacional quien a través de la Secretaria de Investigacién y Posgrado me
otorgd la beca BEIFI en los periodos Febrero-Junio 2020, Agosto-Diciembre 2020; y Agosto-
Diciembre 2021 con los proyectos 20201696 y 20210814.

Al instituto Politécnico Nacional por el financiamiento a través de los proyectos de investigacién SIP

20201696y 20210814.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el proyecto de infraestructura 300802,

con el cual se adquirié un RMN 80 MHz que me permitid caracterizar los compuestos obtenidos.

A la Dra. Adriana Moreno Rodriguez de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UABJO por la

evaluacion antimicrobiana de los derivados obtenidos.

Ala Dra. Rosa Luisa Santillan del CINVESTAV Zacatenco por la donacidn del 17-a-etinilestradiol y por

el apoyo en la caracterizacion por RMN (500 MHz) de los compuestos obtenidos.
Al Dr. Prisciliano Felipe De Jesus Cano Barrita por las facilidades para la caracterizacién por FTIR.

A mi comité tutorial por los aportes, comentarios y sugerencias para la realizacién y mejora de este

trabajo.

A la Dra. Delia Soto Castro por el asesoramiento y direcciéon de esta tesis, pero en especial por
compartir conmigo sus conocimientos y sabiduria, asi como por su paciencia, apoyo y comprension

durante la realizacién de este proyecto.



Agradezco y dedico esta tesis a mi madre y hermanos por su

apoyo incondicional y por motivarme a sequir adelante.



Productos derivados de este trabajo

XIll Jornadas Politécnicas 2020 realizadas en IPN CIIDIR — Oaxaca con el trabajo denominado
“Evaluacién tedrica de derivados de etinilestradiol como antimicrobianos” por Elia Donaji

Judrez Nifio y Delia Soto Castro

#LatinXChem Twitter conference 2020 con el poster denominado “Sintesis y evaluacion
antiproliferativa sobre MCF-7 del acido 4-(17-alfa-etinilestradiol) benzoico por Delia Soto

Castro, Elia Donaji Juadrez Nifio, Rosa Santillan, Laydi Carrillo Cocom y Ma. Eugenia Ochoa

Congreso Internacional de la Sociedad Quimica de México 2021: “Al ritmo de nuevos tiempos”
con el trabajo profesional en modalidad cartel titulado “Obtencidon de derivados del 17-a-
etinilestradiol como inhibidores de la proliferacién de epimastigotes de Trypanosoma cruzi”’

por Elia Donaji Judrez Nifio, Delia Soto Castro, Rosa Santillan y Adriana Rodriguez Moreno



Tabla de contenido

RESUMEN ... bbb 4
AADSITACT ... 5
INEFOAUCCION .o bbb 6
Planteamiento del ProODIEIMA ...........ccveiiiieiie ettt et era e aesaeesesbeesaesreernensens 8
JUSEITICACTON ...ttt n et n e 9
HIPOTESIS ...ttt h ettt b ekt b et e bt e bt b e bt e bt et e st e b et et et eb et bt b e 10
ODJELIVOS ...ttt b bbbttt h e bbbt e bbb a e a bbb e b et et ne e bt eas 10
ANTECEABNTES ...t 11
1.1 Bioactividad de alqUinos ..............ccoooiiiiiiiiiici e 11
1.2 Uso de 17-o-etinilestradiol como precursor y/o como agente antimicrobiano........................ 11
CaPItUIO 1 IMAICO TEOTICO. ... cveueevinieteietestet ettt sttt sttt b ettt b et e b s et e e b e stens 13
1.1 FArmacos antimiCrobDIamnos ..............ccoooiiiiiiiiiiii e 13
1.1.1 ANTIDACTEIIAIES ... 15
1.1.2 ANTIMICOTICOS .....evvvriiirietetreee ettt ettt 16
1.1.3 ANTIVIFAIES ... 16
1.1.4 ANTIPAFASITATIOS ......viviceeeiicteee ettt st e et s re et e s re e e e steereenbesteensenns 17

1.2 Tamoxifeno como agente antimicrobiano ................ccccooiiiiiiiiiic 17
T3 ESEEIOIAES ...ttt ettt bb e e s a bt e e b e e s bt e e nab e e eRb e e b e e e anbe e nnee s 19
1.3.1 Generalidades del 17-o-etinilestradiol ................ccccoooiniiniiiiniiieeee, 20
1.3.2 Esteroides como fuente de carbono para la replicaciéon de microorganismos ................. 21

1.4 Reaccion de acoplamiento Cruzado ..............ccoooiiiiiiiiiiiiiei e 23
1.4.1 Reaccion de Sonogashira .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiceee e 24

1.5 Consideraciones en el disefio de fArmAacos.................cocovviieiiinii e 26
1.5.1 Reglas de LipInSKI .........coooiiiiiiiiiiiee et s 26
1.5.2 Reglas de GRoSe............cooooiiiiiiiii s 27
1.5.3 Re@las de VEDEr ........coocooiiiiiiiii et s s 28
1.5.4 Reglas de EGAm...........cooiiiiiiiiiiiiiiieeieceee ettt ettt e st ste e st e e sbe e s ba e e sabeesbaeesabaesabaen 29
1.5.5 ReGIaS de IMTUEEZEE .......couveeniiiiiieiiie ettt ettt et e e st e s sabe e sate e sbte e sabeessbbeesataessbeesabaesnsneas 29

1.6 SIMUIAMOTES......coouviiiiiiiiitie ettt sttt e e st e e e sab e e e abb e e sbbeeanbeeesnbeeebeeas 30
1.6.1 SWISSADME ......ooiiiiiiii ettt et e s ettt e b e reennees 31
1.6.2 admMEESAR ..o e e s e bt et nees 32
L1.6.3 PASSONIINE. ..ottt e s b e e sane e sr e e s neeesareeeneeens 33



Capitulo 2 MaterialeS Y MELOUOS.......ccverveeeieieieeee sttt st e et sesbestessensenseneeneeseenes 35

2.1 Metodologia Seneral................ccoeiiiiiiiiiiiii e 35
2.2 InStrumentacion Y €QUIPO ..........ccooiiiiiiiiiiiiei e e 36
2.2.1 Espectroscopia de Ifrarrojo.............cocoevveiiiiiiiiiiiiiiiieeeseesee et 36
2.2.2 Espectroscopia de resonancia magneética nuclear..............c..ccoccooeiriiniiiiiincnneneeens 36
2.2.3 PUnto de FUSIOMN .......coocueiiiiiiiiiieee et re e e ans 36
2.3 Reactivos Y diSOIVENEES ............cooiiiiiiiiiiiici e 36
2.4 Evaluacion in silico de los derivados del 17-a-etinilestradiol .....................ccccoooiniiniiiinninn 37
2.4.1 Simulador PASSONINE..........cooooiiiiiiie e 37
2.4.2 Simulador SWISSADMIE ..........ccocoiiiiiie et e r e s b e e s e e 38
2.4.3 Simulador admetSAR .............cooiiiiiii e e s 38
2.5 Sintesis de derivados del 17-a-etinilestradiol ...................cccoooiiiiiiiii i 39
2.5.1 Purificacion de derivados del 17-a-etinilestradiol .................c.ccooiiiiniiiiiiiiniinneieee, 39
2.5.2 Sintesis del acido 4-(17-a-etinilestradiol) benzoico (1)..........ccocceveiiieniiiiniiiiniieeniieenieee, 39
2.5.3 Sintesis del 4-(17-a-etinilestradiol) nitrobenceno (3)...........c.ccoccevvvieirieriiieenieeccee e 41
2.5.4 Sintesis de la 4-(17-a-etinilestradiol) anilina (4) .........c..cccevveeriieriiiinnie e 42
2.6 Evaluacion del potencial antimicrobiano de los derivados del 17-a-etinilestradiol ............... 44
2001 PAFASIEOS ....ooueeiniiiiiiiiieie ettt h e st st b e b b e nbe e saee et e ereen 44
2.6.2 Evaluacion in vitro de los derivados del 17-0-etinilestradiol frente a epimastigotes de
TIYPANOSOMA CPUZI ..veeveieveeeeteeieteeeeteeeteeteteetese et eseeteseeteseeseseeseseeseseesessesenseseseseseseseseeseseaseseesesesens 44
2.6.3 Ensayo de CitotoXiCidad............cocooriiiiiiiiiiiiiiic et 45
2.0.4 BACLETIAS .......oeoiiiiiiiieiie ettt sttt e h e s st b e r e nre e saeeeareereen 45
2.6.5 Evaluacion antibacterial in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol....................... 45
2000 HOMGOS ...ttt s b bt ne e e s re e e sareeeanes 46
2.6.7 Evaluacion antifiingica in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol ......................... 46
Capitulo 3 RESUITAA0S Y AISCUSION.........ccveeeeieeeeeieiesteetesteste et e et ste st ste s e s e e e e eseeseesessestessasensessesseseenes 47

3.1 Evaluacion in silico de la actividad y propiedades de los derivados del 17-a-etinilestradiol. 47

3.1.1 Actividad antimicrobiana de los derivados del 17-a-etinilestradiol en el simulador

PASSONIINE ...ttt ettt b ettt b e e n e ene 47
3.1.2 Propiedades fisicoquimicas de los derivados del 17-a-etinilestradiol en el simulador
SWISSADIME ..ottt ettt b et b et 48
3.1.3 Propiedades de farmacocinética de los derivados del 17-0-etinilestradiol en el simulador
SWISS ADME ...ttt 51
3.1.4 Ecotoxicidad de los derivados del 17-a-etinilestradiol ..................ccccooeeirniiiniinnnienniiennnne. 54
3.2 Sintesis y caracterizacion de los derivados del 17-a-etinilestradiol ....................ccccoeviiinnns 56



3.3. Evaluacion de la actividad biolégica de los derivados del 17-a-etinilestradiol........................ 5

CONCIUSIONES ...eveeeveeteectee ettt et e ete et e et e eve bt e te e teeetaeeaaeeabeebeesbeesteeeaseeaseenbeenseesssesasseaseenseenteenteesasesareenns 10

] (=] T AT T LTSS 11

N 11 LSRR 17
Anexo 1. Tabla de actividad antimicrobiana de los derivados del EE2 expresada como probabilidad
obtenida del SIMUIAdOr PASSONIINE........cociiiiiic it 17
Anexo 2. Matriz de priorizacion de sintesis con base en la probabilidad de actividad antimicrobiana in
]| o SRR P PP PTSRRPRPRPIN 18
Anexo 3. Matriz de priorizacion de sintesis con base en la prediccion in silico de las propiedades
fisicoquimicas y de farmaCOCINALICA ..........cviiiiiiieieiee e 19
Anexo 4. Matriz de priorizacion de sintesis con base en la probabilidad de ecotoxicidad in silico..... 21
Anexo 5. Priorizacion de sintesis de los derivados del EE2 final ..........cccoovviviiiiii e 22
Anexo 6. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado L...........ccccceveermienereinnininincnesesisseiens 23
Anexo 7. Espectro ATP-3C-RMN (20 MHz, CDs0D) del derivado 1........cccccocvvveveveveeeeireieeeeeene, 24
Anexo 8. Espectro *C-RMN (126 MHz, CD30D) del derivado 1..........cccccvevvviveeeeeeereeeeeieeesee e 25
Anexo 9. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado 3...........cccceeeeirenereiinininenescseseseens 26
Anexo 10. Espectro ATP-*C-RMN (20 MHz, CD30D) del derivado 3..........cccccoevevvvvvviienerireieerene 27
Anexo 11. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado 4...........c.ccevevvveveeeeeeeeeeeeeeeese e 28
Anexo 12. Espectro *H-RMN (500 MHz, CD3OD) del derivado 4...........cccovevvveveeeveeeeeeeseeeesee e 29
Anexo 13. Espectro ATP-*C-RMN (20 MHz, CD30D) del derivado 4..........cccccovvvvvvvevieererinerererenen. 30
Anexo 14. Espectro *C-RMN (126 MHz, CD3;0D) del derivado 4 ...........cccoveveveeeveeeeceeeeeeceeee e, 31



Abreviaturas utilizadas

(PPH3),PdCl,  Bis (trifenilfosfina)paladio (Il)

ABS Puntaje de biodisponibilidad

AcOEt Acetato de etilo

ADMET Propiedades de absorcién, distribucidn, metabolismo, excreciéon y toxicidad
ADN Acido desoxirribonucleico

Ag,0 Oxido de plata

ATCC Del acronimo en inglés American Type Culture Collection

ATR Reflectancia total atenuada

BBB Permeabilidad pasiva a través de la membrana hematoencefalica
CacCly Cloruro de calcio

CASRN Numero de registro en el servicio de consulta a quimicos

CCso Concentracion maxima de citotoxicidad

CCF Cromatografia en capa fina

CDs0D Metanol deuterado

DMSO Dimetilsulfoxido

EE2 17a-etinilestradiol

ESI-TOF Del acrénimo en inglés ElectroSpray lonization- Time Of Flight
FTIR Del acrénimo en inglés Fourier Transform Infrared

HIA Absorcidn gastrointestinal pasiva

Hex Hexano

Cul Yoduro de cobre

Clso Concentracién inhibitoria media maxima

IS indice de selectividad

log KP Coeficiente de permeabilidad en piel

LogP Coeficiente de particidn octanol-agua

MeCN Acetonitrilo

Na,SO, Sulfato de sodio

PAINS Compuestos de interferencia del ensayo PAN

Pf Punto de fusidn

PGP+ Glicoproteina P

plGC50 Logaritmo negativo de concentracidn requerida para inhibir el 50% del crecimiento, pg/L
PM Peso molecular (g/mol)

PSA Area de superficie polar

RM Refractividad molar

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SMILES Especificacion de Introduccidn Lineal Molecular Simplificada
SNC Sistema Nervioso Central

TAM Tamoxifeno

TEA Trietilamina

THF Tetrahidrofurano

TPSA Area de superficie polar topoldgica (A?)



Resumen

El alarmante aumento de microorganismos farmacorresistentes ha encaminado la busqueda y
desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos alternativos a los ya existentes, con la finalidad de
reducir las tasas de mortalidad, costo y dificultad de tratamientos provocados por infecciones complejas;
asi como para reducir la generacién de contaminantes de manejo especial que dafian el medio ambiente
como son los fdrmacos caducos. Por esta razéon en el presente trabajo se establece la busqueda de
nuevos farmacos antimicrobianos a partir del disefio racional de derivados acetilénicos del 17-a-
etinilestradiol (EE2), mediante evaluaciones in silico con simuladores de acceso libre, seguidas de la
sintesis por medio de una reaccion de Sonogashira y determinaciones in vitro de la actividad

antimicrobiana.

Se propusieron 6 derivados de EE2 [4cido 4-(17-a-etinilestradiol)benzoico (1), 4-(17-a-
etinilestradiol)fenol (2), (4-(17-a-etinilestradiol)nitrobenceno (3), 4-(17-a-etinilestradiol)anilina (4), 4-
(17-a-etinilestradiol)benzaldehido (5) y 4-(17-a-etinilestradiol)benceno (6)], los cuales, con base en el
analisis in silico, tienen mayor probabilidad de actividad antimicrobiana relativa (Par) al tamoxifeno
(TAM) de actuar como antimicrobianos de amplio espectro, a excepcidn del derivado 5, que sdlo tiene
probabilidad de actuar como antifingico. Ademas, todos los derivados cumplen con las caracteristicas
para convertirse en farmacos de administracidn oral y absorcion por difusién pasiva con buena
biodisponibilidad. Con base en las propiedades ADME y probabilidad de ecotoxicidad solo se obtuvieron
los derivados 1, 3 y 4 via reaccién de Sonogashira en condiciones cldsicas con rendimientos superiores
al 60 %. La obtencion de los derivados se corroboré mediante técnicas espectroscépicas de RMN (1D y
2D) y FTIR; y se determind el punto de fusién. Finalmente, las determinaciones de la actividad
antimicrobiana in vitro mostraron que ninguno de los derivados posee actividad antibacterial (Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus), ni antifingica (Candida
albicans), pero resalta la alta actividad antiprotozoaria del derivado 1 contra epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (cepa Ninoa). Ademas, este compuesto mejora la actividad antiproliferativa contra
T. cruzi (cepa Ninoa) en comparacién con los farmacos comerciales usados como referencia (Nifurtimox
y Benznidazol). Aunque es necesario realizar estudios in vivo, este compuesto representa una alternativa
promisoria en el desarrollo de nuevos antiparasitarios para una enfermedad olvidada como lo es el

Chagas.



Abstract

The alarming increase of drug-resistant microorganisms have allowed the search and the development
of novel antimicrobial drugs as an alternative to existing ones to reduce mortality rates, cost, and
difficulty of treatments caused by complex infections; as well as to reduce the generation of special
handling waste that damage the environment, such as expired drugs. For this reason, the search for new
antimicrobial drugs is established in the present work based on the rational design of acetylenic
derivatives of 17-a-ethinylestradiol (EE2) through in silico evaluations with open access simulators,
followed by its synthesis via Sonogashira reaction and in vitro determinations of the antimicrobial

activity.

Six derivatives of EE2 were proposed [4- (17-a-ethynylestradiol)benzoic acid (1), [4- (17-a-
ethynylestradiol) phenol (2), (4- (17-a-ethynylestradiol) nitrobenzene (3), 4- (17-a-ethynylestradiol)
aniline (4), 4- (17-a-ethynylestradiol)benzaldehyde (5), and 4- (17-a-ethynylestradiol)benzene (6)],
which, based on in silico analysis, have higher relative antimicrobial activity (Par) to tamoxifen (TAM) of
acting as broad-spectrum antimicrobials, with the exception of derivative 5, which only show probability
of acting as antifungal. In addition, all derivatives meet the characteristics to become drugs for oral
administration and absorption by passive diffusion with good bioavailability. Based on ADME properties
and ecotoxicity probability only derivatives 1, 3, and 4 were obtained via Sonogashira reaction under
classical conditions with yields above 60%. The obtaining of the derivatives were corroborated by NMR
(1D and 2D) and FTIR spectroscopic techniques, and the melting point was determined to each
compound. Finally, in vitro antimicrobial activity determinations showed that none of the derivatives
possesses antibacterial (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and
Staphylococcus aureus), or antifungal activity (Candida albicans), but the high antiprotozoal activity of
derivative 1 against Trypanosoma cruzi epimastigotes (Ninoa strain) stands out. In addition, this
compound improves the antiproliferative activity against T. cruzi (Ninoa strain) compared to the
commercial drugs used as reference (Nifurtimox and Benznidazole). Though in vivo studies are needed,
this compound represents a promising alternative in the development of novel antiparasitics for a

neglected disease such as Chagas disease.



Introduccion

Existen distintos tipos de farmacos antimicrobianos que inducen la muerte o detienen el crecimiento de
virus, hongos, bacterias y/o parasitos; y en funcidn del organismo al que ataquen se les denomina
antivirales, antimicéticos (antifdngicos), antibacteriales o antiparasitarios, respectivamente (Mordn-
Rodriguez et al., 2002; Seija & Vignoli, 2006). Sin embargo, de acuerdo con la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), algunos microorganismos han comenzado a presentar resistencia debido al uso excesivo
e irracional de estos farmacos dando lugar a las “superbacterias”, lo que representa uno de los mayores

riesgos a la salud mundial, seguridad y produccidén alimentaria (OMS, 2020).

La farmacorresistencia (resistencia a los antimicrobianos) se produce por diferentes factores, entre los
que destacan la prescripcion excesiva de farmacos, mal seguimiento del tratamiento, control
inadecuado de infecciones en centros de salud, falta de higiene y saneamiento, y uso excesivo de
medicamentos en la cria de animales y/o conservacién de vegetales, originando que los
microorganismos evolucionen de tal forma que los medicamentos se vuelven ineficaces contra el
tratamiento de infecciones, volviéndolas ultrarresistentes. Lo anterior incrementa los costos del
tratamiento, el numero de contagios, y dificulta el tratamiento del paciente, pudiéndolo llevar hasta la
muerte. El problema de resistencia microbiana es de caracter mundial, por lo que en la sexagésima
octava Asamblea Mundial de la Salud, celebrada en mayo de 2015, se adoptd el Plan de Acciéon Mundial

para mejorar su vigilancia e investigacion (OMS, 2020).

Por lo anterior, son necesarias nuevas investigaciones para el desarrollo de nuevos tratamientos, en los
cuales se recurra a complementar los fdrmacos ya existentes o bien, al desarrollo de nuevos farmacos.
Dentro de la busqueda de nuevos farmacos antimicrobianos, se han abierto diversas lineas, entre las
cuales destacan: i) el estudio de plantas como recurso de compuestos bioactivos (Alvarez-Martinez et
al., 2020; Condo et al., 2020; Farhadi et al., 2018); ji) el estudio de nanoparticulas de plata por su amplio
espectro de actividad antimicrobiana (Mussin et al., 2019); iii) sintesis de nuevos derivados bioactivos a
partir de estructuras conocidas, azoles, cumarinas pirrolidonas, chalconas, entre otros (Mani Chandrika
& Sharma, 2020); e incluso derivados esteroidales con actividad antiproliferativa sobre T. cruzi (Juarez

Chavez, 2019).

Con la finalidad de racionalizar la sintesis de nuevos derivados bioactivos se recurre al disefio de

farmacos asistido por computadora haciendo uso de simuladores como SwissADME, admetSAR vy



PASSonline; los cuales son de acceso libre y funcionan mediante la comparacidn de diversos farmacos y
moléculas bioactivas precargadas en su base de datos (Navarrete-Vazquez, 2016), en estos simuladores
se consideran diversos criterios, como son las reglas de Lipinski, propiedades de absorcion, distribucién,

metabolismo, excrecidn y toxicidad (ADMET), actividad bioldgica, y posibles sitios metabdlicos.

Teniendo en consideracién la necesidad mundial de nuevos agentes antimicrobianos, y bajo la premisa
de que estos sean de administracién oral, que se absorban a nivel gastrointestinal, que lleguen a la
circulacion general, que actlen a nivel sistémico, y ejerzan su accién antes de ser degradados por el
higado y eliminados en el organismo (Brunton et al., 2007), el objetivo del presente trabajo fue proponer
nuevos e innovadores derivados acetilénicos del 17-a-etinilestradiol y determinar in silico sus
propiedades ADMET, asi como su potencial como agentes antimicrobianos. Posteriormente se
obtuvieron los derivados mds activos y con menores efectos adversos, y se realizaron las evaluaciones

antimicrobianas pertinentes in vitro.



Planteamiento del problema

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia antimicrobiana representa uno
de los mayores riesgos a la salud mundial. El alarmante aumento de microorganismos patégenos
resistentes a los farmacos antimicrobianos se debe a diversos factores, entre los que destacan el uso
indiscriminado de farmacos, asi como, las altas tasas de crecimiento de los agentes patdgenos vy la
capacidad de adaptacién e intercambio de material genético de los microorganismos, principalmente
entre bacterias (OMS, 2020). Razén por la cual a través de la historia se han desarrollado diferentes
agentes antimicrobianos, desde el descubrimiento de la penicilina en 1929, hasta el descubrimiento de
los lipopéptidos en 2003 (Belloso, 2009). No obstante, la resistencia microbiana continda siendo una
problemdtica que hace necesario desarrollar nuevos farmacos como alternativa a los ya existentes o

tratamientos basados en la combinaciéon de farmacos nuevos y/o existentes.

Como alternativa de solucion a este problema histdrico, y considerando i) que de manera natural y
sintética se producen derivados acetilénicos que han demostrado actividad antifungica, principalmente;
y ii) que el estudio de Juarez Chavez y colaboradores (2019), demostré que un derivado acetilénico del
EE2 (acido p-(17a-etinilestardiol)benzoico) posee actividad tripanocida contra epimastigotes de T. cruzi,
en el presente trabajo se busca proponer una nueva gama de antimicrobianos basados en el 17-a-
etinilestradiol de manera racional. Para disminuir el impacto al medio ambiente por la sintesis
indiscriminada de nuevos compuestos, la viabilidad y potencialidad antimicrobiana de los nuevos
derivados seran determinadas in silico mediante el uso de simuladores de acceso libre. Posteriormente,
se sintetizardn solo aquellos derivados que resulten farmacéuticamente viables y se evaluara in vitro la

actividad bioldgica pertinente.



Justificacion

Los fdrmacos antimicrobianos son utilizados para detener o mitigar enfermedades causadas por
microorganismos. Sin embargo, estos pueden mutar en respuesta al uso indiscriminado de farmacos,
volviéndose farmacorresistentes. La farmacorresistencia conlleva a infecciones (bacterianas, fungicas,
virales y parasitarias) dificiles de tratar, incremento en gastos médicos y hospitalarios, aumento en las
tasas de mortalidad humana (OMS, 2020), asi como a la generacién de medicamentos caducos que

terminan siendo una fuente de contaminaciéon ambiental (SINGREM, 2017).

En México hasta el aiio 2014 las tasas de morbilidad fueron encabezadas por enfermedades infecciosas,
donde los tres primeros lugares fueron ocupados por infecciones respiratorias agudas, intestinales y de
vias urinarias (Soto-Estrada et al., 2016). Aunado a la pandemia por COVID-19, en el 2020 se reportan
casi cuatro millones de nuevos casos de infecciones respiratorias agudas, y casi 25 mil casos de
neumonias y bronconeumonias, con altos indices de mortalidad, y aunque con nimeros mas bajos las

enfermedades parasitarias y fungicas, siguen presentes (Boletin Epidemioldgico - Semana 08, 2021)

Considerando las recomendaciones de la OMS de investigar y desarrollar nuevos antimicrobianos (OMS,
2020) en el presente trabajo se busca sentar las bases para el desarrollo de derivados acetilénicos del
17-a-etinilestradiol, a través de una reaccidn de Sonogashira, como potenciales antimicrobianos

alternativos a los ya existentes.

Desde un punto de vista cientifico se generard nuevo conocimiento en cuanto a la obtencion,

purificacién, caracterizaciéon y actividad de derivados acetilénicos del 17-a-etinilestradiol como

potenciales antimicrobianos, y se evaluara la viabilidad farmacéutica, posibles efectos secundarios y
propiedades ADMET de los derivados in silico. Ademas, nuevos antimicrobianos pueden redundar en la
disminucién de residuos debido a la ausencia de mecanismos de resistencia en los microorganismos,
impactando en la conservacion del medio ambiente, asi como en la disminucién de costos asociados al

tratamiento de pacientes.



Hipotesis

La modificacidn en la posicidon acetilénica del 17-a-etinilestradiol mediante una reaccién de Sonogashira
generard derivados con actividad antimicrobiana in silico e in vitro, debido a que los microbios usan

hormonas como fuente de carbono y los nuevos derivados actuaran como antimetabolitos.

Al menos un derivado serd buen candidato para convertirse en farmaco de administracién oral y

absorcion por difusién pasiva.

Objetivos

Obijetivo general

Evaluar in silico, obtener y caracterizar derivados acetilénicos del 17-a-etinilestradiol como potenciales

agentes antimicrobianos

Objetivos especificos

1) Determinar in silico la actividad antimicrobiana y las propiedades ADMET de derivados del 17-a-
etinilestradiol modificado en el alquino de la posicién 17 con acido p-iodobenzoico, p-iodofenol, p-

iodonitrobenceno, p-iodoanilina, p-iodobenzaldehido y p-iodobenceno

2) Seleccionar los derivados con mayor potencial tedrico de convertirse en antimicrobianos vy

obtenerlos mediante una reaccién de Sonogashira

3) Asignar inequivocamente las sefales de proton y carbono en los espectros correspondientes

mediante RMN de 2D

4) Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana pertinente de los derivados de 17-a-etinilestradiol con

mayor probabilidad de actividad
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Antecedentes

1.1 Bioactividad de alquinos

Los alquinos como elemento estructural suele estar presentes en diferentes productos de origen natural
con actividad bioldgica, por ejemplo: la Capillina A (Figura 1) es un compuesto de origen natural
proveniente de especies del género Artemisia (Joshi et al., 2010), al cual se le atribuye actividad
antifungica y la capacidad de inducir apoptosis en células de leucemia HL-60 (Masuda et al., 2015); o la
Dactilina (Figura 1), un dibromocloroeter acetilénico aislado de la liebre marina Aplysia dactylomela
(McDonald et al., 1975) al cual también se le atribuye actividad antifungica y otras actividades bioldgicas

(Kaul & Kulkarni, 1978).

En compuestos sintéticos los alquinos estan presentes en moléculas como la terbinafina (Figura 1). La
terbinafina es un fdrmaco de administracion oral y tdpico que ha mostrado actividad promisoria contra
varios tipos de micosis y como agente anticancerigeno, y es conocida como el primer agente
farmacéutico que contiene un enino en su estructura (Stiitz, 1987). La terbinafina también ha sido

aislada de medios de cultivo de Streptomyces sp. KH-F12 (Abdel-Kader & Muharram, 2017).

-
V4
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/

Capillina Dactilina Terbinafina

Figura 1 Estructura de compuestos bioactivos de origen natural con alquinos en su estructura

Derivado de la actividad bioldgica de los eninos y compuestos acetilénicos, trabajos como el de Azerang
et al., (2012) han estudiado in silico (PASS) y corroborado in vitro la actividad antifingica de diferentes
estructuras mostrando que efectivamente la presencia de triples enlaces brindan la actividad sobre
Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (PTCC 5052) y Aspergillus niger (A402)
(Azerang et al., 2012).

1.2 Uso de 17-a-etinilestradiol como precursor y/o como agente antimicrobiano

En la busqueda de nuevos agentes contra Trypanosoma cruzi, Juarez-Chavez en 2019 mostraron que

ciertas modificaciones sobre el 17-a-etinilestradiol (EE2) brindan actividad antiproliferativa en parasitos,
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estadio epimastigote, de Trypanosoma cruzi, asi mismo, estructuras dendriméricas tipo Frechet
modificadas con EE2 mostraron actividad tripanocida in vitro superior a la del farmaco comercial
benznidazol (Juarez Chavez, 2019). De manera paralela, con la finalidad de determinar el origen de la
actividad, sintetizaron otros derivados del 17-a-etinilestradiol variando los grupos funcionales en la
posicidn 3 (esterificacion con iodobenceno y bromobenceno), y modificando el alquino de la posicion 17
con un derivado triazélico, dando lugar a dos derivados halogenados; un tercer compuesto, acido 4-(17-
a-etinilestradiol) benzoico (EE-IAc),se obtuvo a través de una reaccidén de Sonogashira entre el EE2 y el

acido 4-p-iodobenzoico.

Las evaluaciones preliminares de la actividad de dichos derivados sobre epimastigotes de T. cruzi,
mostraron que los derivados con yodo y bromo no son efectivos al compararlos con el derivado no
halogenado y con farmacos comerciales como el nifurtimox y el benznidazol, lo que sugiere que el
hidroxilo en la posicidon 3 actia como sitio de reconocimiento por moléculas diana. Mientras que el
derivado EE2-IAc (Figura 2) a concentraciones de 1.27 a 20 mmol/mL, y en periodos de incubacion desde
2 horas, produjo un 87 % de muerte a los epimastigotes, lo cual podria estar asociado, al menos en parte,
a la presencia del alquino intermedio en la posicion 17 del EE2. Frente a células sanas, en un estudio
preliminar, dicho derivado produce la muerte de mas del 90 % de linfocitos. Lo anterior, demuestra la
poca selectividad del compuesto, y abre el panorama al estudio de la actividad biolégica de éste y otros
compuestos similares, es decir, con otros sustituyentes, frente a microorganismos patdgenos

farmacorresistentes, asi como a la busqueda de la selectividad del compuesto.

OH

Figura 2 Estructura del compuesto acido 4-(17-a-etinilestradiol) benzoico
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Capitulo 1 Marco teorico

1.1 Farmacos antimicrobianos

Los antimicrobianos se definen como aquellas moléculas de origen natural, sintético o semisintético,

capaces de inducir la muerte o detener el crecimiento de bacterias, virus, hongos o pardsitos (Seija &

Vignoli, 2006; Vargas-Flores & Villazante-Condori, 2014). Estos se utilizan en medicamentos para el

tratamiento y prevencién de enfermedades infecciosas. Aunque en ocasiones se emplean sustancias

como los antisépticos en tejidos vivos, o desinfectantes en objetos inanimados para tratar y prevenir

infecciones superficiales; dichas sustancias suelen ser muy téxicas. En cambio, los antimicrobianos

poseen toxicidad selectiva que permite su administracion por via sistémica (Mordn-Rodriguez et al.,

2002).

Los fdrmacos antimicrobianos se clasifican desde distintos puntos de vista, ya sea su origen, mecanismo

de accién o con base en su grupo farmacoldgico (estructura quimica). En la Tabla 1-1, se muestran

algunos ejemplos de antimicrobianos clasificados por su grupo farmacolégico o familia.

Tabla 1-1 Clasificacién de los antimicrobianos por grupo farmacoldgico

Familia (grupo farmacoldgico)

Antimicrobiano

Alilamidas
Aminociclitodes
Aminoglucésidos

Azoles

Imidazoles

Benzimidazoles

Nitroimidazoles

Triazoles

Triazoles de segunda generacion
Betalactamicos

Penicilinas

Bencilpenicilinas

Aminopenicilinas

Isoxazoxilpenicilinas®

Carboxipenicilinas?

Ureidopenicilinas?
Cefalosporinas

12 generacion

22 generacion

32 generacion

Terbinafina, naftifina
Espectiomicina®

Estreptomicina®, neomicina, kanamicina, gentamicina®,

tobramicina, amikacina, dibekacina, netilmicina

Miconazol, clotrimazol, ketoconazol
Mebendazol, tiabendazol, albendazol
Metronidazol®, tinidazol, ornidazol, secnidazol
Fluconazol, itraconazol,

Voriconazol, ravuconazol, posaconazol

Penicilina G (cristtalina®, procainica®, benzatinica®)
fenoximetilpenicilina®

Ampicilina®, amoxicilina®

Oxacilina, cloxacilina®, meticilina, nafcilina
Carbenicilina, ticarcilina, carfenicilina

Azlocilina, mezlocilina, piperacilina, alpalicilina

Cefalexina, cefazolina, cefalotina, cefadroxil
Cefamandol, cefonicid, cefoxitin®, cefuroxima
Cefotetan, cefotaxima, ceftazidima®, ceftriaxona®
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42 generacién

Cefepime, cefpiroma

Tabla 1-1 Clasificacidn de los antimicrobianos por familia (Continuacién)

Familia (grupo farmacolégico)

Antimicrobiano

Carbapenémicos
Monobactamicos

Inhibidores de las betalactamasas

Diaminopiridinas
Estreptograminas
Fenicoles
Fosfomicinas
Fusidanos
Glicopéptidos
Licosamidas
Lipopéptidos

Macrolidos

Nitrofuranos
Nucleétidos antivirales
Pirimidinas fluoradas
Polienos
Polipéptidos
Quinolonas

12 generacion

22 generacion®

32 generacién®
Rifamicinas
Sulfonas
Sulfonamidas

Tetraciclinas

Imipenem?®, meropenem

Aztreonam, carumonan, tige, onan

Acido clavuldnico®, sulbactam, tazobactam
Trimetroprima®, metioprima, pirimetamina
Pristinamicina, virginamicina, quinopristina /dalfopristina
Cloranfenicol®, tianfenicol

Fosfomicina, fosmidomicina

Acido fusidico

Vancomicina®, teiclopanina, ramoplanina
Lincomicina, clindamicina®

Papulacandinas

Triterpenos glicosilados

Equinocandinas (caspofungina, anidulofungina,
micafungina)

Eritromicina®, oledomicina, josamicina, roxitromicina,
azitromicina, claritromicina

Nitrofurantoina®, nitrofurazona, furazolidona
Aciclovir®, vidarabina, citarabina, zidovudina®
Flucitosina

Nistatina®, natamicina, anfotericina B>
Polimixina B, colistina, bacitracina

Acido nalidixico®, acido oxolinico, cinoxacina, acido
pipemidico

Ciprofloxacina®, norfloxacina, ofloxacina, enoxacina
Temafloxacina, difloxacino, lomefloxacino

Refamicina, rifampicina, rifaxcimen

Daspone®

Sulfacetamida, mafenida, sulfasalacina, ftalil sulfatiazol,
sulfadiacina®, sulfisoxazol, sulfimetoxazol®, sulfadoxine,
sulfametoxazol

Clortetraciclina, doxiciclina®, minociclina

Fuente: (Aparicio et al., 2003; Gregori-Valdés, 2005; Morén-Rodriguez et al., 2002)
También llamadas resistentes a las penicilinas

*También llamadas antipsudoménicas

3También llamadas quinolonas monofluoradas o fluoroquinolonas
“También llamadas quinolonas bi y trifluorodas
’Incluidos en la oncena de medicamentos esenciales de la OMS

Los antimicrobianos suelen tener toxicidad selectiva, sin embargo, es comun que se presenten efectos

secundarios (Mordén-Rodriguez et al., 2002), en la Tabla 1-2 se muestran algunos efectos adversos de las

familias de antimicrobianos de uso comun.
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Tabla 1-2 Efectos adversos mas relevantes de algunos antimicrobianos de uso frecuente
Familia de antimicrobianos Efectos adversos

Penicilinas Urticaria, broncospasmo, anafilaxia, diarrea, colitis
pseudomembranosa, convulsiones en dosis elevadas

Aminoglucdsidos Nefrotoxicidad, ototoxicidad, bloqueo neuromuscular

Quinolonas Alteraciones en el sistema nervioso central, intolerancia
gastrointestinal

Sulfonamidas Alteraciones hematoldgicas y renales, eritema uniforme, sindrome
de Stevens-Johnson

Fenicoles Aplasia medular, sindrome gris del recién nacido

Rifamicinas Hepatotoxicidad

Fuente: (Mordén-Rodriguez et al., 2002)

1.1.1 Antibacteriales

Los fdrmacos antibacteriales ejercen accidn especifica sobre alguna estructura o funcién de la bacteria;
tienen elevada potencia bioldgica a bajas concentraciones y presentan toxicidad selectiva, con baja
toxicidad a las células de nuestro organismo (Seija & Vignoli, 2006). Generalmente, los farmacos
antibacteriales se clasifican en bactericidas y bacteriostaticos. Los primeros son de accidn letal y
conducen a lisis bacteriana; mientras que los segundos impiden el desarrollo y multiplicacién bacteriana
sin llegar a destruir las células bacterianas (Malgor & Valsecia, 2000a; Seija & Vignoli, 2006). Los
farmacos bactericidas incluyen a los betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas), aminoglucdsidos,
glicopéptidos, quinolonas, fosfomicinas (fosfomicina), nitrofuranos, rifamicinas y algunas mezclas como
el cotrimoxazol (trimetoprima y sulfametoxazol). Dentro de los bacteriostaticos, se encuentran
macrélidos, fenicoles (cloranfenicol), tetraciclinas, sulfonamidas, y lincosamidas (Malgor & Valsecia,

2000a; Moroén-Rodriguez et al., 2002).

Los antibacteriales también se clasifican con base en el mecanismo de accién. Estos se diferencian por:
inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana; afectar la membrana celular citoplasmatica; inhibir la
sintesis proteica a nivel ribosomal; inhibir el metabolismo de los acidos nucleicos; o producir
antimetabolitos que bloquean la sintesis del 4cido félico (Brunton et al., 2007; Malgor & Valsecia, 20003;

Mordén-Rodriguez et al., 2002).

Otra clasificacién de farmacos antibacteriales diferencia entre antibidticos y quimioterapicos. Los
primeros son sustancias quimicas producidas por microorganismos vivos capaces de provocar la muerte
o lisis de otros microorganismos, mientras que los segundos son producidos de forma sintética o

semisintética en un laboratorio bioquimico farmacoldgico (Malgor & Valsecia, 2000a). Finalmente,
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también se clasifican con base en su espectro de accidn, el cual puede ser amplio o reducido. Los de
amplio espectro se refieren al activo que afecta un amplio nimero de especies y géneros diferentes.
Mientras que los de espectro reducido el activo afecta un grupo reducido de bacterias (Seija & Vignoli,

2006).

1.1.2 Antimicoéticos

Los tratamientos antiflingicos (antimicéticos) son mds complejos que los antibacterianos debido a que
los hongos presentan lento crecimiento y su pared celular es mas dificil de penetrar, ya que cuenta con
quitina, poliosidos, fosfolipidos y esteroles; elementos que generalmente estdn ausentes en las
bacterias. Ademas, los farmacos antifingicos suelen ser poco solubles y presentan mayor grado de
toxicidad (Malgor & Valsecia, 2000a). La mayoria de los antimicéticos interfieren con la biosintesis o
integridad del ergosterol; sin embargo, existen otros que causan disrupcién en la pared celular del hongo

(Rivas-Gonzales & Cardona-Castro, 2009).

Dependiendo del tipo de micosis a tratar, los farmacos antifingicos se clasifican en: locales (tépicos)
para micosis superficiales provocadas por dermatofitos; y sistémicos (profundos) para micosis sistémicas
generadas por hongos patdgenos u oportunistas (Malgor & Valsecia, 2000a). Los farmacos antimicéticos
también se clasifican de acuerdo con su origen, el cual puede ser natural (proveniente de organismos
vivos) o sintético (derivado de sintesis quimica). Otras clasificaciones de los farmacos antifiingicos se
realizan con base en su espectro de accidon (amplio o reducido); sitio de accién (membrana
citoplasmatica, pared celular o nucleo); y de acuerdo con su estructura quimica (polienos, azoles,

alilamidas, lipopéptidos, pirimidinas, entre otros) (Allevato et al., 2007; Gregori-Valdés, 2005).

1.1.3 Antivirales

Los farmacos antivirales son utilizados especificamente para tratar infecciones virales (Vardanyan &
Hruby, 2016). Los antiviricos eficaces poseen un espectro de actividad reducida puesto que sélo inhiben
alguna de las fases de multiplicacién del virus; razén por la cual, antivirales especificos son utilizados
para virus especificos (Brunton et al., 2007; Vardanyan & Hruby, 2016). Sin embargo, la replicacion virica
también depende de algunas moléculas de la célula hospedadora, por lo cual, es probable que moléculas
con actividad antivirica presenten toxicidad para la célula huésped (Brunton et al., 2007; Wang-Shick,

2017).
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Los antivirales, con base en la etapa o fase de replicacion virica objetivo, pueden clasificarse como
inhibidores de adherencia, de entrada, de revestimiento, de la proteasa, de la polimerasa, de
nucledsidos y nucleédtidos de la transcriptasa inversa, de la transcriptasa inversa no nucledsidos; y de la
integrasa (Vardanyan & Hruby, 2016). Los nucledtidos antivirales como el aciclovir, vidarabina,

citarabina, y zidovudina son ejemplo de farmacos antiviricos (Morén-Rodriguez et al., 2002).
1.1.4 Antiparasitarios

Los antiparasitarios se utilizan para tratar infecciones causadas por un grupo complejo de organismos
que abarcan tanto a los protozoarios unicelulares como a los helmintos. De manera general, los
antiparasitarios se clasifican como antiprotozoarios o antihelminticos dependiendo el tipo de organismo
al que ataquen. Los farmacos antiprotozoarios incluyen polienos (anfotericina B), nitroimidazoles
(benznidazol), lincosamidas (clindamicina), nitrofuranos (nifurtimox), entre otros. Mientras que, los
antihelminticos incluyen benzimidazoles (albendazol, flubendazol, mebendazol), lactonas (ivermectina),
antihelminticos misceldneos (piperazina, dietilcarbamazina), cestocidas (niclosamida), quinoleinas
(oxamniquina, praziquantel), tetrahidropirimidina (pamoato de pirantel) y compuestos

organofosforados (metrifonato) (Stanley, 2010).

En términos generales, los agentes antiprotozoarios afectan el metabolismo biosintético, inhibiendo la
sintesis de cofactores, de acidos nucleicos, de proteinas, y la funcién microtubular; mientras que, los

antihelminticos afectan al metabolismo energético o la funcién neuromuscular (Aparicio et al., 2003).
1.2 Tamoxifeno como agente antimicrobiano

El tamoxifeno (TAM), es un modulador selectivo del receptor de estrégeno mas utilizado para los
medicamentos contra el cancer de mama, debido a que se une competitivamente a los receptores de
estrégeno inhibiendo una importante sefial proliferativa (Montoya & Krysan, 2018; Zhang et al., 2015).
Sin embargo, el TAM también ha sido utilizado para tratar afecciones independientes al receptor de
estrogeno como el glioblastoma multiforme, los tumores desmoides y el trastorno bipolar. Aunque se
desconoce el mecanismo exacto de estas actividades, se cree que el TAM tiene la capacidad de inhibir

la proteina quinasa C (Montoya & Krysan, 2018).

Por otro lado, el TAM también ha mostrado actividad frente a una amplia gama de microorganismos
patdégenos humanos, incluyendo baterias, hongos, parasitos y virus (Montoya & Krysan, 2018). Como

antibacterial, el TAM es activo contra Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
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aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus stearothermophilus, y Mycobacterium tuberculosis,
mejorando para esta ultima especie la inhibicién in vitro en comparacién con la rifampicina, isoniacida,
etambutol (C. Luxo et al., 2003; Mird-Canturri et al., 2020; Montoya & Krysan, 2018); como antifiingico
para Schizosaccharomyces pombe, Saccaharomyces cerevisiae, Candida albicans, C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, y Criptococcus neoformans, mostrando idéntica actividad
antifingica en comparacidon con el miconazol a concentraciones equimolares para esta ultima especie
(Dolan et al., 2009; Montoya & Krysan, 2018; Zhang et al., 2015); como antiparasitario para Leishmania
spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Taenia solium y Taenia crassiceps; y
como antiviral para el virus del Ebola, Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), Virus de la Hepatitis C

(VHC) y el Virus del Herpes Simplex-Tipo | (VHS-1) (Montoya & Krysan, 2018).

Cabe destacar que la accién antiproliferativa del TAM puede implicar mecanismos no restringidos al
sistema clasico de unidn al receptor de estrégenos (Cristina Luxo et al., 1998; Zhang et al., 2015); puesto
gue en bacterias como B. stearothermophilus puede perturbar el comportamiento de los lipidos en la

membrana por una posible rotura con fuga de material citoplasmatico (C. Luxo et al., 2003).

En el caso de los hongos, como C. albicans o C. neoformans, el TAM puede inhibir la unién de la
calmodulina a la calcineurina (Butts et al., 2014; Montoya & Krysan, 2018; Zhang et al., 2015); ademas,
tiene la capacidad de inhibir la peroxidacién lipidica in vitro, y, aunque se desconoce el mecanismo, la
biosintesis del ergosterol mediada por los genes Ergl y Ergll también estd relacionada con la accion
antifingica del TAM (Zhang et al., 2015). Sin embargo, el TAM también puede afectar la fluidez de la

membrana y provocar lisis en levaduras (Montoya & Krysan, 2018).

Como antiparasitario contra Leishmania, el TAM tiene la capacidad de alterar la membrana e inducir
apoptosis; contra T. gondii reduce significativamente la replicacidn e invasion del parasito al interferir
con el contacto inicial y la adhesién a la célula huésped; contra T. solium el TAM puede afectar la
fisiologia del huésped para protegerlo contra la invasién de parasitos e interrumpir el proceso de
infeccion del parasito de manera dependiente al estradiol; del mismo modo, la actividad anti
Trypanosoma parece estar relacionada con la actividad antiestrogénica del TAM; mientras que contra
Plasmodium, la actividad del TAM esta relacionada con otros mecanismos ademas de la inhibicion de los
canales de aniones regulados por volumen (VRAC), de la inhibicion del desarrollo intracelular del

parasito y de la via biosintética de esfingolipidos (Montoya & Krysan, 2018).
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Finalmente, como antiviral, el TAM ha sido identificado como disruptor de la replicacién viral del VIH
durante una infeccién crénica; también, ha inhibido la replicacién en linfocitos no estimulados a través
de vias independientes de su actividad antiestrogénica mediante la inhibicién de la proteina quinasa Cy
su interaccion con el complejo NF-¢B. Por otra parte, el TAM es capaz de inhibir la replicacidon del VHC
mediante la interferencia en la asociacion del estrégeno alfa con la ARN polimerasa NS5B dependiente
de ARN. Otros estudios indican que el TAM inhibe la adhesidn, replicacidn y la salida del virus (Montoya

& Krysan, 2018).

1.3 Esteroides

Los esteroides son compuestos organicos con nucleo de esterano con 17 dtomos de carbono, formado
por cuatro anillos fusionados, tres con seis dtomos y uno con cinco. En los esteroides la estructura basica
se modifica por adiciéon de grupos funcionales como carbonilos, hidroxilos o cadenas hidrocarbonadas
en diversas posiciones. Estos compuestos agrupan sustancias vitales como el colesterol, acidos biliares,
vitamina D, corticosteroides, agliconas cardiacas, antibidticos, hormonas sexuales, entre otras. (Garcia
et al., 2015). Las hormonas esteroidales sexuales, también llamadas estrégenos, desempefian varios
roles fisioldgicos importantes como la reproduccion, diferenciacién, desarrollo, proliferacién celular,
apoptosis, inflamacion, metabolismo, homeostasis y funcion cerebral (Garcia-Gémez et al., 2013). Los
estrogenos se categorizan de acuerdo con su origen, ya sea natural (estradiol, estrona, estriol) o sintético
(etinilestradiol, mestranol) (Brunton et al., 2007).

Tabla 1-3 Esteroides estrogénicos
Esteroides Estrogénicos

Derivados Rs
Estradiol -H
Valerato de estradiol  -H -H /U\/\/
Etinilestradiol -H -C=CH -H
Mestranol -CH; -C=CH -H
Sulfato de estrona -SOzH =¥ =0*
Equilina™ -H -* =0*

Fuente: (Brunton et al., 2007)
*Designa la cetona C17
TTambién contiene una doble ligadura entre C7 y C8
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Estructuralmente los estrégenos tienen un anillo fendlico (A), dos anillos de ciclohexano (B, C) y uno de
ciclopentano (D), con un hidroxilo (—OH) en la posicién 3 del anillo A, y un grupo B-OH o cetdnico en la
posicién 17 del anillo D. Cabe mencionar que la unién selectiva y avidez de los receptores estrogénicos
(a0 y B) dependen del anillo A; por lo cual, casi todas las sustituciones en este anillo disminuyen la
capacidad de unidn selectiva. Sin embargo, las sustituciones son tolerables en el anillo Cy D. En la Tabla
1-3 se muestran las féormulas estructurales de algunos estréogenos (Brunton et al., 2007; Malgor &

Valsecia, 2000b).

1.3.1 Generalidades del 17-o-etinilestradiol

El 17-a-etinilestradiol (EE2) es un estrégeno sintético que constituye el ingrediente principal de la pildora
anticonceptiva. También se utiliza en terapias de reemplazo estrogénico y en el tratamiento de cdncer
de mama (Oropeza-Jliménez, 2008). La diferencia con el estradiol, de origen natural, es la sustitucion
etinilica del C17 (Figura 1-1), lo que aumenta la potencia estrogénica al ser administrado por via oral, ya
gue la presencia del alquino inactiva el metabolismo en el higado y en consecuencia la eliminacién del
organismo se ralentiza (13 a 17 horas). Cabe destacar que la via primaria de biotransformacion del EE2
es a través de la 2-hidroxilacién y la formacién posterior de 2 y 3 metilésteres (Brunton et al., 2007,

Malgor & Valsecia, 2000b).

CH,4 OH

OH

Figura 1-1 Estructura del 17-a-etinilestradiol

En contraparte a los efectos positivos en el control de la natalidad, el EE2 tiene la capacidad de alterar
la homeostasis de los sistemas enddcrinos de los organismos; provocando efectos adversos en la salud,
crecimiento, desarrollo y reproducciéon de los individuos, su progenie o las poblaciones que los
constituyen (Oropeza-Jiménez, 2008). Situacién que genera una problematica ambiental, ya que el EE2
tiene un efecto ecotoxicoldgico a concentraciones muy bajas (ng/L), y la eliminacion de éste por vias
urinarias y su posterior arribo a afluentes acuaticos propicia la contaminacidn de los cursos de agua a
través de la descarga directa de efluentes contaminados o mediante la lixiviacion de lodos provenientes
de estaciones depuradoras de aguas residuales y que fueron usados como fertilizantes en cultivos

agricolas (Oropeza-Jiménez, 2008).
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1.3.2 Esteroides como fuente de carbono para la replicacion de microorganismos

Las hormonas sexuales tienen la capacidad de afectar el metabolismo, crecimiento, morfogénesis,
susceptibilidad farmacéutica o virulencia de bacterias, hongos y pardsitos, ya que participan en la
comunicacién entre microorganismos y huéspedes (mamiferos), donde ademas de afectar la inmunidad
del huésped, alteran la expresién y el comportamiento de los genes que influyen en la susceptibilidad y
la resistencia a las infecciones (Garcia-Gémez et al., 2013; Prasad et al., 2012). La respuesta del sistema
inmune frente a esteroides como la testosterona, el estradiol y la progesterona estd relacionada con un
diformismo sexual en las infecciones bacterianas, donde los mamiferos (humanos y animales) machos

son mas susceptibles que las hembras (Garcia-Gémez et al., 2013).

Por lo anterior, en algunos casos el curso de infecciones bacterianas puede controlarse mediante la
administracién de esteroides como un complemento de la terapia con antibiéticos. Sin embargo, las
bacterias han desarrollado mecanismos de degradacién de esteroides para utilizarlos en su beneficio
como fuente de carbono y energia a través de la actividad de distintas enzimas, como la hidroxiesteroide
deshidrogenasa, que regula el equilibrio entre los esteroides activos e inactivos. En la Tabla 1-4 se
muestran algunas especies o familias bacterianas capaces de metabolizar (degradar para su beneficio)

hormonas sexuales esteroidales (Garcia-Gomez et al., 2013).

Por otro lado, se sabe que varios organismos fungicos ademds de Candida albicans cuentan con
proteinas de union a esteroides como la proteina de unién a estradiol (EBP), proteina de unidn a
corticosteroides (CBP) y la proteina de unidn a progesterona (PBP); que les permiten experimentar
cambios en su morfologia y tasa de crecimiento tras la suplementacién con esteroides en el medio de
crecimiento. Cabe destacar que estas proteinas de unidn no son andlogas a los receptores de estrégeno
de los mamiferos, pero sus relaciones dosis-respuesta podrian ser similares; debido a que los organismos
fungicos, al igual que las bacterias, son capaces de utilizar las hormonas de mamiferos, en rangos
fisiolégicos, como fuente de carbono para promover su efectiva germinacién, sin embargo, en rangos
farmacoldgicos de hormonas la reproduccidn flngica se ve disminuida (G. Cheng et al., 2006; Prasad et

al., 2012; White & Larsen, 1997).

Algunos estudios mostraron que el isémero alfa no estrogénico del estradiol tiene poca actividad
promotora de la germinacién de C. albicans en comparacion con el isomero beta (White & Larsen, 1997).
Otras investigaciones mostraron que tanto el 17-b-estradiol como el 17-a-etinilestradiol, a una

concentracién de 10° M, promueven el aumento en la formacién de tubos germinales de diferentes
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cepas de C. albicans. Asi mismo, se demostré que el aumento en la formacién y longitud del tubo
germinal era dependiente de la dosis; lo cual sugiere que en presencia de estrégenos exdgenos las
células cultivadas de C. albicans podrian responder como si estuvieran en presencia de antimicdticos y
regularian la produccidon de bombas de flujo para eliminar al estrégeno de la célula (G. Cheng et al.,

2006).

Tabla 2 Especies bacterianas con capacidad de metabolizar hormonas esteroidales

Hormonas esteroidales

Especies o familias de especies -
Estradiol Progesterona Testosterona

Actinobacillus actinomycetemcomitans v
Aminobacter

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus cereus

Bacillus subtilis
Brevundimonas
Escherichia
Flavobacterium
Microbacterium
Microbacterium marinum v
Nocardioides
Porphyromonas gingivalis v
Prevotella intermedius
Rhodococcus
Salmonella enterica v
Salmonella typhimurium v
Sphingomonas?
Stenotrophomonas maltophilia
Steroidobacter dentrificans v

Streptococcus mutans v v
Treponema denticola? v

También es capaz de degradar estrona

*También es capaz de degradar colesterol

SSCLSSLSKKLKLKLKL

<

<L

<<«

El cambio morfolégico de la levadura a la forma hifal se ha considerado como uno de los rasgos
importantes de virulencia, la cual puede estar regulada hacia arriba o hacia abajo dependiendo del
medio hormonal del huésped (Prasad et al., 2012; White & Larsen, 1997). Por lo cual, los estrégenos
exogenos, como los anticonceptivos orales o estréogenos asociados con terapias de reemplazo hormonal,

se asocian con una mayor colonizacién de C. albicans (G. Cheng et al., 2006).
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1.4 Reaccion de acoplamiento cruzado

La reaccién de acoplamiento cruzado (cross-coupling) es la reaccion entre un nucledfilo (compuesto
organometalico) con un electrofilo organico (halogenuro) catalizada por un complejo de un metal de
transiciéon que proporciona un producto de acoplamiento (Figura 1-2) (Alonso-Marafidn, 2012). En
general, la reaccidén se lleva a cabo en tres pasos: adiciéon oxidante, transmetalacién y eliminacién
reductora, como se muestra en la Figura 1-3. La reaccidn inicia con la especie cataliticamente activa, Pd
(0), proveniente de un complejo de Pd (ll) o del propio reactivo organometalico; a la cual se une un
halogenuro (R1-X) mediante una reaccidn de adicion oxidante, formando una especie de Pd (ll). Esta
especie dara lugar a la transmetalacidn del reactivo organometalico presente en el medio (R,-M) a través
de una sustitucidn en la posicién de coordinacion del halogenuro para formar un nuevo complejo de Pd
(1) que cuenta con los dos componentes carbonados a acoplar enlazados al metal; y como subproducto
se formara una sal (M—X). Finalmente, en la etapa de eliminacién reductora, se generard el producto
de acoplamiento cruzado (Ri-Rz); y se regenerard la especie cataliticamente activa, el complejo de Pd
(0), reiniciando asi el ciclo catalitico (Alonso-Marafidn, 2012; Fernandez-Rodriguez, 2008).
Pd (cat)

R-X + ———— _ _—
! H Ry Cul (cat), base Ry Ry

R;: alquenilo, arilo, heteroarilo
X: Cl, Br, I, OTf
Base: Et;N, i- Pr,NH, K,CO;
Figura 1-2 Reaccién de acoplamiento cruzado
Fuente: (Alonso-Marafion, 2012)

Pd (I1)
R—R —_
b PdL, R—X
Eliminacion reductora Adicion oxidante
L\Pd/RI L\Pd/Rl
~
", R, X
M—X R,—M
Transmetalacion

Figura 1-3 Mecanismo de reaccidn de acoplamiento cruzado
Fuente: (Alonso-Marafion, 2012)
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1.4.1 Reaccion de Sonogashira

La reaccidn de Sonogashira-Hagihara es el acoplamiento de acetilenos terminales con haluros de arilo o
vinilo, es uno de los métodos mas utilizados en la preparacién de alquil y arilacetilenos asi como eninos
conjugados (Buxaderas-Pérez de Armifidn, 2014). Sonogashira y colaboradores reportaron que el
hidrégeno acetilénico puede ser facilmente sustituido por iodoarenos, bromoalquenos o bromopiridinas
en presencia de un catalizador de bis (trifenilfosfina) dicloruro de paladio-yoduro cuproso en dietilamina
bajo condiciones muy leves, obteniendo resultados mds satisfactorios para la sintesis directa de

acetilenos disustituidos simétricamente a partir de gas acetileno (Sonogashira et al., 1975).

En condiciones clasicas, la reaccidon de Sonogashira es una reaccién de un alquino con un halogenuro de
arilo o alquenilico bajo dos ciclos cataliticos independientes (Figura 1-4), uno de cobre (Cu) y el otro de
paladio (Pd) en presencia de una base (representada en la Figura 1-4 por una amina terciaria) (Alonso-
Marafién, 2012; Chinchilla & Najera, 2007). La reacciéon comienza con la generacion de la especie
cataliticamente activa de Pd(0)L,, formada por complejos de Pd(0), Pd(ll) o complejos formados después
de la etapa de eliminacién reductiva; esta especie catalitica es estabilizada por los ligantes presentes
(incluyendo la base y/o moléculas de disolvente). La primera etapa del ciclo catalitico de paladio esta
dada por la adicién oxidativa del R1-X a la especie catalitica Pd(0)L; que da lugar a la formacién del
complejo de Pd(ll); esta etapa es favorecida si X =10 OTf, y si los grupos arilo o vinilo tienen sustractores
de electrones. El siguiente paso consiste en la transmetalacion del acetiluro de cobre formado en el otro
ciclo catalitico, para dar origen al complejo R;Pd(-C=CR;)L,, el cual por isomerizaciéon cis/trans y
eliminaciéon reductiva da origen al producto de acoplamiento Ri-=-R;, y regenera la especie
cataliticamente activa de Pd(0) (Buxaderas-Pérez de Armifidan, 2014; Chinchilla & Najera, 2007; Islas-

Vigueras, 2013).

En el ciclo catalitico de cobre, tedricamente, se propone la formacion del acetiluro de cobre (I) por medio
de la coordinacion del Cu al triple enlace del alquino (m-alquino-Cu), lo que permite el incremento de la
acidez del protdon acetilénico y la subsecuente desprotonacién del alquino terminal por la base
(Buxaderas-Pérez de Armifian, 2014; Chinchilla & N3ajera, 2007; Islas-Vigueras, 2013). Cabe destacar que
entre mas fuerte sea la base, la desprotonacién se vera mas favorecida, ya que la velocidad de reaccién

disminuye en el orden de n-BuNH; > NEt; > i-Pr,NH > NHEt; > K,CO3 (Buxaderas-Pérez de Armifian, 2014).
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L,Pd (0)

Rj—=f=—R, R—X
R;, R, = Arilo, alquenilo
L= Fosfina
X= Hal6geno
Ln—Pd—=——"mR, Ln—Pd—X
R, R,
Cu—=—r, NR;HX
CuX H——R
+
R;N

Figura 1-4 Mecanismo de reaccion del acoplamiento de Sonogashira
Fuente: (Varnado & Bielawski, 2012)
Algunas metodologias han sido desarrolladas para llevar a cabo la reaccién tanto en medios acuosos
como en presencia de oxigeno; sin embargo, en esas condiciones el cocatalizador de cobre favorece el
homoacoplamiento del alquino terminal (reaccién de Glaser). Por lo cual se han desarrollado sistemas
cataliticos capaces de llevar a cabo la reaccién en ausencia del cocatalizador (Buxaderas-Pérez de

Arminan, 2014).

La reaccion de Sonogashira en condiciones no cldsicas, en una de sus versiones, describe el uso de dxido
de plata (I) (Ag,0) en cantidades estequiométricas para el yoduro de arilo en usencia de cobre y amina
(Figura 1-5), estas condiciones fueron presentadas para la reaccién entre un éster maldnico (1.5 mmol)
y el 17-a-etinilestradiol (1.5 mmol), los cuales fueron disueltos en tetrahidrofurano (THF) (15 mL).
Posteriormente, se afiadieron el complejo de paladio dicloruro de bis (trifenilfosfina)paladio (II)
[(PPHs),PdCl;] (5%) y el Ag20 (1.5 mmol) y se dejé reaccionar a 60 °C. Una vez terminada la reaccién y
después de un proceso de purificacidon por columna cromatografica, se reporté un rendimiento del 61.1

% para el producto de acoplamiento (Gabano et al., 2005).
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Ag,0, (PPh;3),PdCl,, MeCN, THF
17-a-etinilestradiol

OH - O O, /\
m|74< >—< O
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(0]
d

HO'
Figura 1-5 Reaccidn de Sonogashira en condiciones no clasicas
Fuente: (Gabano et al., 2005)

1.5 Consideraciones en el disenio de farmacos

La semejanza farmacoldgica, establecida a partir de inspecciones estructurales o fisicoquimicas, permite
evaluar la posibilidad de que una molécula se convierta en un farmaco de administracién oral y difusion
pasiva con respecto a la biodisponibilidad (Daina, Michielin, et al., 2017). Dicha evaluacion permite hacer
relaciones cuantitativas de propiedades-estructura; asi como, la exclusién de moléculas con
propiedades incompatibles a un perfil farmacocinético aceptable. La evaluacién puede realizarse
mediante el cumplimiento de reglas establecidas por las principales compafias farmaceuticas: Pfizer
(Lipinski), Amgen (Ghose), GSK (Veber), Pharmacia (Egan) y Bayer (Mueggue) (Daina, Blatter, et al., 2017;
Daina, Michielin, et al., 2017).

1.5.1 Reglas de Lipinski

La regla de los 5 de Lipinski, establecida en la Divisidon Central de Investigacion de Pfizer, es una regla
empirica considerada en el disefio de farmacos. Esta regla permite predecir problemas de permeabilidad
o absorcidn por difusién pasiva cuando el farmaco en cuestion sea administrado por via oral (Lipinski et
al., 2012; Navarrete-Vazquez, 2016). La regla de Lipinski establece que la permeabilidad o absorcion es

mas probable cuando:
1. No hay mas de 5 donadores de puente de hidrogeno (expresado como la suma de OH y NH)

2. Hay menos de 10 aceptores de puentes de hidrogeno (expresado como la suma de Ny O)
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3. Peso molecular (PM) < 500 g/mol
4. El coeficiente de particién en octanol-agua, medido como CLogP <5 é MLogP < 4.15
5. No mas de una violacidén a estas reglas

Las dos primeras reglas tienen que ver con la polaridad de la molécula para que ésta pueda atravesar la
membrana celular. La tercera indica que las moléculas no deben ser grandes ni pesadas. La cuarta
representa la tendencia de una molécula a disolverse en membranas celulares; y la quinta dice que, si
hay mas de una violacidn a estas, la molécula de estudio tendrd bajas propiedades farmacoldgicas para
la administracidon oral. Cabe resaltar que estas reglas no se deben aplicar a compuestos que son sustratos
para transportadores bioldgicos, productos naturales, o compuestos de absorcidn activa (Lipinski et al.,

2012; Palma-Arellano, 2017).
1.5.2 Reglas de Ghose

Ghose y colaboradores proveen una serie de caracteristicas consensuadas que debe cumplir una
molécula con semejanza farmacoldgica para convertirse en fdrmaco. Los autores abordan dos
caracterizaciones: i) cuantitativa, basada en perfiles de propiedades fisicoquimicas; y ii) cualitativa,
basada en la presencia de grupos funcionales y subestructuras importantes. Los rangos con cobertura

superior al 80 % de los compuestos evaluados se describen a continuacién (Ghose et al., 1999):
i. Un compuesto organico debe tener:
a. Log P calculado y expresado como ALogP (WLogP) entre -0.4y 5.6
b. Refractividad molar entre 40 y 130
c. Peso molecular entre 160y 480 g/mol
d. Numero total de &tomos entre 20y 70
ii. Combinacién estructural de algunos de los siguientes grupos:
a. Anillo de benceno

b. Anillo heterociclico (tanto alifatico como aromatico)
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c. Amina alifatica (preferiblemente terciaria)
d. Grupo carboxamida

e. Grupo hidroxilo alcohdlico

f. Ester

g. Grupo ceto

iii. Quimicamente estable en el tampdn fisioldgico (por la ausencia de un grupo funcional reactivo o

resto estructural)

La lipofilicidad (ALogP) y refractividad molar (RM) de las moléculas farmacoldgicas son caracteristicas
importantes que influyen en la unién del receptor, captaciéon celular y biodisponibilidad; y se utilizan
como constantes fragmentarias para representar la hidrofilicidad y fuerzas dispersivas (Van der Waals).
Por otra parte, la refractividad molar al igual que el peso molecular y el nimero de dtomos estan

relacionados con el tamafio molecular (Ghose et al., 1999).

1.5.3 Reglas de Veber

Las reglas de Veber, propuestas por GlaxoSmithKline (GSK), establecen que la flexibilidad molecular
reducida (dada por el nimero de enlaces rotatorios), el area de superficie polar baja, y el nUmero total
de aceptores y donadores de hidrogeno; son predictores determinantes para una buena
biodisponibilidad oral en ratas independientemente del peso molecular. Estas reglas proporcionan una
seleccién dentro del rango de 20-100 % de biodisponibilidad oral de manera similar a la seleccién basada
en el cumplimiento de 3 de los 4 criterios de la regla de Lipinski, pero proporciona una mejor seleccion
contra los compuestos que tienen baja biodisponibilidad oral. Por lo cual, los compuestos tendran buena

biodisponibilidad oral cuando cumplan con las siguientes reglas (Veber et al., 2002):
1. Enlaces rotatorios < 10

2. Superficie polar < 140 A? 0 suma de donadores y aceptores de hidrégeno < 12
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1.5.4 Reglas de Egan

Las reglas de Egan describen un modelo estadistico de reconocimiento de patrones de absorcién
intestinal pasiva que se basa en datos de literatura de compuestos con buena y mala absorcion en
humanos. Los descriptores del modelo son el area de superficie polar (PSA) y el coeficiente de particion
octanol-agua (AlogP98). Y aunque el peso molecular se utiliza en diversos modelos de absorcidn pasiva,
este modelo demuestra que es superfluo, debido a que el PM es una componente de PSA y AlogP98. Las
reglas para que un compuesto tenga buena absorcidn intestinal pasiva con un nivel de confianza del 95

% son las siguientes (Egan et al., 2000):
1. PSA<131.6 A?
2. AlogP98 (WLOGP) < 5.88

Cabe destacar que el modelo matematico utilizado por Egan y colaboradores para determinar la
lipofilicidad (AlogP98) fue adaptado al modelo WLogP para implementarse en el simulador SwissADME
como descriptor de la lipofilicidad. Sin embargo, el valor del logaritmo es el mismo en ambos modelos

(Daina, Michielin, et al., 2017).

1.5.5 Reglas de Muegge

Estas reglas, establecidas por el Centro de Investigaciéon de Bayer, discriminan significativamente a
sustancias quimicas semejantes y no semejantes a drogas farmacéuticas. Basandose en un filtro de
farmacoros (heterodtomos no separados por mas de un dtomo de carbono) dependientes del peso
molecular que considera a los grupos funcionales (amina, amida, alcohol, cetona, sulfona, sulfonamida,
acido carboxilico, carbamato, guanidina, amidina, ureay éster) que garantizan la capacidad de union de
H con sus objetivos especificos. Y excluye a los grupos nitro e imina debido a que no se consideran
enlazantes a través de hidrogeno. También descarta moléculas con mds de 7 farmacoros debido a una
sobre funcionalizacion. Las reglas de semejanza estructural farmacoldgica aplicadas se enuncian a

continuacién (Muegge et al., 2001):

i. Aminas primarias, secundarias y terciarias son consideradas farmacoros pero no el pirrol, imidazol,

tiazol, isoxazol, y otros azoles o diazinas

ii. Compuestos con mas de un acido carboxilico son descartados
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iii. Compuestos sin un anillo en su estructura son descartados

iv. Aminas intraciclicas que se encuentran fusionadas en el mismo anillo cuentan como un solo

farmacoforo

Sin embargo, el filtro de Muegge fue adaptado para implementarse en el simulador SwissADME y usado
para calcular XLogP como descriptor de la lipofilicidad. Las inspecciones estructurales y fisicoquimicas

para los candidatos a fdrmacos orales establecidas son (Daina, Michielin, et al., 2017):
1. 200 g/mol <PM <600 g/mol
2. -2<XLogP<5
3. Area de superficie topoldgica polar < 150
4. Numero de anillos <7
5. Numero de carbonos >4
6. Numero de heroatomos > 1
7. Numero de enlaces rotatorios < 15
8. Numero de aceptores de hidrégeno < 10
9. Numero de donadores de hidrégeno <5
1.6 Simuladores

El uso de simuladores para el disefio de farmacos permite predecir in silico las propiedades, actividades,
mecanismos de accion y sitios metabdlicos de los compuestos asumidos como bioactivos. Su
funcionamiento se basa en la comparacion de las propiedades de diversos farmacos y moléculas
bioactivas registradas en las bases de datos de los simuladores, que son retroalimentadas
constantemente, y provienen de bibliografia, bases de medicamentos avalados por la FDA, y
publicaciones de revistas cientificas de alta calidad. Ademas, este tipo de software, permite evaluar los

compuestos potencialmente terapéuticos de manera tedrica previo a su sintesis, evitando asi costosos
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y dificiles procesos de sintesis, purificacion y evaluaciones experimentales de las propiedades (F. Cheng

et al., 2012; Navarrete-Vazquez, 2016).

1.6.1 SwissADME

El programa computacional SwissADME (http://www.swissadme.ch/) es una herramienta de libre
acceso desarrollada por el Grupo de Modelado Molecular del Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), que
cuenta con una interfaz facil de usar. Este software permite predecir propiedades ADME (absorcion,
distribucidon, metabolismo y excrecidn) y fisicoquimicas; ademds hace una evaluacién de similitud con
drogas farmacoldgicas, farmacocinética y quimica medicinal de una o multiples moléculas a la vez.
También el programa cuenta con salidas graficas como la del huevo hervido que muestra de manera
rapida la lipofilicidad, y el radar de biodisponibilidad que permite apreciar rapidamente la semejanza
con farmacos por medio de la evaluacion de seis propiedades fisicoquimicas (lipofilicidad, tamario,
polaridad, solubilidad, flexibilidad y saturacion) las cuales deben estar dentro del area rosa para que la

molécula sea considerada como farmaco (Figura 1.6).

La estimacién de las distintas propiedades se puede realizar mediante el dibujo de la estructura de la
molécula directamente en el espacio destinado para ello o al introducir la estructura a través de la
Especificacion de Introduccion Lineal Molecular Simplificada [SMILES, por sus siglas en inglés (Simplified
Molecular Input Line Entry Specification)], es decir, el SMILE de la molécula. Una vez introducida la
estructura de la molécula los resultados en diferentes secciones se obtienen en unlapsode 1 a5 s (Figura

1-6) (Daina, Michielin, et al., 2017).
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http://www.swissadme.ch/
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Figura 1-6 SwissADME: secciones de entrada y salida de informacion por molécula
Fuente: (Swiss Institute of Bioinformatics, 2021)

1.6.2 admetSAR

El software admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) es una base de datos gratuita de relacién
estructura-actividad que permite buscar perfiles de propiedades ADMET (absorcidn, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad) por nombre, NUmero de Registro en el Servicio de Consulta a
Quimicos [CASRN, por sus siglas en inglés (Chemical Abstracts Service Registry Number] o por el SMILE
de las moléculas de interés, candidatos a farmacos y/o productos quimicos ambientales, Figura 1-7. Este

tipo de programa computacional también permite evaluar de manera tedrica las propiedades de
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persistencia, bioacumulacién y toxicidad (PBT) de los productos quimicos en estudio para el
descubrimiento o desarrollo de medicamentos, pesticidas, aditivos alimenticios, productos de consumo

y quimicos industriales; previendo asi riesgos ambientales y humanos (F. Cheng et al., 2012).

Datos sin Datos sin Datos sin Datos sin II
procesar procesar procesar procesar

/

SN /N NN
> T - R - T < T <

Nombre

CASRN

Pr'opledades fisicoquimicas... Procesamlento de datos

Blisqueda de texto

Q Subconjunto de datos
).k Base de datos ADMET
o] Construccién del
modelo QSAR
O OH

Prediccionde Prediccionde Prediccionde
Busqueda por estructura absorcién metabolismo toxicidad
{ |
|
- T Y A T T T T
usqueda por nombre comun

Eusqueaa por E!!RH
Busqueaa por nomBre |UH!
Eusqueaa ae texto avanzaaa

rediccion de factores ambientales

Figura 1-7 Funcionamiento de admetSAR
Fuente: (F. Cheng et al., 2012)

1.6.3 PASSonline

PASSonline (http://www.way2drug.com/passonline/) es un software gratuito que predice mas de 4000
tipos de actividad bioldgica (efectos farmacolégicos, toxicos y adversos, mecanismos de accion, etc.) con
95 % de precisién, para este fin solamente se alimenta al simulador una formula estructural, por lo cual
la molécula en estudio no necesita estar sintetizada. Este simulador basa sus predicciones en el principio
de similitud, analiza la estructura del compuesto en cuestién; y lo compara con mas de 300,000

sustancias orgdnicas biolégicamente activas obtenidas de bases de datos internas y comerciales
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(Filimonov et al., 2014). En la Figura 1-8 se muestra esquematicamente el funcionamiento del simulador

PASSonline.

Formula estructural del nuevo compuesto

:

Estimacion de probabilidad para’cada actividad biologica particular
Espectro de actividad bioldgica predicha

al
. Ansiolitico /\ Pa Pi  Actividad
Ansiolitico

Inhibidor de SHT1A 0.853 0.020 Ansiolitico
Carcinogénico 0.694 0.035 Sedante

Pa - probabilidad de actividad, Pi - probabilidad de inactividad

Figura 1-8 Funcionamiento de PASS-online
Fuente: (Navarrete-Vazquez, 2016)
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Capitulo 2 Materiales y métodos

2.1 Metodologia general

La metodologia propuesta para la investigacion consta de dos fases, una tedrica y otra experimental,

como se muestra en la Figura 2-1.

Tedrica

METODOLOGIA

Experimental

Evaluacidn in silico de la actividad antimicrobiana de
nuevos derivados de EE2 con el simulador de acceso
libre PASSonline

Determinacion de propiedades ADMET de los
derivados propuestos, utilizando los simuladores de
acceso libre SwissADME y admetSAR

Seleccion de
los
derivados a
sintetizar de
acuerdo con
la viabilidad
tedrica

s~ R Condiciones clasicas

! y no clasicas

COOH (1)
OH (2

_Ino, @)

N, @) OH
COH (5)
Ho ®

Purificacidon de los derivados de EE2 obtenidos

\ 4

Caracterizacion de los derivados de EE2 purificados

v

Evaluacion in vitro de los derivados de EE2 con mayor viabilidad tedrica

Figura 2-1 Metodologia general propuesta
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2.2 Instrumentacion y equipo

2.2.1 Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se obtuvieron en un equipo Nicolet 6700
(ThermoScientific, USA) de 32 escaneos a una resolucion de 4 cm™ mediante la técnica de espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) de Reflectancia Total Atenuada (ATR) en un rango de 4000

a 650 cm™. Los principales datos de los maximos de absorcion se expresan en nimeros de onda (cm™).

2.2.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de H y 3C se adquirieron en un equipo Spinsolve 80 MHz y JEOL-ECA 500 MHz, utilizando
el disolvente deuterado pertinente. Los desplazamientos quimicos (8) fueron expresados en partes por
millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) fueron dadas en Hertz (Hz). Para asignar las sefiales
se utilizaron las siguientes abreviaturas: s= sefial simple, d= seial doble, dd= sefial doble de dobles, dt=

sefal doble de triples y m= sefal multiple.

2.2.3 Punto de fusion

El punto de fusion (Pf) se determind en un equipo Electrothermal 9100 y se reporta sin correccion

alguna.

2.3 Reactivos y disolventes

Todos los reactivos se obtuvieron de la fuente comercial Sigma-Aldrich-Corporation, a excepcidn del THF
que fue Fermont, y el 17-a-etinilestradiol puro fue una donacién de la Dra. Rosa Luisa Santillan del
CINVESTAV Zacatenco. Los reactivos fueron usados sin purificacidn previa; y los disolventes fueron

puestos en condiciones anhidras, posteriormente se desgasificaron por inmersién en bafio ultrasdnico.

Para secar el THF, éste se mantuvo en reflujo con Na° (metélico) y benzofenona hasta que viré a color
azul intenso (36.76 h); posteriormente se destild, para separar el disolvente anhidro, y con ayuda de una
canula se trasvasé el THF seco a un matraz con atmdsfera inerte de argdn (Ar). Finalmente, el matraz
con el disolvente anhidro fue sonicado por 15 minutos para eliminar el gas disuelto. El acetonitrilo
(MeCN) se seco con K,COs anhidro (10 %) en un recipiente con atmdsfera inerte (Ar), previo a su uso se
sonico 15 min para eliminar el gas disuelto. En el caso de la trietilamina (TEA) solamente se deshidraté

en atmoésfera inerte dentro de un matraz que contenia 25 % en peso de Na,SO, y 25 % de CaCl; anhidros.
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2.4 Evaluacion in silico de los derivados del 17-a-etinilestradiol

2.4.1 Simulador PASSonline

La actividad antimicrobiana de los derivados del EE2 fue evaluada en el simulador PASSonline,
considerando Unicamente la actividad antifdngica, antiparasitaria (Amoeba, Leishmania, Plasmodium,
Tricomonas, Schistosoma, Histomonas, Toxoplasma), antiviral (Rhinovirus, Influenza, Trachoma); y
antibacterial (Rickettsia, Treponema). Para realizar la simulacién se accedié al sitio electrénico del
simulador (http://www.way2drug.com/passonline/predict.php), y se ingresé el SMILE de cada una de

las moléculas (Tabla 2-1), obteniendo el valor de Probabilidad de actividad (Pa).

El tamoxifeno (TAM) fue utilizado con fines comparativos para reportar las probabilidades de actividad
de los compuestos propuestos en términos relativos a éste, es decir, Pa compuesto / Pa tamoxifeno (la

informacidn referente a la bioactividad del TAM se encuentra en la seccion 1.2).

Tabla 2-1 Datos generales de identificacidn de los derivados del EE2 propuestos

No. de

. Estructura de la molécula Datos generales de la molécula
molécula

Acido 4-(17-a-etinilestradiol) benzoico

Formula: C27H2804

SMILE:
Oclccc2c(c1)CCC1C2CC[C@]2(CI1CC[C@@]2(0)CHCclccc(c
c1)C(=0)0o)C

4-(17-a-etinilestradiol) fenol

Férmula: Ca6H2503

SMILE:
Oclcec(ccl)CHC[C@]1(0)CCC2[C@]1(C)CCC1C2CCc2clcec(
c2)0

4-(17-a-etinilestradiol) nitrobenceno

Férmula: C25H27NO4

SMILE:

Oclcee2¢(c1)CCC1C2CC[C@]2(C1CC[C@ @]2(0)CHCclcec(c
c1)[N+](=0)[O-])C

4-(17-a-etinilestradiol) anilina

Férmula: Ca6H29NO-

SMILE:
Nclcece(ccl)CHC[C@]1(0O)CCC2[C@]1(C)CCC1C2CCc2clcec(
c2)0

4-(17-a-etinilestradiol) benzaldehido

Féormula: Cy7H2803

SMILE:
O=Cclccc(ccl)CHC[C@]1(0)CCC2[C@]1(C)CCCL1C2CCc2clc
cc(c2)0
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Tabla 2-1 Datos generales de identificacidn de los derivados del EE2 propuestos (Continuacion)

No. de

. Estructura de la molécula Datos generales de la molécula
molécula

4-(17-a-etinilestradiol) benceno

Férmula: Ca6H2502

SMILE:
Oclcec2c(c1)CCClC2CC[C@]2(C1CC[C@@]2(0)CHCclecccc
OH 1)C

17- a-tinilestradiol

Férmula: Cy0H240,

SMILE: CHC[C@]1(O)CCC2[C@]1(C)CCC1C2CCc2clccc(c2)0

CH, OH

OH

O Tamoxifeno (TAM)

HaC\T/\/O O Férmula: CsH2sNO
3 Chs A __cH SMILE: CC/C(=C(\clccceel)/clece(cc1)OCCN(C)C)/clececel

2.4.2 Simulador SwissADME

Las propiedades ADME se evaluaron en el simulador SwissADME, para lo cual se accedié al sitio
electrénico del simulador (http://www.swissadme.ch/). Se ingresé el SMILE de cada una de las
moléculas (Tabla 2-1) y se realizd la simulacidn. Una vez terminada la simulacidn, el simulador permitié
conocer algunas propiedades fisicoquimicas como: el peso molecular (PM), nimero de enlaces rotables,
numero de donadores y aceptores de puentes de hidrégeno, refractividad molar (RM) y area de
superficie topolégica polar (TPSA); ademas se obtuvieron datos de lipofilicidad (logP), solubilidad en
agua (logS), farmacocinética, semejanza farmacoldgica y otros datos de quimica farmacéutica de las

moléculas.

2.4.3 Simulador admetSAR

La  ecotoxicidad de las moléculas fue evaluada en el simulador admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2), obteniendo la probabilidad de biodegradacion, toxicidad en
abejas, toxicidad acuatica para crustaceos y peces; asi como datos sobre la concentracidn requerida para
terminar con el 50 % de la poblacién de Tetrahymena pyrimorfis (plGC50). Para realizar la simulacién se
accedid al sitio electrénico del simulador (http://www.way2drug.com/passonline/predict.php), y se

ingresod el SMILE de cada una de las moléculas (Tabla 2-1).
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2.5 Sintesis de derivados del 17-a-etinilestradiol

Los derivados del EE2 que resultaron con mayor factibilidad tedrica para convertirse en agentes
antimicrobianos fueron sintetizados. La sintesis se realizdé por medio de una reaccién de Sonogashira
bajo condiciones cldsicas y no clasicas. Estas ultimas similares a las reportadas por Gabano y

colaboradores (Gabano et al., 2005).

2.5.1 Purificacion de derivados del 17-a-etinilestradiol

Una vez concluidas las reacciones, las mezclas reaccionantes se sometieron a procesos de filtracién para
separar todos los residuos sélidos, y/o fueron lavadas para remover las sales formadas. Posteriormente,
se removieron los disolventes remanentes con rotavapor a vacio. Los derivados del EE2 fueron
purificados en una columna empacada con silice utilizando un sistema ascendente de polaridades con
hexano (Hex) y acetato de etilo (AcOEt). Las fracciones obtenidas de las columnas correspondientes a
los productos de interés fueron concentradas por rotaevaporacion y secadas a 10 mba para obtener los

compuestos puros.

2.5.2 Sintesis del acido 4-(17-a-etinilestradiol) benzoico (1)

Reaccion de Sonogashira en condiciones no cldsicas del derivado 1: en un matraz de vidrio de 50 mL de
una boca con junta 24/40 se pesaron en una balanza (marca VELAB, modelo VE-204) 100 mg (337.38
mmol) del EE2, 83.68 mg (337.38 mmol) de acido 4-p-iodobenzoico, 78.19 mg (337.38 mmol) de Ag,0,
11.84 mg (16.87 mmol) de (PPHs),PdCl,. Posteriormente, se introdujo al matraz una barra de agitacion
magnética de 15 mm de PTFE (Fisherbrand™), y se le acopld un refrigerante; el sistema resultante se
purgd conargon (Ar). Como siguiente paso, se trasvasaron con canula 7.5 mL de THF y 7.5 mL de MeCN
anhidros y desgasificados. La mezcla de reaccién se sometid a agitacién (400 rpm) y calentamiento en
un bafio temperado de parafina a 129 °C (temperatura en el medio de reaccién de 76 °C). El
calentamiento y agitacién se realizaron sobre una parrilla de calentamiento con agitacién magnética
Ohaus, modelo 5000T-PRO. La reaccion (Figura 2-2) fue monitoreada por medio de la técnica de
cromatografia en capa fina (CCF) a partir de las 4 horas, y se mantuvo bajo las condiciones especificadas
hasta que se alcanzd el equilibrio (24 h), es decir, cuando no se observé cambio en la proporcion de las
marcas en la CCF. Seguidamente, se filtré la mezcla de reaccién y se removieron los disolventes

remanentes por rotaevaporacion.
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Figura 2-2 Esquema de obtencidn del derivado 1 en condiciones clasicas y no cldsicas

Reaccion de Sonogashira en condiciones cldsicas del derivado 1: en un matraz de vidrio de 10 mL, se
pesaron 100 mg (337.38 mmol) del EE2, 83.68 mg (337.38 mmol) de dcido 4-p-iodobenzoico, 5 mg (26.25
mmol) de Cul, y 11.84 mg (16.87 mmol) de (PPH3),PdCl,. Posteriormente, se introdujo al matraz una
barra de agitacion magnética de 15 mm de PTFE (FisherbrandTM), y se le acopld un refrigerante de 10
cm; el sistema resultante se purgd con Ar. Como siguiente paso, se agregaron 2 mL de trietilamina (TEA)
seca. Subsecuentemente se burbujed el sistema de reaccién con Ar por 10 min. La mezcla de reaccion
resultante se sometié a agitacion a 460 rpm en un bafio temperado de parafina a 180 °C (temperatura
en el medio de reaccién de 100 °C). El calentamiento y agitacion se realizaron en una parrilla de
calentamiento con agitacion magnética Ohaus, modelo 5000T-PRO. La reaccion (Figura 2-2) se
monitored por CCF a partir de las 3 horas; y se mantuvo bajo las condiciones establecidas hasta que se
alcanzd el equilibrio (18 a 24 h). Al finalizar la reaccién se adicionaron 10 mL de cloruro de metileno
(CH,Cl,), para obtener una fase organica y se agregaron 5 mL de acido clorhidrico (HCI) al 4 % para
alcanzar un pH de 4; posteriormente, la fase organica se lavd con agua destilada (3 X 10 mL), y se secé
con Na,SO4 anhidro. El CH,Cl; se removid a vacio y se purificd el compuesto por cromatografia en

columna con AcOEt/Hex 4:6.

1H-RMN (500 MHz, CDs0D) & (ppm): 0.92 (s, 3H, H-18), 1.24 — 1.53 (m, 4H, H-7, H-8, H-11, H-15), 1.72
—1.90 (m, 4H, H-7, H-14, H-15, H-16), 1.94 — 2.01 (m, 1H, H-16), 2.01 — 2.10 (m, 1H, H-12), 2.16 — 2.21
(m, 1H, H-9), 2.36 (m, 2H, H-11, H-12), 2.66 — 2.87 (M, 2H, H-6), 6.48 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-4), 6.54 (dd, J =
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8.4,2.7 Hz, 1H, H-2), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1), 7.48 — 7.54 (m, 2H, H-22, H-23), 7.95 - 8.02 (m, 2H, H-
24, H-25)

'H-RMN (80 MHz, CD;0D) & (ppm): 0.93 (s, 3H, H-18), 1.09 — 2.57 (m br, 13H, H-7, H-8, H-9, H-11, H-
12, H-14, H-15, H-16), 2.76 (m, 2H, H-6), 6.54 (d, J=8.2 Hz, 2H, H-2, H-4), 7.11 (d, J=8.5 Hz, 1H, H-1), 7.51
(d, J=8.4 Hz, 2H, H-22, H-23), 7.99 (d, J=7.9 Hz, 2H, H-24, H-25)

13C PENDANT-RMN (126 MHz, CDs0D) & (ppm): 13.5 (C18), 23.9 (C15), 27.8 (C11), 28.6 (C7), 30.7 (C6),
34.4 (C16), 39.9 (C12), 41.2 (C8), 45.2 (C9), 48.9 (C13), 51.2 (C14), 80.9 (C17), 85.7 (C19), 97.6 (C20),
113.7 (C2), 116.0 (C4), 127.3 (C1), 129.3 (C21), 130.8 (C24, C25), 131.0 (C26), 132.4 (C10, C22, C23),
138.8 (C5), 155.9 (C3), 169.4 (C27)

13C ATP-RMN (20 MHz, CDsOD) & (ppm): 13.5 (C18), 23.8 (C15), 27.7 (C11), 28.6 (C7), 30.7 (C6), 34.4
(C16), 39.9 (C12), 41.0 (C8), 45.1 (C9), 48.8 (C13), 51.1 (C14), 80.9 (C17), 85.7 (C19), 97.6 (C20), 113.7
(C2),116.1 (C4), 127.3 (C1), 129.2 (C21), 130.7 (C24, C25), 131.3 (C26), 132.4 (C10, C22, C23), 138.7 (C5),
155.8 (C3), 169.3 (C27)

FT-IR (cm™): 3300 (3700-1800) (O-H, st), 2926, 2868 (C-H cicloalcano, st), 2217 (C=C, st), 1694 (C=0 &cido,
st), 1605, 1498 (C=C aromatico, st), 1246 (C-O fenol, st)

2.5.3 Sintesis del 4-(17-a-etinilestradial) nitrobenceno (3)

La sintesis del 4-(17-a-etinilestradiol) nitrobenceno se llevé a cabo a través de una reaccién de
Sonogashira en condiciones clasicas (Figura 2-3), siguiendo la misma metodologia que para el derivado
1 con las siguientes cantidades: 100 mg (337.38 mmol) de EE2, 84.01 mg (337.38 mmol) de 1-yodo-4-p-
nitrobenceno, 5 mg (26.25 mmol) de Cul, y 11.84 mg (16.87 mmol) de (PPHs),PdCl,. La reaccion se
monitored por CCF a partir de las 3 horas; y se mantuvo bajo las condiciones establecidas hasta que se
alcanzé el equilibrio (16 h). Al finalizar la reaccion se adicioné AcOEt (10 mL) para obtener una fase
organica, ésta se lavo con solucién saturada de (NH4*)"Cl, hasta que ya no se observé el azul caracteristico
del Cu?*. Posteriormente, la fase organica se lavé con agua destilada (4 x 10 mL) y se secé con Na,SO4
anhidro. El AcOEt se removio a vacio y el producto se purificd mediante cromatografia en columna con

AcOEt/Hex 4:6.
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Figura 2-3 Esquema de obtencidn del derivado 3 en condiciones cldsicas

1H-RMN (80 MHz, CDs0D) & (ppm): 0.94 (s, 3H, H-18), 1.09 - 2.57 (m br, 13H, H-7, H-8, H-9, H-11, H-12,
H-14, H-15, H-16), 2.77 (m, 2H, H-6), 6.37 - 6.72 (m, 2H, H-2, H-4), 7.10 (d, J=8.3 Hz, 1H, H1), 7.64 (d,
J=8.7 Hz, 2 H, H-22, H-23), 8.22 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-24, H-25)

13C ATP-RMN (20 MHz, CDs0D) & (ppm): 13.5 (C18), 23.9 (C15), 27.7 (C11), 28.6 (C7), 30.7 (C6), 34.5
(C16), 39.9 (C12), 41.1 (C8), 45.2 (C9), 48.4 (C13), 51.4 (C14), 80.9 (C17), 84.8 (C19), 100.1 (C20), 113.8
(C2), 116.1 (C4), 124.6 (C24, C25), 127.2 (C1), 131.4 (C21), 132.4 (C10), 133.4 (C22, C23), 138.8 (C5),
148.4 (C26), 155.9 (C3)

FT-IR (cm™): 3608, 3430, 3239 (O-H, st), 3104 (C-H aromético, st), 2929, 2862 (C-H cicloalcano, st), 2218
(C=C, st), 1621, 1593 (O-N=0, st), 1518 (N=0 asimétrico, st), 1499, 1463 (C=C, aromatico st), 1339 (N=0O
simétrico, st), 1289 (C-H aromatico, bending), 1251 (C-O fenol, st)

2.5.4 Sintesis de la 4-(17-0-etinilestradiol) anilina (4)

La sintesis de la 4-(17-a-etinilestradiol) anilina se llevé a cabo a través de una reaccion de Sonogashira
en condiciones clasicas (Figura 2-4). Para ello se siguid la misma metodologia que para el derivado 1 con
las siguientes cantidades: 100 mg (337.38 mmol) de EE2, 73.89 mg (337.38 mmol) de p-yodoanilina, 5
mg (26.25 mmol) de Cul, y 11.84 mg (16.87 mmol) de (PPH3),PdCl,. La reaccion se monitored por CCF a
partir de las 3 horas; y se mantuvo bajo las condiciones establecidas hasta que se alcanzo el equilibrio
(4 h). Al finalizar la reaccidén se adicioné AcOEt (10 mL) para obtener una fase organica, ésta se lavd con
solucidén saturada de (NH4)Cl, hasta que ya no se observd el azul caracteristico del Cu?*. Posteriormente,
la fase organica se lavé con agua destilada (3 x 10 mL) y se secé con Na,SO4 anhidro. El AcOEt se removid

a vacio y el producto se purificé mediante cromatografia en columna con AcOEt/Hex 4:6.
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Figura 2-4 Esquema de obtencion del derivado 4 en condiciones cldsicas

H-RMN (500 MHz, CD;OD) & (ppm): 0.91 (s, 3H, H-18), 1.13 - 1.53 (m, 4H, H-7, H-8, H-11, H-15), 1.75 -
1.94 (m, 4H, H-7, H-14, H-15, H-16), 1.96 - 2.09 (m, 2H, H-12, H-16), 2.13 - 2.21 (m, 1H, H-9), 2.23 - 2.41
(m, 2H, H-11, H-12), 2.69 - 2.86 (m, 2H, H-6), 6.44 — 6.49 (m 1H, H-4), 6.54 (dt, J = 8.5, 2.4 Hz, 1H, H-2),
6.62 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-22, H-23), 7.06 - 7.17 (m, 3H, H-1, H-24, H-25)

1H-RMN (80 MHz, CD;OD) & (ppm): 0.90 (s, 3H, H-18), 1.11 — 2.60 (m, 13H, H-7, H-8, H-9, H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16), 2.77 (m, 2H, H-6), 6.37 — 6.78 (m, 4H, H-2, H-4, H-22, H-23), 6.92 — 7.31 (m, 3H, H-1, H-
24, H-25)

13C-RMN (126 MHz, CD;0D) & (ppm): 13.6 (C18), 23.8 (C15), 27.8 (C11), 28.7 (C7), 30.8 (C6), 34.4 (C16),
40.0 (C12), 41.3 (C8), 45.2 (C9), 48.8 (C13), 51.0 (C14), 80.9 (C17) 87.3 (C19), 91.3 (C20), 113.0 (C21),
113.7(C2), 115.8 (C24-C25), 116.0 (C4), 127.3 (C1), 132.6 (C10), 133.6 (C22-C23), 138.9 (C5), 149.4 (C26),
155.9 (C3)

13C-RMN (20 MHz, CD;0D) & (ppm): 13.5 (C18), 23.8 (C15), 27.7 (C11), 28.5 (C7), 30.7 (C6), 34.3 (C16),
40.0 (C12), 41.1 (C8), 45.0 (C9), 48.7 (C13), 50.9 (C14), 81.0 (C17) 87.2 (C19), 91.3 (C20), 113.0 (C21),
113.7 (C2), 115.8 (C24-C25), 116.0 (C4), 127.3 (C1), 132.5 (C10), 133.5 (C22-C23), 138.7 (C5), 149.2 (C26),
155.7 (C3)

FT-IR (ecm™): 3353, 3225 (NH,, st), 2923, 2855, (C-H cicloalcano, st), 2180 (C=C, st), 1716 (C=C, aromatico
st), 1591 (N-H, bending; C-C aromatico, skeletal st), 1497, 1442 (C-C aromatico, skeletal st), 1283,1234,
1175 (C-0O fenol, st)
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2.6 Evaluacion del potencial antimicrobiano de los derivados del 17-a-

etinilestradiol

Las pruebas antiparasitarias, antibacteriales y antifungicas (Candida albicans) fueron realizadas por la
Dra. Adriana Moreno Rodriguez en de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma

Benito Juarez de Oaxaca (UABJO) bajo las metodologias establecidas en su grupo.

2.6.1 Parasitos

Se utilizaron dos aislados mexicanos de Trypanosoma cruzi, la cepa Ninoa (MHOM / MX /1994 / Ninoa),
extraida en 1986 de un caso agudo de tripanosomiasis en México; y la cepa TH (ITRI / MX / 2018 / TH),
obtenida en 2018 de Triatoma dimidiata en Tehuantepec en Oaxaca, México. Las cepas se mantuvieron
mediante pases seriados en medio LIT (infusién de higado y triptona) y un modelo murino (cepa de ratén
CD1) en la Universidad Auténoma Benito Juarez; fueron manejados siguiendo las Normas Oficiales

Mexicanas (NOM) NOM-062-Z00-1993 (Diaz-Chiguer et al., 2012).

2.6.2 Evaluacion in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol frente a epimastigotes de

Trypanosoma cruzi

Los epimastigotes de los aislados de T. cruzi Ninoa y TH utilizados para la evaluacién in vitro con los
diferentes farmacos se obtuvieron manteniéndolos en medio de caldo higado-triptosa, suplementado
con suero fetal bovino al 10 % y penicilina-estreptomicina al 0.1 %. Se realizaron pases consecutivos para

su mantenimiento de 1 x 10° parasitos/mL cada ocho dias para transferirlos a un nuevo medio.

Se determind la actividad de los derivados del EE2 1, 3 y 4, Nifurtimox (Nfx) y Benznidazol (Bz) como
controles positivos y dimetilsulféxido (DMSO) al 2 % como blanco y control negativo. Todas las moléculas
se disolvieron en DMSO al 2 %. Se realizaron diluciones seriadas a concentraciones de 200 uM a 0.46
KM, utilizando sus pesos moleculares para el calculo correspondiente. El volumen utilizado en el ensayo
fue de 200 pL en placas de 96 pocillos, incubando a 28 °C durante 48 h. Luego se agregaron 20 plL de
MTT para evaluar la reducciéon metabélica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
usado en una concentracion de 2.5 mM, incubando durante 4 h, y leyendo la absorbancia a 630 nm. Los
resultados se realizaron por triplicado en tres réplicas independientes y la Clsg se determiné mediante

analisis probit (Adasme et al., 2020; Moreno-Rodriguez et al., 2014).
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2.6.3 Ensayo de citotoxicidad

La linea celular de macréfagos de ratén J774.2 se cultivd en medio RPMI suplementado con FBS al 10 %,
estreptomicina al 0.1 %, a 37 °C y en una atmésfera de CO; al 5 %. El medio de cultivo se reemplazé a
intervalos de 2-3 dias, segun la confluencia celular. Para evaluar la citotoxicidad de los derivados del EE2
1, 3 y 4, se colocaron 50,000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se dejaron adherir durante 24
h a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron los derivados del EE2 de 0.8 a 100 pg/mL en un volumen final
de 200 pL y las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C con CO; al 5 %. Se incluyé DMSO al 0.2 % (la
concentracién maxima utilizada) como control negativo; y Nfx y Bz como controles positivos. La actividad
metabdlica de las células se determind siguiendo el método de resazurina. Se calculé el porcentaje de
viabilidad celular y se determind la mitad de la concentracion maxima de citotoxicidad (CCso) mediante
analisis probit. Se realizaron tres pruebas independientes por triplicado. El indice de selectividad (IS) se

calculé con la formula: CC50 / Clso (Diaz-Chiguer et al., 2012).

2.6.4 Bacterias

Se utilizaron cuatro cepas de bacterias donadas por la Dra. Adriana Moreno Rodriguez de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UABJO Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus (American Type Culture

Collection [ATCC] 29203), Escherichia coli (64321) y Pseudomonas aeruginosa (cepa silvestre).

2.6.5 Evaluacion antibacterial in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol

Se prepard una solucién stock de los derivados del EE2 1, 3 y 4 (100 pg/mL) con DMSO al 5 %, a partir
de la cual se hicieron diluciones sucesivas para determinar su actividad. Para determinar la actividad
antibacteriana se utilizé la técnica de micro dilucidon en caldo como reporta Torres-Rosas et. al (2020);
para ello cada cepa se cultivd en medios selectivos, después de la incubacidn durante la noche, cada
cepa se transfirié a agar Mueller-Hinton y se incubd durante 24 horas. La suspensidn inicial de cada
organismo se emparejo con el estandar 0.5 de McFarland. Posteriormente cada suspensidén bacteriana
se diluyd a 1:20. En cada microplaca de 96 pocillos se colocé caldo Mueller-Hinton (100 pL) preparado
bajo las instrucciones del fabricante, se inocularon 5 L por pocillo de cada cepa. Se evalué el efecto de
los compuestos de 12.5 a 100 ug/mL en diluciones sucesivas, y para la validez de esta prueba, se
utilizaron controles de esterilidad y crecimiento bacteriano. Las pruebas se realizaron en dos
experimentos independientes para cada cepa. Las microplacas inoculadas se incubaron a 37 °C durante

24 horas. Se registrdé la presencia o ausencia de turbidez en cada pocillo. La absorbancia éptica se
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determind a 595 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de bacterias viables en comparacion
con los controles. Se realizaron subcultivos en placas de agar Mueller-Hinton de los pocillos sin turbidez

(Torres-Rosas et al., 2020).

2.6.6 Hongos

Se utilizaron dos cepas de hongos, Candida albicans ATCC 14053, donada por la Dra. Adriana Moreno
Rodriguez de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UABJO; y Botrytis cinerea, donada por el Dr. Alfonso

Vasquez del CIIDIR-Oaxaca.

2.6.7 Evaluacion antifingica in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol

Evaluacion in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol frente a Candida albicans ATCC 14053: Se
prepard una solucion stock de cada uno de los derivados del EE2 sintetizados con DMSO al 2 %. Para
evaluar la actividad antifungica de los derivados del EE2 1, 3 y 4, se utilizé el método de difusién por
disco (Kirby-Bauer) modificado por triplicado. El agar papa dextrosa (BD Bioxon) se prepard de acuerdo
con las instrucciones del fabricante; posteriormente se esterilizdé el medio en autoclave por 20 minutos
y se vacio en cajas Petri. Una vez solidificado el agar, se realizé la inculacion de Candida albicans al centro
de la caja, y se colocaron los cuatro discos sobre la superficie del agar con pinzas estériles, asegurando
el contacto de los discos con el agar (Cavalieri, 2005). Finalmente, se colocaron los derivados del EE2 a
distintas concentraciones 200 pg/mL a 0,46 pug/mL, asi como un control negativo (DMSQO) (Adasme et
al., 2020). Se incubaron las cajas a 25 + 2 °C hasta que el hongo cubrié la superficie y se observé si habia

presencia de halos de inhibicién (Cavalieri, 2005).

Evaluacion antifiungica in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol frente a Botrytis cinerea: Se
prepard una solucidn stock de cada uno de los derivados del EE2 (50 pg/ulL) con acetona; posteriormente
se hicieron diluciones con solucién buffer pH 7 para obtener diferentes cantidades de compuesto (50,
75y 100 pg), a partir de las cuales se determind la actividad antifungica en funcién de la concentracion.
Como control negativo se utilizd acetona en la misma proporcion que en las diluciones de los

compuestos.

Se utilizé un cultivo puro de Botrytis cinerea cultivado en agar dextrosa papa (BD Bioxon) al 2 % a 25 °C.
La evaluacion de la actividad antifungica de los derivados del EE2 1, 3 y 4, se realizé bajo el método de

difusién por disco modificado por triplicado como se describe para C. albicans.

46



Capitulo 3 Resultados y discusion

3.1 Evaluacion in silico de la actividad y propiedades de los derivados del 17-a-

etinilestradiol

Como se describe en la metodologia, para los derivados propuestos asi como la molécula base (EE2) y el
TAM, se obtuvieron los indices de probabilidad de actividad (Pa) relativa al TAM (Pa compuesto/Pa TAM)
de la actividad antimicrobiana in silico, para lo cual se utilizd el simulador PASSonline considerando la
actividad antiflngica, antiparasitaria (Amoeba, Leishmania, Plasmodium, Tricomonas, Schistosoma,
Histomonas, Toxoplasma), antiviral (Rhinovirus, Influenza, Trachoma); y antibacterial (Rickettsia,
Treponema). Posteriormente las moléculas fueron analizadas en SwissADME con la finalidad de predecir
sus propiedades ADME, semejanza farmacoldgica y quimica farmacéutica. La absorcidon y distribucion
del fadrmaco se pudieron determinar a partir de la estimacién de algunas otras propiedades
fisicoquimicas; mientras que la metabolizacidon y excrecién se determinaron por medio de las
propiedades de farmacocinética. El analisis en el programa admetSAR permitié obtener los pardmetros

de ecotoxicidad.

3.1.1 Actividad antimicrobiana de los derivados del 17-a-etinilestradiol en el simulador

Passonline

Como puede observarse en la Tabla 3-1 los derivados propuestos 1, 2, 3y 6, teéricamente podrian actuar
como antimicrobianos de amplio espectro, pues presentarian actividad contra todas las familias de
microorganismos en al menos una de sus formas. Mientras que el derivado 4 reduciria su espectro ya
gue no es activo como antimicdtico; y el derivado 5 seria de espectro reducido, debido a que Unicamente
presenta probabilidad de actividad antifungica. No obstante, con la finalidad de establecer una jerarquia
para su sintesis se establecid una matriz priorizando en funcién de la Par y el nUmero de actividades
tedricas (ver Anexo 2), de tal forma que la prioridad de sintesis quedé como 4>3>2>1>6>5. Donde
el derivado 4, a pesar de no ser potencialmente activo contra hongos, seria el mas potente como
antibacterial y antiviral, y el segundo mejor antiparasitario; mientras que el derivado 3 presentaria la

mayor actividad antiparasitaria, la segunda mejor antiflngica y la cuarta antiviral y antibacterial.
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Tabla 3-1 Probabilidad de actividad antimicrobiana relativa al TAM (Par) de los derivados del EE2

Actividad
3 L Antibacterial Antiviral
Molécula  Antifungica - - —
Rickettsia  Treponema  Rhinovirus  Influenza Trachoma
1 179 187 120 1 1.3 0
2 172 159 114 0.8 1 0
3 183 202 0 0 1.0 0
4 0 194 132 0 1.4 89
5 266 0 0 0 0 0
6 169 156 111 0 1.0 0
7 0 48 113 0 0.9 0
8 1 1 1 1 1 1
Actividad
= Antiparasitaria
% Antiprotozoarios Antihelminticos
S Amoeba Histomonas Leishmania Plasmodium Toxoplasma Trichomonas Schistosoma
1 0.9 0 0 0 0 1 0
2 1 0 271 201 0 1 0
3 1.4 80 308 177 0 1.3 142
4 0.9 0 0 204 180 1 115
5 0 0 0 0 0 0
6 0.9 0 268 198 0 1 0
7 0.9 0 239 0 0 0.9 0
8 1 1 1 1 1 1 1

*Los datos de probabilidad arrojados por el programa se encuentran en el Anexo 1
3.1.2 Propiedades fisicoquimicas de los derivados del 17-a-etinilestradiol en el simulador

SwissADME

Las propiedades fisicoquimicas obtenidas del simulador SWISSADME se muestran en la Tabla 3-2;
mientras que los parametros de lipofilicidad y solubilidad en agua se muestran en la Tabla 3-3. Estas
propiedades son descritas por modelos y reglas que permiten estimar algunas propiedades ADME,
especialmente las relacionadas con el cruce de barreras bioldgicas, como la absorcidn y acceso al cerebro
(Daina, Michielin, et al., 2017). También permiten evaluar la semejanza farmacéutica (Tabla 3-4), misma
que representa la posibilidad de que una molécula se convierta en medicamento de administracién oral
y difusién pasiva en funcién del nimero de violaciones a las reglas establecidas por las principales
compaifiias farmacéuticas como Pfizer (Lipinski), Amgen (Ghose), GSK (Veber), Pharmacia (Egan) y Bayer

(Mueggue).
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Tabla 3-2 Propiedades fisicoquimicas de los derivados del EE2

Propiedades fisicoquimicas

PM No. de No. de No. No. .
Molécula ’ , enlaces aceptores donadores RM  TPSA, A?
g/mol  atomos )
rotatorios de H deH

1 416.51 59 1 4 3 120.29 77.76
2 388.50 56 0 3 3 115.35 60.69
3 417.50 58 1 4 2 122.15 86.28
4 387.51 58 0 2 3 117.73 66.48
5 400.51 57 1 3 2 118.72 57.53
6 372.50 56 0 2 2 113.33 40.46
7 296.40 46 0 2 2 88.84 40.46
8 371.51 57 8 2 0 119.72 12.47

Tabla 3-3 Pardmetros de lipofilicidad y solubilidad de los derivados del EE2

Parametros de lipofilicidad y solubilidad

Molécula XLOGP3 WLOGP MLOGP

Solubilidad,* Solubilidad,?> Solubilidad

Log S (mg/mL) cualitativa®
1 4.97 4.81 4.41 -5.99 4.94E-04 Moderada
2 5.09 4.82 4.32 -5.93 4.79E-04 Moderada
3 5.27 5.02 3.85 -6.22 3.65E-04 Moderada
4 4.76 4.7 4.32 -5.86 6.28E-04 Moderada
5 491 4.92 4.18 -5.98 5.37E-04  Moderada
6 5.44 5.11 4,93 -6.15 3.09E-04 Pobre
7 3.67 3.69 3.9 -4.15 2.14E-02 Moderada
8 7.14 6 5.1 -7.58 3.94E-05 Pobre

ISe reporta el promedio de resultados los tres modelos mostrados por el simulador.
2Se reporta el promedio de resultados los tres modelos mostrados por el simulador.
3Se reporta la moda de resultados de los tres modelos mostrados por el simulador.

Tabla 3-4 Violaciones a las reglas de semejanza farmacéutica de los derivados del EE2

Semejanza farmacéutica

Molécula

No. de violaciones a las reglas

Lipinski Ghose Veber Egan Muegge

ABS

A Uk WN R

1

I =« T =

0

O O O O o

0

O O O O o

0

O O o O o

0

R O O R R

0.56
0.55
0.55
0.55
0.55
0.55
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7 0 0 0 0 0 0.55
8 1 1 0 1 1 0.55
En el caso de la evaluacién de la regla de Lipinski (Tabla 3-4), el peso molecular de los derivados

propuestos no excede de 417.50 g/mol; y el nimero maximo de aceptores y donadores de hidrégeno es
4 y 3 respectivamente, por lo cual todos los derivados cumplen con tres de los cuatro parametros
establecidos en esta regla. En cuanto al pardmetro de lipofilicidad, se marca 1 violacién para los
derivados 1, 2, 4, 5 y 6 debida a que el valor de MLOGP se encuentra por arriba de 4.15. Sin embargo,
los valores obtenidos para estos derivados no estan muy alejados de ese valor, y estan por debajo del

valor para el TAM, por lo que no se prevén problemas de permeabilidad en la membrana.

Respecto a la regla de Ghose (Tabla 3-4), ninguno de los derivados propuestos viola alguno de los
pardmetros establecidos en esta regla. El peso molecular de los compuestos se encuentra en un rango
de 417.50 y 387.51 g/mol; la lipofilicidad (WLOGP) entre 4.70 y 5.1; la refractividad molar entre 113.33
y 120.29; y el nimero de atomos va de 56 a 59. Por su parte, el compuesto de referencia 8 (TAM)
presenta una violacion a esta regla, debido a que el valor de lipofilicidad (WLOGP) supera el valor

maximo permisible de 5.6.

En cuanto a las reglas de Veber y Egan (Tabla 3-4), todos los derivados propuestos se encuentran dentro
de los pardmetros establecidos, por lo cual sugiere que todos los derivados propuestos tendrdn la
capacidad de permear la membrana celular, presentaran absorcidn intestinal pasiva y tendran buena
biodisponibilidad oral (Egan et al., 2000; Veber et al., 2002). Sin embargo, el compuesto de referencia 8
(TAM) presenta una violacién a esta ultima regla, debido a que el valor de lipofilicidad sobrepasa el

maximo permisible (5.88) con un valor cercano a éste de 6.

En cuanto a la regla de Muegge (Tabla 3-4), al igual que en la regla de Lipinski, los compuestos
propuestos cumplen con la mayoria de los parametros, pero se presenta una violacién a la lipofilicidad
(XLOGP), ya que los derivados 2, 3 y 6 muestran valores de 5.09, 5.27 y 5.44 respectivamente; mismos
que son ligeramente superiores al valor maximo de 5 establecido en esta regla, por lo cual tampoco se
prevén problemas de permeabilidad. Por otra parte, el compuesto de referencia 8 también presenta
una violacion debida a la lipofilicidad que sobrepasa el valor maximo permisible con un valor de 7.14,

no obstante, es de uso comercial.

En relacién con la solubilidad de una molécula (Tabla 3-3), ésta facilitara principalmente el manejo y
formulacion del posible farmaco, ademas, para farmacos pensados para una administracién oral por

difusién pasiva, este pardmetro define la facilidad de absorcion del fdrmaco en membranas celulares
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(Daina et al., 2014). Como se puede observar, solo el derivado propuesto 6 y el compuesto de referencia
8 presentan baja solubilidad debido a las sustituciones bencilicas, lo cual se corrobora con los valores de

lipofilicidad que presentan estos compuestos.

Referente al puntaje de biodisponibilidad (ABS, Tabla 3-4) entendido como la probabilidad de que un
compuesto tenga una biodisponibilidad en ratas y/o permeabilidad medible en células Caco-2 mayor al
10 %, y que estd sujeto a la carga predominante en un pH bioldgico (Martin, 2005); el derivado 1 presenta
un valor de 0.56 debido a que tiene una TPSA de 77.76 A%y se considera que a pH bioldgico es capaz de
generar un anidn, mientras que el resto de los derivados tienen un valor del 0.55 debido a que se
consideran moléculas neutras, de ion hibrido o catidnicas. Por lo tanto, todos los derivados propuestos
e incluso los compuestos de referencia presentan un puntaje de 0.55, lo que indica que el 55 % del

posible farmaco llegara a su sitio de accidén (Martin, 2005; Rey, 2001).

3.1.3 Propiedades de farmacocinética de los derivados del 17-a-etinilestradiol en el

simulador Swiss ADME

Los parametros de farmacocinética se muestran en la Figura 3-2 y Tabla 3-5. En la Figura 3-2 se observa
graficamente que todos los derivados propuestos son candidatos de absorcidn gastrointestinal pasiva
(HIA) y que los compuestos 1 y 3 no tendran permeabilidad pasiva a través de la membrana
hematoencefalica (BBB) como los derivados 2, 4, 5y 6. Lo cual, haria a estos ultimos buenos candidatos
para el tratamiento de infecciones a nivel cerebral. Ademas, en la Figura 3-2, mediante la representacion
de los derivados en color azul; se reportan de manera cualitativa como sustrato de la glicoproteina P
(PGP+), lo cual indica que los compuestos tendrdn un flujo de salida activo de las membranas bioldgicas
y que podran liberarse del sistema nervioso central (SNC). Por lo cual, no se prevén problemas de
acumulacion del farmaco en el SNC y por ende se evitaria la acentuacion de efectos adversos (Brunton

et al., 2007).

La inhibicion de los principales citocromos P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4) permite
inferir como sera la eliminacién del fdrmaco mediante la biotransformacion metabdlica (Ver Tabla 3-5),
asi como los posibles efectos adversos debidos a la acumulacién del fdrmaco o de sus metabolitos. En
este caso, los derivados 1, 2, 5 y 6 tienen mayor probabilidad de permanecer en el organismo
aumentando en consecuencia su concentracion y eficacia terapéutica; mientras que el derivado 4 no

inhibe ni activa esos citocromos lo cual podria resultar en acumulacién de éste en el organismo
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aumentando la eficacia terapéutica y/o causando toxicidad. Sin embargo, esto dependera de la dosis y

capacidad del compuesto de unirse a la enzima CYP-450 (Santoyo et al., 2014).
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Figura 3-2 Representacién de huevo hervido para los derivados propuestos del EE2, EE2 y TAM

Respecto a la farmacocinética, el simulador SwissADMEE determina el coeficiente de permeabilidad en

piel (log KP) (Tabla 3-5), el cual entre mds negativo sea nos indicard menor permeabilidad. Para los

derivados propuestos la tendencia de permeabilidad en piel es la siguiente: 6 >2>3>5>4>1yen

todos los casos se mejora la absorcidén con respecto a los compuestos de referencia 7 (EE2) y 8. Por lo

tanto, podemos decir que los derivados propuestos también podrian actuar como antimicéticos locales,

es decir, de administracidon tépica.

Tabla 3-5 Parametros de farmacocinética de los derivados del EE2

Molécula Inhibidor de  Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor de log Kp
CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 (cm/s)

1 Si No Si No No -5.31

2 Si No Si No No -5.06

3 No No Si No No -5.11

4 No No No No No -5.28

5 Si No Si No No -5.26

6 No No Si Si No -4.71

7 No No Si Si No -5.50

8 No Si No Si No -3.50

Por otro lado, los resultados obtenidos de las alertas estructurales para la quimica medicinal (Tabla 3-6)

permiten identificar fragmentos potencialmente problematicos (Daina, Michielin, et al., 2017). En el
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caso de los compuestos de interferencia del ensayo PAN [PAINS, por sus siglas en inglés (PAN-Asay
Interference Compounds)], no se mostré ninguna alerta, lo que significa que las moléculas propuestas
no contienen subestructuras con potente respuesta a proteinas bioldgicas diferentes a su proteina

objetivo.

Tabla 3-6 Alertas estructurales para la quimica medicinal de los derivados del EE2
No. de No. de Violaciones de

Molécula alertas alertas de semejanza
PAINS Brenk farmacéutica
0 1 2 4.84
4.87
4.87
4.76
4.82
4.81
4.01
3.01

Accesibilidad
sintética

0NV D WN R
O O O O O o o
R R R NN W R
W Rk, NNNNN

Las alertas de Brenk refieren a fragmentos estructurales identificados como tdxicos, reactivos,
metabdlicamente inestables o con propiedades de farmacocinética deficiente. Todos los derivados
propuestos e incluso el EE2 muestran una alerta estructural debida al triple enlace de la posicién 17, ya
que induce la formacion de estructuras planas facilitando la interseccidn en las zonas planas del ADN
(Navarrete-Vazquez, 2016). Sin embargo, se sabe que moléculas como la capillina A, la dactilina y la
Terbinafina (origen sintético y uso comercial), cuentan con esos grupos en su estructura y poseen
actividad antimicrobiana sin reportes de dafio al ADN (Azerang et al., 2012; Kaul & Kulkarni, 1978;
Masuda et al., 2015). Asi mismo, el derivado 3 muestra dos alertas mas debidas al doble enlace N=0O y
al enlace sencillo N-O del grupo nitro; ya que esta funcionalidad se considera mutagénica; sin embargo,
existen algunos farmacos de uso comun para el tratamiento de infecciones bacterianas y parasitarias,
como el nifurtimox, metronidazol, tinidazol, etc.; que cuentan con el grupo nitro en su estructura, debido
a que su alta reactividad y toxicidad induce un mayor porcentaje de muerte en los organismos
patdgenos, resultando mayor el beneficio que el dafio causado. Por lo anterior, se considera que las
alertas en las moléculas propuestas no son razén para descartarlas. Por su parte, el derivado 4 muestra
una alerta mas debida a la alta reactividad de la anilina y a la posibilidad de formar puentes de hidrégeno
con los grupos de la cadena principal de los aminodcidos, ademas de que las aminas primarias y
secundarias tienden a reaccionar con la carga negativa en las membranas de las células y generar lisis

de manera inespecifica, no obstante, existen estrategias para substituir la amina y reducir su toxicidad,
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por ejemplo, la N-alquilaciéon con algun acrilato. Por ultimo, el derivado 5 en adicién a la alerta por el
triple enlace C=C, marca una alerta mas por la reactividad del aldehido frente a las aminas (Brenk et al.,

2008).

El parametro de violaciones a la semejanza farmacéutica (Tabla 3-6) establece los limites fisicoquimicos
para que una molécula sea susceptible para optimizacién, es decir, cuando una molécula propuesta
puede modificarse para mejorar sus pardmetros. En el caso de las moléculas propuestas, todas
presentan dos violaciones, (cabe aclarar que éstas son independientes de las reglas de Lipinsky, Veber,
etc.) ya que el peso molecular es mayor a 350 g/mol y el XLOGP es mayor a 3.5 (Teague et al., 1999), lo
que limita futuras modificaciones estructurales con la finalidad de mejorar sus pardmetros
fisicoquimicos o potenciar su actividad, es decir, considerando los limites establecidos por las diferentes

reglas los derivados ya no serian susceptibles de mejoras estructurales.

Tomando en cuenta Unicamente los parametros fisicoquimicos y de farmacocinética se establecié una
matriz de prioridad en funcién de las estimaciones otorgadas por el simulador mediante el cumplimiento
de las reglas establecidas por las principales compaiiias farmacéuticas y la prediccién de farmacocinética
(ver Anexo 3), de modo que a los compuestos propuestos se les asigna la siguiente prioridad de sintesis
4>2>1>5>3>6. Sin embargo, debido a la complejidad de las reacciones y efectos secundarios a
nivel cerebral, los derivados con potencial de cruzar la BBB serdn considerados en segundo término. Por
lo cual, la prioridad de sintesis se modifica anteponiendo aquellos derivados que son incapaces de
acceder a la BBB, quedando de la siguiente maneral >3 >4 >2 >5 > 6. Donde el compuesto 1 viola
Unicamente la regla de Lipinski en cuanto a la lipofilicidad con un valor muy cercano al limite maximo,
es incapaz de acceder a la BBB, es inhibidor de dos CYP (CYP1A2 y CYP2C9) encargados de la
metabolizacion de farmacos y esteroides, lo cual conllevaria a un aumento de la actividad terapéutica,
y presenta la mayor biodisponibilidad (ABS). Mientras que el derivado 3 se eligié como el segundo en
prioridad de sintesis, a pesar de la alerta estructural por el grupo nitro, por su similitud con compuestos
de uso actual, por su inhibicidon del CYP2C9, y porque es incapaz de acceder a la BBB. Los derivados 4, 2,
5y 6 fueron asignados con esa prioridad debido a que tedricamente podrian acceder a la BBB y al grado

de lipofilicidad que presentan, lo que podria generar problemas de permeabilidad.

3.1.4 Ecotoxicidad de los derivados del 17-a-etinilestradiol

Los datos de biodegradacidn y ecotoxicidad se presentan en la Tabla 3-7. En cuanto a la biodegradacion,

las probabilidades exhibidas, en un rango de 0 a 1, por todos los derivados propuestos son superiores al
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0.77.En cuanto a toxicidad, ésta se evallia como probabilidad de toxicidad en abejas, crustaceos y peces,
y en Tetrahymena pyriformis, como plGC50. Todos los derivados presentan probabilidades superiores al
0.50 de toxicidad para especies como las abejas, crustaceos y peces, siendo los derivados 3 y 4 los de
menor riesgo para las abejas, y los derivados 1y 3 para los crustaceos, mientras que para los peces todos
los derivados exhiben una probabilidad de toxicidad por encima del 0.98. Para Tetrahymena pyriformis,
los valores de plGC50 muestran que se requiere mayor concentracién de los derivados 3 y 5 para
eliminar el 50 % de la poblacidn, es decir, son los compuestos menos tdxicos para este protozoario (F.
Cheng et al., 2012). Sin embargo, no se debe perder de vista que si el fadrmaco realiza su actividad no se
generaran desechos a través de la orina y las heces fecales que puedan llegar al medio ambiente, y
deberiamos considerar que se dara un buen manejo a los compuestos para impedir que se desechen al

medio ambiente.

Tabla 3-7 Pardmetros de ecotoxicidad de los derivados del EE2 expresados como probabilidad

.. Toxicidad Toxicidad Tetrahymena
. . .. Toxicidad ‘s ‘s . .
Molécula Biodegradacion . acuatica para acuatica para  pyriformis, plGC50
en abejas .

crustaceos peces (ng/L)
1 - 0.8000 + 07204 + 0.5100 + 1.0000 0.5830
2 - 0.7750 + 06836 + 0.7500 + 0.9963 1.1680
3 - 0.8000 - 05581 - 0.5100 + 0.9971 1.5320
4 - 0.8500 - 05450 + 0.7600 + 0.9886 0.6840
5 - 0.7750 + 0.6693 + 0.6200 + 0.9973 1.1990
6 - 0.8250 + 0.6901 + 0.7400 + 0.9947 1.1600
7 - 0.8750 + 0.7254 + 0.7900 + 0.9886 1.1820
8 - 0.9750 + 06845 + 0.5400 + 0.8588 1.0480

Considerando uUnicamente los resultados obtenidos de la evaluacidon tedrica de ecotoxicidad, se
establecié una matriz de priorizacién en funcién de la probabilidad (ver Anexo 4), de tal forma que la
prioridad de sintesis de los derivados es 3>4>5=6>2 > 1; donde el compuesto 3 es el que presenta
menor probabilidad de ecotoxicidad. No obstante, debemos considerar que la toxicidad estd
fuertemente ligada a la bioactividad de los compuestos, es imposible pensar que un farmaco es inocuo,
ya que entones no tendria actividad antimicrobiana, sin embargo, debemos inclinarnos a los que puedan

generar la mayor actividad con las menores ecotoxicidades.

Teniendo en consideracién las prioridades de sintesis establecidas con las determinaciones tedricas y
que el objetivo es proponer moléculas con potencial actividad antimicrobiana de administracion oral

gue actuen a nivel sistémico en general, se absorban a nivel gastrointestinal, lleguen a la circulacion
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general y que ejerzan su accidn antes de ser degradados por el higado y eliminados del organismo
(Brunton et al., 2007); asi como, que presenten menor probabilidad de ecotoxicidad; se establecié una
prioridad de sintesis final de los derivados del EE2, siendo 4>3>2>1>6>5 (Anexo 5). Sin embargo,
se sintetizd el compuesto 1 en lugar de 2 debido a que se contaba con antecedentes previos de la ruta

de sintesis y de la actividad bioldgica contra T. cruzi en la cepa Querétaro (Juarez-Chavez et al., 2019).
3.2 Sintesis y caracterizacion de los derivados del 17-a-etinilestradiol

Con base en el orden de prioridad de sintesis establecido a partir de las determinaciones tedricas, se
obtuvieron por medio de una reaccion de Sonogashira los tres derivados con mayor prioridad. En la

Figura 3-3 se muestra la estructura general de los derivados 1, 3 y 4.

24 R
2 26
25

21 23
18 o:\-l\\\l/{zo

12

16
o) o) ]
R= 0H9/+\O_ _NH2
@ 3) “

Figura 3-3 Estructura general de los derivados sintetizados

Sintesis del dcido 4-(17-a-etinilestradiol) benzoico (1): Para la obtencién del derivado 1 se probaron
diferentes condiciones de reaccién; se vario la temperatura y tiempo de reaccion, tipo de catalizador y

disolventes, en condiciones clasicas y no clasicas.

Durante los primeros experimentos, en condiciones no clasicas, se utilizé Unicamente THF como medio
de reaccién; sin embargo, se pudo observar que para incrementar el porcentaje de conversién era
importante agregar MeCN en proporcidn 1:1 con el THF, como disolvente; asi como mantener el sistema
de reaccidn sobrecalentado a una temperatura promedio de 76 °C y no sélo temperatura de ebullicion

(66 °C) como menciona Gabano et. al (2005).
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Finalmente, el compuesto 1 se obtuvo mediante de una reacciéon de Sonogashira en condiciones no
clasicas, similares a las reportadas por Gabano et al. (2005), con un porcentaje de conversion promedio
de 37.3 %, antes de purificacién, con un tiempo de reaccién promedio de 24 horas y a temperatura de

76 °C.

Con el fin de incrementar el porcentaje de conversidn se cambiaron las condiciones de reaccién a un
sistema en condiciones clasicas (TEA y Cul), obteniendo un porcentaje de conversion promedio del 68.20
%, y un rendimiento del 61.63 % después de purificar en columna; en un tiempo de reaccién de 18 a 24
horas a 89 °C. De manera andloga, se probaron condiciones similares a las clasicas, manteniendo la
misma temperatura (89 °C) y agregando Ag>O como cocatlizador, sin embargo, el porcentaje de

conversion promedio antes de purificacion disminuyé a 56.90 %, y el tiempo de reacciéon fue de 23 horas.

En todas las condiciones de reaccion evaluadas se obtuvo el mismo producto como un sélido de color
amarillo, con un punto de fusién de 148-149 °C, y un factor de retencién (Rf) de 0.34 con AcOEt/Hex 4:6;
el cual fue caracterizado por RMN (80 y 500 MHz) de *H y *3C, y por ATR-FTIR. En la Tabla 3-8 se muestran
los desplazamientos quimicos de las sefales caracteristicas y distintivas del compuesto 1 a 500 MHz;
mientras que en la Figura 3-8 se muestra el espectro de ATR-FTIR y en la Tabla 3-9 los maximos de

absorcidon obtenidos en esta técnica espectroscdépica.

La asignacién de las sefiales tanto en protdn como en carbono se realizaron empelando técnicas de RMN
en 2D, y la asignacion del EE2 en la literatura (Franca et al., 2017). En el espectro de 'H del compuesto 1
(Figura 3-4), inicialmente en la regidén de los aromaticos se asignaron las sefales 1, 2 y 4 del anillo
aromatico del EE2 (con base en la literatura y las integraciones), asi como las correspondientes al anillo
acoplado en el alquino terminal (con base a los desplazamientos tedricos) 22, 23, 24 y 25. Con estas
sefiales asignadas y con ayuda del espectro en 2D, HETCOR, Figura 3-5, se asignaron los carbonos
correspondientes (1, 2, 4, 22-25), lo que permitioé asignar los carbonos 3, 5, 6, 21 y 26 con valores teéricos
calculados, asi como el carbono 27 (mas desplazado por el 4cido carboxilico). Los carbonos 17, 19 y 20,
todos ellos cuaternarios son facilmente asignados con base en los desplazamientos tedricos, ya que la
zona es completamente distinguible (75 - 100 ppm). Posteriormente, considerando la asignacion del
espectro de 'H del EE2, se asignaron las sefiales correspondientes a los protones alifaticos, y con ayuda
del HETCOR y un espectro de carbono que permite diferenciar entre carbonos cuaternarios, terciarios,
secundarios y primarios, como es el ATP o el Pendant (Figura 3-6), se realizé la asignacidn del resto de

los carbonos. Cabe resaltar que los espectros obtenidos a 80 MHz permiten ver claramente los productos
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de acoplamiento (ver Anexo 6y 7), incluso el espectro de 13C tiene una coincidencia casi exacta con aquel

obtenido en un equipo de 500 MHz (ver Tabla 3-8 y Anexo 8).

s T T RS
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 66 65 64 63 6.2
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Figura 3-4 Espectro de 'H-RMN (500 MHz, CD3;0D) del derivado 1
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En la Figura 3-4 se observa el espectro de H-RMN (500 MHz, CDs0D) del producto de acoplamiento 1,
la presencia del anillo aromatico del acido benzoico acoplado al EE2 se evidencia por las sefiales
multiples de 7.48 - 7.54 y 7.95 - 8.02 ppm, asociadas a los protones H-22 y H-24. Ademas, ambas sefiales
integran para dos protones, como se espera, ya que las sefiales correspondientes al anillo aromatico del
EE2 en 6.54, y 7.09 ppm integran para los protones H-1, H-2 y H-4 (Figura 3-7). Las sefales que dan
cuenta inequivoca de que el acoplamiento se llevé a cabo son las de los carbonos 17, 19 y 20, que para
el EE2 se encuentran en 80.0, 87.6 y 74.2 ppm, respectivamente, mientras que en el compuesto 1 se
encuentran en 80.9, 85.7 y 97.6 y ppm. Ademas, en el espectro de 13C se asignaron las sefiales arométicas
para el fragmento del acido benzoico y la sefial en 169.4 ppm el carbonilo del acido.

Tabla 3-8 Desplazamientos quimicos de las sefiales caracteristicas de los derivados del EE2
Derivado Posicion 'H &4 (ppm) (multiplicidad, J en Hz) 13C 6¢ (ppm)

1 7.11 (d, J=8.5 Hz) [7.09 (d, J=8.5Hz)] 127.3 (127.3)
2 6.54 (d, J=8.2 Hz) [6.54 (dd, J=8.4, 2.7 Hz)] 113.7 (113.7)
4 6.54 (d, J=8.2 Hz) [6.48 (d, J=2.6 Hz)]  116.1(116.0)
17 - 80.9 (80.9)
1! 18 0.93 (s) [0.92 (s)] 13.5 (13.5)
22,23 7.51 (d, J=8.4 Hz) [7.48-7.54 (m)] 132.4 (132.4)
24,25 7.99 (d, J=7.9 Hz) [7.95 — 8.02 (m)] 130.7 (130.8)
26 - 131.3 (131.0)
27 - 169.3 (169.4)
1 7.10 (d, J=8.3 Hz) 127.2
2 6.37-6.72 (m) 113.8
4 6.37-6.72 (m) 116.1
3 17 - 80.9
18 0.94 (s) 13.5
22,23 7.64 (d, J=8.7 Hz) 133.4
24,25 8.22 (d, J=8.7 Hz) 124.6
26 - 148.4
1 6.92-7.31 (m) [7.06 — 7.17 (m)] 127.3 (127.3)
2 6.37-6.78 (m) [6.54 (dt, J=8.5, 2.4 Hz)]  113.7 (113.7)
4 6.37-6.78 (m) [6.44 — 6.49 (m)] 116.0 (116.0)
a 17 - 81.0 (80.9)
18 0.90 (s) [0.91 (s)] 13.5 (13.6)
22,23 6.37-6.78 (m) [6.62 (d, J=8.5 Hz)] 133.5 (133.6)
24, 25 6.92-7.31 (m) [7.06 — 7.17 (m)] 115.8 (115.8)
26 - 149.2 (149.4)

ISe presentan entre corchetes y paréntesis los datos *H y *C obtenidos en el equipo de
RMN de 500 MHz respectivamente

Sintesis de 4-(17-a-etinilestradiol) nitrobenceno (3): El compuesto 3 se sintetiz6 a través de una
reaccién de Sonogashira en condiciones clasicas obteniendo un 62.2 % de conversién en 15.8 horas; con

un Rf de 0.61 en un sistema de elucion AcOEt/Hex 4:6. El compuesto obtenido fue un sélido de color
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amarillo con punto de fusién de 118-119 °C; el cual se caracterizé por ATR-FTIR y RMN por RMN (80
MHz) de H y 3C.

En la Tabla 3-8 se muestran los desplazamientos quimicos de las sefales caracteristicas y diferenciadas
del compuesto 3; mientras que en la Tabla 3-9 se muestran los datos obtenidos por espectroscopia de
infrarrojo (ATR-FTIR) (Figura 3-8). En la Figura 3-7 se observa la presencia del anillo aromatico del
nitrobenceno en 7.64 y 8.22 ppm mediante sefiales dobles (ver espectro completo en Anexo 9).
Referente al espectro de ATP-13C (20 MHz), se asignaron las 26 sefiales de los carbonos presentes en la
estructura (ver Anexo 10); y se pudo observar que las sefiales de los carbonos 17, 19 y 20 del derivado
se encuentran desplazadas a 80.9, 84.8 y 100.1 ppm. Ademas, en el espectro de 3C se asignaron las
sefales para el fragmento del nitrobenceno en 131.4, 133.4, 124.6 y 148.4 ppm, que corresponden a los

carbonos 21, 22, 23, 24, 25 y 26 del anillo aromatico.

Sintesis de 4-(17-a-etinilestradiol) anilina (4): E| compuesto 4 se sintetizd a través de una reaccién de
Sonogashira en condiciones clasicas obteniendo un 70.84 % de conversion en 4 horas; con un Rf de 0.35
en un sistema de elucién AcOEt/Hex 4:6. El compuesto obtenido fue un sélido de color ocre con punto
de fusién de 140-141 °C, que vira a color naranja al exponerlo a radiacién UV a 365 nm; y que se

caracterizd por RMN (500 y 80 MHz) de *H y 3C, y por ATR-FTIR.

En la Tabla 3-8 se muestran los desplazamientos quimicos de las sefiales caracteristicas y diferenciadas
del compuesto 4; mientras que en la Tabla 3-9 y Figura 3-8 se muestran los datos obtenidos de la técnica
espectroscopica de ATR-FTIR. En la Figura 3-7 se puede corroborar la presencia del anillo aromatico de
la anilina en las sefales multiples que van de 6.36 - 6.86 y de 7.49 — 8.04 ppm (ver espectro completo
en Anexos 11y 12). Con respecto al espectro de C (126 MHz), se asignaron las 26 sefiales presentes en
la estructura (ver Anexos 13 y 14); y se pudo observar que las sefiales de los carbonos 17, 19 y 20 de la
molécula se encuentran desplazadas a 66.7, 80.6 y 90.6 ppm. Ademas, en el espectro de 13C se asignaron
las sefales correspondientes al fragmento de la anilina en 112.5, 133.1, 114.9 y 146.6 ppm que

corresponden a los carbonos 21, 23, 22, 24, 25 y 26 del anillo aromatico.



Tabla 3-9 Maximos de absorcion de las seiales caracteristicas de los derivados del EE2

Derivado Maximos de absorcién (cm™) Seiial asociada
3300 (3700-1800) (O-H, st)
2926, 2868 (C-H cicloalcano, st)
1 2217 (C=C, st)
1694 (C=0 &cido, st)
1605, 1498 (C=C aromatico, st)
1246 (C-O fenol, st)
3608, 3430, 3239 (O-H, st)
3104 (C-H aromatico, st)
2929, 2862 (C-H cicloalcano, st)
2218 (C=C, st)
3 1621, 1593 (O-N=0, st)
1518 (N=0 asimétrico, st)
1499, 1463 (C=C aromatico, st)
1339 (N=0 simétrico, st)
1289 (C-H aromatico, bending)
1251 (C-O fenaol, st)
3353,3225 (NH,, st)
2923, 2855 (C-H cicloalcano, st)
2180 (C=C, st)
a 1716 (C=C aromatico, st)
1591 (N-H, bending; C-C aromatico, skeletal,
st)
1497, 1442 (C=C aromatico, st)

1283, 1234, 1175

(C-O fenaol, st)
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Figura 3-8 Espectros de FTIR-ATR del EE2 y derivados 1, 3 y 4 (Nota: El espectro FTIR-ATR del EE2 fue
tomado de (Ortiz, 2018))



3.3. Evaluacion de la actividad biologica de los derivados del 17-a-etinilestradiol

De acuerdo con el andlisis in silico realizado, los derivados de EE2 1, 3 y 4 tienen la capacidad de actuar
como farmacos de administracion oral y absorcién por difusién pasiva; y de acuerdo con en el simulador
Passonline, tienen la capacidad de actuar como antimicrobianos de amplio espectro. Por lo cual, para
corroborar la validez del simulador Passonline, la evaluacién bioldgica debid realizarse en las mismas
cepas para las cuales el simulador mostrd resultados favorables; sin embargo, por cuestiones de
accesibilidad debidas a la pandemia por COVID-19, esto no fue posible. No obstante, la evaluacion
bioldgica in vitro se realizé en las cepas microbianas disponibles, de modo que los resultados tedricos

no guardan una correlacion directa con los experimentales.

Evaluacion antiparasitaria in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol: Se realizaron tres pruebas
in vitro por triplicado para determinar la concentracion media inhibitoria (Clso) de los derivados 1,3y 4
en dos cepas de T. cruzi (Ninoa y TH) de aislados oaxaquefios en su estadio epimastigote.
Adicionalmente, se realizaron pruebas de CCso para determinar la citotoxicidad de los derivados en la
linea celular J774.2, correspondiente al macréfago monocito de tumor de ratdn, con el fin de identificar

la selectividad que tienen las moléculas propuestas contra células sanas o tejidos.

En la Tabla 3-10 se muestran los valores de concentracion requerida para inhibir el 50 % de la poblacién
de epimastigotes de T. cruzi del EE2 y de los derivados 1, 3 y 4, asi como de los farmacos de referencia,
Nfx y Bz, ya que son los Unicos utilizados para el tratamiento de la enfermedad de Chagas causada por
T. cruzi (OPS, 2021). Se puede observar que la cepa TH es mas resistente que la cepa Ninoa debido a que
se requiere mayor concentraciéon de Nfx y Bz para inhibir al 50 % de su poblacién. Ademas, el EE2 no

presenta actividad antiparasitaria in vitro a las concentraciones evaluadas para Ninoa ni para TH.

Respecto a los nuevos compuestos de EE2, el acoplamiento de un derivado aromatico en el alquino de
la posicion 17 aumenta la actividad contra la cepa Ninoa para los derivados 1 y 4, y disminuye para el

derivado 3, referente al EE2. No obstante, sélo el derivado 1 resulta mas activo que Nfx y Bz.

En cuanto a la cepa TH, solo el derivado 3 mostré mejora en actividad inhibitoria respecto al EE2, casi 5
veces menos; sin embargo, requiere casi 4 veces mas de compuesto que el Nfx y casi el doble de la

concentracion del Bz.



Tabla 3-10 Evaluacién in vitro de los derivados del EE2 en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Ninoa, Clso Citotoxicid’ad in(!ic'e de indice de selectividad
Compuesto uM TH, Clso uM J774.12 Macréfago selectlwda.d (1S) (IS) contra TH
ratén, CCso uM contra Ninoa
Nfx 7.09 £ 0.05 19.30+£0.08 164.20 £ 0.25 23.16 8.51
Bz 30.27+0.07 39.08 £0.25 133.90 £ 0.06 442 3.42
EE2 222.99£0.02 366.26 £0.02 65.54 £ 0.02 0.29 0.18
1 4.00+£0.19 383.69+0.02 61.81 £0.01 15.45 0.16
3 292.93+0.01 78.09+0.01 > 100 0.34 1.28
4 102.50+0.02 516.12 £0.02 27.88 £0.02 0.27 0.05

El derivado 1, del cual previamente se habia determinado la actividad antiproliferativa contra
epimastigotes de T. cruzi de la cepa Querétaro (Juidrez-Chavez et al., 2019), nuevamente mostrd
actividad contra epimastigotes de la cepa Ninoa; mas no asi para la cepa TH. También se puede observar
que el derivado 1 es mas citotdxico, comparado con Nfx y Bz, ya que requiere menor concentracion para
inhibir la proliferacion del 50 % de las células sanas (J774.2). Sin embargo, este derivado mejora el indice
de selectividad (IS) para la cepa Ninoa con respecto al Bz lo que lo coloca como un potencial farmaco

alternativo a los actuales, para lo cual se deben realizar pruebas ex vivo e in vivo.

De acuerdo con calculos tedricos la probabilidad de actividad antiparasitaria para los derivados 3 y 4
deberia ser mayor que para el derivado 1, aunque cabe resaltar que los resultados del Passonline no
incluyeron especificamente a estas cepas; sin embargo, en la evaluacion in vitro se pudo observar que
la actividad antiproliferativa contra epimastigotes de la cepa Ninoa es mucho menor con 3 y 4 que con
1, mientras que para la cepa TH, el derivado 3 (terminal nitro, NO;) efectivamente muestra mayor
actividad antiprotozoaria que el EE2 y el derivado 1, por lo cual, la actividad anti Trypanosoma de estos
derivados podria estar relacionada con la actividad antiestrogénica como se menciona para el TAM
(Montoya & Krysan, 2018). En cuanto al efecto de los diferentes grupos sustituyentes en el alquino del
EE2 sobre las células sanas, se observa que la anilina es la que causa el mayor incremento en la

citotoxicidad, mientras que el nitrobenceno disminuye la citotoxicidad respecto al EE2.

Evaluacion antibacteriana in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol: Se realizaron pruebas por
duplicado para determinar la concentracidon media inhibitoria (Clso) de los derivados 1, 3 y 4 en tres
cepas Gram-negativas (Proteus mirabilis, E. coli, Pseudomonas aureuginosa), y una Gram-positiva
(Staphylococcus aureus ATCC 29203). En la Tabla 3-11 se puede observar que a pesar de que los

derivados 4y 1, de acuerdo a Passonline tenian la mayor probabilidad de actividad antibacteriana contra



Riskettsia (Gram-negativa), ninguno de los derivados propuestos mostrod actividad antibacteriana para
ninguna de las cepas evaluadas incluyendo al EE2; ya que todos requirieron una concentracién mayor a
100 pg/mL para inducir inhibicién. Concentracién a la cual la muerte de las bacterias ocurre por
“ahogamiento” debido a la cantidad y no por la actividad de las moléculas propuestas. Adicionalmente,
en la Figura 3-9 se muestra de manera ilustrativa una de las corridas del derivado 3 y uno de los

controles.

Tabla 3-11 Evaluacidn in vitro de la actividad antibacteriana de los derivados del EE2

Derivado Proteus mirabilis, E. coli 64321, Pseudomonas Staphylococcus aureus
pug/mL pg/mL aeruginosa, pg/mL ATCC 29203, pg/mL
EE2 >100 > 100 >100 >100
1 >100 >100 >100 > 100
3 > 100* > 100 > 100 > 100
4 >100 >100 >100 > 100

*Se aprecia una ligera inhibicion, sin embargo, no fue cuantificada

Proteus mirabilis

Control de

fa :

Dosis en pg/mL 100 50 25 125 6253125 1565 _ontrol  Controlde armaco
celular medio Ceftriaxona

Derivado 3

Figura 3-9 Determinacion in vitro de la actividad anti Proteus mirabilis del derivado 3

Evaluacion antifungica in vitro de los derivados del 17-a-etinilestradiol: Se realizaron pruebas
preliminaries para determinar la concentracion media inhibitoria (Clso) de los derivados 1, 3y 4 en el
hongo patégeno humano Candida albicans ATCC 14053. En la Tabla 3-12 se observa que, pese a que el
simulador PASSonline predijo mayor probabilidad de actividad antifungica para los derivados 1 vy 3,
ninguno de estos incrementd la bioactividad respecto al EE2 in vitro; y que tanto el EE2 como los
compuestos propuestos requieren una concentracion mayor a 100 pug/mL para inhibir al 50 % de la

poblacién; lo que recae en una baja bioactividad in vitro contra esta cepa.

De manera ilustrativa, en la Figura 3-10, se muestra una de las corridas de la evaluacién in vitro del

derivado 3 y uno de los controles sobre C.albicans. Donde se puede observar que pese a las



modificaciones estructurales hechas al EE2, y que pese a que White & Larsen (1997) mencionan que la
reproduccion de C. albicans se ve disminuida en rangos de concentraciones farmacoldgicas de estradiol;
los derivados 1, 3 y 4 no mostraron actividad antiflngica a las concentraciones evaluadas y Unicamente
funcionaron en su beneficio como fuente de carbono. Debido a que C. albicans cuenta con proteinas de
union a esteroides que les permiten experimentar cambios en su morfologia y tasa de crecimiento tras
la suplementacion con esteroides en el medio de crecimiento como lo son: la proteina de unién a
estradiol (EBP), proteina de unién a corticosteroides (CBP) y la proteina de unidn a progesterona (PBP)
(G. Cheng et al., 2006; Prasad et al., 2012; White & Larsen, 1997). Por lo cual, estos compuestos podrian

ser viables para hongos que no tengan tan desarrollado el sistema de receptores de estrégenos.

Candida albicans ATCC 14053

Control Control de
Derivado 3 EE2 farmaco:
celular . .
Nistatina

Figura 3-10 Determinacidn in vitro de la actividad anti Candida albicans a diferentes concentraciones
del derivado 3

Por otra parte, se evalud la actividad antimicdtica contra el hongo fitopatégeno Botrytis cinerea a 3
cantidades de compuesto distintas (50, 75y 100 pg) (Tabla 3-12) y se pudo observar que a 50 pg el hongo
presentaba resistencia a las tres moléculas, es decir, su crecimiento no se observé diferente al control.
A 75 ug se observo que el crecimiento micelial del hongo se ve disminuido sélo por el derivado 1, y a
100 pg fue evidente que el hongo mostrd susceptibilidad a la molécula 1, pero se mantuvo resistente a

los derivados 3y 4.

Tabla 3- 12 Evaluacidn in vitro de la actividad antifungica de los derivados del EE2

Candida albicans Botrytis cinerea
Derivado ATCC 14053,
pg/mL 50 pg 75 ug 100 pg
EE2 > 100 R R R
1 > 100 R | S
3 > 100 R R R
4 > 100 R R R

Nota: R=resistente, I=intermedio, S=susceptible
Lo anterior indica que el acoplamiento del acido 4-iodobenzoico podria ser promisorio en el combate a

la enfermedad causada por B. cinérea que a diferencia de C.albicans podria no tener tan desarrollados
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los mecanismos para utilizar los esteroides en su beneficio. No obstante, se tienen que considerar y

evaluar los posibles efectos ecotéxicos obtenidos con los simuladores.

Hay evidencia del uso de hormonas como fuente de carbono para la replicaciéon tanto en hongos (G.
Cheng et al., 2006; Prasad et al., 2012; White & Larsen, 1997) como en bacterias (Garcia-Gémez et al.,
2013; Prasad et al., 2012), lo que da pauta a sugerir que los compuestos analogos a dichas hormonas
podrian actuar como antimetabolitos, es decir, que los derivados de estradiol podrian ser reconocidos
como fuente de carbono y energia para su replicacién; sin embargo, debido a la diferencia estructural,
los microorganismos se verian imposibilitados para replicarse y habrian bloqueado sus receptores de
alimento, lo que conduciria a un bloqueo en su replicacidn. Lo anterior explica los resultados in vitro de
la actividad antiparasitaria contra T. cruzi de las cepas Ninoa y TH; y antifungica contra B. cinérea.
Ademas, da pauta a sugerir que la nula actividad antibacteriana y anti C. albicans de los derivados 1, 3 y
4 a las concentraciones probadas se debe a que los cambios estructurales del EE2 no imposibilitan la
replicacién de las bacterias probadas y del hongo patdgeno; por lo cual, idnicamente las moléculas

propuestas estarian funcionando como fuente de carbono.

A pesar de que no se evalud la actividad antimicrobiana in vitro en las cepas que Passonline mostré
favorables, es claro que el simulador aun tiene muchas deficiencias, puesto que en su base de datos no
existe informacién suficiente de moléculas similares que permita predecir la bioactividad in silico a
diferentes concentraciones o en distintas etapas de desarrollo de los microorganismos, como es el caso

del estadio epimastigote de T. cruzi.



Conclusiones

El uso de los simuladores SwissADME, admetSAR y PASSonline nos permite concluir que los derivados
del 17-a-etinilestradiol modificado en el alquino de la posicién 17 con acido p-iodobenzoico (1), p-
iodofenol (2), p-iodonitrobenceno (3), p-iodoanilina (4), p-iodobenzaldehido (5) y p-iobenceno (6) tienen
una probabilidad de actividad mayor o igual al TAM de actuar como antibacteriales, antifingicos,
antivirales y antiparasitarios, excepto el derivado 5 (terminal aldehido) que solo tiene probabilidad de
actuar como antifungico. De acuerdo con las reglas de Veber y Egan, todos los derivados propuestos
tendran la capacidad de convertirse en potenciales farmacos de administracién oral y absorcién por
difusién pasiva, ya que seran capaces de permear las membranas celulares; y tendran buena
biodisponibilidad oral. Con base en el simulador Swiss ADME, todos los derivados se presentan como
sustrato de la PGP+, por lo cual, no se prevén problemas de acumulacién del farmaco en el SNC y por
ende se evitaria la acentuacién de efectos adversos. Ademas, todos los derivados propuestos mejoran
la permeabilidad en piel con respecto al EE2 y al TAM; por lo cual tendran la capacidad de administrarse

via topica.

Con base en la priorizacién realizada los derivados 1, 3 y 4 fueron sintetizados bajo condiciones cldsicas
de la reaccidn de Sonogashira con rendimientos superiores al 60 %. Las condiciones no cldsicas, para el
derivado 1 presentaron menor grado de conversidn, y la utilizacién de Ag,O en condiciones cldsicas

como co-catalizador no mejord la conversion.

De la evaluacidn in vitro de la actividad antimicrobiana se concluye que sélo el derivado 1 posee
actividad antifungica contra B. cinérea; y antiparasitaria (antiprotozoaria) contra T. cruzi (epimastigotes
de las cepas Ninoa y TH) con valores de Clsp menores a los farmacos de referencia (Nfx y Bz). Ademas,
ninguno de los derivados mostré actividad antibacteriana contra P. mirabilis, E. coli 64321, P.

aeruginosa,y S. aureus ATCC 29203.
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Anexos

Anexo 1. Tabla de actividad antimicrobiana de los derivados del EE2 expresada como probabilidad obtenida del simulador

PASSonline
Probabilidad de actividad antimicrobiana
Antiparasitarios
Antibacterial Antiviral - - - —
o Antiprotozoarios Antihelminticos
o 2

S an ) S

3 S k) g 3 S 2 5 g 2 § g S £

o = 2 Y S < S S S S K 3 2 2

= c ] S 3 v < S g € S 2 g 9

< ~ S £ e~ S g S < S Q > 9

& S £ £ g < 32 S 3 X S S

= 3 = T 3 T A = a
1 0.179 0.187 0.120 0.361 0.280 0.000 0.235 0.000 0.000 0.000 0.000 0.203 0.000
2 0.172  0.159 0.114 0.286 0.223 0.000 0.243 0.000 0.271 0.201 0.000 0.203 0.000
3 0.183  0.202 0.000 0.000 0.219 0.000 0.335 0.08 0.308 0.177 0.000 0.267 0.142
4 0.000 0.194 0.132 0.000 0.295 0.089 0.219 0.000 0.000 0.204 0.18 0.211 0.115
5 0.266  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
6 0.169 0.156 0.111 0.000 0.218 0.000 0.235 0.000 0.268 0.198 0.000 0.197 0.000
7 0.000 0.148 0.113 0.000 0.199 0.000 0.226 0.000 0.239 0.000 0.000 0.188 0.000
8 0.000 0.000 0.000 0.357 0.209 0.000 0.238 0.000 0.000 0.000 0.000 0.196 0.000
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Anexo 2. Matriz de priorizacion de sintesis con base en la probabilidad de actividad antimicrobiana in silico

Para la realizacidn de la siguiente matriz se asignd una puntuacion del 1 al 6 a cada una de las moléculas propuestas, donde 1 era la puntuacién
para el compuesto de menor prioridad, es decir el que mostrd la menor probabilidad de actividad, y 6 para el de mayor prioridad, con base en la
mayor probabilidad de actividad antimicrobiana, en el caso de probabilidad cero, se asigné el valor de cero. Posteriormente, se realizé la sumatoria

del puntaje adquirido por derivado; y de acuerdo con la sumatoria se ordenaron de forma descendente para establecer la prioridad de sintesis.

Puntuacién adquirida por molécula derivada del EE2

. e Antibacterial Antiviral Antiparasitaria .
Molécula Antifingica — - — - - - - - - Sumatoria
Rickettsia Treponema Rhinovirus Influenza Trachoma Amoeba Histomonas Leishmania Plasmodium Toxoplasma Trichomonas Schistosoma
1 4 4 5 6 5 0 4 0 0 0 0 4 0 32
2 3 3 4 5 4 0 5 0 5 5 0 4 0 38
3 5 6 0 0 3 0 6 6 6 3 0 6 6 47
4 0 5 6 0 6 6 3 0 0 6 6 5 5 48
5 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
6 2 2 3 0 2 0 4 0 4 4 0 3 0 24

Prioridad de sintesis 4>3>2>1>6>5
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Anexo 3. Matriz de priorizacién de sintesis con base en la prediccién in silico de las propiedades fisicoquimicas y de

farmacocinética

Para la realizacidn de la siguiente matriz se asignd una puntuacion del 1 al 6 a cada una de las moléculas propuestas, donde 1 era la puntuacion
para el compuesto de menor prioridad, con base en el cumplimiento de las reglas establecidas por las principales compafias farmacéuticas
(Lipinski, Ghose, Egan, Muegge), asi como, con base en el valor obtenido en las propiedades farmacocinéticas evaluadas. Posteriormente, se realizo
la sumatoria de la puntuacién adquirida para cada uno de los derivados; y de acuerdo con la puntuacién total se ordenaron de forma descendente

para establecer la prioridad de sintesis.

Puntuacion adquirida por molécula derivada del EE2

Pardmetro
Lipinski Ghose Veber Egan
Molécula PM, g/mol MLOGP < Aceptores Donadores PM, g/mol< , No. de enlaces TPSA,A’< WLOGP< TPSA A’<
<£500 415  deH<10  deH<5 480 04<WLOGP<56  40<RM<130  20<No.dedtomos<70 o ios<10 140 5.88 1316
1 2 3 4 5 2 5 2 3 5 5 5 5
2 4 4 5 5 4 4 5 6 6 3 4 3
3 1 6 4 6 1 2 1 4 5 6 2 6
4 5 4 6 5 5 6 4 4 6 4 6 4
5 3 5 5 6 3 3 3 5 5 2 3 2
6 6 2 6 6 6 1 6 6 6 1 1 1
Puntuacién adquirida por molécula derivada del EE2
Parametro
Muegge
Molécula s i , .
TPSA, A X # de atomos de # de heterodtomos No. de enlaces rotatorios Aceptoresde H Donadores de H
200 < PM, g/mol <600 -2 < XLOGP3<5 # Anillos <7

<150 C>4 >1 <15 <10 <5
1 2 4 5 6 6 5 6 4 5
2 4 3 3 6 5 4 5 5 5
3 1 2 6 6 5 6 6 4 6
4 5 6 4 6 5 4 5 6 5
5 3 5 2 6 6 4 6 5 6
6 6 1 1 6 5 3 5 6 6
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Puntuacién adquirida por molécula derivada del EE2

Parametro
Violaciones a las reglas Solubilidad Farmacocinética
Molécula
Lipinski Ghose Veber Egan Muegge Solubilidadl, Log$S Solubilidadz, (mg/ml) Solubilidad cualitativa® ABS HIA BBB PGP +
1 5 6 6 6 6 3 4 6 6 6 5 6
2 5 6 6 6 5 5 3 6 5 6 3 6
3 6 6 6 6 5 1 2 6 5 6 6 6
4 5 6 6 6 6 6 6 6 5 6 4 6
5 5 6 6 6 6 4 5 6 5 6 2 6
6 5 6 6 6 5 2 1 5 5 6 1 6
Puntuacién adquirida por molécula derivada del EE2
Pardmetro
Farmacocinética
Molécula - - - - - S ) )
Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor de Inhibidor de No. de alertas de Violaciones de semejanza o o Sumatoria
PAINS L. Accesibilidad sintética
CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 Brenk farmacéutica

1 6 6 6 5 6 6 6 6 5 206
2 6 6 6 5 6 6 6 6 6 208
3 5 6 6 5 6 6 4 6 6 197
4 5 6 5 5 6 6 5 6 2 219
5 6 6 6 5 6 6 5 6 4 201
6 5 6 6 6 6 6 6 6 3 191

Prioridad de sintesis 4>2>1>5>3>6



Anexo 4. Matriz de priorizacion de sintesis con base en la probabilidad de ecotoxicidad in silico

Para la realizacién de la siguiente matriz se asignd una puntuacién del 1 al 6 a cada una de las moléculas propuestas, donde 6 era la puntuaciéon
para el compuesto menos ecotéxico y 1 para el mas ecotdxico. Posteriormente, se realizé una sumatoria del puntaje adquirido por derivado; y de

acuerdo con la sumatoria se ordenaron de forma descendente para establecer la prioridad de sintesis.

Puntuacion adquirida por molécula derivada del EE2

Toxicidaden Toxicidad acudtica Toxicidad acudtica Tetrahymena pyriformis,

Molécula Biodegradacién . i Sumatoria
abejas para crustdceos para peces pIGC50 (ug/L)
1 4 6 1 1 13
2 3 3 3 4 4 17
3 4 5 6 3 6 24
4 6 6 2 6 2 22
5 3 4 5 2 5 19
6 5 2 4 5 3 19

Prioridad de sintesis 3>4>5=6>2>1
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Anexo 5. Priorizacién de sintesis de los derivados del EE2 final

Para determinar la priorizacién final de sintesis, fue necesario tomar en consideracién las sumatorias de las matrices de priorizacion de los anexos

2,3y 4. Posteriormente, se realizé la sumatoria total del puntaje adquirido para cada uno de los derivados; y con base en la sumatoria se ordenaron

de mayor a menor para establecer la prioridad de sintesis final.

Sumatoria final de puntajes adquiridos en matrices de priorizacion de los derivados del EE2

. Derivado L , .
Pardmetro Prioridad de sintesis
1 2 3 4 5 6
Probabilidad de actividad antimicrobiana 32 38 47 48 6 24 4>3>2>1>6>5
Propiedades fisicoquimicas y de farmacocinética 206 208 197 219 201 191 4>2>1>5>3>6
Probabilidad de ecotoxicidad 13 17 24 22 19 19 3>4>5=6>2>1
Total 251 263 268 289 226 234 4>3>2>1>6>5
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Anexo 6. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado 1

1D 5
&
a
O
g3 B2 28 as b R 5% 0B IRZ ]
0 N N NN [T-V] HZO ) ~ N - - =}
I I I I 1 N L

-0.32

-0.30

-0.28

-0.26

-0.24

-0.22

-0.20

-0.18

-0.16

-0.14

F0.12

-0.10

-0.08

- 0.06

- 0.04

-0.02

-0.00

-0.02

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

23



Anexo 7. Espectro ATP-1*C-RMN (20 MHz, CD30D) del derivado 1
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Anexo 8.

Espectro *C-RMN (126 MHz, CD3s0D) del derivado 1
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Anexo 9. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado 3
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Anexo 10. Espectro ATP-1*C-RMN (20 MHz, CD30D) del derivado 3
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Anexo 11. Espectro *H-RMN (80 MHz, CD30D) del derivado 4
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Anexo 12. Espectro *H-RMN (500 MHz, CD30D) del derivado 4
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Anexo 13. Espectro ATP-1*C-RMN (20 MHz, CD30D) del derivado 4
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Anexo 14. Espectro *C-RMN (126 MHz, CD30D) del derivado 4
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