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Resumen
El presente trabajo fue desarrollado como una respuesta frente a la pandemia de la

COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2 que afecta al mundo desde el 2019, y
ademas de la necesidad de contar con posibles moléculas que actuen como
farmacos que ayuden a mitigar los efectos sobre la poblacion vulnerable a este virus
debido a la poca cantidad y especificidad de moléculas antivirales que se tienen en
la actualidad. Se busca que las nuevas moléculas que se desarrollaron tengan
actividad inhibitoria de la Mp™ del SARS-CoV-2 (entre otras actividades) ya que

dicha proteasa se visualiza como un blanco terapéutico contra este virus.

Esta tesis fue desarrollada en el Laboratorio de Quimica Medicinal y Teérica de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, bajo la supervisién del Dr. Enrique

Angeles Anguiano y el Dr. Pablo Arturo Martinez Soriano.

Se aborda la sintesis de cinco nuevas amidas derivadas del acido cinamico (CAPA),
mediante el uso de luz infrarroja y en ausencia de disolventes. Las moléculas fueron
caracterizadas mediante espectroscopia IR y RMN ('H y 13C) y espectrometria de

masas con el fin de elucidar su estructura.

Se obtuvieron 24 proteinas del afio 2022 llamadas MP™ mediante la pagina Protein
Data Bank (www.rcsb.org) para validar su estructura mediante el programa
Molecular Operating Environment (MOE), permitiéndonos confirmar que esta
proteasa no se ve afectada por mutaciones que impidan que cambie su sitio de
inhibicion

Finalmente se realiz6 un acoplamiento molecular de las cinco amidas sintetizadas

(LQM 794-798) y cinco medicamentos con aprobacion de emergencia contra el

SARS-CoV-2 frente a la MP™© para evaluar la posible inhibicion de esta proteasa.




Abstract
The present work was developed as a response to the COVID-19 pandemic caused

by the SARS-CoV-2 virus that has been affecting the world since 2019, it also arises
from the need to have potential molecules that act as drugs to help mitigate the
effects on the population vulnerable to this virus, due to the limited quantity and
specificity of antiviral molecules currently available. The aim is for the newly
developed molecules to have inhibitory activity against the Mpr© of SARS-CoV-2
(among other activities), as this protease is envisioned as a therapeutic target

against this virus.

This thesis was developed in the Laboratory of Medicinal and Theoretical Chemistry
at the Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, under the supervision of Dr.

Enrique Angeles Anguiano and Dr. Pablo Arturo Martinez Soriano.

The synthesis of five new amides derived from cinnamic acid (CAPA) is addressed
using infrared light and in the absence of solvents. The molecules were
characterized using IR, (H and 3C NMR) spectroscopy, and mass spectrometry in

order to elucidate their structure.

Twenty-four proteins from the year 2022 called Mpr were obtained from the Protein
Data Bank (www.rcsb.org) to validate their structure using the Molecular Operating
Environment (MOE) program, allowing us to confirm that this protease is not affected

by mutations that prevent its inhibition site from changing.

Finally, a molecular docking of the five synthesized amides (LQM 794-798) and five
emergency-approved drugs against SARS-CoV-2 was performed against MP™© to

evaluate possible inhibition of this protease.




1. Introduccion

En el Laboratorio de Quimica Medicinal y Tedrica de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan se busca desarrollar nuevas moléculas las cuales tengan
posible actividad biolégica como inhibidor de la proteasa Mp del SARS-CoV-2, las
cuales puedan ser utilizadas como antivirales. Este trabajo de tesis pretende obtener
nuevas moléculas las cuales sean amidas derivadas del acido cinamico, las cuales
tengan una actividad antiviral, con procesos de sintesis cortos, que puedan ayudar
a generarse de una manera rapida y econémica, lo que contribuye a tener acceso a

un tratamiento eficaz y econdmico al usuario final.

La COVID-19 es una enfermedad respiratoria causada por el virus SARS-CoV-2,
teniendo sintomas muy parecidos al de la influenza, sin embargo, en personas con
ciertas comorbilidades asociadas, asi como adultos mayores, pueden desarrollar
casos graves que provocan la muerte.! Aunado a esto, esta enfermedad tiene una
alta tasa de contagio, por lo que en marzo del 2020 fue declarada pandemia por la
OMS.2

Esta situacion sanitaria ha llevado a un gran numero de defunciones a nivel global,
teniendo un estimado de 7,5 millones de muertos a principios de enero de 2023 y
tan solo en México se tienen registros hasta mediados de enero de 2023 de 324,033

muertes confirmadas por esta enfermedad.?

Debido a la necesidad de contar con farmacos que ayuden a enfrentar este nuevo
virus, la investigacion y desarrollo de estos se aceleré6 de una manera nunca vista
en la historia. Sin embargo, a mas de dos afos de que se declaré un estado de
emergencia por pandemia, la cantidad de nuevos farmacos antivirales es limitada
debido a la rapida mutacién que tienen algunos virus y a la especificidad de los
antivirales existentes, la poca disponibilidad de dianas propias del virus , la falta de
modelos animales experimentales que puedan imitar a un hospedero humano, lo
que desencadena un uso de recursos desmedidos en investigacion, tanto

econdmicos como de tiempo y capital humano.*




Actualmente se cuentan con algunos tratamientos experimentales con aprobacion

de emergencia, como los siguientes:

e Paxlovid™ (Nirmatrelvir-Ritonavir)
e Remdesivir™.
o Kaletra™ (Lopinavir-Ritonavir).

e Molnupiravir™.

Los medicamentos mencionados anteriormente funcionan de diferente manera, por
ejemplo, el Paxlovid™ es un medicamento de terapia combinada, en el cual su
mecanismo de accidn se basa en la inhibicién de la M del SARS-CoV-2, por otro
lado, el Remdesivir™ inhibe la ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp) del SARS-
CoV-2, mientras que Kaletra™ emplea un inhibidor de la proteasa VIH-1 aunque se
cree que también afecta a la M. Finalmente, el Molnupiravir™ genera errores en el

genoma viral que da lugar a la inhibicion de la replicacion.

Siguiendo la linea de estudios que se han realizado en los ultimos meses sobre los
farmacos en desarrollo o que se estudian para reposicionamiento contra dianas
blanco del SARS-CoV-2, se ha observado que la Mp™ del SARS-CoV-2 (Mp© 3CL)
tiene una alta conservacion en las secuencias genomicas entre las diferentes cepas
del virus que existen, por lo que esto se ha convertido en uno de los objetivos mas

viables y atractivos de los nuevos farmacos contra el virus del SARS-CoV-2.5

Debido a los altos costos relacionados al desarrollar nuevos farmacos, se ha
buscado el apoyo de modelos de “Quimica computacional”; estos modelos
computacionales han evolucionado enormemente con el paso de los anos, por lo
que se han ido apegando lentamente pero de manera constante a los sistemas
reales.® El Disefio de Farmacos Asistido por Ordenador (CADD por sus siglas en
inglés) se basa la busqueda de nuevos compuestos con actividad biolégica, sobre
una base sistematica y racional. Esta base es la informaciéon experimental de la
diana molecular pretendida o de una biomolécula similar y/o ligantes conocidos de
dicha diana.’




2. Antecedentes
2.1. COVID-19.

Durante diciembre del 2019 se observo la aparicion y propagacion de un nuevo tipo
de coronavirus (SARS-CoV-2) en tres pacientes con neumonia que presento una
conexion con el grupo de casos de enfermedades respiratorias agudas en la regién
de Wuhan, China.2 La nueva enfermedad se denominé COVID-19 (Enfermedad por
Coronavirus 2019) la cual present6 una rapida evolucién y altas tasas de contagio,
de forma que, el 30 de enero del 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
declar6 a la COVID-19 como la sexta emergencia de salud publica de importancia

internacional; el 12 de marzo del 2020 este brote fue declarado pandemia.8

Para el 5 de enero de 2023, se habian informado mas de 662.48 millones de casos
de COVID-19 en todo el mundo y mas de 7,5 millones de personas habian fallecido.8
En México, hasta el 15 de enero de 2023 los casos positivos confirmados fueron de

7,314,891 y 331,595 defunciones a causa de esta enfermedad.3

2.1.1 Sintomas.

La COVID-19 causa, en la mayoria de las personas, una enfermedad respiratoria
leve con sintomas similares a la influenza, sin embargo, en los adultos mayores o
personas con ciertas enfermedades preexistentes (diabetes, obesidad,
hipertension, asma, EPOC, cancer, cardiopatias, sistema inmune debilitado, entre
otras) desarrollan casos graves. En algunas personas pueden no existir sintomas
en absoluto, denominados “casos asintomaticos”, pero pueden contagiar a las
personas con las que conviven (transmision asintomatica) y, por otro lado, existen
personas las cuales presentan cuadros agudos de disnea, neumonia e incluso

sindrome multisistémico inflamatorio (este sindrome presentado en nifos).!

Debido a que la COVID-19 afecta de manera diferente a cada persona, es necesario
estar atento a los siguientes sintomas, los cuales suelen aparecer en un intervalo de

2 a 14 dias después de la exposicion al virus:®

e Fiebre o escalofrios.
e Tos.

e Fatiga.




e Perdida del gusto y/o olfato.

e Disnea.

e Dolores musculares o corporales.
e Dolor de cabeza.

e Dolor de garganta.

e Congestidn o secrecion nasal.

e Nauseas o vomitos.

e Diarrea.

Los sintomas tienen un curso de cinco a seis dias en promedio hasta desaparecer,
pero pueden permanecer hasta 14 dias o mas, no obstante, en numerosos
pacientes, existe la persistencia de sintomas que surgen durante o después de
padecer COVID-19 (incluso en personas que originalmente fueron asintomaticos).
Estos sintomas pueden permanecer mas de 12 semanas por lo que se denominé a
este trastorno como sindrome Post-COVID-19 o COVID persistente. Los sintomas

principales de este sindrome son:10

o Fatiga.

¢ Dificultad para pensar o concentrarse (“niebla mental” o brain fog).
o Cefalea.

e Pérdida del gusto o del olfato.

e Mareo en bipedestacion.

o Palpitaciones.

e Disnea.

e Tos.

e Dolor muscular o de las articulaciones.

e Ansiedad y/o depresion.

e Fiebre.




2.1.2. Transmision.

El método de propagacion de la COVID-19 inicia con una persona infectada, esta
exhala pequenas gotas y particulas respiratorias que contienen al virus SARS-CoV-
2 cuando esta tose o estornuda. Estas gotas o particulas pueden ser inhaladas
directamente por una persona sana o depositarse sobre ojos, nariz, boca o
depdsitos en materiales o estructuras, conocidos como fomites. La importancia del
lavado de manos radica en que las manos pueden estar contaminadas con el virus

y al tocarse ojos, nariz o boca este pueda acceder al sistema respiratorio.

2.1.3. SARS-CoV-2.

El virus SARS-CoV-2, también llamado inicialmente coronavirus 2019-nCoV,
coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 y CoV-SRAG-2 es un
virus de la familia de los Coronaviridae, los cuales infectan a los seres humanos y a
algunos animales.'? La secuencia genémica del SARS-CoV-2 muestra que tiene
alrededor del 80% de similitud frente al SARS-CoV y alrededor del 50% con el
MERS-CoV."3

Se han encontrado virus estrechamente relacionados en murciélagos del género
Rhinolophus, en particular RaTG13 y RMYNO2, que comparten respectivamente un
96,3 % y un 93 % de identidad de nucleotidos con el SARS CoV-2, por lo que una

hipétesis es posible que esta enfermedad provenga de los murciélagos.

El virion del SARS-CoV-2 tiene una apariencia de corona solar, con un diametro que
varia entre los 60 a 140 nm, ademas de tener espigas o “spikes” con una longitud
de entre 8 a 12 nm. Este virus consiste en una nucleocapside, cuya funcion es
proteger al material genético viral y una envoltura externa. En la envoltura externa,
se encuentran proteinas estructurales principales denominadas: proteina “Spike”
(Proteina S), proteina de membrana y proteina de envoltura, ademas de otras

proteinas accesorias.®
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Fig 1. Estructura del virus del SARS-CoV-2 (Imagen creada en BioRender.com).
2.1.3.1 Variantes

Debido a las mutaciones genéticas o la recombinacién viral, el virus del SARS-CoV-
2 sufre cambios en su cddigo genético. Una variante tiene una o mas mutaciones
que la diferencian de las otras variantes del virus del SARS-CoV-2. Un recombinante
es una variante creada por la combinacién de material genético de dos variantes
diferentes’®, un ejemplo de estos son las variantes Delta y Omicron (esta Ultima
considerada altamente transmisible) donde ha sido reportado que contienen mas de

30 mutaciones en la proteina Spike.”:18

El Departamento de Salud y Servicios Humanos (HHS) de los EE. UU. establecio
un grupo entre agencias (SIG) para estudiar el SARS-CoV-2, el cual ha realizado

una clasificaciéon de las variantes con base en sus atributos.

o Variante Bajo Monitoreo (VBM): Estas variantes son aquellas en las cuales
existe un impacto claro y potencial sobre las contramedidas o han estado
asociadas a casos de enfermedad mas grave 0 a una mayor transmision,
pero ya no se detectan o su propagacion es muy baja en la actualidad. Estas
no representan un riesgo significativo e inminente para la salud publica.
Las variantes son: Alfa, Beta, Gamma, Delta, Epsilon, Eta, lota, Kappa, Zeta
y Mu.16




o Variantes de Interés (VOI): Estas variantes tienen marcadores genéticos
especificos a los que se ha asociado a cambios en la unioén al receptor, una
menor neutralizacion por los anticuerpos generados contra una infeccion
anterior o la vacunacion, una menor eficacia de los tratamientos, el posible
impacto del diagnostico, o el aumento pronosticado en la transmisibilidad o
gravedad de la enfermedad.6

e Variantes de Preocupaciéon (VOC): Las variantes VOC tienen una mayor
transmisibilidad, casos mas graves de enfermedad, reduccidn significativa en
la neutralizacion por los anticuerpos generados durante una infeccién anterior
o la vacunacion, menor efectividad de los tratamientos o las vacunas, o fallas
de deteccidén de diagndstico. Actualmente las variantes de preocupacion son:

Delta y Omicron.6

2.1.4 Replicacién del SARS-CoV-2.

La replicacion viral, es la forma en la que los virus se multiplican dentro de una célula
y requiere de varios eventos, una vez que encontr6 su célula blanco. El método de
entrada del SARS-CoV-2 a la célula hospedera es por medio del acoplamiento de
la proteina S del virus a la glicoproteina de membrana ACE2 (Enzima Convertidora
de Angiotensina 2) en el alvéolo pulmonar, lo que produce la entrada de la
nucleocapside en el citoplasma pulmonar e iniciando el proceso de fusion.!® El

receptor ACE2 se expresa principalmente en los pulmones, riflones y el intestino.20

Al finalizar la fusion del virus con la membrana celular, el ARN viral se libera en el
citoplasma y se “desnuda” para permitir la formacién de las poliproteinas (pp) 1a 'y
1ab, la transcripcion de los ARNs subgendmicos y replicacion del genoma viral.!®
Estas poliproteinas son procesadas proteoliticamente por enzimas proteasas como
quimiotripsina codificada viralmente (3CLpro), proteasa principal (MP™) y una o dos
proteasas similares a la papaina, lo que da lugar a la produccién de las 16 proteinas
no estructurales (NSPS). Las NSPS son necesarias para formar el lamado complejo
replicasa transcriptasa (RTC), el cual, es ensamblado a vesiculas de doble
membrana originadas a partir del reticulo endoplasmatico (RE), asi mismo la
mayoria de estas estan implicadas en la replicacion y transcripcion gendémica del

virus ejerciendo actividades enzimaticas de tipo proteasa, RNA polimerasa

17



dependiente de RNA (RdRp), helicasa, exorribonucleasa, endorribonucleasa vy

metiltransferasa.’®

Posteriormente también se sintetizan proteinas estructurales (SP) que dan origen a
la estructura viral madura (proteinas de capside y envoltura) y material genético
RNA. Las glicoproteinas de envoltura recién formadas se insertan en el reticulo
endoplasmico rugoso o en las membranas de Golgi. Consecutivamente, el ARN
mensajero y las proteinas de nucleocapside se combinan para formar los viriones.
Las particulas virales recién formadas entonces brotan dentro del compartimento
intermedio Reticulo Endoplasmico-Golgi. De este compartimiento, las vesiculas que
contienen los viriones emergen y migran hacia la membrana plasmatica celular con
la cual se fusionan, armando asi las particulas virales completas. Una vez
estructuradas, las particulas virales son liberadas por la célula y proceden a infectar

nuevas células.®
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Fig 2. Mecanismo de replicacion del virus SARS-CoV-2 en el cuerpo humano
(Imagen generada con BioRender.com)
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2.1.5. Proteasa Principal del SARS-CoV-2 (Mp© 3CL).

La Proteasa Principal del SARS-CoV-2 también llamada Mr© 3CL es una enzima
critica en el ciclo de replicacion del virus ya que esta da origen a proteinas no
estructurales las cuales son cruciales para la replicacion del genoma y proteinas
estructurales y por lo tanto, la produccién de viriones de coronavirus.2' Al ingresar
el virus a la célula y tomar la maquinaria metabdlica, se produce la proteina S la cual
une al receptor ACE2 de la célula y es necesaria para el ingreso del virus, el ARN
del SARS-CoV-2 se unira directamente al ribosoma del hospedador y producira dos
proteinas de alto peso molecular (pp1a y pplab), que luego se procesan mediante
protedlisis en componentes para empaquetar nuevos viriones, dicha protedlisis esta
controlada por las dos proteasas, la Proteasa Principal (MP®) y la Proteasa tipo
Papaina (PLP™).22

Debido a la alta conservacidn en su secuencia entre las diferentes cepas del SARS-
CoV-2, asi como la ausencia de analogos funcionales en el proteoma humano la
Mpro 3CL es uno de los objetivos virales mas atractivos para el desarrollo de
farmacos antivirales contra el SARS-CoV-2, ya que su inhibicién puede detener la

produccién de particulas virales y detener asi el progreso de la enfermedad.>23

Fig 3. Estructura cristalina de la MP° del SARS-CoV/-2 Omicron en complejo con el
inhibidor GC376.%3




2.1.6. Tratamientos experimentales con aprobaciéon de emergencia.

La pandemia provocada por la COVID-19 aceler6é de una forma nunca vista en la
historia del desarrollo de medicamentos en busqueda de un tratamiento eficiente
para afrontar esta nueva enfermedad. Tras dos afnos de pandemia, el numero de
moléculas de pequeno peso molecular candidatas como antiviral contra el SARS-
CoV-2 son escasas y en su mayoria se esta realizando un enfoque de
reposicionamiento de farmacos en fases avanzadas de desarrollo ya que la

aprobacién de un farmaco conlleva un tiempo 12 a 15 afios y millones de délares.*

Las terapias contra el SARS-CoV-2 se engloban en dos clases: antivirales de accién
directa y terapias dirigidas al hospedero. Los antivirales de accidén directa son
aquellas terapias que se dirigen a componentes del virus e inhiben su replicacion.
Para que estos antivirales de accion directa sean eficaces, deben administrarse en
una fase temprana de la infeccion, antes de que el virus alcance su pico de
replicacion, por lo que se utilizan para prevenir la progresion de la enfermedad
grave. Por otro lado, las terapias dirigidas al hospedero se dirigen a componentes
de la célula hospedera necesarios para la replicacion del virus o tienen como

objetivo amortiguar la respuesta inflamatoria desregulada por la infeccion.24

En la actualidad se cuentan con pocos farmacos con una actividad antiviral y es que
el desarrollo de estos se ve limitado por varias variantes como lo son la rapida
mutacion de los virus, las pocas dianas propias del virus, la ventana de tiempo para
la administracion del medicamento y conservar su eficacia, asi como la falta de
modelos animales o celulares experimentales que puedan imitar realmente a un

hospedero humano.*




2.1.6.1. Paxlovid™.

Paxlovid™ es un farmaco de terapia combinada desarrollado por Pfizer®, en
presentacion de tabletas de Nirmatrelvir (PF-07321332) empaquetadas junto con
tabletas de Ritonavir, las cuales deben de tomarse al mismo tiempo. La
Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA) emitié una autorizacion
de uso de emergencia en Estados Unidos de América para el uso de emergencia de
Paxlovid™ en el tratamiento de la COVID-19 de leve a moderada en adultos,
pacientes pediatricos y aquellos que tienen un alto riesgo de progresion a COVID-
19 grave, incluida la hospitalizacion o la muerte. EI Nirmatrelvir es un inhibidor de la
Mpre del SARS-CoV-2 y el Ritonavir es un inhibidor de la proteasa del VIH-1 y un
inhibidor de Citocromo P450 3A4 (CYP3A).%5

H3Q CH3
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Fig 5. Estructura del Ritonavir.




2.1.6.2. Remdesivir™.

Este es un profarmaco monofosforamidico del nucledsido GS-441524, desarrollado
originalmente para tratar las infecciones por el virus del Ebola, inhibe la ARN
polimerasa ARN-dependiente (RdRp) del SARS-CoV-2. Fue el primer antiviral
aprobado o autorizado para uso de emergencia para tratar el COVID-19 en varios
paises. Remdesivir™ mejora los resultados clinicos de los pacientes hospitalizados
con enfermedad de moderada a grave y previene el progreso de la enfermedad en

pacientes ambulatorios.26

Fig 6. Estructura del Remdesivir.




2.1.6.3. Lopinavir-Ritonavir (Kaletra™).

Kaletra™ es una coformulacién de Lopinavir y Ritonavir. El Lopinavir es un inhibidor
de la proteasa del VIH-1, el Ritonavir inhibe el metabolismo de Lopinavir mediado
por el CYP3A (Citocromo P450 3A4), por lo que aumenta los niveles plasmaticos de
Lopinavir.2? El Lopinavir, con o sin Ritonavir, ha demostrado actividades antivirales
contra el SARS-CoV, el MERS-CoV y el VIH-1, asi mismo se presume que el

farmaco se dirige a la MP© del SARS-CoV-2, de forma similar a su accion antiviral

en el SARS-CoV .4
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Fig 7. Estructura del Lopinavir.




2.1.6.4. Molnupiravir™.

Molnupiravir™ es el tratamiento ofrecido por la farmacéutica estadounidense
Merck®; este farmaco se metaboliza en el analogo nucleosido de la citidina, NHC
(por las siglas en inglés para M-hidroxicitidina), que se distribuye en las células
donde el NHC se fosforila para formar el ribonucledsido trifosfato
farmacolégicamente activo (NHC-TP). La incorporacion del NHC-TP (como NHC-
monofosfato [NHC-MP]) en el ARN del SARS-CoV-2 por parte de la ARN polimerasa
viral (nsp12) da lugar a una acumulacién de errores en el genoma viral que conduce

a la inhibicién de la replicacion.28
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Fig 8. Estructura del Molnupiravir™.




2.2 Acido Cinémico.

El 4cido cinamico o acido (£)-3-fenil-2-propenoico es un sélido de un color blanco
aperlado claro, de férmula molecular CgHgO> y peso molecular de 148.16 g/mol,
cuenta con un intervalo de punto de fusion reportado de 131-136° C, este es aislado
principalmente de la canela y otras fuentes.2? Este acido esta formado de un anillo
de benceno, y un acido propenoico. Debido a la posibilidad de modificar su
estructura con una variedad de compuestos, los acidos cinamicos se han explorado

activamente para mejorar su eficacia biolégica.3?

0
X OH

Fig 9. Estructura del acido cinamico.

El acido cinamico, asi como sus derivados es conocido por sus propiedades
antioxidantes, antitumorales, antibacterianas y antimicéticas 3!, ademas de contar
con efectos protectores del sistema nervioso y sistema cardiovascular, asi como
actividad antiviral tiendo un efecto inhibidor especifico sobre VHS-2, virus de la

varicela-zéster, citomegalovirus y VIH-1.32

2.3 Preparacion de Amidas.

Cuando se tiene un acido carboxilico y el grupo hidroxilo (-OH) es sustituido por un
grupo amino (-NH2) surge una amida primaria (RCONHz2). Si a esta amida primaria
se le reemplazan uno o ambos hidrégenos con otros radicales organicos (R’) se
denomina secundaria o terciaria, respectivamente. Debido a la posibilidad de
enlaces de hidrogeno intermoleculares, todas las amidas simples (excepto la
formamida, que es un liquido) son sélidos de punto de fusion relativamente bajo que
son estables, solo los de bajo peso molecular son solubles en agua. Las amidas se
utilizan a menudo en la identificacion de acidos carboxilicos desconocidos en

analisis cualitativos.33
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Fig 10. Clasificacion de aminas dependiendo de la cantidad de radicales
sustituidos.

Las amidas de los acidos carboxilicos lineales de cadena larga se utilizan
ampliamente como agentes impermeabilizantes, aditivos lubricantes, detergentes,
emulsionantes y agentes humectantes. Otras amidas tienen presencia en los seres

vivos (péptidos), productos farmacéuticos y polimeros.33

2.3.1. Conversion de acidos carboxilicos en amidas.

La sintesis de amidas puede darse directamente partiendo de acidos carboxilicos,
utilizando calor para separar el agua y forzar que la reaccidn se complete, lo que se
conoce como pirolisis. La reaccion inicia con la formacion de una sal de carboxilato
de amonio, el cual se produce en la reccion inicial. El ion carboxilato es un electrofilo
pobre y el ion amonio no es nucleofilico, por lo que la reaccion se detiene en este
punto. Al calentar esta sal por arriba de los 100 °C lleva a cabo una deshidratacion

y forma una amida. Este proceso de formacion directa es ampliamente utilizado en

o)
1
R—< + R™NH,
OH NH-R

Acido carboxilico Amina Sal de carboxilato de amonio Amida

la industria.343%
/[ 7 Y, 7
A
R‘< R R‘< 1 + H,04
@]

Fig 11. Sintesis directa de amidas.




2.3.2. Conversion de un cloruro de acido en amida (Sintesis de Schotten-
Baumann).

La conversion de un cloruro de acido en amida es llevada a cabo mediante un
proceso de adicion-eliminacién, ya que los cloruros de acido reaccionan con rapidez
con amoniaco y aminas para formar amidas. Dicha reaccion provoca la generacion
de acido clorhidrico, el cual puede protonar a la amina usada como materia prima,
por lo que se requiere un exceso de la amina (2:1) o del uso de aminas no
nucleofilicas o basicas, como la trietilamina que precipita al reaccionar con el HCI

gue se produce en la reaccion. 34

Adicion del nucledfilo Perdida de un proton
QO 1 TJ / s R1 NH
R—X RTNH = R |VCI — RTXY Y N
RZ + /N+ \\/ R
Cl 2-NH. 1 27N\
- ~ R l
R R R
Halogenuro de acido Amina Intermediario tetraédrico

Productos finales

0
L
;4 RNHpCl
N—R L2
2
R

Fig 12. Mecanismo de reaccion de conversion de un cloruro de acido en amida.




2.3.3. Conversion de un anhidrido en una amida.
Los anhidridos reaccionan con una amina primaria para formar una amida
secundaria, y con una amina secundaria para formar una amida terciaria. Esta

reaccion de adicion-eliminacién se lleva con gran rapidez.3

Adicion del nucledfilo Perdida de un protén

R |, 4 R
R
Anhidrido Amina Intermediario tetraédrico 1 L
Productos finales
0]
—d :
1
N—R® + HO—<
2
R R
Amida Acido

Fig 13. Mecanismo de reaccion de conversion de un anhidrido en una amida.




2.3.4. Conversion de un éster en una amida (amonidlisis de un éster).

A diferencia de los anhidridos, cloruros de acido y acidos carboxilicos, los ésteres
son menos reactivos, por lo que necesitan un calentamiento para hacer reaccionar
al amoniaco o amina presente con el éster, este proceso tiene por nombre

“amonidlisis” que significa “ruptura por amina”.34

Adicion del nucledilo Ellmlnag:”r; r(]jt(zl grupo Perdida de un protén
o D
R 1 - —
‘4 RN R R—> Rz_NLm-_R
O_R R R1_N+_H | 1
|, R
R
Amina Intermediario tetraédrico 1 L
Productos finales
0

R—{
,N—Rl + HO—R
R2

Amida Alcohol

Fig 14. Mecanismo de reaccion de conversion de un éster en una amida.




2.3.5. Hidrdlisis de un nitrilo catalizada por una base.

Los nitrilos se pueden hidrolizar parcialmente para obtener una amida y
posteriormente, la reaccidn puede seguir hasta obtener un acido carboxilico. Dicha
reaccion se da por medio del ataque del hidroxilo al carbono electrofilico del grupo
ciano, al protonarse se forma el tautdmero endlico inestable de una amida. Debido
a la presencia de base, se lleva a cabo la eliminacion de un protén del oxigeno y la

reprotonacioén en el nitrdgeno forma la amida.34

Adicién del ién hidroxilo al La protonacion conduce al
carbono del grupo ciano enol de una amida

,/\ O—H (7Y O—H
Q = R« H0 —= R—<\ + HO™
Ci - bW _
Tautémero endlico de la amida
Eliminacion y adicion de un protén (tautomerismo) conduce a la amida

Hk\ - HQ

R4<}\|_ HO = R4<\O <_»R‘/<O _\'d R~/<O+Ho_

Tautémero endlico Enolato de una amida Amida

Fig 15. Mecanismo de reaccion de /a hidrolisis de un nitrilo catalizada por una
base.3’

2.3.6. Litiacion-ciclacion dirigida por nitrégeno, con presencia de carbonatos.36

Esta reaccion es del tipo One-pot, donde se parte especificamente de una alilamina
la cual es catalizada por n-butillitio, éter etilico y t-butillitio dando un intermediario

organolitio. Dicho intermediario reaccionara /n situ con carbonato de dietilo y tras la

EIO OEt
-50°C a Temperatura Ambiente.
Toda la noche.
\O

hidrolisis, produce butirolactonas a,B-insaturadas.

R 1. BuLi, Et,0, -50 a -30° C

/_<\; 2. t-BuLi, -30°C
RI-NH R®

R!=iPr; R* = Me: R® = H 88%
R'=Ph;R?=R*=H 71%
R'=Cy; R°=R®=H 68%

Fig 16. Reaccion de Litiacion-ciclacion dirigida por nitrogeno.

30



2.3.7. Reaccién de Schmidt a partir de cetonas con acido hidrazoico.
La reaccion de Schmidt de cetonas con acido hidrazoico (HN3) es un método muy

uatil para la preparacion de amidas y lactamas no sustituidas.36

+
o0 ./;H
Os OH OH
RL< - Rl_c+ 1
R2 \ —» R R —
R HN_ .
\ N\
N=N X

Fig 17. Mecanismo de reaccion de Schmidt a partir de cetonas con acido

hidrazoico.

2.3.8. Reordenamiento de Beckmann de oximas.
El reordenamiento de Beckmann implica la conversion de oximas en amidas o
lactamas en presencia de un acido o un agente acilante. Esta reaccion se descubrid

en 1886, por lo que es una de las reacciones mas antiguas de la sintesis organica.38

N—OH H' MO R 2
] — =0 JEIC S
! \N C=N

2 2 N

R R -
—N
/\/ N > N H—Ob R
\ 1 Rl \
H

0 R HO

Fig 18. Reaccion de reordenamiento de Beackmann.




2.3.9. Formacién de amidas mediada por LIHMDS en condiciones de flujo
continuo.

Esta reaccion es catalizada por bis(trimetilsilillamida de litio (LiIHMDS) y utilizando
como disolvente N, A-dimetilformamida (DMF), en donde se requiere un exceso de

la amina y una base de amida de litio para obtener el producto con buenos
rendimientos (63%).39

/N
O
CH, N NH,, |
O/ AN . ~
+ | LIHMDS (2.2 eq), NH N
_ DMF. TA, 2 min
N

(1 eq) (1.1 eq)

O

Fig 20. Formacion de amidas mediada por LiHMDS.
2.3.10. Sintesis de amidas a,B-insaturadas a partir de azidas de arilo.
Para dicha reaccion, se utiliza como reactivos iniciales azidas de arilo y reactivo de
alquenilaluminio y como catalizador Pd(OAc)2 con XPhos (El XPhos es un ligando
de fosfina tridentado utilizado catélisis homogénea de metales de transicion), THF y

10 bar de CO a 80 °C durante 16 horas. Los rendimientos son superiores al 74%.40

AN N3 n-Hex Pd(OAC), X NH N n-Hex
| + XPhos |
—\ THF, CO /
R// Al(i-Bu), 80°C,16h s = O

Fig 21. Sintesis de amidas a,B-insaturadas a partir de azidas de arilo.




2.4. Técnicas espectroscopicas.

Se entiende como espectroscopia al estudio de las interacciones de la radiacidn

electromagnética o luz con la materia con el fin de obtener informacion sobre los

atomos o enlaces presentes dentro del sistema

ue se esta estudiando.4

La radiacidn electromagnética abarca diferentes zonas como lo son Rayos Gamma,

Rayos X, luz ultravioleta, luz visible, infrarrojo, microondas y ondas de radio. Las

ondas electromagnéticas viajan como fotones, los cuales son paquetes de energia

sin masa.42
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Fig 22. Regiones del espectro electromagnético.#?

Existen diferentes técnicas espectroscopicas, sin embargo, la mayoria de las

técnicas se basan en la absorcion o emision de fotones del material que se

encuentra estudiando.#!

e Técnicas de absorcion: Implican la absorcién de fotones por la materia y

puede dar informacidn sobre los tipos de atomos o enlaces en una molécula.

Por lo general, un material dado absorbera longitudes de onda especificas de

luz y reflejara o transmitira todas las demas longitudes de onda.*' En estas

encontramos la espectroscopia de UV-Visible,

Magnética Nuclear y Absorcion Atdmica.

Infrarrojo, Resonancia



e Técnicas de emision: En esta, una muestra se atomiza y excita mediante una
fuente de calor (Ilama o plasma), posteriormente este analito excitado emitira
una longitud de onda que es caracteristica de alguno de los elementos
presentes, por lo que al obtener las longitudes de onda emitidas de la luz, los
elementos en la muestra se pueden identificar y cuantificar.#! Aqui
encontramos la espectroscopia de Emision Atomica, Espectroscopia de
plasma (ICP-OES), entre otros.

e Técnicas de dispersidon: En esta técnica se mide el indice de refraccion que
tiene la muestra analizada en funcion de la longitud de onda, por lo que, es
posible caracterizar y/o cuantificar molecularmente materiales por este
método de dispersion de radiacion electromagnética. Sus variantes son
varias en las que encontramos: La Espectroscopia de Dispersion de Laser de
“Chirrido” (CLaDS), espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)
y la mas documentada la espectroscopia de Raman.44:45
La espectroscopia Raman es una técnica espectroscépica vibracional no

destructiva basada en la dispersion de luz inelastica.4!

2.4.1. Espectroscopia Infrarroja.
La region infrarroja del espectro corresponde a las frecuencias que se encuentran
justo por debajo de las frecuencias del espectro visible, y por encima de las

frecuencias mas altas de microondas (aproximadamente 800 a 100,000 nm).43

Un espectrofotdmetro infrarrojo mide la luz infrarroja absorbida por un compuesto y
proporciona informacién sobre los tipos de enlaces de los grupos funcionales
presentes.*2 El funcionamiento del Infrarrojo se basa en el principio del
interferometro de Michelson, el cual se basa en la interferencia de dos haces de luz
que provienen de una misma fuente de luz y que han sido separados por un divisor
de haz y dirigidos a dos espejos, por lo que regresan y recombinan en el divisor de
haz, se produce una interferencia, al medir el patron de interferencia resultante, es

posible determinar la absorcion de energia infrarroja por parte de la muestra. 46




Interferometro

g__ . _'ﬂ . A

Fig 23. Diagrama de un espectrofotometro de Infrarrojo.46

2.4.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear.

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscopica utilizada
para determinar la estructura y en algunos casos la concentracion.4” La RMN
depende de las propiedades magnéticas de los nucleos, dichos nucleos estan
compuestos de protones. Cualquier particula que tenga un valor de espin distinto de
cero es un dipolo magnético. Para entender este proceso, lo podemos visualizar
como un protén que gira como una esfera rotatoria con carga positiva, que genera
un campo magnético llamado momento magnético, que se parece al campo de una

pequeia barra de iman.42

Dado que cada orientacion del dipolo del proton tiene una energia diferente, un solo
protdn en un campo magnético posee solo dos estados de energia. La existencia de
dos estados de energia discretos para un solo proton en un campo magnético
aplicado proporciona la base para la espectroscopia de RMN. Si un protén en el
estado de espin mas estable es irradiado con radiacion electromagnética a la
frecuencia resonante, absorbe un foton, una particula de luz, y se excita al estado

de espin mas energético.*’




Al igual que con la espectroscopia infrarroja, en esta técnica se utiliza una cantidad
de muestra muy pequefa y esta no se dana. El alcance de esta técnica abarca
diferentes nucleos como lo son el 'H, 13C, ®N, 9F y 3'P, estos nlcleos se pueden
estudiar mediante RMN debido a que tienen un numero impar de protones y/o

neutrones, por lo que estos tendran un spin diferente de cero.4?

Un equipo de RMN consta en su mayoria de cuatro partes, las cuales se ven
representados en la Fig 24.

¢ Iman estable generalmente un superconductor, con un controlador sensible
para producir un campo magnético preciso.

e Transmisor de radiofrecuencia (RF), que emite una frecuencia precisa.

e Detector para medir la absorcidn de la energia de RF por parte de la muestra.

e Registrador para graficar la sefial de salida del detector en funcion del campo

magnético aplicado.

Tubo de muestra

' Transmisor
-\ ‘ de RF

i

Iméan S Detector
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Controlador
del iman
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Absorcion 1 1 |
| —
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Fig 24. Diagrama de un espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear.#®
2.4.3. Espectrometria de Masas.
La espectrometria de masas (EM) es una poderosa herramienta analitica con
multiples aplicaciones, que permite identificar compuestos desconocidos al
determinar su masa molecular, composicién elemental o su estructura quimica. Se
divide en dos categorias principales: espectrometria de masas atdmica vy

espectrometria de masas molecular.’4




En la espectrometria de masas, las moléculas analizadas se convierten en iones
mediante la aplicacion de energia, que luego se separan en funcidén de su relacién
masa-carga (m/z) y se registran como una sefal eléctrica. Los iones con diferentes
relaciones m/z son dirigidos al detector de forma secuencial mediante un barrido o
pueden impactar simultaneamente en un detector multicanal. El resultado de esta
medicién, que muestra la abundancia de iones frente a la relacion masa-carga, se
conoce como espectro de masas. Normalmente, en la fuente de ionizacién se
generan iones monovalentes, lo que simplifica el espectro a una representacion

grafica de la cantidad de iones en funcion de su masa.’#

2.5. Quimica Computacional en el Disefio de Farmacos.

La Quimica computacional fue desarrollada a finales de los afios setenta, por los
quimicos dedicados a la obtencion de medicamentos, esto con el fin de desarrollar
moléculas que tuvieran posibilidades elevadas de mostrar la actividad biologica

deseada mediante la ayuda de computadoras.®

El termino de “Quimica computacional” consiste en determinar la estructura y
propiedades moleculares mediante el uso de mecanica molecular y/o quimica
cuantica; realizando un modelado cuantitativo de los fendmenos quimicos con el uso

de técnicas computacionales.50

Conforme la tecnologia fue avanzando, los métodos de quimica computacional se
han ido perfeccionando, siendo cada vez mas apegados a los sistemas reales. El
problema de predecir la actividad biologica de ciertos compuestos quimicos y el
diseno de nuevos compuestos con una actividad determinada es uno de los mas

importantes en la quimica moderna.b

Dentro de la Quimica computacional, se tienen el disefio de farmacos, el cual
describe la busqueda de nuevos compuestos con actividad bioldgica, sobre una
base sistematica y racional. Esta base es la informacidon experimental de la diana
molecular pretendida o de una biomolécula similar y/o ligantes conocidos de dicha
diana.*® Por lo tanto, para poder realizar un estudio de este tipo es necesario

centrarse en los siguientes puntos:®'




1. Idear métodos de representacion molecular, alineacién y coincidencia de
caracteristicas.
Medir la similitud molecular de forma rapida y precisa.
Explorar el espacio de la Relacion Estructura-Actividad (SAR) utilizando la

informacion quimica contenida en los ligandos.

El disefio de farmacos asistido por ordenador (CADD por sus siglas en inglés) es
ampliamente utilizado en la actualidad en el desarrollo de farmacos de forma mas
eficiente y precisa, reduciendo costo del descubrimiento y el desarrollo de farmacos

a un 50% con el uso de CADD.52

2.6. Acoplamiento Molecular (Docking).

El acoplamiento molecular o “docking” molecular es un método bioinformatico que
se ha convertido en una herramienta importante para busqueda y seleccion virtual
con base en la estructura, tanto de ligandos con actividad biolégica como de

posibles blancos terapéuticos.53

El objetivo del “docking” molecular es ofrecer una prediccion de la estructura del
complejo ligando-receptor mediante métodos de calculo. El “docking” puede
lograrse mediante dos pasos interrelacionados: primero, muestreando las
conformaciones del ligando en el sitio activo de la proteina; luego, clasificando estas
conformaciones mediante una funcién de puntuacioén. Idealmente, los algoritmos de
muestreo deben ser capaces de reproducir el modo de experimental y la funcion de
puntuacion también deberia clasificarla entre todas las conformaciones generadas.
Es decir, el proceso de simulacion entre el ligando y el receptor tiene como finalidad
la obtencion de un complejo estable, para comprender dicha simulacién podemos
entenderla como un modelo “Llave-Cerradura” donde la posicion de la llave (ligando)
se optimiza para acomodarse en la cerradura (bolsillo de uniéon objetivo) y asi
obtener datos importantes, tal como se puede observar en la fig 25.54
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Fig 25. Ejemplificacion del “Docking” Molecular mediante el modelo “L/ave-
Cerradura’. (Imagen creada en BioRender.com).

El algoritmo de busqueda conformacional explora las posturas dentro de un espacio
conformacional particular, mientras que el papel de la funcion de puntuacion es dar
puntaje a cada postura que muestra su afinidad de unién relativa, siendo por lo
general el primer lugar de puntuacion de acoplamiento como la mejor pose de

acoplamiento.5

Para realizar un acoplamiento de manera adecuada es necesario preparar las
estructuras moleculares empleadas, en cuanto a la proteina a menudo no se utiliza
la estructura completa con todas sus coordenadas en el proceso de “docking”, sino
una representacion simulada o reducida preparada a partir de la estructura original,
esto debido al problema de optimizacion, ya que se busca que sea
computacionalmente manejable, ademas de tener una busqueda mas eficiente. Por
un lado, la regién de busqueda suele limitarse al area del sitio de union, que en la
mayoria de los casos practicos se conoce al menos de forma aproximada. De lo
contrario, hay que realizar un "acoplamiento ciego" a toda la superficie de la

proteina.®’

En la actualidad, para poder comenzar un “docking” es necesario contar con un
archivo de coordenadas de la proteina a estudiar, el cual suele obtenerse de la
determinacion de la estructura mediante cristalografia de rayos X y que se




proporciona en el formato PDB (Protein Data Bank), por lo tanto, los resultados
obtenidos del “docking” depende criticamente de la calidad del archivo de esta
estructura, siendo necesario revisar antes que nada este tipo de archivos; en caso
de no contar con una estructura cristalina se puede recurrir al Modelado de Proteinas
por Homologia, en dénde por medio de su secuencia genémica y una estructura
cristalina de alta resolucion de una proteina homologa se puede modelar
tridimensionalmente la proteina deseada. Respecto al ligando, se usa un tratamiento
atomico completo debido al tamafio de estos. La configuracion del ligando para el
“docking” también debe considerar cuidadosamente los posibles estereoisémeros,

tautémeros y estados de protonacion.>!

2.7. Molecular Operating Environment (MOE).

Molecular Operating Environment (MOE) es una herramienta interactiva de calculo
quimico y modelado molecular desarrollado por el “Chemical Computing Group™”,
proporcionando una interfaz de visualizacidn completa e interactiva que permite
multiples vistas de un sistema molecular. Este cuenta con una amplia base de

aplicaciones cientificas como lo son las siguientes:>®

¢ Bioinformatica.

e Modelado de proteinas.

e Disefio de farmacos basados en ligandos.

e Disefio de farmacos basado en la estructura.
¢ Quimioinformatica.

e Descubrimiento de alto rendimiento.

e Modelado y simulaciones moleculares.

e Desarrollo e implementacién de metodologias.

El “software MOE” se ha utilizado en varios estudios para llevar a cabo el
acoplamiento molecular de diferentes ligandos a una serie de objetivos biologicos,
demostrando la aplicabilidad del software MOE a la quimica medicinal

computacional basada en estructuras.6




2.7.1. “Site Finder".

“Site Finder” es una herramienta de MOE cuyo propdsito es calcular posibles sitios

activos en un receptor a partir de las coordenadas atdmicas 3D del mismo. Este

calculo es util para los experimentos de mutagénesis dirigida al sitio para ayudar a

determinar los sitios potenciales para los calculos de acoplamiento del ligando. “Site

Finder” entra en la categoria de métodos geométricos ya que no se utilizan modelos

de energia, en su lugar, se consideran las posiciones relativas y la accesibilidad de

los 4tomos receptores junto con una clasificacién aproximada del tipo quimico, esto

es ventajoso ya que no se requiere la localizacion de protones.>®

La metodologia llevada a cabo para seleccionar los posibles sitios activos es la

siguiente:5°

1. Identificar las regiones de empaquetamiento atdmico.

2. Filtrar los sitios que estan "demasiado expuestos" al disolvente.

3. Clasificar los sitios como hidrofébicos o hidrofilicos.

4. Calcular las esferas a en los sitios receptores. (Las esferas alfa son

representaciones graficas de las regiones accesibles para el ligando, estas
contienen un mapa de energia para la unién potencial entre el sitio receptor y el
ligando).

La coleccion de esferas a se selecciona eliminando las que corresponden a
regiones inaccesibles del receptor, asi como las que estan demasiado expuestas
al disolvente.

Se clasifican las esferas a como "hidrofébicas" o "hidrofilicas" dependiendo de
si la esfera se encuentra en un buen punto de enlace de hidrégeno en el
receptor. Se eliminan las esferas hidrofilicas que no estén cerca de una esfera
hidrofébica.

Agrupar las esferas a utilizando un algoritmo de agrupacion de doble enlace para
producir una coleccién de sitios. Cada sitio esta formado por una o mas esferas
alfa, de las cuales al menos una es hidrofobica.

Se clasifican los sitios de acuerdo con su puntuacién de propension a la union

del ligando.




#/ Site Finder -0l x|
Atoms: Receptor Atoms L Solvent Visible Only
A B c B = F
Site +  Size @ PLB" Hyd @ 5Side | Residues A

1 28 1:(ASN23 LEU2S

2 15 a.86 4 B 1:(ALALS SERE9 GLY7@ THR71 TYRO

3 2e 8.ee 4 7 1:{ALA1S ASPG1 SERGZ ALAGRS ALAG

4 7 -8.89 3 B 1:(THR57 GLYS8 ARGS9 LEU73 GLY7T

5 =] -8, 27 3 3 1: (ARGS9 TYRe® ASPE1l ALATZ LEUT

] 7 -8.39 3 9  1:{THR42 ARG53 TYR54 WALSS ALAT

7 ] -8.76 4 11 1:(SER93 GLY94 GLNSS ASHN185 THR

8 a8 -1.82 2 5 1:(SER93 GLY34 GLNISS)

v
- | >
Render: Alpha Centers L Select Contact Atoms Select Residues in SE
Isolate: Mone L
Apply Dummies... Settings... Close

Fig 26. Panel de control de Site Finder de MOE.>

Esta herramienta nos proporciona diferente informacion sobre los posibles sitios de
acoplamiento, estos se ven representados en la Fig 26 donde se tienen seis
columnas: la primera de ellas (A) es el numero de sitio; segundo (B) el tamafo del
sitio (Capacidad de acomodo de moléculas en el sitio); en tercer lugar (C) PLB es
Protein Ligand Binding el cual indica el tipo de interaccidn que se espera que ocurra
entre un ligando y una proteina en un sitio de unién especifico; “Hyd” (D) es la
capacidad del sitio de union para interactuar con moléculas hidrofobicas; por su
parte “Side” (E) expresa la capacidad del sitio de union para interactuar con grupos
laterales de aminoacidos que componen la superficie de la proteina y finalmente

Residues (F) son los aminoacidos presentes en el sitio.>®




2.7.2. Patrones de Interaccion Proteina-Ligando (PLIF por sus siglas en inglés).

La herramienta de Patrones de Interaccidn Proteina-Ligando (PLIF por sus siglas en
inglés) es un método para resumir las interacciones entre ligandos y proteinas
provenientes de las estructuras cristalinas de Rayos X y los resultados de docking
mediante un esquema de huellas dactilares. Las interacciones como los enlaces de
hidrogeno, las interacciones idnicas y los contactos superficiales se clasifican segun
el residuo de origen, y se incorporan a un esquema de huellas dactilares que es

representativo de una base de datos determinada de complejos proteina-ligando.5%®

#/ PLIF: docking.mdb =|0] x|

Val Lys GhGly LeuVal Thr Hisleu GlyAlaAspAsn Lys Ser Asp Phel G H20 H20 H2ZQH20

30 53 71 &5 104105 106107108 110111112114 132 154 168 169171 178C61 CE37 CATACT1L
Selected 9 of 12010 entries
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Fig 27. Panel de resultados de PLIF en MOE, en pantalla superior se mostraran

graficamente las huellas dactilares de las interacciones entre el ligando-proteina.>®




2.8. Diagrama de Ramachandran.

El Diagrama de Ramachandran ha proporcionado una potente comprobacion de la
validacion de los modelos de estructura de las proteinas, ya sean determinados
experimental o computacionalmente.%’ Se trata de un diagrama 2D que representa
las rotaciones por los angulos de torsién phi (®) y psi (W), respectivamente, a lo
largo de la columna vertebral de una proteina. El plano se divide en diferentes
subareas (Hojas B, Hélices a dextrégira y Hélices a levdgira), que determinan la
estructura secundaria de la proteina. Con este diagrama se puede mostrar la
distribucién experimental de los puntos de datos de una molécula. En este caso, los
cientificos quieren probar si un nuevo modelo de molécula se ajusta a los datos

experimentales que han recogido.58

GRAFICO DE RAMACHANDRAM
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Fig 28. Ejemplo de Diagrama de Ramachandran.>®

El plano se divide en diferentes regiones, la primera de ella es la de hojas 8 que nos
dice las combinaciones de angulos ¢ y g que permiten la formacion de estas hojas;
la segunda es de hélices a con giro a la derecha las cuales son las mas comunes,
aunque se puede dar el caso de hélices con giro a la izquierda, por lo que se denota
en la tercera seccion. Como podemos observar en la Fig 28, las regiones de color
rojo son aquellas conformaciones correctas, la region amarilla son aquellas que se
encuentran permitidas y todo aquello fuera de esas areas se consideran

conformaciones no permitidas.5°




Por lo tanto, la utilidad de este grafico en los estudios de docking molecular es la
comprobacion de que los residuos presentes en la secuencia de la proteina se
encuentran con regiones favorables o conformaciones dadas por los Rayos X,
ayudando a observar la calidad de la proteina y por ellos, los sitios aceptores de los

ligandos.

2.9. Desviacion Cuadratica Media de las Posiciones Atémicas (RMSD por
sus siglas en inglés).

La Desviacion Cuadratica Media de las Posiciones Atomicas o RMSD es la medida
cuantitativa mas utilizada de la similitud entre dos coordenadas atomicas
superpuestas, dichos valores se presentan en A y se calculan mediante la siguiente

formula:®0

Ecuacion 1. Obtencion de RMSD.

Donde el promedio se realiza sobre los n pares de atomos equivalentes (Numero

total de atomos) y di es la distancia entre los dos atomos del ~ésimo par.

Mediante el RMSD podemos determinar la similitud de las posiciones de los atomos
entre dos 0 mas estructuras proteicas, ya que este nos proporciona la desviacion
promedio de los atomos entre las estructuras, por lo que mientras mas bajo sea el

valor del RMSD, menor sera la variacion existente entre ellas.




3. Justificacion

La COVID-19 es una enfermedad que ha causado afectaciones a nivel global
afectando economias enteras, asi como el costo en vidas que se ha generado,
habiendo sido declarada pandemia el 12 de marzo del 2020 por la OMS. A nivel
mundial, hasta el 24 de mayo de 2023 se ha reportado mas de 766.9 millones de
casos confirmado y mas de 6.9 millones de muertes a causa de esta enfermedad.5?
En México para el 24 de mayo de 2023 se tenian reportados mas de 7.5 millones de
casos confirmado y 327,634 defunciones, teniendo una letalidad del 4.4% del total

de la poblacién infectada.5?

A pesar de que el 5 de mayo del 2023 la OMS declaro el fin de la emergencia
sanitaria por la COVID-19, los tratamientos con los que actualmente contamos para
afrontar esta enfermedad son experimentales y estos Unicamente tienen aprobacion
de emergencia; por ello es de gran importancia la investigacién y desarrollo de
farmacos que ayuden a controlar la pandemia, con la finalidad de que la tasa de

letalidad se vea reducida.




4. Objetivos
4.1 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar amidas derivadas del acido cinamico (CAPA) en ausencia
de disolvente y utilizando como fuente de energia radiacion infrarroja, evaluando su
posible actividad biolégica mediante acoplamiento molecular sobre la Mr© del
SARS-CoV-2.

4.2 Objetivos particulares
e Sintetizar cinco amidas nuevas derivadas del acido cinamico (CAPA).
e Caracterizar estos compuestos mediante técnicas espectroscopicas (IR,
RMN 'Hy 3C y espectrometria de masas).
e Realizar un acoplamiento molecular de los compuestos propuestos para

determinar cuales pueden presentar mejor actividad como inhibidor de la Mpr
del SARS-CoV-2.




5. Metodologia
La metodologia experimental de este trabajo se llevo a cabo en dos procesos, los

cuales se presentan a continuacion:

Parte A: Sintesis y caracternizacion de amidas derivadas del acido
cindamico.

5.1. Sintesis de amidas.

En un matraz bola se coloca el acido 4-fenoxicinamico junto con la amina
correspondiente en una proporcion (1:1.5). Colocados los reactivos se conecta a

reflujo y se irradia con luz IR a una temperatura aproximada de 180°C. Esta reaccion

se lleva a cabo en ausencia de disolventes.

0 Q Z N
| ~ 1 | \_IR
©\ X OH | —=r IR ©\ X NH
+ =
HoN
o o

R': 4-OH (LQM 794).
R': 2-F (LQM 796).
R': 3-Cl (LQM 797).

B o}
\ )
X OH | —R IR A NH A
+ HN = — > | N
o Z
o

R2: 4-Cl (LQM 798).
R2: 4-CF3 (LQM 795).

Fig 29. Sintesis de amidas derivadas del acido cinamico con fenetilaminas y
bencilaminas sustituidas.

Para poder determinar el punto final de la reaccidn es necesario realizar un
seguimiento por CCF utilizando un sistema Hexano-AcOEt (50:50). Una vez

finalizada la reaccion, se deja el matraz alcanzar la temperatura ambiente.

Anadir el suficiente AcOEt para disolver el sélido formado, adicionar carbdn activado
y sulfato de sodio con la finalidad de eliminar las impurezas y agua presentes,

seguido de esto, se filtra a través de tierra de diatomeas.




La solucidén obtenida de los pasos anteriores se concentra en el rotavapor casi a
sequedad, manteniendo un poco de disolvente en el matraz. El matraz debe de
colocarse en hielo hasta la formacion de cristales. Dichos cristales deberan de

lavarse con AcOEt frio.

Las aminas utilizadas para este trabajo fueron: 4-(2-aminoetil) fenol, 2-
fluorofenetilamina, 3-clorofenetilamina, 2-clorobencilamina y 4-
(trifluorometil)bencilamina. Todos estos reactivos fueron adquiridos en Sigma
Aldrich®.

El &cido 4-fenoxicinamico, fue sintetizado en el mismo laboratorio.

Se sintetizaron los compuestos con las siguientes claves: LQM 794, LQM 795, LQM
796, LQM 797 y LQM 798.

5.2. Determinacién espectroscopica.
Los compuestos sintetizados se caracterizaron por medio de espectroscopia de

infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y 13C.

Los espectros de infrarrojo se realizaron en fase sodlida utilizando un equipo
NICOLET iS10 ThermoScientific, el cual tiene acoplado el médulo de ATR.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (H, 13C) se obtuvieron en fase
liquida usando como disolvente DMSO-d6 empleando un equipo Bruker BioSpin
GmbH.

La espectrometria de masas fue llevada a cabo mediante un equipo MStation JMS-
700 JEOL.




Parte B: Estudios in-silico de las amidas del acido cinamico propuestas
frente a la MP° del SARS-CoV-2 por medio de docking molecular.

5.3. Acoplamiento Molecular.

1. Busqueda de proteinas Mp© del SARS-CoV-2 utilizando la base de datos
Protein Data Bank (PDB).

2. Analisis de las proteinas mediante diagrama de Ramachandran y RMSD para

conocer la similitud y calidad de las proteinas, lo que permite seleccionar una.
3. Minimizacién energética de la proteina seleccionada mediante MOE 2022.

4. |dentificacion del sitio activo de la Mpr° del SARS-CoV-2 mediante Site Finder
en MOE 2022.

5. Modelar las moléculas sintetizadas en este trabajo y las propuestas de
antivirales aprobadas de emergencia y guardarlas en formato *.mol2

mediante el uso de Chemsketch.

6. Realizar una minimizacidon de energia de las moléculas modeladas

previamente.

7. Acoplamiento de las moléculas propuestas y los tratamientos experimentales

frente a la MP seleccionada usando MOE 2022.




6. Resultados y Discusién

6.1. Sintesis

Como resultado del trabajo de sintesis se presentan los compuestos LQM 794, LQM
795, LQM 796, LQM 797 y LQM 798 los cuales se muestran en la serie de Tablas
1-5.

Esta serie de compuestos tienen rendimientos superiores del 70%, siendo el LQM
794 (71.86%) el que tiene un rendimiento mas bajo y el LQM 797 con el mayor
rendimiento (87.07%).

La obtencion de estas aminas se lleva a cabo bajo condicién sin disolvente,
utilizando el método de lampara IR como fuente de energia. Este método de
obtencién de amidas fue reportado anteriormente por Martinez-Soriano, P.A en
2017, donde el rendimiento de la reaccion se vio mejorado al incrementar la cantidad

de amina en reaccion.3®

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto LQM 794.

OH
| /\/©/
Estructura Molecular ©\ X NH
o

Nombre IUPAC (2 E)-3-(4-fenoxifenil)- A-(4-hidroxifeniletil) prop-2-enamida.
Férmula Molecular C23H21NOs.

Peso Molecular 359.41 g/mol.

Apariencia fisica Sélido blanco.

Punto de fusién 158-160°C.

Solubilidad Acetona, Acetato de Etilo y DMSO.
Rendimiento 71.86%




Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto LQM 795.

Estructura Molecular

O™ 0y,

Nombre IUPAC

(2 E)-3-(4-fenoxifenil)- A= (4-(trifluorometil) bencﬂ)prop -2-

enamida.
Férmula Molecular Ca3H1sF3NOo.
Peso Molecular 397.38 g/mol.
Apariencia fisica Solido blanco.
Punto de fusién 169-171°C.
Solubilidad Acetona, Acetato de Etilo y DMSO.
Rendimiento 78.37%

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto LQM 796.

Estructura Molecular

@QNO*%F

Nombre IUPAC

(2 E)-3-(4-fenoxifenil)- A-(2-fluorfeniletil) prop-2-enamida.

Formula Molecular C23H20FNOo.

Peso Molecular 361.40 g/mol.
Apariencia fisica Sélido blanco.

Punto de fusion 120-122°C.

Solubilidad Acetona, Acetato de Etilo y DMSO.
Rendimiento 86.24%

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto LQM 797.
(@]

Estructura Molecular

AN
©\ NH
o)

cl
Nombre IUPAC (2 E)- M-(3-clorofeniletil)-3-(4-fenoxifenil)prop-2-enamida.
Férmula Molecular C23H20CINO,.
Peso Molecular 377.86 g/mol.
Apariencia fisica Solido blanco.
Punto de fusién 116-118°C.
Solubilidad Acetona, Acetato de Etilo y DMSO.
Rendimiento 87.07%




Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto LQM 798.

Estructura Molecular ©\ w /\©\
Cl

Nombre IUPAC (2E)- N-(4-clorobencil)-3-(4-fenoxifenil)prop-2-enamida.
Férmula Molecular C22H1gCIN02

Peso Molecular 363.83 g/mol.

Apariencia fisica Sélido blanco.

Punto de fusién 160-162°C.

Solubilidad Acetona, Acetato de Etilo y DMSO.
Rendimiento 83.96%

6.2. Caracterizacion espectroscopica.

Tabla 6. Resultados espectroscoépicos IR, RMN 'H y 13C del compuesto LQM

794.
OH
I /\/©/
o
@)

(2 E)-3-(4-fenoxifenil)- M-(4-hidroxifeniletil)prop-2-enamida.

IR (Diamante, ymax, cm-'): 3361 (OH), 3272 (NH), 2934 (CH alifatico), 1600
(C=0).

1H RMN (500MHz; DMSO-d6) 5 (ppm): 9.19 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.57 (d, J= 8.6
Hz, 1H), 7.41 (s, 2H), 7.18 (t, J= 7.4 Hz, 1H), 7.10 - 6.96 (m, 3H), 6.69 (d, /= 8.3
Hz, 1H), 6.54 (d, J= 15.8 Hz, 1H), 3.35 (d, /= 6.8 Hz, 2H), 2.66 (t, J= 7.4 Hz, 1H).
13C RMN (125MHz; DMSO-d6) & (ppm): 164.96 (s), 157.89 (s), 155.95 (s), 155.67
(s), 137.74 (s), 130.18 (s), 129.43 (s), 124.02 (s), 121.24 (s), 119.23 (s), 118.46
(s), 115.14 (s).

EM m/z: 359.15 [M]*, 360.15 [M+1H]*.




Tabla 7. Resultados espectroscépicos IR, RMN 'H y 13C del compuesto LQM
795.

O

X
NH
. F
o

F

F

(2 E)-3-(4-fenoxifenil)- A-(4-(trifluorometil)bencil) prop-2-enamida.

IR (Diamante, ymax, cm-'): 3276 (NH), 3056 (CH alifatico), 1595 (C=0), 1242 (CF).
1H RMN (500MHz; DMSO-d6) & (ppm): 8.72 (s, 1H), 7.56 (ddd, J=49.1, 44.6, 15.9
Hz, 9H), 7.24 - 6.93 (m, 5H), 6.63 (d, J= 15.5 Hz, 1H), 4.50 (s, 1H), 3.36 (s, 1H).
13C RMN (125MHz; DMSO-d6) 5 (ppm): 165.28 (s), 158.06 (s), 155.88 (s), 144.44
(s), 138.54 (s), 130.17 (s), 129.88 (s), 129.47 (s), 127.96 (s), 125.20 (s), 124.06
(s), 120.67 (s), 119.28 (s), 118.41 (s).

EM m/z; 397.12 [M]*, 398.12 [M+1H]".

Tabla 8. Resultados espectroscépicos IR, RMN 'H y 13C del compuesto LQM
796.

(0]

X
NH
O\ F
o)

(2 E)-3-(4-fenoxifenil)- A-(2-fluorfeniletil)prop-2-enamida.

IR (Diamante, ymax, cm-'): 3324 (NH), 3043 (CH alifatico), 1548 (C=0), 1211 (CF).
1H RMN (500MHz; DMSO-d6) & (ppm): 8.22 (s, 1H), 7.57 (d, J= 8.6 Hz, 2H), 7.45
-7.37 (m, 3H), 7.30 (s, 2H), 7.15 (dd, /= 18.0, 7.9 Hz, 3H), 7.06 (d, J= 8.0 Hz,
2H), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.52 (d, J= 15.8 Hz, 1H), 3.42 (d, J= 6.6 Hz, 2H),
3.37 (s, 1H), 2.82 (s, 2H).

13C RMN (125MHz; DMSO-d6) & (ppm): 165.04 (s), 157.91 (s), 155.93 (s), 129.37
(s), 128.28 (s), 126.03 (s), 124.35 (s), 124.01 (s), 121.05 (s), 119.22 (s), 118.44
(s), 115.20 (s), 115.02 (s).

EM m/z: 361.15 [M]*, 362.15 [M+1H]".




Tabla 9. Resultados espectroscépicos IR, RMN 'H y 13C del compuesto LQM
797.

0o

A
©\ NH
o
cl

(2 E)- N-(3-clorofeniletil)-3-(4-fenoxifenil)prop-2-enamida.

IR (Diamante, ymax, cm-'): 3348 (NH), 3036 (CH alifatico), 1588 (C=0), 689 (C-
Cl).

1H RMN (500MHz; DMSO-d6) & (ppm): 8.16 (s, 3H), 7.74 - 7.38 (m, 12H), 7.42 (s,
7H), 7.37 (d, J=51.4 Hz, 11H), 7.27 (s, 2H), 7.23 (d, J= 37.3 Hz, 5H), 7.20 - 7.04
(m, 8H), 7.00 (d, J= 5.5 Hz, 5H), 6.53 (d, J= 15.4 Hz, 4H), 3.39 (d, J = 35.4 Hz,
9H), 2.79 (s, 5H).

13C RMN (125MHz; DMSO-d6) & (ppm): 165.05 (s), 157.91 (s), 155.91 (s), 142.11
(s), 137.86 (s), 132.93 (s), 130.16 (s), 129.98 (s), 129.36 (s), 128.53 (s), 127.44
(s), 126.10 (s), 124.01 (s), 121.03 (s), 119.23 (s), 118.43 (s).

EM m/z: 377.11 [M]*, 378.11 [M+1H]".

Tabla 10. Resultados espectroscépicos IR, RMN 'H y 3C del compuesto LQM
798.

0O

QL0

(2 E)-N-(4-clorobencil)-3-(4-fenoxifenil)prop-2-enamida.

IR (Diamante, ymax, cm-'): 3280 (NH), 3057 (CH alifatico), 1593 (C=0), 801 (C-
Cl).

1H RMN (500MHz; DMSO-d6) & (ppm): 8.63 (s, 1H), 7.59 (d, J= 7.3 Hz, 2H), 7.52
-7.33 (m, 5H), 7.31 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 7.07 (d, J= 6.9 Hz, 2H), 7.01 (d, J= 7.3
Hz, 2H), 6.61 (d, /= 15.7 Hz, 1H), 4.40 (s, 2H), 3.36 (s, 1H).

13C RMN (125MHz; DMSO-d6) & (ppm): 165.14 (s), 158.01 (s), 155.88 (s), 138.47
(s), 131.38 (s), 130.17 (s), 129.91 (s), 129.44 (s), 129.20 (s), 128.26 (s), 124.04
(s), 120.79 (s), 119.27 (s), 118.41 (s), 41.64 (s).

EM m/z: 363.11 [M]*, 364.10 [M+1H]".




6.3. Acoplamiento Molecular.

La Mro del SARS-CoV-2 es una diana terapéutica en los tratamientos para la
COVID-19 debido a la alta conservacion en su secuencia entre las diferentes cepas
del SARS-CoV-2 %, por lo que se realizé una busqueda de estructuras cristalizadas

de proteasa obtenidas durante el ano 2022 presentadas en el PDB.

CLAVE NOMBRE

7AEG |SARS-CoV-2 main protease in a covalent complex with SDZ 224015 derivative, compound 5.

7AEH |SARS-CoV-2 main protease in a covalent complex with a pyridine derivative of ABT-957, compound 1.

7ALH |Crystal structure of the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 at 1.65A resolution (spacegroup C2).

7ALI [Crystal structure of the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 at 1.65A resolution (spacegroup P2(1)).

7BB2 |Crystal structure of the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 at 1.6A resolution (spacegroup P2(1)2(1)2(1)).

7BE7 |Crystal structure of MG-132 covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2.

7BFB |Crystal structure of ebselen covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2.

7BGP  |Crystal structure of MG-132 covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 in absence of DTT.

7JYC _ [Crystal Structure of SARS-CoV-2 Main Protease (3CLpro/Mpro) in Complex with Covalent Inhibitor Narlaprevir.

7K3T |[Crystal Structure of SARS-CoV-2 Main Protease (3CLpro/Mpro) in the Apo Form at 1.2 A Resolution.

7K6D |SARS-CoV-2 Main Protease Co-Crystal Structure with Telaprevir Determined from Crystals Grown with 40 nL Acoustically Ejected Mpro Droplets.

7K6E |SARS-CoV-2 Main Protease Co-Crystal Structure with Telaprevir Determined from Crystals Grown with 40 nL Acoustically Ejected Mpro Droplets.

7K40 |Crystal Structure of SARS-CoV-2 Main Protease (3CLpro/Mpro) in Complex with Covalent Inhibitor Boceprevir at 1.35 A Resolution.

7MHP _ |Ensemble refinement structure of apo/unliganded SARS-CoV-2 main protease (Mpro) at 298 K at high humidity.

7MHQ |Ensemble refinement structure of apo/unliganded SARS-CoV-2 main protease (Mpro) at 310 K.

7MNG |Crystal Structure of SARS-CoV-2 Main Protease (3CLpro/Mpro) in Complex with Covalent Inhibitor VBY-825 (Partial Occupancy).

7NBY _|Crystal structure of SU3327 (halicin) covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2.

7NF5  |Crystal structure of MG-132 covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 in spacegroup C2.

7NG3 |Crystal structure of MG-132 covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 in spacegroup P1.

7NG6 |Crystal structure of MG-132 covalently bound to the main protease (3CLpro/Mpro) of SARS-CoV-2 in spacegroup P1 in absence of DTT.

7TVS |The Crystal Structure of SARS-CoV-2 Omicron Mpro (P132H) in complex with demethylated analog of masitinib.

7TVX _|The Crystal Structure of SARS-CoV-2 Omicron Mpro (P132H) in complex with masitinib.

7TOB  |Crystal structure of the SARS-CoV-2 Omicron main protease (Mpro) in complex with inhibitor GC376.

7TLL  |Structure of SARS-CoV-2 Mpro Omicron P132H in complex with Nirmatrelvir (PF-07321332).

Tabla 11. M del SARS-CoV-2 seleccionadas presentes en el afio 2022 para su
evaluacion de mutacion y estabilidad.

En la Tabla 11 se pueden observar las diferentes proteasas empleadas, con su
respectiva clave PDB. Estas estructuras fueron comparadas para obtener su
similitud, para de esta manera poder determinar si existe una diferencia significativa
que pudiera afectar los resultados posteriores. La manera utilizada de realizar la
comparacion fue mediante la alineacion y superposicion (Fig 30) en el programa
Molecular Operating Environment (MOE) 2022.




Fig 30. Alineacion y superposicion de los MP° estudiadas, en color rojo se
encuentra el posible sitio receptor.

Realizado el proceso de alineacién y superposicion se obtuvo el indice de similitud
(Fig 31) que existe entre las 24 proteasas obtenidas de PDB, obteniendo valores

mayores a 99.3% de similitud entre ellas.
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1:TAEH.A

Z:TALH.A

Z:TREG.A

4:TEEILA

S:TBET.A

E:TEFE.A

TiTEEF.A

E:TIVC.A

S:TEIT.A

13:TEED.A

11:TEEE.A

12:TEAD_A

15:THEY. A

I7:7HFE.A

13 THEE.A

12 THEE.A

2B:TTLL.A

Z1:TTOE.A

22:ITTVE.A

23ITTVE.A

I4:TALILA

Fig 31. Matriz de similitud de 24 diferentes MP™ reportadas en PDB.

Ademas del indice de similitud, se obtuvo el RMSD de todas las proteasas
analizadas, este valor sobrepone las estructuras proteicas, midiendo las distancias
entre los atomos correspondientes de ambas estructuras para luego calcular la
desviacion cuadratica media de estas distancias. Por lo tanto, entre menor sea el

valor del RMSD podemos decir que la similitud entre proteinas es mayor.
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Fig 32. Comparacion de RMSD entre las diferentes MP° empleadas.
Para el caso de las 24 MPr analizadas se obtuvo un valor de RMSD igual a 0.663 A
(Fig 32), lo que nos indica que la similitud estructural entre las proteasas analizadas
es alta, por lo que no encontramos mutaciones significativas entre los aminoacidos

de la proteasa.
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Fig 33. Comparativo de Diagramas de Ramachandran. A) Diagramas de
Ramachandran de las 24 MP° analizadas. B) Diagrama de Ramachandran de la
Mpro 7ALH.

Finalmente, el ultimo método de comprobacién de la integridad de las proteasas
analizadas fue la obtencion del diagrama de Ramachandran el cual nos ayuda para
validar la estructura de las proteinas que fueron obtenidas por medio de Rayos X,
asegurando que la conformacion proteica sea correcta. En la Fig 33 podemos
observar del lado izquierdo el diagrama de Ramachandran de las 24 proteasas,
donde se encuentran que la gran mayoria refiere a circulos verdes, los cuales nos
indica que se encuentran correctas respecto a los angulos de torsién, una menor
parte se encuentra en circulos amarillos, que son aminoacidos que se encuentran
en el area permitida, los cuales siguen siendo favorables para la conservacion de la
estructura y finalmente encontramos nueve cruces rojas que nos refieren valores

atipicos en los residuos.

Revisando con mayor profundidad se puede observar en la Tabla 12 que estos
valores se encuentran en nueve proteasas diferentes, teniendo un error en algun
residuo de la proteina del 0.32% en cada una de ellas, lo que nos lleva a interpretar
que la estructura proteica no se ve comprometida, sin embargo, se busco la Mp©

7ALH la cual no presenta errores representados en su diagrama (Fig 33).
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Tabla 12. Reporte de residuos con valores atipicos encontrados en las diferentes
Mepre empleadas.

Teniendo en cuenta esto, se eligio la Mp© del SARS-CoV-2 con cédigo PDB 7ALH,
la cual tiene por nombre “Crystal structure of the main protease (3CLpro/Mpr) of
SARS-CoV-2 at 1.65A resolution (spacegroup C2)” (Fig 34) con la finalidad de

realizar todos los estudios de acoplamiento molecular en dicha proteasa.

Fig 34. Estructura cristalina de la MP° del SARS-CoV/-2 con codigo PDB 7ALH.

Para poder realizar el “docking” molecular fue necesario buscar el sitio con mejor
actividad de acoplamiento dentro de la Mp© 7ALH por lo cual fue necesario recurrir
a la herramienta “Site Finder” de MOE con la intencion de analizar en cual posicion
se encuentran los mejores aminoacidos receptores de la MP™© empleada, por lo que
se encontro que “Site Finder” arrojo como mejor sitio de acoplamiento de ligando el
mostrado en la tabla 13, la cual contiene la Histidina 41 (HIS41) y la Cisteina 145
(CYS145) que se considera una diada catalitica de la MP™© del SARS-CoV-2 para




catalizar la ruptura de la poliproteina viral en multiples proteinas esenciales para la

replicacion.63

Tabla 13. Aminoacidos elegidos mediante “Site Finder’ como posible sitio
receptor en Mp© 7ALH.
THR24 THR25 LEU27 HIS41 CYS44 THR45 SER46 MET49 ASN119 ASN142
GLY143 SER144 CYS145 HIS163 HIS164 MET165 GLU166 LEU167 PRO168
ARG188 GLN189 THR190 GLN192

Dicho sitio puede verse representado graficamente en la Fig 35, donde en las cintas
de color rojo se encuentran los aminoacidos empleados por “Site Finder”, las esferas
rojas marcadas representan los sitios hidréfilos y las esferas blancas los sitios
hidréfobos, asi mismo se encuentra marcada la diada catalitica con sus respectivos
nombres.

Fig 35. Posibles sitios receptores por medio de ‘Site Finder” de 7ALH.

Conociendo el sitio de estudio se procedio a realizar el “docking” molecular por
medio del programa MOE donde se utilizaron los diferentes medicamentos con
aprobacion de emergencia como son Lopinavir, Molnupiravir™, Nirmatrelvir,
Ritonavir y Remdesivir™ frente a los compuestos sintetizados LQM 794, LQM 795,
LQM 796, LQM 797 Y LQM 798.




Tabla 14. Energias de interaccién de los diferentes ligandos analizados.

Molécula Energia de Interaccion
(KJ/mol)
LQM 794 -5.86
LQM 795 557
LQM 796 -5.67
LQM 797 -5.86
LQM 798 -5.56
Lopinavir -7.36
Molnupiravir -5.79
Nirmatrelvir -6.40
Ritonavir -7.84
Remdesivir -6.98

Analizando los datos obtenidos del “docking” podemos observar que por la parte de
las propuestas de nuevas moléculas sintetizadas tenemos dos candidatos, los
cuales son el LQM 794 y LQM 797 los cuales fueron los tuvieron la energia de
interaccion mas alta. Por el lado de los farmacos tenemos al Ritonavir que fue la
molécula con mayor interaccion obtenida, sin embargo, es importante recalcar que
Ritonavir es administrado junto con Nirmatrelvir bajo el nombre de Paxlovid ® y el
farmaco de aprobacion de emergencia con la menor interaccién es el Molnupiravir,
este medicamento actua mediante la acumulacion de errores mediante la
metabolizacién del analogo nucledsido de la citidina, por lo que su efecto sobre la

MPro no es su principal blanco de accion.

El Nirmaltrelvir ha sido reportado extensamente como un inhibidor de la Mpr del
SARS-CoV-2, por otro lado el Ritonavir es un inhibidor de la proteasa VIH-1 pero en
este caso es utilizado como un potenciador farmacologico al inhibir la enzima
metabolizadora de citocromo P450 3A4 alargando de esta manera la vida media del

Nirmaltrelvir.64

A pesar de tener una buena energia de interaccion con Ritonavir en este estudio /in
sifico, mediante un estudio /n vitro se demostré que este medicamento por si solo no

tenia actividad alguna contra el SARS-CoV-2. De igual manera, en otro estudio /n

63



vitro se observo que el Lopinavir que es otro inhibidor de la Proteasa de VIH-1 (El
cual muestra otra energia de interaccion alta) en concentraciones altas presentaba
actividad frente al SARS-CoV-2, al igual que en su combinacion de
Lopinavir/Ritonavir®5:66, pero un estudio reciente en modelos animales demuestra

gue estos medicamentos no tienen efecto antiviral sobre el SARS-CoV-2.65.67

Por estas razones es que la comparacion de las Moléculas LQM 794 y 797 se haran
unicamente frente a Nirmatrelvir, el cual cuenta con estudios que avalan su eficacia
frente al SARS-CoV-2%8 y como inhibidor de la MP© que es la proteina en la cual se

basa este estudio.

Para poder evaluar que los resultados de los “docking” sean certeros y no presenten
datos anomalos, a cada uno se le realizé un cluster (Agrupacién de moléculas
evaluadas en el docking) de todas sus conformaciones con el fin de observar si
alguna conformacion se realizo fuera del sitio especificado, por lo que para los

sistemas evaluados (Fig 36-38) todas las conformaciones fueron correctas.

5~ N

Fig 36. Cluster de interacciones del LQM 794 con el sitio receptor.




Fig 38. Cluster de interacciones de Nirmatrelvir con el sitio receptor.

Se realiz6 un PLIF mediante MOE de las moléculas evaluadas frente a la MP™ con
la finalidad de obtener de una manera grafica y resumida las interacciones que
existen de los aminoacidos del receptor con el ligando.

Para el caso del LQM 794, se observo que la interaccion de los aminoacidos (Fig
39) tiene una mayor frecuencia con el THR25 y GLU166, teniendo en tercera
posicion la interaccién con CYS145, sin embargo, las interacciones del LQM 794

con la HIS41 no son representativas.




Thr Thr  Ser Asn Cys Met Glu Pro GInThr
24 26 46 142 145 165 166 168 189190

Fig 39. PLIF de la MP° 7ALH frente al LQM 794.

Por lo que, al analizar cada uno de los diagramas de interacciones, no se encontro
alguna conformacion en la cual se tenga a la diada catalitica, esto ocurre debido a
diferentes razones, una de ellas es que, al ser un acoplamiento molecular lo que se
realizd, no se ponen en el sistema otros factores como lo son: la interaccion con
agua, iones, pH entre otros, por lo que se ha observado mediante dinamicas
moleculares y difraccién de Rayos X que una molécula de agua es la responsable
de favorecer las interacciones, funcionando como un aceptor de puentes de
hidrogeno desde el N&1 protonada de HIS416°. Aunado a esto, mediante a
diferentes pH en dinamicas moleculares se ha observado que la protonacion de
diferentes residuos cercanos y en la diada catalitica aumentan las distancias de

enlace y flexibilidad que estos tienen.”0

En la Fig 40, se puede observar la conformacion con mejor energia obtenida, la cual
presenta una interaccion de la GLN189 con el grupo OH del LQM 794 formando un
puente de hidrogeno. Es importante recalcar esta interaccion ya que se han
presentado estudios que sugieren una importancia en la flexibilidad de este
aminoacido en el reconocimiento de inhibidores de la proteasa’!. La segunda

interaccion de la CYS145 mediante su grupo tiol con el grupo carbonilo presente en
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el LQM 794, logrando la inhibicion de este aminoacido el cual es parte fundamental
de la inhibicion de la MpP™, Finalmente, se observa una interaccion entre uno de los
anillos aromaticos del LQM 794 con un hidrégeno de la MET49, donde este
aminoacido es critico ya que se ha demostrado que otros compuestos al formar
enlaces con la MET49 resulta en una fuerte inhibicion de la actividad de la MP, por
lo que los inhibidores que se unen a este aminoacido pueden tener potencial como
posibles tratamientos contra el SARS-CoV-2.72

Fig 40. Interacciones del LQM 794 con los aminoacidos de la MP° 7ALH.

Al examinar el PLIF del LQM 797 (Fig 41) encontramos de nueva cuenta mayores
interacciones en con la THR25 y la GLU166, sin embargo las interacciones con la
diada catalitica son mas relevantes comparado con el LQM 794.




Thr Thr His Leu  Asn Gly Cys His Glu ProGln Thr
2 26 41 141 142 143 145 163 166 168189 190

Fig41. PLIF de la MP° 7ALH frente al LQM 797.

Respecto al diagrama de interacciones del LQM 797 (Fig 42) encontramos mayores
interacciones del compuesto frente a la MP™, iniciando por la diada catalitica de
CYS145 e HIS41 la cual se encuentra apoyada de la MET49 para realizar la posible

inhibicion de la Mpro,

Fig 42. Interacciones del LQM 797 con los aminoacidos de la MP° 7ALH.




Finalmente tenemos el PLIF del medicamento con aprobacion de emergencia
Nirmaltrelvir (Fig 43) donde las mayores interacciones se dan en la THR24, GLN189
y GLY 143, en un cuarto lugar se tienen las interacciones dadas por la CYS145 y al
igual que con el LQM 794, las interacciones con la HIS41 son menores pero

significativas por medio de la diada catalitica.

Thr Thr  His Leu Gly Cys His His Met Glu Gln
24 26 41 141 143 145 163164 165 166 189

Fig 43. PLIF de la MP° 7ALH frente al Nirmaltrelvir.

En una comparacion frente a los compuestos nuevos, encontramos que el
Nirmaltrelvir cuenta con un mayor numero de interacciones demostradas mediante
su diagrama (Fig 44), donde ademas de encontrar la diada catalitica interaccionando
se observa la interaccion del HIS163 formando un puente de hidrogeno con el
nitrégeno del ciano presente en la molécula, la HIS163 se encuentra involucrada en

la catalisis de la enzima, por lo que su inhibicion ayuda al farmaco.




Fig 44. Interacciones del Nirmatrelvir con los aminoacidos de la MP° 7ALH.

Teniendo estos datos, es notorio que, de las tres moléculas, el Nirmatrelvir tiene
mayor interaccion con la Mp, sin embargo el LQM 794 y el LQM 797 poseen una
buena energia de interaccion con la MP©, acercandose al valor obtenido por
Nirmatrelvir (Tabla 14).

Asociado a esto, se debe resaltar la complejidad de las moléculas, siendo los
compuestos LQM de menor tamafo y rapido proceso de elaboracién, ya que en el
caso del Nirmatrelvir, su sintesis (Anexo 3) es un proceso con cuatro etapas de
reacciones, ademas de varios intermediarios, los cuales conllevan horas de trabajo,
asi como variantes en los rendimientos obtenidos para la obtencion del farmaco,
frente a los productos LQM 794 y LQM 795 los cuales se sintetizan en un solo paso,
en ausencia de disolventes y mediante luz infrarroja, obteniendo rendimientos altos,

lo que conlleva a la obtencion de posibles farmacos mas econémicos.

Las moléculas LQM sintetizadas y evaluadas /n silico desde el punto de vista de
farmaco economia tienen una ventaja por lo antes mencionado, por otro lado si nos
acercamos a la regla de cinco de Lipinski las moléculas propuestas podrian tener
una posible actividad biolégica cuando es usado como un farmaco, sin embargo, es
necesario continuar con estudios /n vivo que nos proporcionen informaciéon mas

certera.




7. Conclusiones

Se realizo la sintesis de cinco nuevas amidas derivadas del acido cindmico
mediante irradiacion IR y ausencia de disolventes con buenos rendimientos.
Las nuevas amidas fueron caracterizadas mediante espectroscopia IR, RMN
('H y 13C) y espectrometria de masas, demostrando que se obtuvieron las
moléculas deseadas.

Se realiz6 un estudio de comparacion de las estructuras cristalinas de la Mpr
reportadas en 2022, demostrando que estas no tienen mutaciones las cuales
afecten la posibilidad de usar a la MP™ como una diana bioldgica contra el
SARS-CoV-2.

Mediante Site Finder se obtuvo el sitio receptor para lograr la inhibicion de la
Mproen dicho sitio se encontraba la diada catalitica (HIS41 y CYS145), la
cual ha sido reportada junto con otros aminoacidos como los implicados en
la inhibicion de la proteasa.

Usando la técnica de “docking” molecular se realiz6é un estudio de interaccion
de los nuevos compuestos LQM 794, LQM 795, LQM 796, LQM 797 y LQM
798, asi como algunos farmacos con aprobacion de emergencia frente a la
Mpre 7ALH, observando el potencial del LQM 794 y LQM 797 como un posible
inhibidor de la M del SARS-CoV-2.




8. Prospectivas
Pese a que este trabajo engloba una seccidn de sintesis de nuevos compuestos y
otra donde se prueban mediante técnicas /in silico dichos compuestos como posibles
inhibidores del SARS-CoV-2 aun queda un extenso trabajo por realizar en

investigaciones posteriores, por lo cual:

e Realizar un estudio de dinamica molecular, la cual nos permita verificar con
mayor precision los valores de interaccion obtenidos.

e Llevar a cabo estudios /n vitro que confirmen que las amidas presentadas
tienen su posible uso como inhibidor de la Mpr,

e Los compuestos LQM 700’s han presentado diferentes actividades
biolégicas, entre dichas actividades se han estudiado como posibles
antineoplasicos y mas recientemente como posibles tratamientos contra Zika
y Dengue, por lo que se propone realizar estudios de nuevas posibles

actividades ademas de la ya propuesta como inhibidor.
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Anexo 2. Quimica Computacional

Cluster de interacciones del LQM 795 con el sitio receptor.

Met Tyr Leu Gly Cys  Met Glu Pro  Gly Gln
g 141 143 145 163 166 168 170 189
PLIF de la MP© 7ALH frente al LQM 795.




........

Interacciones del LQM 795 con los aminoacidos de la Mpr© 7ALH.

Cluster de interacciones del LQM 796 con el sitio receptor.
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Thr Thr Ser Asn Asn Gly Cys Met Glu Pro
24 26 46 118 142 143 145 165 166 168

PLIF de la Mpr 7ALH frente al LQM 796.

(et
(22) w =%
G e .

Interacciones del LQM 796 con los aminoacidos de la Mpr© 7ALH.
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Cluster de interacciones del LQM 798 con el sitio receptor.

Thr Ser Met Leu Gly  Cys His Met Glu ProGln Thr
24 23 26 46 49 141 143 123 163 163 166 168182 190

PLIF de la Mpr 7ALH frente al LQM 798.
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Interacciones del LQM 798 con los aminoacidos de la Mpr© 7ALH.

Cluster de interacciones del Lopinavir con el sitio receptor.
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r Th Thr His Tyr Asn Gly Cys Met Glu Pro Gln Thr
4 1A A1 118 147 143 145 145 164 1A% 120 1040

PLIF de la Mp 7ALH frente al Lopinavir.

Pro
O
" 190
*-.fLeu \
167

Interacciones del Lopinavir con los aminoacidos de la Mp© 7ALH.
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L |

- -

Cluster de interacciones del Molnupiravir con el sitio receptor.

Thr Thr The Hizs Cys Met Leu Amm Gly Cys His His Me Glu Gln
24 5 4 PO Y 40 141 147 143 1d5 1A 1RL 148 16 190

PLIF de la Mpr 7ALH frente al Molnupiravir.
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Cluster de interacciones del Ritonavir con el sitio receptor.
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Leu Gly Cys Met Glu Leu Pro Gln  Thr
141 143 145 163 166 167 168 189 1

PLIF de la Mpr© 7ALH frente al Ritonavir.

\=/

Interacciones del Ritonavir con los aminoacidos de la Mpr© 7ALH.
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Cluster de interacciones del Remdesivir con el sitio receptor.

Thr Thr Thr His S Asn Asn Gly Cys His His et Glu Leu Gl
24 23 26 41 46 119 142 143 145 163 164 163 166 167 189

PLIF de la Mrro 7ALH frente al Remdesivir.
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Interacciones del Remdesivir con los aminoacidos de la Mpr© 7ALH.
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Anexo 3. Rutas de Sintesis.
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Ruta de sintesis original patentada por Pfizer para la obtencion del Nirmatrelvir.”?
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Ruta de sintesis alterna patentada por Pfizer para la obtencion del Nirmatrelvir.”3
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