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INTRODUCCION

El Oseltamivir es un medicamento antiviral. Sirve para tratar infecciones por el
virus de la influenza. Su efectividad se ha perdido en los ultimos afios por
alteraciones en el genoma del virus impulsando la busqueda de nuevos
medicamentos. La modelacion molecular se esta usando para encontrarlos pero
hasta la fecha no se ha logrado este hecho, haciendo la busqueda un tema de

investigacion actual. [1, 2, 3, 4,5, 6].

En este trabajo se llevd a cabo un estudio de docking usando modelacién
molecular en base a este se propuso la sintesis de tres derivados de Oseltamivir
para recuperar la efectividad. El método para desarrollar los derivados fue probado

primero usando la ciclohexilamina con los siguientes compuestos:
1.- Clorhidrato de 2-cloro-N,N-dimetiletilamina.

2.- Clorhidrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina.

3.- Clorhidrato de 2-cloroetilamina.

Luego este método se us6 con el Oseltamivir para obtener los 3 derivados

siguientes:

o Etil-ester-5-((dimetilamino)etil)amino-4-acetilamino-3-(1-
etilpropoxi)cyclohenxe-1-ene carboxilico

o Etil-ester-5-((dietilamino)etil)amino-4-acetilamino-3-(1-
etilpropoxi)cyclohenxe-1-ene carboxilico

e Etil-ester-5-((terbutoxicarbonilamino)etil)Jamino-4-acetilamino-3-(1-
etilpropoxi)cyclohenxe-1-ene carboxilico.



A los compuestos se les hizo un docking para ver su efectividad y se explico los

factores que hacen que, unos derivados sean mas efectivos que otros.



MARCO HISTORICO

Gripe Espaiola.

Los danos causados por el virus de la influenza de 1918, fueron los mas
catastroficos que se ha tenido historia. EI numero de muertes fue de 40-50
millones. La esperanza de vida se redujo 10 aflos y mas de 500 millones de
personas fueron infectadas, principalmente personas menores a 65 anos, poco

comunes en los virus de la influenza [7, 8, 9, 10].

El origen geografico de la influenza espafiola no se conoce con mucha precision.
Existen varias teorias sobre el origen del virus la mas convincente de todas fue
propuesta por Jordan, basada en los informes de alerta escritos por el doctor

Loring Miner, en el diario Public Health Reports. [15,16,17,18].

La biologia molecular en ese tiempo no existia y no se pudo desarrollar una
vacuna. Lo cual hizo que el niumero de muertes fuera muy alto. Tuvo tres
apariciones, la primera fue de febrero a marzo con pocos casos de contagio. La
segunda fue de septiembre a diciembre, siendo la mas devastadora porque fue
cuando se presento el pico mas alto de muertes por contagio. Y la tercera fue en

enero de 1919 con muertes escasas [19, 20].

Se transmitié de los humanos a los cerdos, también tres veces seguidas en un
afio. La forma de propagarse de este virus, varias veces en un afo, contrasta con
la forma normal de propagacion del virus, una vez al afio. Algunos investigadores

piensan que las tres temporadas se debieron a caracteristicas de su genoma.



Pasaron alrededor de 15 afos para aislar el virus de la influenza de 1918 con los
trabajos de Smith, Andrewes y Laidlaw [21]. Las caracteristicas genéticas del virus
aun son temas de investigacion porque tratan de identificar el gen responsable de

la aparicion repetida de los virus.

Influenza Asiatica.

El virus de la influenza asiatica, fue el segundo virus causante de una pandemia.
Surgié por primera vez en una pequefa localidad de China, expandiéndose
rapidamente a Singapur y Hong Kong, puntos donde se dispersarian a diferentes

partes del mundo.

La pandemia surgi6 por el brote de un nuevo virus, producto de una
recombinacion genética entre dos tipos de virus: uno de origen aviar y uno de
origen humano [21]. Como resultado de la recombinacion, sus glicoproteinas de
superficie presentaban nuevas caracteristicas nunca vistas en las otras influenzas.
Una de ellas fue que permitié a las glicoproteinas, usar a los humanos para su

propagacion y transmision.

La pandemia se presentd una sola vez sin tener ningun tipo de réplica en meses
posteriores, comenzd en el mes de octubre y finalizé en el mes de noviembre. En
afos posteriores la influenza pasé a formar parte de las influenzas estacionales y
actualmente ya no se encuentra en circulacion. En los Centros de Control de

Desastres de Estados Unidos tienen bajo resguardo algunas cepas de H2N2 [21].



Esta pandemia respondié muchas preguntas existentes sobre las manifestaciones
de la influenza, una de ellas era la innecesaria co-actvidad con bacterias para
generar la muerte en las personas infectadas, siendo autosuficiente en el ciclo de
infeccion. Hizo notorio que, para generar una influenza pandémica se necesitaban

nuevos antigenos producidos por mutaciones.

A pesar de ser la segunda pandemia mas devastadora creada por los virus de la
influenza, dejo mas respuestas que preguntas porque los estudios generados de
la influenza servirian para poderlos aplicar en las préximas pandemias emergentes

y tener una gama mayor de medidas a tomar [21].

Influenza de Hong Kong

El virus aparecioé por primera vez en Hong Kong en el mes de Julio de 1968, dias
después el virus arribé a Vietnam y Singapur. Cuando comenzo el mes de agosto
el virus arribé a Filipinas, Australia, Europa y Estados Unidos. Para finales de

diciembre el virus ya se habia expandido por todo el mundo.

El impacto del virus en diferentes regiones fue muy diverso causando patrones
extrafios de infeccién y mortalidad: En Japon los brotes de la influenza fueron
pequenos y dispersos, en Estados Unidos el virus provocd un numero elevado de
personas infectadas y un numero alto de muertes asociadas pero en Inglaterra el

numero de infecciones fue alto con un bajo nimero de muertes.
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De manera general se estima que el total de muertes por los virus de la influenza
fueron de 1 millon, numero inferior comparado con el de la pandemia de principio

de siglo, porque ya habia personas vacunadas contra el virus de la influenza [22].

Influenza H1N1 2009

En abril del 2009 surgié un brote de influenza en México y Estados Unidos. A
principios de mayo del 2009 la Organizacién Mundial de la salud elevo el problema
a una alerta de Salud Publica de nivel mundial. Para la segunda semana de mayo
se confirmd la causa de las enfermedades, un virus proveniente de un triple
arreglo, originado por recombinacion de virus de cerdos americanos y virus de
cerdos euroasiaticos. Debido a la propagacion por todo el mundo, se elevo la
alerta sanitaria a pandemia y los paises tomaron diversas medidas para la

contencién y mitigacion del virus [23].

Los dafios provocados por el virus de la influenza fueron muy diversos. La
Organizacion Mundial de la Salud determino que el numero de muertes por la
influenza del 2009 fueron 18 000, pero los datos emitidos por los Centros de
Control de Desastres de Estados Unidos reportaron 18 000 muertes solo en
Estados Unidos. Ademas reportaron que los joévenes presentaron tasas de
transmision altas y bajas tasas de muertes y adultos con tasas bajas de infecciéon y

tasas altas de fatalidad [24-27].

El reporte, Assessment of the 2009 Influenza HIN1 Pandemic [28], escrito por

orden del Consejo de Seguridad de la Casa Blanca de Estados Unidos, estudio el
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impacto de la influenza y caracteristicas del virus en paises seleccionados del
Hemisferio Sur, por sus similitudes demograficas y econdmicas a Estados Unidos.
Los paises seleccionados fueron: Argentina, Chile, Australia, Nueva Zelanda vy
Uruguay. Se investigd las medidas de mitigacion, la respuesta de los sistemas de
salud, poblaciones mas afectadas, impacto econémico y usos de antivirales en los
paises. De manera general podemos decir que sufri6 un decremento en su
actividad en el mes de julio. Las personas mas infectadas fueron personas con
riesgos de salud severos y embarazo. Los estudios virolégicos demostraron que
tenia semejanza con el virus que circulé en Estados Unidos y los hospitales fueron
poco afectados en su capacidad para responder a las demandas de

hospitalizaciones y consultas.

La entrada del virus fue a finales de abril y principios de mayo. De forma parecida
a los paises del Hemisferio Norte, el virus se expandio rapidamente en pocos dias.
A mediados de julio se experimentd el pico mas alto de infeccion, seguido de una
disminucion a finales de julio. El virus tenia una estructura semejante a la de
Estados Unidos, por lo que la aplicaciéon de la vacuna, desarrollada en Estados
Unidos, no era riesgosa. El grupo de edad mas vulnerable eran los nifos menores
de 4 anos, que requirieron de mas hospitalizaciones en comparacion con los otros

grupos.

Las medidas de mitigacién y prevencién tomadas en los diversos paises fueron
diferentes. Argentina optd por el cierre escuelas, medida que disminuyd la
actividad. No se puede sacar el impacto total porque julio fue el mes de

disminucion de la actividad de forma global en todos los paises. En las fronteras,

12



Chile, Australia y Nueva Zelanda tomaron medidas de contencién mas rigurosas
usando el escaneo termal para detectar a pacientes contagiados con Influenza.
Como mitigacion se opto por el uso de Oseltamivir debido a que los virus no tenian
mutaciones que disminuyeran la efectividad del medicamento. Fue administrado a
pacientes con riesgos severos, mujeres embarazadas y personas infectadas.
Argentina fue el pais mas afectado econbmicamente, porque reporto la perdida de
1 billén de délares en ventas al por menor, cancelaciéon de vuelos e interrupcion de

eventos sociales [28].
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Biologia Del Virus

Estructura del virus.

La superficie del virus de la influenza tiene tres tipos de proteinas: la
Hemaglutinina, que introduce el material genético del virus en la célula; la
Neuraminidasa, que participa en el proceso de corte de los receptores de la célula
y el canal idénico M2, que permite el paso de iones hidrogeno al interior de la
célula. En la superficie del virus de influenza B solo se encuentran dos tipos de
proteinas, la NB, que funciona de canal i6nico y la HB que funciona como
Neuraminidasa y Hemaglutinina a la vez. El virus de la influenza C tiene un solo
tipo de proteina, la HEF, realiza funciones parecidas a la Hemaglutinina y
Neuraminidasa de manera simultanea. En la Figura 1 se muestra una estructura

de la influenza A, marcando como esta en la superficie.

\“.‘.‘ l.'.,‘?; Negative-

‘ b SR SN 4 , sense
‘\ i S 4 : ssRINA

FIGURA 1 ESTRUCTURA DEL VIRUS DE LA INFLUENZA. EN LA SUPERFICIE SE ENCUENTRAN LAS
PROTEINAS HA, M2 Y NA, CERCA DE LA SUPERFICIE SE ENCUENTRAN LAS PROTEINAS M1, MAS
ADENTRO PODEMOS UBICAR LAS RIBO NUCLEOPROTEINAS Y LAS PROTEINAS PA, PB1 Y PB2.
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En el interior del virus, la proteina mas cercana a la superficie es la proteina M1,
evita que las ribo-nucleoproteinas emerjan del virus hasta que exista un cambio de
pH. Después de la proteina M1, se encuentra la ribo-nucleoproteina (RNP),
encargada de pasar el material genético al nucleo de la célula huésped para
formar nuevos virones. Junto a la RNP, encontramos la RNA polimerasa, un
homo-trimero compuesto por tres tipos de proteina: PB1, PB2 Y NA, encargadas

de duplicar el RNA.

Estructura del genoma

Los genomas de los virus de influenza A y B estan formadas por ocho segmentos
de RNA, con polaridad negativa y se enumeran en base a su extension. El
genoma del virus de influenza C tiene siete segmentos de polaridad negativa
porque tiene menos proteinas de superficie debido a la proteina HEF, que realiza
las actividades de las enzimas Hemaglutinina y Neurminidasa. Cada segmento de
los tres tipos de virus de la influenza tiene un tamafio de 2,350 nucledtidos para
los segmentos mas grandes y un tamano de 890 nucledtidos para los mas cortos.
El genoma, en total, tiene13,600 nucledtidos que codifican para once proteinas
virales [29] [30[31]]. El tamanio relativo de los segmentos de RNA se puede ver en

la Figura 2.
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M1/M2 ™ Matrix protein 1: major component of virion
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FIGURA 2 ESTRUCTURA DEL GENOMA DE VIRUS DE LA INFLUENZA A. EL GENEOMA ESTA DIVIDIDO
EN 8 PARTES, CADA PARTE CODIFICA PARA UNA PROTEINA EN ESPECIFICO, LA PB2 TIENE LA
FUNCION DE PONER LA CABEZA A UN RNA SECUESTRADO DE LA CELULA PARA REPLICACION DEL
GENOMA DEL VIRUS, LA PB1 AYUDA EN LA ELONGACION, PA ES DESCONOCIDA SU ACCION,
HEMAGLUTININA UNE AL VIRUS A LA CELULA, NA, M1, NS1 ENCARGADAS DE LA INFECCION A LA
CELULA.

CICLO DE REPLICACION DEL VIRUS DE
LA INFLUENZA

|.-IDENTIFICACION DE LA CELULA HUESPED.

El ciclo de transmisidon comienza con la expulsion del virus, a través de la tos,
gripe o platica, que encapsulan al virus en forma de pequefias gotitas. Por el
tamarno tan pequefio de estas, son absorbidas por la inhalacién de las personas.
Una vez adentrd, estas buscan unos receptores especificos Illamados

proteoglicanos.

Los sintomas del virus de la influenza tardan en aparecer de tres a siete dias y la
invasion en el pulmén puede tardar hasta un mes. Como el tiempo de aparicion de

los sintomas es largo, genera que las personas infectadas estén contagiando a
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mas personas sin ni siquiera notarlo. Por esta razon una de las medidas tomadas

es el aislamiento y cuarentena de la personas de lugares publicos [29-31].

Sintomatologia
Gripe porcina

sistémicos - | Psicolégicos
8 - Falta de apetito

Nasofaringeos S )
- Congestion nasak Respiratorios
- Dolor de : B Tos
garganta
Intestinales- astricos
- Diarrea . - Nauseas
\ - Vomito

'FIGURA 3 SINTOMAS COMUNES DE LA INFLUENZA
EXPERIMENTADOS EN LA PRIMERA SEMANA.

Seguido de la entrada del virus a la nariz, el virus comienza a buscar células que
pueda infectar. El antigeno Hemaglutinina es el encargado de iniciar la infeccion,
uniendose a moleculas de acido sialico ubicadas sobre la superfecie de células de

mucosas nasales y faringe. En esta etapa se inicia la infeccion de la célula [29-31].
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I1.- ENTRADA DEL VIRUS A LA CELULA.

La iones hidrégeno son cruciales para la entrada del virus en la célula. Después
de la union de la Hemaglutinina con el receptor, sigue un proceso de endocitosis
del virus. La iones facilitan la endocitosis de la célula. También provocan que la
Hemaglutinina sufra un cambio conformacional, para que el péptido de fusion
salga de la estructura y una la membrana endosoma de la célula con la del virus.
Ademas ayudan a la liberacion de las ribonucleoproteinas (RNP) en el interior del
virus. Al entrar por los canales ionicos M2 ubicados en la superficie celular,
producen un cambio de pH, favoreciendo la perdida de interacciéon de las
ribonucleorportienas con las proteinas M1, haciendo la trasferencia de las

proteinas al interior de la celula sea rapida [29-31].

I11. Sintesis de RNA viral, proceso de varios pasos.

Las ribonucleoproteinas buscan al nucleo mediante sus sefiales de localizacion.
En el nucleo las ribonucleoproteinas secuestran la RNA polimerasa de la celula y
la utilizan para sintetizar mas RNA. Para hacerlo comienzan con la separacién de
los componentes de la ribonucleoproteina: RNA, PB1,PB2, NP1,NP2 y NEP. el
RNA obtenido por la separacion, es utilizado de molde para sintetizar cadenas de
RNA complementarias al RNA molde. Cuando se terminan de sintetizar la cadenas
complementarias se libera la cadena molde y las cadenas sintetizadas ocupan el
lugar de la cadena molde, para sintetizar mas cadenas de RNA, convirtiendose en

cadenas molde.
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Para sintetizar cadenas nuevas de RNA, NP1 Y NP2 secuestran y cortan cadenas
de RNA de la celula en dos partes, unas que contienen RNA con cabeza y la otras
contienen RNA con cola. Las partes con cabeza son transportadas por las
proteinas NP1 y NP2 por tener segmentos iniciadores para sintetizar mas cadenas
de RNA. Cuando estos segmentos de RNA son puestos en la RNA polimerasa
comienza la sintesis de mas cadenas de RNA. Estas tienen una secuencia igual a
la primera cadena de RNA, usan de molde. El final llega cuando se copia un
segmento de 5 uracilos que sirven de cola. Terminando de sintetizar la cola se
despegan de la RNA polimerasa y se van a la pared del nucleo, donde se une con
las proteinas NP1, NP2, PB1, PB2, formandose nuevas ribonucleoproteinas.
Seguido de la formacion se da la exportacion total de las nuevas
ribonucleoproteinas y es la etapa donde finaliza el proceso de sintesis de RNA [29-

30].

IV SINTESIS DE PROTEINAS DE SUPERFICIE.

Las proteinas se sintetizan en el reticulo endoplamatico. Cuando las
ribonucleoproteinas salen del nucleo tienen dos caminos, el primero de ellos es
llegar al reticulo endoplasmatico y el segundo es dirigirse a la superficie celular.En
el reticulo endoplasmatico se unen al ribosoma y este va usar los nucleoétidos de la
Ribonuceloproteinas para trasformarlos a una cadena de aminoacidos (estructura

primaria de las proteinas). Cuando terminan de convertir la cadena de RNA en

19



aminoacidos, se separa esta secuecia de aminoacidos del ribosoma y se van al

Aparato de Golgi donde se pliegan (adquiriran su forma estructural) [29-30].

V Formacion de el virion y expulsion.

La formacion del virion requiere un proceso de maduracion. Las proteinas
terminan su etapa de maduracion en el Aparato de Golgi (plegamiento y cortes) y
se dirigen a la superficie celular para ser reunidas con las ribonucleoproteinas. El
encargado de unir las proteinas con las ribonucleoproteinas es la proteina M1.
Después de la union, M1 comienza un proceso de germinacion para la extraer el
virus, llevandose una parte de la membrana celular. Esta parte extraida se

convertira en la membrana del virus.

La etapa final de la expulsion total del nuevo virus de la superficie, es mediante la
Neuraminidasa, encargada de romper los enlaces formados de los receptores con

las Hemaglutinina de los nuevos virus.
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Figura 4 el ciclo de Infeccion del virus comienza con la unién del virus a la célula
mediante |la hemaglutinina, luego surge una endocitosis (la formacién de un hueco de
la célula del lado superior izquierdo de la imagen) para que entre la célula al
citoplasma, lugar donde es transportado al ntdcleo para sintesis de méas copias de RNA
del virus, después estas copias van a ser transportadas al reticulo endoplasmatico
para sintetizar mas proteinas. Una vez sintetizadas las copias de RNA v proteinas van
a emerger a la superficie donde la proteina M1 va ser |la encargada de reunir todas las
partes y atravesar la membrana interior (germinacién) vy luego la Neuraminidasa va ser

la encargada de que se desprenda de la célula. Ciclo de replicaciéon del virus de
la influenza a, Ragquel Almanza http://epidemiologiamolecular.com/wp-
content/uploads/2012/10/clip image012.png

HEMAGLUTININA Y SUS FUNCIONES.

La Hemaglutinina es una de las proteinas encontradas en la superficie, es
responsable de los procesos de fusién e interiorizacion del material genético del
virus en la célula huésped. Se ha observado que dependiendo la especie a atacar,
el virus tiene aminoacidos diferentes, por ejemplo, las hemaglutinina H3 de
especies aviares, tienen residuos de Aspartato y Glicina en la posicion 226 y 228,

pero las hemaglutinina H3 de especies humanas tienen residuos de Serina y de
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Leucina en esas posiciones, para Hemaglutinina H1, de origen aviar, los residuos
de Acido Glutamico y Glicina estan en las posiciones 190 y 225, pero para H1 de

origen humano hay residuos de Acido Aspartico en estas posiciones.

Se conoce como proteina de neutralidad del virus, porque aglomera eritrocitos, por
una proteina llamada Glicoforina, que es poli-proteina con un alto contenido de
acido sialicos. La estructura de la hemaglutinina esta compuesta en la cabeza por
hojas B anti paralelas y hélices alfa. La parte central tiene hélices alfa y hojas beta

anti paralelas en menor proporcion. [33]

FIGURA 5 Trimero de Hemaglutinina. En ella se observa que estd compuesta por cadenas alfa
helicoidales principalmente y algunos segmentos estan en plegamiento beta.
HTTP://WWW.SCIENTIFICPSYCHIC.COM/HEALTH/HEMAGGLUTININ.JPG

NEURAMINIDASA

La Neuraminidasa tiene funcionalidad sialiadasa, rompe las uniones sialicas de la
célula. Este rompimiento otorga al virus capacidad de desprenderse de la

membrana celular.

La Neuraminidasa funciona como transporte del virus en las células epiteliales de
la nariz, por la ruptura de las uniones acido Sialico-Hemaglutinina. Por esto es el
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objetivo de encontrar compuestos activos que la inhiban para reducir su avance a
través de la traquea. Hasta ahora se ha investigado una gama de moléculas como
posibles candidatos a inhibir la Neuraminidasa pero muy pocas cuentan con la
aprobacion para ser utilizada en la profilaxis del virus entre ellos estan: el
Oseltamivir producido por Roche y el Relenza o Zanamivir, producido por Glaxo

Smith Kline [33].

FIGURA 6 Estructura terciaria de la Neuraminidasa obtenida con Autodock. En ella se
presenta los plegamientos beta con los que esta formado.

M2 CANAL IONICO

El canal i6nico trans-membrana permite el paso de iones hidrégeno para la
disociacion del ribonucleoproteinas, lo que permite al RNA pasar al nucleo de la

célula para su posterior replicacion.

Existe también una gama de antivirales disefiados para inhibir la funcionalidad de
M2, conocidos como adamanto virales, de los cuales solo se han aprobado por la
FDA amantadina y Rimantidina. En los ultimos afos se ha encontrado resistencia

por parte de los virus a este tipo de antivirales, haciendo que ya no se usen mas.
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Como ejemplo de virus con resistencia a este tipo de antivirales esta el virus H1N1

del 2009.

PB1-F2.

PB1-F2 es una proteina interesante, hablando de patogenicidad. La insercion de
estas proteinas en la mitocondria, provocan muerte celular por apoptosis. Ademas

aumenta la severidad de las neumonias una vez infectadas las células [33].

PB2.

La PB2 es la encargada de aumentar la transmision y la replicacion del virus.
Ciertas modificaciones marcan inclusive hasta el grado de reproducibilidad vy
transmision. Por ejemplo se ha visto que residuos en la posicion 627 de Aspartato

en la PB2 mejoran la reproducibilidad comparados con residuos de lisina [33] [34].

NS1.

La NS1 también eleva el grado de patogenicidad del virus, ayuda a bloquear las
sefales de transcripcién estimulantes de la funcionalidad del interferén. Es una
proteina dimérica unida al RNA de la célula, cuya funcién es modular la respuesta

del interferén de célula [33] [34].
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Deriva antigénica.

El genoma esta compuesto de RNA y es propenso a sufrir mutaciones. Como el
RNA no tiene mecanismos de correccion es frecuente encontrar mutaciones
puntuales de nucledtidos en el proceso de duplicacion de RNA. Dichas mutaciones
puntuales se les conoce con el nombre de shift. Cuando se presenta este cambio
en la Hemaglutinina o en la Neuraminidasa se generan virus resistentes y los
antivirales dejan de ser efectivos. Estos antivirales fueron disefiados para formar
enlaces no covalentes con el virus por formacion de puentes hidrogeno, por lo

tanto se pierde su efectividad convirtiendo al virus en una amenaza pandémica.

En cambio cuando el virus entra en especies mamiferas como el cerdo, reservorio
de otros subtipos de influenza, intercambia su material genético con otros virus de
Influenza, generando nuevas especies que no son reconocidas por la respuesta
inmune. Convirtiéndose con facilidad en epidemias o pandemias. Un virus
resultado de un rearreglo genético fue precisamente la gripe de Hong Kong que

desplazo a la Gripe Asiatica y provocé la pandemia de ese ano [33-34]

AMENAZAS ACTUALES, VIRUS H1IN1 Y H5N1

El creciente nUmero de casos, de personas contagiadas por el virus de influenza
H5N1, ha marcado el posible surgimiento de una nueva pandemia [35]. El virus de
la Influenza H5N1 es totalmente distinto al virus de influenza H1N1. Este virus es

una cepa encontrada normalmente en especies aviares, debido a su
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Hemaglutinina, que se une a receptores especificos por un enlace  2-3 de los

monomeros de azucar del receptor de la célula.

El virus H5N1 surgid por primera vez en 1996 en una provincia China, Guangdong
y mato a millones de gansos. Su aparicion no fue considerada importante hasta la
deteccion de aves de consumo con signos de contagio, provocando el contagio de
9 personas. Las autoridades sanitarias ordenaron la matanza de aves
contagiadas. Por alguna razén el contagio se transmitié a unas aves que vivian en
el lago de Qinghai. Las aves del lago son migratorias y provocaron la expansion
del virus a Europa, Indonesia y Africa. Los mercados de aves europeos después
comenzaron a presentar la enfermedad. Se realiz6 el aislamiento y sacrificio de
aves en Europa para evitar la transmision a mas aves, pero las aves de los lagos y
de habitat silvestre de la regidon se contagiaron, generando un problema grave
porque a pesar de estar tomando normas estrictas para aves de consumo, las
aves silvestres seguian contagiando a las de consumo. Como las aves silvestres
no fueron vacunadas, surgieron recombinaciones que contagiaron a aves de

consumo a pesar de estar vacunadas.

Se ha descrito recientemente que el virus H1IN1 tiene mutaciones y vuelven al
virus mas peligroso. Los pacientes encuentran que los antivirales no son efectivos.
Las causas generadoras de mutaciones son muy diversas, la causa principal es el

mal uso del Oseltamivir como se demostré en Japon en 2004.

Las mutaciones son detectadas por diversos métodos, los mas usados son el
analisis estructural y estudios de PCR (reacciones de polimerasa) una técnica

sintetizadora de cadenas de RNA complementarias del virus, mediante técnicas
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especiales de identificacidon, detectan los codones presentes en el RNA. De esta
forma se descifra la secuencia de aminoacidos formadores de proteinas y se
detectan cambios con respecto a una cadena estandar de RNA que no presenta
modificaciones. Entre las mutaciones frecuentemente encontradas fueron las
mutaciones: R292K, una mutacién implicada en el cambio de un residuo de
Aspartato por un residuo de Lisina, N294S, Aspargina por Serina y H274K,
Histidina por Lisina. Las mutaciones evitan el contacto entre los residuos de
Glutamato 276 y el Aspartato 224, esenciales para el grupo grande hidrofébico de
la estructura del Oseltamivir haga contacto con el sitio activo. A continuacién se
muestra una tabla que describe todas las mutaciones encontradas asi como una
breve caracteristica de sus consecuencias fenotipicas y las referencias para que

poder ver directamente del articulo o reporte de donde fue tomado.
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Posicion del | Consecuencias Virus  del | Referencia | PMID
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(156 en N2) | susceptibilidad al 2012 72

Oseltamivir

Asp179Gly | Reduce la Hurt et al., | 196519
susceptibilidad al 2009; 08
Oseltamivir 'y a Pizorroet 211484
Zanamivir al, 2011. 93

Tabla 1 en ella se muestran las mutaciones mas cominmente encontradas en H5N1, National

Center for Inmunization and Respiratory Diseases, influenza h5n1 genetics changes inventory.

DOCKINGS

El docking molecular es el estudio que puede predecir la afinidad de moléculas
biolégicamente activas como las proteinas, con moléculas candidatas a ser

medicamentos, y tiene un papel importante en el disefo racional de farmacos.

La simulacion del acoplamiento entre proteinas y farmacos calcula la energia total
del sistema con diferentes movimientos conformacionales y se busca la

conformacién que tenga la menor energia y mayor interaccion.

La manera de evaluar la afinidad de un ligando por un sitio activo es mediante
unas funciones de energia, que calculan parametros. Suelen ser enlaces, angulos,

rotaciones, interacciones electrostaticas e interacciones de Vander waals. Esos
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cambios generan un potencial de energia cada uno y el conjunto global de estas

genera una energia total.

La energia total nos dice si un” ligante” que es una molécula que se une a un sitio
activo de una enzima se une de manera permanente o total y ademas nos puede
hacer un escalamiento de que moléculas se unen mejor. La energia es una

medida de afinidad de moléculas por un sitio activo.

Esta afinidad es necesaria para saber si ocurre la union del ligante con el sitio
activo y a la vez modifiquen la funcion de la enzima. En el caso de la influenza se
estudia la union de moléculas en el sitio activo de la Neuraminidasa. Esta le
permite al virus viajar por todas las vias respiratorias hasta llegar al pulmén. A
través de la union de una molécula con el sitio activo se bloquea la funcion de la
Neuraminidasa y el virus ya no puede llegar al pulmén, que en caso de llegar
terminaria en danos alveolares irreparables que se pueden ocasionar la muerte de

la persona por asfixia.

Los atomos del ligando y del sitio activo van a sufrir cambios cuando se unen. Si
se estudian dos casos por separado: la unidén de un ligando con la Neuraminidasa
y la unidn de un sustrato celular con la Neuraminidasa van a producir una energia
potencial en cada caso. Si la energia del primer caso es mayor que la energia del

segundo caso, el ligando va a preferir unirse al sitio activo y se bloqueara la
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funcion del virus evitando que se una con el sustrato de la célula, paso

indispensable para bloquear la funcidn. La figura 7 ilustra este caso tipico.
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Figura 7 En ella se describe una situacién en la que una enzima del virus prefiere unirse a el
ligando porque contiene mas energia potencial.

En la figura 7 se encuentra la situacion real de la Neuraminidasa, cuando se tiene
la eleccion de un ligando y el sustrato. Un sustrato es una molécula disefiada para
unirse al sitio activo del virus que es sintetizada por la célula. Si la unién del
ligando y la Neuraminidasa tiene una energia que supera la otra unidon la
Neuraminidasa se unira al ligando y asi se eliminara al virus del organismo ya que

no puede duplicarse para generar descendencia.

Los tipos de energia potencial evaluados son los siguientes:
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e Energia potencial elastica: Calcula como se modifican los enlaces y angulos
de las moléculas y sitio activo a fin de producir una situacion en la que
estén juntas O separadas. Esto va a generar una energia potencial
diferente.

e Energia potencial eléctrica: Se calcula a partir de las cargas de los atomos
individuales. Segun la ley de coulomb si se aproximan dos cargas tendran
un estado que tenga una energia diferente de la que tienen cuando estan
separadas. De este modo mediante las cargas de los atomos involucrados
en una interaccion se van a calcular las energias potenciales eléctricas.

La primera funcion de energia potencial va a calcular como cambian los enlaces

2
E1—-E2 = Fdx

Esta funcion evalua el cambio de energia al modificar la distancia de los enlaces
de los atomos. Si esa modificacidn produce una energia potencial menor a la de
su estado inicial entonces el sistema tendra preferencia por estar en este estado
final. Cuando se une el ligando con la Neuraminidasa, todos los enlaces tanto del
ligando como de la Neuraminidasa van a sufrir cambios, si esos cambios producen
un estado en el que la suma de esos cambios tenga una energia potencial menor

con respecto a su estado inicial, provocara que el ligando se una a la enzima.
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Por otro lado no es la unica funcién tomada en cuenta, cuando se fuerza a unir el
ligando y la Neuraminidasa, los angulos de los enlaces se modifican por el cambio
de la posicién de los atomos y se debe calcular el cambio de energia de los
angulos por estos cambios. Para calcularla se consideran a los angulos elasticos
debido a que los angulos de los enlaces por tener cierta configuracion ya sea sp,
sp? y sp®, solo pueden expandirse hasta cierto punto, esa restriccion hace a los
angulos comportarse de acuerdo a la ley de Hooke y también pueden ser
calculados esos cambios de angulos por medio de una funcién de potencial similar

a la utilizada para encontrar el cambio de los enlaces.

2
E1—-E2 = Fdo

Si al unir el ligando con la Neuraminidasa provoca un cambio en los angulos que
tenga menor energia potencial que cuando estaban separadas el proceso tendra a

mantener a las dos moléculas juntas.

Esta union modifica los angulos diedros también. Los angulos diedros se forman
mediante tres enlaces y son usados para describir una molécula. Se forma cuando
el atomo 1 y 4 varian de distancia. La mejor manera de representar un angulo

diedro es mediante una proyeccion de Newman, se muestra abajo.
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FIGURA 8 REPRESENTACION DE UN ANGULO DIEDRO

Este angulo se forma porque los atomos del centro son forzados a permanecer
fijos mientras que los atomos 1 y 4 pueden rotar libremente. Cuando se aplica una
fuerza para tener dos atomos en un angulo diedro de cero grados la molécula
tiene una energia potencial mas alta que cuando los atomos estan a un angulo de
90 °. La manera de calcular la energia potencial de estos angulos cambia
totalmente porque se usa una funcién peridédica que solo puede tomar ciertos
valores de angulos como parametros. De esta forma, la energia esta cuantizada;

la funcidn que se usa es la siguiente:

E (@)= z V,cos(nw)

n=1
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Finalmente se tienen que obtener la energia potencial electrostatica, esta se
calcula a partir de la energia potencial electrostatica por la ley de Coulomb y una
funcién conocida como Lener-Jones que calcula la energia potencial que se

obtiene por las fuerzas de Van der Waals.

La aplicacion de todas estas fuerzas produce una energia global potencial que es
la que determinara si es posible la union de un ligando con la Neuraminidasa o no.

La contribucién de la energia global es la siguiente:

E = Eestiramiento+ Eéngulos +Eestiramiento fuera del plano + EVan—der—Waals +

E fuerzas electrostaticas

Si la energia global potencial del estado en que las moléculas estan juntas es mas
grande que cuando esta separado el proceso es espontaneo y ocurrira. La

Energia de Gibss se define de la siguiente manera:
AG = AH — AST
En la que AH es la entalpia, y AS es la entropia. A presion y volumen constante.

La entalpia puede ser igualada a la energia de conservacion:

AH = AU
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S| trabajamos a entropia constante la energia de Gibss sera igual a la energia
potencial, por tanto podemos calcular si el proceso es espontaneo con la pura
energia potencial. Las ecuaciones descritas en la seccion han sido modificadas

con la finalidad de describir mejor los procesos [38].

Dockings con la Neuraminidasa.

Varios factores van a determinar qué tan bien se efectua la interaccion ligando-
receptor: Las estructuras y grupos funcionales de los ligandos. Estos van formar
interacciones con los aminoacidos de la Neuraminidasa. Estas interacciones son
importantes porque van a permitir un cambio conformacional donde se tenga una
energia potencial menor, permitiendo la union del ligando a la Neuraminidasa.
Suelen considerarse interacciones electrostaticas, interacciones de van der Waals
y formacion de puentes de hidrogeno con los amino acidos. Cuando se forman
estas interacciones existe una menor energia potencial y por tanto el proceso es

espontaneo indicando que el ligando se unira a la Neuraminidasa.

Z.Yang [39] vio que la estructura es la que determina que tan buena se haga la
uniéon de la molécula con el sitio activo. Para determinar la importancia de la

estructura diseno 9 moléculas que se muestran en la figura 9.
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FIGURA 9 DISENO DE 9 LIGANDOS POR Z.YANG

Al estudiar 9 moléculas encontré formacion de interacciones diferentes con los

aminoacidos de Arg271,

Glu 227,

Glu 277, Asp 151 y Tyr 406 de la

Neuraminidasa. Por ejemplo cuando compara las figuras 9(1a), 9(1b) y 9(1c),

mismos grupos funcionales: amino, amida, carboxilo e isopentan-3 iloxi encontré

interacciones diferentes por tener anillos distintos. La Figura 9(1a) presento

formacion de puentes de hidrégeno con los aminoacidos de Glu 227, Glu 277, Asp

151 y Glu 119 por medio de los grupos funcionales de Amina y Amida. El grupo
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carboxilato de 9(1a) formd interacciones con los aminoacidos de Arg 292 y Tyr
406. Sin embargo cuando analiza la Figura 9(1b) con una estructura de Benceno y
los mismos grupos de 9(1a), esas interacciones fueron distintas. El carboxilo formé
puentes de hidrogeno con Arg 371, Arg 292 y Arg 118 a diferencia de los que
formé en la figura 9(1a), con Arg 118 y Tyr 406. La Figura 9(1c) al igual que 9(1b)
presentd unas interacciones distintas, su grupo carboxilo formé puentes de
hidrogeno con los aminoacidos de Arg 292 y Tyr 406, aunque se presentaron las
mismas interacciones electrostaticas con los aminoacidos de Glu 227, Glu 277,

Asp 151 y Glu 119.

Cuando analiza la segunda linea observa un comportamiento similar, la figura
9(2a) forma interacciones electrostaticas su grupo guanidino con el aminoacido de
Asp 151 y su grupo carboxilo forma interacciones con el aminoacido de Arg 371.
Sin embargo la Figura 9(2b) formé interacciones diferentes con los aminoacidos
Asp 151 y Glu 227 por medio de su grupo carboxilato y 2 mas adicionales con su
grupo amido con el aminoacidos de Asp 151. Cuando analiza la Figura 9(2c) el
anillo ciclopentilo produce formaciéon de interacciones diferentes del grupo
carboxilo, este forma puentes de hidrogeno con los aminoacidos de Arg 292 y Tyr
406. El grupo guanidino a diferencia de 9(2b) si formd interacciones con los

aminoacidos de Glu 119, Glu 227, y Asp 151.

En la ultima fila, la Figura 9(3a) no hay un grupo isobutilamido, la molécula no
entro en el sitio activo y no hubointeracciones electrostaticas con los aminoacidos
de Glu 227, Glu 277, Asp 151 y Glu 119. Lo mismo ocurre con Figuras: 9(3b) y

9(3c).
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Del trabajo de Yang se puede concluir que: la estructura determina las
interacciones de sus grupos funcionales con los aminoacidos del sitio activo y la
otra marcada, la insercion de grupos funcionales grandes como el N-(3etilpentan-

2il)acetamida no permite formar interacciones importantes.[39]

En los trabajos de Salam Praadeep y colaboradores [40] se estudiaron moléculas
similares a Zanamivir en busca de encontrar nuevos analogos que pudieran
remplazar al Zanamivir, en casos donde no fuera efectivo. Estas moléculas
tuvieron mejores resultados que Zanamivir. Los autores usaron la base de datos
Zinc, una base de datos con 494,515 moléculas disponibles, en formato CIF para
facilitar el docking a los usuarios, lo interesante de la base de datos es el
contenido de moléculas que se consiguen con los distribuidores de reactivos,

como lo pueden ser Sigma Aldrich.

En los estudios se encontraron moléculas con mejores interacciones que el

Zanamivir, farmaco distribuido por la empresa farmacéutica Glaxo Smith.
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Mediante un programa conocido con el nombre de prediccion de Pass se encontro
que estos antivirales pasarian las pruebas toxicolodgicas sin ninguna complicacion
siendo estos antivirales muestras de como deben ser disefiados los nuevos

compuestos.

Cuando surgen mutaciones en los aminoacidos con los que interacciona el
antiviral se hizo necesario estudiar el efecto de esa mutacién en la molécula y
buscar una nueva molécula capaz de interaccionar con esos aminoacidos. Shu
Qing y colaboradores [41] investigaron la razén por la que H1N1 es susceptible al
tratamiento de Oseltamivir pero H5N1 no. Encontré6 mediante un analisis
secuencial un aminoacido que cambio de Histidina a Tirosina en la posicion 274.
Para saber si esa mutaciéon es la causante de que el Oseltamivir deje de ser
efectivo, estudid tres Neuraminidasas una sin mutacion, la otra con la mutacion de
Histidina por Tirosina en la posicion 274 y una con una mutacion de Asp por Tyr
en la posicion 274. Encontré que estas mutaciones provocaban que el antiviral no
se una por completo al sitio activo. Esto indica que cuando surge una mutacion se

tienen que disefiar nuevas moléculas capaces de bloquear los virus mutados [40].

El Oseltamivir fue disefiado para tener interacciones con la Neuraminidasa N2 sin

embargo se ha visto que tiene también efectividad para las N1.

En la tabla de abajo se muestran los resultados obtenidos por S. Wang

NuUmero Molécula Peso Afinidad
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FIGURA 10

La molécula 1 denominada como Zinc 1696606 fue la que tuvo mejores resultados
formando cuatro puentes de hidrogeno con Arg 292 y dos puentes de hidrogeno
con Tirosina 406, igual que Oseltamivir que también forma puentes de hidrogeno
con este aminoacido. El compuesto Zinc 05069324 forma puentes de hidrogeno
con los mismos residuos que Zinc 1696606. Zinc 2468939, presentd hasta 7
puentes de hidrogeno con los residuos Asp151, Arg156, Glu119 Tyr 406 y Glu

276.
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molecular
1 \j\ 469 g/mol | -9.63
o o kcal/mol
2 \j\ 468 g/mol | -
on \»L 9.12kcal/mol
3 \j\ 470g/mol | -
)J\ :@fL O%L 9.31kcal/mol
4 \j\ 284 g/mol | -6.92
)J\ :@A}\W kcal/mol

Tabla 3 derivados de Oseltamivir preparados por Shu Qui Wang en el que se muestran dos

resultados interesantes, en el que encontré que los derivados con grupos pirrol teniendo como

puente un Nitrégeno o un Oxigeno mostraron una mayor afinidad con respecto a la Neuraminidasa.

De todas las moléculas estudiadas por Shu Qui Wang[41], la molécula 1 tiene un
puente de nitrégeno y presentd mas afinidad por el sitio activo, es un indice de que
este grupo ayuda a reorientar el grupo funcional de pirrolidon para acomodar la

molécula dentro de esta cavidad 150. Este compuesto presenta mas afinidad que
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el Oseltamivir porque aumenta el numero de puentes de hidrogeno.
Especificamente hablando el nitrégeno forma puentes de hidrogeno con Aspargina
151 y el atomo de oxigeno del carbonilo forma puentes de hidrogeno con Arg 118
sin perder los puentes de hidrogeno con Arg 292, Arg 371, Arg 152 y Asp 151,
apoyando la teoria de una modificacion del Oseltamivir podria mejorar la eficacia

en los virus mutados que se han ido expandiendo como H5N1 y H1N1 [8].

Los trabajos de Jin Woo Park [42] también se enfocaron en desarrollar derivados
de Oseltamivir con grupos funcionales pertenecientes a aminoacidos para hacer
contacto con la cavidad 150. Como parte adicional hicieron sus estudios
farmacocinéticos Estos investigadores utilizaron programas de simulacion de
Dinamica Molecular para calcular la energia de unién. Debido a que la cavidad
150, esta compuesta por Asp 151 Arg 118 Y Glu 119 y tiene caracter altamente
hidrofilico, Jin Woo Park disefio tres moléculas que modificaban la posicién 3 del
Oseltamivir. En trabajos anteriores se vio que a introduccién de un grupo metilo en
esta posicion decrecia la Energia de la interaccion pero la inserciéon de grupos
hidrofilico en la posicion aumenta la energia. Park introdujo la cadena de Serina,
CH; NH3 +, para interactuar con los aminoacidos de Glu 119 y Asp 151. Diseno
otro con un grupo CH,CONH, mas para hacer contacto con Arg 118. EI compuesto
1 hizo fuertes interacciones con Arginina 118, no esperadas y habia cierta
repulsion de los residuos Glu 119 y Asp 151.El compuesto 2 Si pudo obtener las
interacciones deseadas con la Glu 119 y el Asp151 pero la Arginina 118 no pudo

hacer contacto hidrofilico.
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Sintesis de antivirales

Ademas de la busqueda de nuevas moléculas que se puedan unir a la
Neuraminidasa mutada por los métodos de Dockings mencionados, la sintesis
directa del ligando se puede combinar con el docking, a fin de obtener moléculas
activas. Hay investigaciones que sélo se enfocan en sintetizar moléculas que
pueden tener una mejor eficacia con respecto al Oseltamivir. En la mayoria de

ellos se prueban directamente con los virus mutados, llamados virus resistentes.

Los trabajos de Xue buscan compuestos nuevos que disminuyan la resistencia
[43]. Comenzo con la sintesis de varios derivados de flavonoides, pirrolidonas vy
bencenos, encontrando unos compuestos con benceno como estructura principal y
un grupo tiazolidona, que llegaban a la zona conocida como la cavidad 150,
hecho que aumentd la unidén del compuesto por la Neuraminidasa. Su efectividad
fue 7 veces menor con respecto a Oseltamivir. En vista de estos resultados busco
la manera de introducir grupos funcionales diferentes para disminuir la resistencia.
En la figura 11 se muestra la fenil tiazolidona que primero encontrd. La tiazolidona

entrd en la cavidad 150 y el benceno se uni6 al sitio activo.
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FIGURA 11 MOLECULA DE TIAZOLIDONA CON EFECTOS INHIBITORIOS, LA PARTE DEL
ANILLO DE TIAZOLIDONA ENTRA EN LA CAVIDAD 150 DE LA NEURAMINIDASA Y EL
ANILLO DE BENCENO ENTRA EN EL SITIO ACTIVO.

Cambiando el grupo amino NH2- de la tiazolidona en la posicion 3 por diferentes
grupos acilos R-CO-, se encontré que se unia aun mejor a la Neuraminidasa. La
urea en esta posicion, orienta al grupo tiazolidina para unirse mejor con la cavidad

150 sin modificarse la unién del benceno en el sitio activo.

Para obtener estos derivados Xue y colaboradores utilizaron cloruro de cisteina y
Benzaldehido en una solucién de etanol/Agua para unir el grupo tiazolidona y el
anillo de benceno. En la siguiente etapa, agregé distintos cloruros de cloro acilos
con bicarbonato de sodio como catalizador para formar las amidas por medio de la
reaccion del grupo amina en la tiazolidona. Un compuesto mostrd tener mejor
efectividad con respecto a los demas, fue al que agregd cloruro de clora cetilo con
amoniaco para formar urea en la posicién 3 de la tiazolidona. El esquema de

reaccion se muestra en la figura 13.
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FIGURA 12 DERIVADO DE TIAZOLIDONA DISENADO POR XUE

Charlotte D” Souza y colaboradores en 2009, [23] modificaron la estructura del

Oseltamivir. Para lograr que tuviera contacto con la cavidad 150, introdujeron los

aminoacidos de prolina y glicina en el grupo amino del Oseltamivir. Se obtuvieron

haciendo reaccionar durante dos horas 1 mol de Oseltamivir con 1 mol de Boc—

Prolina utilizando Diciclohexilcarbodiimida como catalizador de la reaccion en

cloroformo como disolvente. Para quitar el grupo Boc utilizé acido trifluoroacético

en diclorometano.
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Obtencion de derivados de Oseltamivir con aminoacidos

\j\ o \j\o o
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FIGURA 13 ESQUEMA DE REACCION DE LA OBTENCION DE DERIVADOS DE
OSELTAMIVIR CON GRUPOS PROLINA Y GLICINA. LA PARTE PEPTIDICA LLEGA A HACER
CONTACTO CON LA CAVIDAD 150

Estos compuestos con aminoacidos alcanzaron hacer contacto con la cavidad 150

y tuvieron mejores efectos de inhibicion que el Oseltamivir.

En los trabajos de Xue [43] se sintetizaron varios tipos de moléculas para tener
efectos terapéuticos no solo contra el virus de la influenza sino también contra el
Herpes tipo 1 y el Herpes tipo 2. Dentro de sus investigaciones Xue llegé a
encontrar que metti-6-amido-4-hidroxindol-2-carboxilato (fig.16) puede inhibir a los

tres tipos de virus.
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Fig 14 Metil-6-acetamido-4-hidroxi-1H-indol-2-carboxilato

Posteriormente se desarrollaron varios derivados de este indol cambiando el
grupo hidréxido del primer compuesto por diferentes éteres: p-fenoxi, p-
metoxifeniloxi, p-fluorofenilo y ciclohexiloxi. Para sintetizar estos éteres se partio
del acido 3-hidroxi-4-metoxicarbonil-carbamico, ver figura 17, que se hizo
reaccionar. con bromuro de benceno, p-bromofluorobenceno, p-

bromometoxibenceno, 6 bromociclohexano en presencia de K,CO3 y acetona.
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Posteriormente se redujo el éster a alcohol, y este se oxido con cromato de

piridinio, obteniéndose el aldehido Como ultimo paso, se agregé Diazoacetato de

etilo para obtener el compuesto final.

HOOCHN

RX=

OH
COOMe 120 oR
COOMe
—_—
—>
Acetona HOOCHN LIAIH,
bromobenceno

p-fluorbromobenceno
bromociclohexano
p-metoxibromobenceno

EtOOCj/\©>NHCOOH
-

N3 RO

N=N=CH-COOET
+

OR

(I

HOOCHN ©)

OR

©/CH2OH

HOOCHN

PDC

OR
CHO

HOOCHN

Figura 15 Esquema de reaccion de los grupos acido carboxilicos 4-indol.

JUSTIFICACION

.Debido al creciente numero de casos reportados de la disminucién de la

efectividad del Oseltamivir por virus con mutaciones, se requiere encontrar nuevos

derivados de Oseltamivir que puedan devolver la efectividad del ligando.
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HIPOTESIS

Puede hacerse una N-alquilacion en el grupo amino del Oseltamivir y
ciclohexilamina con diferentes cloruros de alquilaminas para obtener derivados

potencialmente utiles para interaccionar con la Neuraminidasa

OBJETIVOS

1) Encontrar un método de sintetizar derivados de Oseltamivir por medio de
una N-alquilacion usando aminas cloradas.

2) Caracterizar los productos obtenidos

3) Realizar estudios de modelacion molecular para probar la eficiencia del

Antiviral.
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion del [2-(ciclohexilamino)

etilJdimetilamina

\\ Para la obtencion de la [2-(ciclohexilamino) etil] dietilamina se

/ pesé 0.1 gramos de clorhidrato de 2-cloroetildietilamina

(0.0007 moles), y se disolvio en 10 ml de una solucién de
etanol/agua al 70/30 v/v. Después se le agregé 0.1 gramos (0.001 moles) de
NaHCO3; para obtener la 2-cloroetildimetilamina libre. Enseguida se puso a
reaccionar con 0.1 ml (0.001 moles) de ciclohexilamina a una temperatura de
reaccion de 60 °C durante 12 horas de reaccion, se evaporo el disolvente a
presion reducida y luego se purifico con una extraccion usando acetato de etilo. El

peso obtenido del producto fue de 0.09 g, lo que equivale a 70 % de rendimiento.

Obtencion de [2-(ciclohexilamino) etil]dietilamina

Para la obtencién de la [2-(ciclohexilamino) etil] dietilamina se

pes6 0.1 gramos de clorhidrato de 2-cloroetildietilamina

HNX (0.0007 moles), y se disolvid en 10 ml de una solucidon de
N etanol/agua al 70/30 v/v. Después se le agregd 0.1 gramos
K (0.001 moles) de NaHCO3; para obtener 2-cloroetildietilamina.

Enseguida se puso a reaccionar con 0.1 ml (0.001 moles de ciclohexilamina) a
una temperatura de reacciéon de 60 °C durante 12 horas de reaccion, el producto
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obtenido se le quito la solucién etanol/agua a presién reducida y luego se purifico
con una extraccion usando acetato de etilo, el peso obtenido del producto fue de

0.09 g, lo que equivale a 70 % de rendimiento.

Obtencion de tert-butil N-[2-

(ciclohexilamino)etil]Jcarbamato

O J< En un matraz bola, se agregd 0.1 gramos de clorhidrato
\ )X; O de 2 cloretilamina (0.001) y 0.1 ml de Boc (0.0004
N
H

moles) usando una solucion de THF a 0°C con agitacion

HN

constante, Se le quito el disolvente a presién reducida y se obtuvo un peso de
0.11gramos (100% de rendimiento) y luego se hizo reaccionar este producto con

ciclohexilamina en una solucidn de etanol agua en otro matraz diferente.

Obtencion de etil-ester-5-
\:L @) ((dimetilamino)etil)amino-4-acetilamino-3-(1-
(@]
Oﬁé etilpropoxi)cyclohenxe-1-ene carboxilico
HN
Ol HN En un matraz de dos bocas se puso a reaccionar
N\ 0.1 gramos de Oseltamivir (0.000321 moles) con

0.1 gramos de clorhidrato de 2-cloro-N,N-dimetiletilamina (0.001 moles) y 0.1

gramos (0.001 moles) de NaHCO3 En una solucion de etanol /agua al 70/30 con
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una temperatura de 60 °C por un tiempo de reaccién de 28 horas de reaccion,
luego se le extrajo el disolvente a presion reducida y se purificO usando una
mezcla de etanol/acetato de etilo. El producto obtenido pes6 0.030gramos (20 %

de rendimiento)

Obtencion de etil-ester-5-
\:L @) ((dietilamino)etil)amino-4-acetilamino-3-(1-
(@]
Oﬁé etilpropoxi)cyclohenxe-1-ene carboxilico
HN
Ol HN En un matraz de dos bocas se puso a reaccionar
N\ 0.1 gramos de Oseltamivir (0.000321 moles) con

0.1 gramos de clorhidrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (0.001 moles) y 0.1
gramos (0.001 moles) de NaHCO3;_ En una solucién de etanol /agua al 70/30 con
una temperatura de 60 °C por un tiempo de reaccién de 28 horas de reaccion,
luego se le extrajo el disolvente a presion reducida y se purific6 usando una
mezcla de etanol/acetato de etilo. El producto obtenido pes6 0.030gramos (20 %

de rendimiento).

Etil-4-acetamido-5-((tertbutoxycarbonil)amino)-3-(pentan-

3 iloxy)cliclohex-1-encarboxilato)

/E/ En un matraz bola, se agregd 0.1 gramos de
0
Y O

clorhidrato de 2-cloretilamina (0.001moles) y

(@] 0
>N ~ 54
0]




0.1 ml de Boc (0.0004 moles) usando una solucion de THF a 0°C con agitaciéon
constante. En un matraz bola, se agregé 0.1 gramos de clorhidrato de 2-
cloretilamina (0.001 moles) y 0.1 ml de Boc (0.0004 moles) usando una solucién

de THF a 0°C con agitacion constante

En un matraz bola, e agregoé 0.1 gramos de clorhidrato de 2-cloretilamina (0.001)
y 0.1 ml de Boc (0.0004 moles) usando una soluciéon de THF a 0°C con agitacién
constante, se le quito el disolvente a presion reducida y se obtuvo un peso de

0.11gramos (100% de rendimiento) y luego se hizo reaccionar este producto con
0.1 gramos de Oseltamivir en una solucién de etanol agua en otro matraz distinto

durante 48 horas de reaccion.

Material Usado

clorhidrato de 2-cloro-N,N-dimetiletilamina de marca Aldrich
e clorhidrato de 2-cloro-N,N-dietilletilamina de marca Aldrich
e clorhidrato de 2-cloroetilamina marca Aldrich

e Bicarbonato de Sodio marca Baker

e Se utilizé etanol que previamente estaba destilado

e Se utilizé metanol previamente destilado

e Embudos de adicion de 25 ml

e matraz de dos bocas de 25 mi

e Matraz bola de fondo plano de 50 mi

e Agitador
e Parrilla de calentamiento con agitacion
e Espatula

e Nave para pesar

e Oseltamivir

¢ Ciclohexilamina

e DMF

e THF que estaba seco previamente
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e Dioxano

Equipo

Los espectros de IR se determinaron con un espectrofotometro de IR
FTIR/FIR Perkin ElImer Spectrum 400, mediante las técnicas reflectancia
ATR

Los espectros de RMN-H se determinaron en un equipo Varian Unity Innova
300 MHz utilizando como disolvente cloroformo deuterado y como
referencia interna, tetrametilsilano.

Discusion de Resultados

Las sintesis realizadas en realizadas en este trabajo se enfocaron a la obtencién
de derivados de Oseltamivir que pudieran ser efectivos en cepas resistentes del

virus de la influenza.

Se pretendio sustituir el grupo amino del Oseltamivir para obtener aminas con
cadena mas larga, para que este grupo hiciera contacto con la cavidad 150 de la
proteina Neduraminidasa, pues el grupo de Souza[23] encontré que el grupo
amino funcionalizado con aminoacidos como glicina o prolina dio derivados con

actividad frente a la proteina.

Las estructuras de los compuestos son:
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Lo que se pretendia era sustituir el grupo amino del Oseltamivir por un grupo

diamino mas largo para que hiciera contacto con la cavidad 150.

Esta conversion implica la reaccion de una amina primaria con la 2-cloroetilamina
generando una amina primaria separada dos atomos de carbono de la original.
Para hacerlo existen muchos métodos, pero al considerar los grupos funcionales
presentes en el Oseltamivir, las posibilidades se reducen. El método que se ve
explor6 fue el hacer reaccionar al grupo amino con haluros de alquilo en
reacciones que se conocen como N-alquilacion solo que estos tienen el defecto de
generar varios subproductos. Han reportado que usando disolventes como
Dioxano, DMF y Etanol se obtienen reacciones N-selectivas que forman un solo
producto [45]. Sin embargo este método no ha sido probado usando haluros de
aminas. Por lo que se probd este método usando como modelo la ciclohexilamina,
con 2-cloro-N,N-dimetiletilamina, 2-cloro-N,N-dietiletilamina y 2- cloroetilamina. Al
poner a reaccionar 1 mmol de ciclohexilamina con 1 mmol de 2-cloro-N,N-
dimetiletilamina en DMF durante 13 horas a 60 °C no hubo reaccién. Se probaron

modificar otras variables como la cantidad de ciclohexilamina en vista de encontrar
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que hubiera reaccion pero no hubo en ningun momento. En vista de que la DMF
no reacciond se intenté probar con dioxano como disolvente pero tampoco hubo
reaccion con dioxano. Cuando se puso 1 mmol de ciclohexilamina a reaccionar
con 1 mmol de 2-cloro-N-N-dimetiletilamina en metanol comenz6 a reaccionar
produciendo bajos rendimientos. Después se usé una mezcla de etanol/agua para
la reaccidon usando 1 mmol de ciclohexilamina y 1 mmol de 2-cloro-N,N-
dimetilamina mejorando el rendimiento a un 70 %. La reaccion se hizo a un tiempo
de 8 horas inicialmente y luego se prob6 una segunda reaccién usando un tiempo
de reaccion de 12 horas observandose un rendimiento similar (70%). Este método

ademas probo ser eficiente ya que produjo un solo producto, la.

NH,

o

/ /
_— N
RN O\N/\/ \
H

Etanol/agua
60°C
12horas de
reaccion

RMN:En el espectro se pueden ubicar las sefales que estan acopladas en la
region de 0.99 ppm a 1.4 ppm que corresponden a los metilenos que estan en
posicion y con respecto al CH- unido a la amina del anillo, luego en la zona de 1.5
ppm a 2.0 ppm se ubican las sefiales de los metilenos en posicién o al grupo CH

de la amina, finalmente en 2.4 ppm se ubica el CH que esta enlazado al grupo
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amino en forma de quintuplete no muy definido, finalmente a 2.4 y 2.6 ppm se

ubican los metilenos de la cadena alifatica diamina.

Cuando se probd el mismo método usando la ciclohexilamina con la 2-cloro-N,N-
dietiletilamina usando la misma mezcla de etanol/agua con bicarbonato de sodio

en un tiempo de reaccién de 12 horas se obtuvo 70 % de rendimiento.

: NH,
_ N
Etanol/agua H
60°C
12horas de

reaccion

RMN: En el espectro podemos ubicar mediante unas sefiales que estan acopladas
en la region de 0.99 ppm a 1.4 ppm los metilenos que estan en posicion 4 con
respecto al CH- unido a la amina del anillo, también encima de estas sefales se
ubican los metilos de la amina terminal, luego en la zona de 1.5 ppm a 2.0 ppm se
ubican las sefales de los metilenos en posicion 2y 6 al grupo CH de la amina,
finalmente en 2.4 ppm se ubica el CH que esta enlazado al grupo amino en forma
de quintuplete no muy definido, finalmente a 2.4 y 2.6 ppm se ubican los metilenos
de la cadena alifatica diamina inmediatamente después se ubican el cuadruplete
de los metilenos que estan en la parte terminal de la cadena alifatica de la

diamina.
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Cuando se probd el método con la 2.cloroetilamina pero no funciono de forma
directa ya que se observaron polimerizaciones. Por lo que se tuvo que proteger el
grupo amina de la 2 cloretilamina con tertbutoxycarbonilo y después hacer
reaccionar esta amina-Boc con ciclohexilamina y bicarbonato en una solucién
etanol/agua al (70/30 v/v). Se hizo reaccionar la amina con bicarbonato de
tertbutoxicarbonilo con la amina. Se probaron a 12 horas y 24 horas pero el

rendimiento fue bajo. Luego se probd6 a 18 horas y se obtuvo un mejor rendimiento

20 %.
NaHCO3 NH,
_ THF O/
cl 0°C " O\ N—8oc
v o Bec d
C‘/\/ Etanol/agua
7L°‘§,‘°‘§,‘°TL 60°C

48 horas de
reaccion

RMN: En el espectro podemos ubicar mediante unas sefiales que estan acopladas
en la region de 0.99 ppm a 1.4 ppm los metilenos que estan en posicion 4 con
respecto al CH- unido a la amina del anillo, luego se observa un singulete grande
de los metilos del grupo terbutéxido, luego en la zona de 1.5 ppm a 2.0 ppm se
ubican las sefales de los metilenos en posicion 1 y 6 al grupo CH de la amina,

finalmente en 2.4 ppm se ubica el CH que esta enlazado al grupo amino en forma
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de quintuplete no muy definido, finalmente a 2.4 y 2.6 ppm se ubican los metilenos

de la cadena alifatica diamina.

Los métodos que se usaron en la N-aminaciéon usando ciclohexilamina, se
probaron después en el Oseltamivir. Para la primera sintesis se us6 1 mmol de
Oseltamivir con 1 mmol de clorhidrato de la 2-cloro N,N-dimetilamina. En NaHCOs,
el bicarbonato se usa para la liberacién del cloruro de 2-cloro N,N-dimetilamina
usando etanol como disolvente. En los otros disolventes no se funciona bien
porque el cloruro de 2-cloro-N,N-dimetilamina no se libera. ElI esquema de

reaccion es:

Al parecer el hecho de que haya grupos funcionales grandes hace que el
rendimiento de la reaccién se disminuya puesto que podemos observar una
disminucion de 50% rendimiento cuando lo comparemos con el rendimiento de la

ciclohexilamina.

H
o o) N o 0
(@] Cl
)k O/\ )LN
N H
H HN
NH» \
NaHCO; N—
[ |
Etanol/agua (70/30)
24 horas de reaccion 20 %
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En el espectro de RMN (8, ppm) se puede ver las sefiales de los dos metilos del
grupo 1-etilpropoxi en 0.99 ppm que estan en forma de tripletes sobrepuestos,
luego a 1.2 ppm podemos verlas sefales del metilo del éster en forma de triplete.
en 1.5 ppm podemos ver las sefiales de metilenos del grupo 1-etilpropoxi en forma
de un quintuples sobrepuestos uno sobre el otro, a 2.0 ppm podemos ver la sefal
del metilo de la amida, seguido de 2.1 ppm la sefal de los metilo de la amina
terminal, 2.2 ppm encontramos el metileno que esta en cadena de la diamina mas
cercano a la amina terminal, seguido del metileno que esta en cercano del doble
enlace del ciclo a 2.6 ppm, a 2.8 ppm se encuentra el ultimo metileno de la cadena
alifatica de la diamina que esta pegado a la amina del anillo. A 3.1 ppm se ubica el
CH que esta enlazado con la amina del anillo. A 3. 4 ppm se ubica el CH que
esta formando un enlace con la amida del anillo. A 3.8 ppm de ubica el CH que
esta pegado al grupo éter del anillo, a 4.0 ppm se ubica el metileno del éstery a

6 ppm se ubica el metino del anillo.

Para obtener el siguiente compuesto, se procedié de la misma forma, se agrego 1
mmol de Oseltamivir con 1 mmol clorhidrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina con
NaHCO3; en una solucidon de etanol/agua al 70/30 v/v, durante 24 horas de
reaccion nuevamente no se observd que hubiera formacién de productos

secundarios haciendo la reaccion selectiva a las mono alquilaciones.
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NaHCO3 N
Etanol/agua (70/30) K
24 horas de reaccion 20 %

En el espectro de RMN (8, ppm) se pueden ver las senales de los dos metilos
del grupo 1-etilpropoxi en 0.99 ppm que estan en forma de tripletes sobrepuestos,
en 1.0 ppm estan los metilos del 2-cloro-N,N-dietiletilamina en forma de tripletes
sobrepuestos, luego a 1.2 ppm podemos verlas sefiales del metilo del éster en
forma de triplete. en 1.5 ppm podemos ver las sefiales de metilenos del grupo 1-
etilpropoxi en forma de un quintuples sobrepuestos uno sobre el otro, a 2.0 ppm
podemos ver la sefal del metilo de la amida, seguido de 2.1 ppm la senal de los
metilo de la amina terminal, 2.2 ppm se encuentra el metileno que esta en cadena
de la diamina mas cercano a la amina terminal, seguido del metileno que esta en
cercano del doble enlace del ciclo a 2.6 ppm, a 2.8 ppm se encuentra el ultimo
metileno de la cadena alifatica de la diamina que esta pegado a la amina del anillo.
A 3.1 ppm se ubica el CH que esta enlazado con la amina del anillo. A 3. 4 ppm se
ubica el CH que estd formando un enlace con la amida del anillo. A 3.8 ppm de
ubica el CH que esta pegado al grupo éter del anillo, a 4.0 ppm se ubica el

metileno del éster y a 6 ppm se ubica el metino del anillo.
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Para obtener el siguiente derivado se puso a reaccionar 1 mmol de BOC con 1
mmol de clorhidrato de 2-cloroetilamina para proteger el grupo amina del 2-
cloroetilama que este ultimo se va a liberar mediante la adicién de bicarbonato de
sodio NaHCO3;, Una vez que se obtuvo la proteccion del grupo amino se hizo
reaccionar con el Oseltamivir agregandole un mmol, la reaccion se tuvo que hacer
hasta en 48 hrs. debido a que en las primeras 24 horas no habia reaccion,
después de 36 horas comenz0d a verse reaccion, por lo que se decidio dejarlo a 48

horas obteniéndose 20 % de producto.

NG
0O~ '0™
“N O
oo LI o
e 3 —_— o~ > /N
cl Cl Etanol/Agua H NH
NaHCO3 48hrs
60°C o
THF NH
T

1hr ,

En el espectro de RMN (8, ppm) se pueden ver las sefales de los dos metilos
del grupo 1-etilpropoxi en 0.99 ppm que estan en forma de tripletes, luego a 1.2
ppm podemos ver las sefales del metilo del éster en forma de triplete. en 1.5 ppm
podemos ver las sefales de metilenos del grupo 1-etilpropoxi en forma de un
quintuplete sobrepuestos uno sobre el otro, a 2.0 ppm podemos ver la sefial del
metilo de la amida, seguido de 2.1 ppm la sefal de los metilos de la amina
terminal, 2.2 ppm encontramos el metileno que esta en cadena de la diamina mas

cercano a la amina terminal, seguido del metileno que estd cercano del doble
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enlace del ciclo a 2.6 ppm, a 2.8 ppm se encuentra el ultimo metileno de la cadena
alifatica de la diamina que esta pegado a la amina del anillo. A 3.1 ppm se ubica el
CH que esta enlazado con la amina del anillo. A 3. 4 ppm se ubica el CH que esta
enlazado con el grupo amina, a 3.8 ppm se ubica el CH enlazado al éter, a 4.0 el

metileno pegado al grupo éster y a 6.0 ppm se ubica el metileno.

En el espectro de RMN (8, ppm) podemos ver las sefales de los dos metilos del
grupo 1-etilpropoxi en 0.99 ppm que estan en forma de tripletes sobrepuestos,
seguidos de las sefiales de los metilos del grupo Boc, luego a 1.2 ppm podemos
verlas senales del metilo del éster en forma de triplete. en 1.5 ppm podemos ver
las sefiales de metilenos del grupo 1-etilpropoxi en forma de un quintupletes
sobrepuestos uno sobre el otro, a 2.0 ppm podemos ver la sefial del metilo de la
amida, 2.2 ppm encontramos el metileno que esta en cadena de la diamina mas
cercano a la amina terminal, seguido del metileno que estad cercano del doble
enlace del ciclo a 2.6 ppm, a 2.8 ppm se encuentra el ultimé metileno de la cadena
alifatica de la diamina que esta pegado a la amina del anillo. A 3.1 ppm se ubica el
CH que esta enlazado con la amina del anillo. A 3. 4 ppm se ubica el CH que

esta.en la base de la amida.

Mediante la aplicacion de este métodos en aminas primarias halogenadas se ve
que conforme el agente n-alquilante en este caso el Oseltamivir y ciclohexilamina,
si estos tienen muchos grupos funcionales que le confieran impedimento estérico
a la amina se disminuye el rendimiento de la reaccion, también se vio que como
comunmente estos compuestos se venden en forma de sal, se necesitan usar

disolventes que los puedan disolver completamente ya que una disolucion parcial

65



hara que se disuelva poco y al parecer esto no es suficiente para que reaccione
con Oseltamivir. Poniendo NaHCO3 a la reaccién ayuda a la disolucion total en el
disolvente organico en este caso el alcohol. Algunas de las variantes que se
pueden probar seria aumentar la cantidad de Oseltamivir cosa que no se queria
inicialmente porque el Oseltamivir es un producto caro, y es necesario que solo se
agreguen relaciones de 1:1 para reducir los costos. De esta forma se ha
encontrado un método que es compatible con el medio ambiente y selectivo a la
mono alquilacion usando aminas primarias halogenadas que no han sido

reportadas en aplicacion a desarrollar los derivados de Oseltamivir.

RESULTADOS OBTENIDOS DE AUTODOCK VINA

En la figura de abajo se muestra la conformacion del Oseltamivir dentro del sitio

activo.

Oseltamivir

FIGURA 15 UBICACION DEL SITIO ACTIVO DE LA NEURAMINIDASA Y LA CAVIDAD 150

Como se puede apreciar, en la figura 15, existe una region en donde el Oseltamivir

no alcanza a llegar. Esa parte donde no hace contacto es la cavidad 150 que
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puede usarse para incrementar las interacciones y mejor la actividad del ligando.
Por tanto se hace necesario disefar antivirales que hagan contacto con esta
region. En los trabajos que propuso Shu-Qui Wang en conjunto con su equipo vio
que la posicién 2 es la que apunta hacia la cavidad 150, pero no hace contacto,
por lo que decidio introducir el grupo que se muestra en la figura de 19 en la

posicion 2 para que hiciera contacto con la cavidad 150.

FIGURA 16 DERIVADOS DE OSELTAMIVIR DISENADOS POR SHU-QUI WANG. EL
DERIVADO QUE TIENE COMO PUENTES EL NITROGENO ES EL QUE MOSTRO TENER UN
BUEN EFECTO INHIBITORIO EN EL VIRUS DE LA INFLUENZA.

Con el propésito de que este derivado al tener un grupo mas grande en esa
posicion pudiera hacer contacto con esa cavidad 150 y ademas provocara el cierre
del sitio activo. Los atomos de N, O, C los diseiid con el propdsito de que estos
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atomos puedan funcionar de puentes teniendo formacion de puentes de hidrégeno
con esta region. Los resultados de estudiar las interacciones de estas moléculas
con la Neuraminidasa mostraron que tenian interacciones con esta cavidad 150, y
una energia de interaccion superior a las del Oseltamivir que es de -6.92 Kcal/mol.
A continuacion se muestran las conformaciones de los derivados dentro del sitio

activo.

Oseltamivir

FIGURA 17 FIGURA DE LA IZQUIERDA, DOCKING DE LOS DERIVADOS DEL OSELTAMIVIR
DE SHU-QUI WANG, EN ELLA SE APRECIA COMO OCUPAN LA CAVIDAD 150 A
DIFERENCIA DEL OSELTAMIVIR, DERECHA QUE NO CUBRE ESTA REGION.

Como se puede apreciar el grupo que se le insertd hace contacto con la regién de
la cavidad 150 en el lado izquierdo de la figura mientras que el del lado derecho
es el del Oseltamivir que no hace contacto. Ese contacto hace que se tenga una
mayor afinidad por el sitio activo y por tanto aumente la energia de unién. Los tres

derivados presentaron energias de -9.12,-9.63 y -9.31 kcal/mol [8].

Los trabajos de ZHiwei Yan mostraron que introduciendo diferentes grupos

funcionales en regiones distintas de Oseltamivir podia afectar la conformacion del
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derivado en el sitio activo [39]. Por esta razén se decidié en este trabajo modificar
el grupo amino del Oseltamivir, cambiandolo a un grupo diamina que estuviera
extendido para que pudiera hacer contacto con la cavidad 150. La forma en que se

modifico el oseltamivir se muestra en la figura 18

0 o o o}
(€ (€ 4
disolventes (DMF,DMSO y EtOH)
s
NH, o
HN \{0

Iz

HN

( N(CH,;CH,)y)

(NCCOOC(CHs,)5)

FIGURA 18 DERIVADOS DE OSELTAMIVIR QUE SE SINTETIZARON

Los resultados arrojados por el Docking mostraron la misma conformacién que la
que reportd Zhu-Qhi. Ademas encontramos que el derivado del Oseltamivir que
hicimos con el grupo Boc hacia contacto con esta cavidad y tercero, porque

ademas se cerro el sitio activo no sélo con el derivado del Oseltamivir en el que se
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utilizé el clorhidrato de cloro-etilamina usando el grupo Boc para proteger esta
parte de la amina, sino también los demas tuvieron un cierre del sitio activo

significante. A continuacion se describen los resultados encontrados.

FIGURA 19 DOCKING DEL OSELTAMIVIR EN EL SITIO ACTIVO. EL DOCKING SE REALIZO
CON AUTODOCK VINA Y COINCIDE CON EL DOCKING DEL OSELTAMIVIR QUE HIZO SHU-
Qui WANG.

En la Figura 19 mostramos como con precision se ubica el sitio activo y la cavidad
150 de la enzima Neuraminidasa. La figura puede ser comparada con los trabajos
de Shu-QuiWang y puede verse la similaridad que hay en los dockings realizados.

Una vez que se ubic6 donde quedaba el sitio activo y la cavidad 150 procedimos
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a estudiar como quedaban dispuestos los tres derivados de Oseltamivir que

sintetizamos y ademas ver si estos derivados hacian contacto con la cavidad 150.

FIGURA 20 DOCKING DEL DERIVADO DE OSELTAMIVIR QUE CONTIENE EL GRUPO
ETILENDIETILAMINA.

En la Figura 20 se ve
como queda la
conformacién del derivado
de Oseltamivir que
contiene el grupo etil-N,N-
dietiletilamina. Como se
muestra no alcanza a
tener una interaccion con

la cavidad 150.

Analizando sus interacciones mas meticulosamente se puede observar de acuerdo

a la figura 21.

Que las interacciones

conservativas que

presenta el Oseltamivir

no se modifican. Lo
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que si se alcanza a ver es que se forman dos puentes de hidrogeno en la Figura
20. Las interacciones por puente de hidrogeno las forma con Arg 118 y Arg 371.
Las demas interacciones son de tipo Van der waals y las forma con los residuos
de ILE22, ARG152, SER 248, ARG292, Arg 224 y tirosina 347. La energia es baja
en comparacion con el Oseltamivir “por lo que la molécula no puede remplazar al

Oseltamivir.

Figura 21. El derivado al que se le agregé el grupo n,n.dimetiletilamina presenta interacciones con ARG 371,
ARG 292, TYR 347,ARG224, SER 248, ARG271, ILE 222,ARG 152 y puentes de hidrégeno con ARG 118Y

ARG 371.

El siguiente derivado que se estudié fue el derivado de Oseltamivir con un grupo

Etil-dimetil-amina. Su docking se muestra en la Figura 22 .

FIGURA 22 DOCKING DEL DERIVADO
DEL OSELTAMIVIR CON EL GRUPO
ETILDIMETILAMINA. SI SE ALCANZA A
APRECIAR NO CUBRE LA REGION DE LA
CAVIDAD 150.

Nuevamente no alcanza a llegar a la
zona de la cavidad 150, por lo que no
muestra ser una buena opcion al ser

utilizado como antiviral aunque las

interacciones conservativas con el

Oseltamivir se siguen presentando.
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Finalmente se estudié como era la conformacion del derivado del Oseltamivir con
el grupo BOC. Se puede ver en la figura 23 que el grupo Boc alcanzé hacer
contacto con la mitad de esta region. Algo que es bastante interesante es que la
insercion de grupos carboxilatos hace que el derivado se oriente de la forma
adecuada para hacer contacto con la cavidad 150. Ademas no solo presenta esta
caracteristica sino que también su energia de unién es aun mas grande haciendo

que sea una opcidon a ser usando como ligando contra este tipo de virus

resistentes.

FiIGURA 23 DOCKING DEL
OSELTAMIVIR CON EL
GRUPO CARBAMATO. EN
ELLA SE ALCANZA A
PRECIAR COMO CUBRE
PARTE DE LA CAVIDAD 150
SIN DESCUIDAR LA PARTE
DEL SITIO ACTIVO.

Asi se ha encontrado un

derivado de Oseltamivir

que resulta eficiente

tedricamente para bloquear el sitio

@j \Tr activo de la Neuraminidasa.

73




FIGURA 24 INTERACCIONES DEL DERIVADO DE OSELTAMIVIR CON EL GRUPO
CARBAMATO EN ELLA SE VE LA FORMACION DE PUENTES DE HIDROGENO CON LOS
RESIDUOS DE ARG 371 Y ARG 118 E INTERACCIONES DE VANDER WAALS, LAS
FORMA CON ARG 292, AsSN 294, ILE 222, TRP 178 Y ARGININA 168.

Un examen mas cuidadoso como se muestra en la figura nos ensefia que debido
al grupo carboxilico, se forman enlaces hidrégeno con Arg 118 y Arg 371. Ademas
este grupo hace que ARG 118 y Arginina 371 se muevan de su sitio haciendo que
el sitio activo se cierre. Este efecto indica que este derivado es un buen candidato

a ser usando como ligando.

Conclusiones

Se sintetizaron 6 compuestos, tres de ellos derivados del Oseltamivir para

estudiarlos como inhibidores de la Neuraminidasa.

Se logro establecer un método selectivo a la N-monoalquilacion de aminas
cloradas sin que se observaran reacciones de adicion o eliminacién clasicas de

las reacciones de las N-monoalquilacion.

Se estudio las interacciones que tienen los derivados de Oseltamivir con el sitio

activo para encontrar aquellos que presentan interacciones mas efectivas.
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