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Resumen

La hipertension es un problema de salud a nivel mundial, que incrementa el riesgo
de desarrollar otras enfermedades cardiovasculares como el accidente
cerebrovascular y la isquemia cardiaca. Aunque existen farmacos para tratar esta
enfermedad, es necesario la busqueda de nuevas moléculas que puedan servir para
el desarrollo de farmacos alternativos para tratar la hipertension. El objetivo de este
trabajo fue la sintesis de cinco derivados del acido ursdlico, esterificando el grupo
hidroxilo presente en el C-3, y evaluar la actividad vasodilatadora de estos
compuestos (GAD-001, GAD-002, GAD-003, GAD-004 y GAD-005). Adicionalmente,
por medio de técnicas computacionales se identificaron los diferentes aminoacidos
gue podrian estar involucrados en la interaccion con la enzima éxido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS). Todos los derivados evaluados presentaron un efecto
vasodilatador menor al efecto producido por el &cido ursélico (p<0.05), donde los mas
efectivos fueron GAD-001 y GAD-004 con un efecto maximo de 45.61 + 8.27 % y
54.7 £ 3.01 %, respectivamente. Segun el estudio de docking, las interacciones de
los compuestos con la regién catalitica del homodimero de la eNOS fueron de tipo
puente de hidrogeno para el acido ursoélico y GAD-001 y tipo puente de hidrégeno y
puente salino para el resto de los compuestos. Las modificaciones al acido ursélico
mostraron ir en detrimento de su actividad vasodilatadora, posiblemente por un
cambio en las interacciones con eNOS, que a su vez pudieron provocar un cambio
en la produccion de NO, gasotransmisor incrementado por la interaccion del acido

ursélico con esta enzima.

Palabras clave: &cido ursdlico, derivados, vasodilatacion, induced-fit docking, eNOS



Summary

Hypertension is a health problem worldwide that increases the risk of other
cardiovascular diseases such as stroke and cardiac ischemia. Although there are
drugs for the treatment of this disease, is necessary to find new molecules that can
serve as a possible treatment. The aim of this work was the synthesis of five ursolic
acid derivatives, esterified at the C-3 moiety, and to evaluate the vasorelaxant activity
of these compounds, namely GAD-001, GAD-002, GAD-003, GAD-004 and GAD-
005. Additionally, using computational techniques, were identified the possible
interactions with different aminoacids that could be involved in the interaction of these
compounds with the enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS). All derivatives
tested showed lower vasorelaxant effect compared to the effect of ursolic acid (p
<0.05), where the most effective derivatives were GAD-001 and GAD-004, Emax
45.61 + 8.27 % and 54.7 + 3.01%, respectively. According to molecular docking
calculations, the interactions of the compounds with the catalytic subunit of the eNOS
were through hydrogen bonds for ursolic acid and GAD-001, and hydrogen bonds
and salt bridges to the others derivatives; these interactions were with polar amino
acids. The modifications performed on ursolic acid showed to be detrimental to the
vasorelaxant activity, possibly due to changes in the interactions with eNOS, which in
turn could led to a change in the synthesis of NO, gasotransmitter increased by the

interaction of this enzyme with ursolic acid.

Keywords: ursolic acid, derivatives, vasorelaxant activity, induced-fit docking, eNOS
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son relevantes a nivel mundial, ya que son
causa de 17 millones de muertes al afo, de las cuales 9.4 millones son causadas
por las complicaciones de la hipertension. Aunque existen farmacos dirigidos contra
esta patologia, caracterizada por niveles elevados de presion arterial (140 mmHg
sistdlica/90 mmHg diastdlica), presentan efectos secundarios 0 no son efectivos
para toda la poblacion. Por este motivo, es importante encontrar nuevas moléculas
gue puedan ser utilizadas como posible tratamiento contra esta patologia. Los
productos naturales son una gran fuente de moléculas con actividad biolégica que
pueden ser Utiles en esta condicion patoldgica. Tal es el caso de un triterpeno
pentaciclico denominado acido ursolico el cual posee varias actividades bioldgicas,
una de ellas es el efecto vasodilatador. Aunque se han reportado varias
modificaciones estructurales para mejorar sus caracteristicas fisicoquimicas y
farmacolégicas del acido ursdlico, no se ha evaluado el efecto vasodilatador de
estos derivados. El objetivo de este trabajo fue sintetizar e identificar la estructura
de una serie homodloga de ésteres derivados del acido ursolico con el propésito de
mejorar su efecto vasodilatador, el cual fue evaluado en anillos de aorta aislada de
rata. Los tipos de interacciones que estos derivados presentan con los aminoacidos
de la regién catalitica del homodimero de la 6xido nitrico sintetasa endotelial, se

lograron identificar mediante un acoplamiento molecular de ajuste inducido.



2. ANTECEDENTES

2.1. Lahipertensién arterial como problema de salud publica

En el mundo, las enfermedades cardiovasculares son responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes por afo. Entre estas, las complicaciones
de la hipertension (HT) causan anualmente 9.4 millones de muertes. La HT es una
patologia caracterizada por valores de presion arterial por encima de 140 mmHg
sistolica/90 mmHg diastdlica, cuando los valores normales son 120 mmHg/80
mmHg. La HT es la causa de por lo menos el 45 % de las muertes por cardiopatias
y el 51 % de las muertes por accidente cerebrovascular (ACV). En la Figura 1 se
puede observar la tasa de mortalidad que se presenta alrededor del mundo de la
cardiopatia isquémica y de la enfermedad cerebrovascular, las cuales son elevada,
particularmente en zonas de Europa central y Africa. Adicionalmente, en la Figura 2
se muestra la prevision de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) con respecto
a la mortalidad por complicaciones cardiovasculares en un futuro, la OMS prevé que
para el 2030 las enfermedades cardiovasculares seran las causantes de, al menos,
el 24 % de las muertes a nivel mundial, superando otras patologias como el cancer,
afecciones respiratorias cronicas entre otras (OMS 2013). A nivel mundial, la presion
arterial alta incrementa el riesgo de mortalidad por ACV, enfermedades renales
cronicas e insuficiencia cardiaca (Parra-Carillo y col., 2009) y es la responsable del
27 % de los casos de enfermedades vasculares en mujeres y el 37 % en hombres;
por otra parte, es responsable del 39 % de los casos de insuficiencia cardiaca
cronica en hombres y el 59 % en mujeres. Asi como el 56 % de las enfermedades
renales (Pickering y col., 2008). A nivel nacional, la HT presenté una prevalencia
del 24.4 % de 2006 a 2010. La incidencia de hipertension arterial presenta una
tendencia poco variable. En 2009 se registro el mayor numero de casos nuevos con
este padecimiento (718 casos nuevos por cada 100 mil habitantes de 15 afios o
mas) y en 2010, la mas baja (686 personas). Al considerarse la HT una enfermedad
de seguimiento epidemioldgico, el Sistema de Notificacion Semanal registra todos

los casos que se presentan en nuestro pais. Asi, en 2006 la region sur del pais
2



presentd la incidencia mas baja de hipertension comparada con la del norte,
comportamiento sostenido hasta 2010, en donde el norte del pais detecté el mayor
namero de casos nuevos de hipertension. Las entidades con incremento de casos
nuevos de 2006 a 2010 son Chihuahua (483 casos mas respecto a 2006), Sonora
(130) y Michoacan (102); en tanto, en los estados de Jalisco (228), Coahuila (225)
y Guanajuato (168 personas) se redujo la incidencia en el mismo periodo (INEGI,
2013).

12-74
75-108
109-151
152-405

No se dispone de datos

11-49
50-88
89-131
132-240

Il Nosedispone de datos

Figura 1. Mortalidad total por cardiopatia isquémica y accidente cerebro-
vascular (OMS, 2013).
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Figura 2. Prevision de la evolucion de mortalidad de las enfermedades
cardiovasculares (OMS, 2013).

2.2. Etiologia de la hipertension

Los vasos sanguineos son los responsables del transporte de sangre en el
organismo. Estan compuestos por tres capas de diferentes tipos celulares, la capa
intima compuesta por células endoteliales. La tunica media conformada por una
capa de células de musculo liso, y la adventicia que consiste en matriz extracelular,
fibroblastos y terminaciones nerviosas, como se observa en la Figura 3 (Loscalzo,
2015). Las células endoteliales forman una sutil monocapa y son responsables de
la regulacion del tono vascular mediante diferentes factores donde el 6xido nitrico

(NO) es uno de los gasotrasmisores mas estudiados (Boulanger, 2016)



Capa intima

Tdnica media

Adventicia

Figura 3. Conformacioén del vaso sanguineo. Modificado de Loscalzo, 2015.

El endotelio es el regulador mas importante de la homeostasis vascular, por lo que
un desequilibrio en su funcibn promueve el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares e hipertensién. En este sentido, una produccion y actividad
adecuada del NO es fundamental para la homeostasis endotelial (Sierra y
Larrousse, 2010). En este equilibrio es crucial la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintetasa (NOS) y la biodisponibilidad del NO (Fostermann, 2006). La NOS presenta
tres isoformas distribuidas en el organismo: la 6xido nitrico sintetasa neuronal
(nNOS o NOS 1), la inducible (iNOS o NOS Il) y la predominante en endotelio, la
oxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS o NOS IIl) (Féstermann y Li, 2011).

La eNOS es una proteina anclada en las caveolas (pequefias invaginaciones) de la
membrana plasmatica y en la membrana del aparato de Golgi (Heiss y Dirsch,
2014). Es una enzima constituida por dos monomeros, cada monomero consta de
un dominio reductasa en el extremo carboxilo terminal y un dominio oxidasa o
catalitico en el extremo amino terminal (Fostermann, 2006). EI mecanismo de
reaccion de esta enzima inicia con la trasferencia de electrones desde el dominio
reductasa hacia el dominio catalitico donde se encuentra el grupo prostético hemo,
dicha transferencia es mediada por la (6R-)5, 6, 7, 8-tetrahidrobiopterina (BH4) que

5



es un cofactor fundamental para la funcionalidad de la enzima; en el dominio
catalitico se localiza el sitio de unién del oxigeno molecular y el sustrato, donde se
promueve la oxidacion de la L-arginina para liberar L-citrulina y NO (Fosterman y Li,
2011). El NO es un gasotransmisor liberado desde el endotelio al musculo liso,
donde activa la guanilato ciclasa soluble (sGC) que produce monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc) que a su vez activa a la proteina cinasa dependiente de GMPc
(PKG) que estimula la fosforilacion de diferentes proteinas que tendran como
resultado final la disminucién de los niveles de Ca?* citosélico y la desfosforilacion
de la cadena ligera de miosina, provocando la reduccién de la contraccion vascular
del masculo liso, obteniendo como resultado final la vasodilatacion (Derbyshire y
Marletta, 2012). Para la funcionalidad de la eNOS, es necesario la participacion del
complejo Ca*?/Calmodulina (CaM), como se observa en la Figura 4 (Heiss y Dirsch,
2014). Adicionalmente, la eNOS puede sufrir cambios postraduccionales como
fosforilaciones para activar o inhibir su funcion: en humanos, la fosforilacién en el
residuo serina 1177 promueve la activacion, mientras que la fosforilacion en el
residuo treonina 495 promueve la inactivacion de la enzima. Por otra parte, el NO,
ademas de presentar efectos vasodilatadores, tiene la capacidad de inhibir la
agregacion plaquetaria, la adhesién leucocitaria, presenta proteccién contra la
aterogénesis y promueve la disminucion del estrés oxidativo; por tanto, la pérdida
de la funcion de la enzima y, por consiguiente, la disminucién en la produccion de
NO presenta consecuencias fisiopatolégicas importantes, sobre todo en

enfermedades cardiovasculares (Heiss y Dirsch, 2014).

Un factor relevante en la patogénesis de la HT son las especies reactivas de oxigeno
(ROS), las cuales promueven el incremento de la contractibilidad del vaso
sanguineo y la actividad hipertensiva, ademas de provocar una disminucion en los
niveles de NO por medio del desacoplamiento de la eNOS, debido a que el anién
superoéxido reacciona con el NO formando peroxinitrito, el cual disminuye los niveles
de BHa4 (Fostermann y Li, 2011).



Dominio reductasa “1%
NA

Dominio oxidasa "%

Figura 4. Estructura de la eNOS (modificado de Fostermann, 2006).

2.3. Tratamiento de la hipertension

La terapia contra la HT abarca diferentes tipos de farmacos como los -
bloqueadores, los antagonistas ARAII (antagonistas a receptores de angiotensina
I), los IECA (Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina), los diuréticos,
simpaticoliticos de accion central (agonistas a2) y vasodilatadores (Nicandro, 2008).
El tratamiento de primera eleccion para la HT son los B-bloqueadores,
recomendados para aquellos pacientes con falla cardiaca o sindrome agudo
coronario conjuntamente con la hipertensibn (Kuyper y col., 2014).
Desafortunadamente, dicho tratamiento es relativamente costoso en México: un
estudio realizado en 2009 determind que el costo del tratamiento con ARA i
representaba el 44.2 % del salario minimo en México (Parra-Carillo y col., 2009),
por lo que es importante la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que

superen estas y otras dificultades.



2.4. Lamedicinatradicional como alternativa para el tratamiento de la HT

Aunque existen varios tratamientos farmacologicos para la HT, la medicina
tradicional es una alternativa importante para el descubrimiento de nuevos farmacos
gue puedan actuar en contra de esta patologia, brindando nuevos compuestos
lideres, asi como blancos terapéuticos novedosos. El acido ursdlico (AU) es un
metabolito pentaciclico de naturaleza triterpénica presente en muchas especies de
plantas distribuidas alrededor del planeta como manzana, albahaca, arandano,
menta, romero, orégano y ciruela, cuya estructura se muestra en la Figura 5 (Ibarra-
Alvaradoy col., 2010). El AU es responsable de la actividad vasodilatadora atribuible
a la especie Prunus serotina, empleada en la medicina tradicional (Ibarra-Alvarado
y col., 2010). Por lo tanto, este compuesto de origen natural emerge como una
opcion interesante para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la
hipertension; ademas, se ha demostrado que los triterpenos constituyen un grupo
importante de metabolitos activos de las plantas medicinales. Debido a lo anterior,

existe un creciente interés en estudiar estas moléculas (Rios y col., 2012).

Figura 5. Estructura quimica del acido ursélico (Nascimento y col., 2014).

El UA esta constituido por un sistema policiclico, considerado una estructura
privilegiada; que son aquellas estructuras quimicas capaces de interactuar con
diversos blancos y realizar acciones terapéuticas multiples para el tratamiento de

diversos procesos patologicos (Gutiérrez y Estévez, 2009). El AU presenta baja
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solubilidad en agua lo que limita la biodisponibilidad de mismo, por lo que la creacion
de derivados que permitan mejorar sus caracteristicas fisicoquimicas vy
farmacodinamicas, ha sido motivo de estudio en afos recientes (Song y col., 2014).
Los derivados del AU mas comunes que se han estudiado son los productos de la
esterificacion ya sea del lado del grupo carboxilo en C-28 o del grupo hidroxilo en
C-3. Estas derivatizaciones se realizan ya sea para corroborar si el extracto de una
planta contiene AU, separarlo de su is6mero el acido oleandlico y/o mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas o farmacolégicas de la molécula, ya que la solubilidad

de una molécula limita su eficacia como agente terapéutico (Zacchignay col., 2014).

2.5. Actividades bioldgicas del &cido ursdlico

Al contar con una estructura privilegiada, el AU cuenta con diversas actividades

biolégicas, mismas que se engloban de forma breve en la Figura 6 y en la Tabla 1.

* Anti-inflamatoria.
*  Antihipertensivo. I

+ Citotoxico.

H /

+ Regenerador Hipoglicémico.

de nervio periférico.

Hepatoprotectora.

* Ansiolitico.

* Antioxidante.

Figura 6. Actividades bioldgicas del acido ursélico



Tabla 1. Actividades bioldgicas del &cido ursdlico.

Actividad biologica

Observaciones

Referencias

Anti-inflamatoria

Inhibiciébn de enzimas como
la elastasa, lipoxigenasa,
ciclooxigenasa, INOS, asi

como inmunoregulacién.

Hsu y col., 1997; Checker y
col.,, 2012 y Chen y caol.,
2014.

Actividad antioxidante

Disminucién de ROS,
incremento de la actividad
de GPx, SOD, catalasa y
glutation

inhibicion de NOXA4.

S-tranferasa e

Somova y col, 2003;
Yasutaka y col., 2008 vy

Ulleving y col., 2014.

Actividad antibacteriana

Sinergismo con antibiéticos
aminoglucésidos y actividad

contra Gram positivas.

Nascimento y col., 2014 y
Acebey y col., 2011.

Actividad antitumoral

Inhibicién de la expresion de
oncogenes e induccion de

apoptosis.

Liu, 2005, Sharma y caol.,
2007,
2008; Song y col., 2014, y
Cheny col., 2014.

Yasutaka y col.,

Actividad antiprotozoaria

Inhibicién de la B-hematina
e interrupcion de la

homeostasis de Ca*™ en P.

Innocente y col.,, 2012 y
Silva y col., 2013.

falciparum.
Actividad Reversion de esteatosis | Lui y col., 1995; Liu, 2005;
hepatoprotectora hepatica, lesion hepatica y | Yasutaka y col., 2008; Li y

promociéon de la expresion

de metalotioneinas.

col., 2014 y Ulleving y caol.,
2014.

Actividad ansiolitica

Actuando como agonista
del receptor GABAAa.

Kazmiy col., 2013.

Actividad hipoglicemiante

Disminucién de la glucosa
pospandrial por la inhibicion

de la a-glucosidasa.

Wuy col., 2014.
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2.5.1. Actividad vasodilatadora

Algunos triterpenos tienen la capacidad de promover la expresion de eNOS, enzima
responsable de la liberacion de NO, factor fundamental para la homeostasis del
endotelio. Adicionalmente, reducen la expresion de NADPH oxidasa, que es una
enzima que juega un papel importante en el desacoplamiento de la eNOS, lo que
desencadena un mal funcionamiento de ésta y, por tanto, la disminucién de la
sintesis de NO. También promueven la regresion al estado normal de la eNOS
desacoplada. Estas actividades se han reportado en dos triterpenos principalmente,

el &cido betulinico y el acido ursodlico (Fostermann y Li., 2010).

Se ha demostrado que el &cido ursélico es un buen agente vasodilatador ya que
promueve la liberacion de NO (Ibarra-Alvarado y col., 2010). Por otra parte, posee
actividad diurética, natriurética y antioxidante, ademas de también disminuir el
ateroma en ateroesclerosis relacionada con hipertension (Somova y col., 2003).
Asimismo, en lineas celulares EAhy926 a una concentracién de 10 uM, promueve
la expresion de eNOS sin incrementar su actividad e inhibe la expresién de NOX4

(NADPH oxidasa 4), mientras que, a conc

entraciones mayores, este compuesto incrementa la actividad de la eNOS
(Steinkamp-Fenske y col., 2007).

La capacidad del acido ursdlico de ejercer un efecto vasodilatador se ha evaluado
mediante el ensayo de aorta aislada de rata. El acido ursolico mostré un CEso=44.15
+ 6.1 pM y una Emax= 97.2 £ 2.1 % después de que la aorta fuera contraida con
noradrenalina (NA), no observandose dicho efecto en el anillo de aorta sin endotelio.
El uso de inhibidores de la eNOS como el L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil éster)
y de la guanilato ciclasa como el ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3a]-quinoxalin-1-
ona) demostro la participacion de estas enzimas en el efecto vasodilatador
producido por el AU (Aguirre-Crespo y col., 2006). Luna-Vazquez y col., 2016,
reportaron el efecto vasodilatador del UA aislado del extracto de diclorometano de
Prunus serotina (P. serotina) mediante el ensayo de aorta aislada de rata con una
CEs0=47.1 pM y Emax= 97.2% (Luna-Vézquez y col., 2016)
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En un andlisis SAR de varios triterpenos (Structure-Activity Relationship, Relacion
Estructura-Actividad) se encontrd6 que para ejercer el efecto vasodilatador se
necesita conservar el esqueleto pentaciclico, asi como la presencia de aceptores
de puentes de hidrogeno en el C-3 (Rios y col., 2012). Por otra parte, estudios de
acoplamiento molecular (docking), indicaron que el carboxilo en el C-28 es

importante para la interaccion con la enzima eNOS (Luna-Vazquez y col., 2016).

2.6. Modificaciones estructurales en el acido ursdélico

Las modificaciones realizadas en la estructura del AU se muestran en la Figura 7.
Dichas modificaciones han sido dirigidas para mejorar alguna actividad biolégica
propia del AU. La posicion de los metilos en la zona de diversidad estructural natural,
distingue al acido ursodlico del acido oleandlico: los metilos en posicion gem del C-
20 corresponderia a la estructura del acido oleandlico y los metilos en el C-19 y el
C-20 pertenecen al 4cido ursolico. Los diferentes derivados que han surgido de la
optimizacién del acido ursolico en el C-3 y el C-28 y que se han evaluado para

observar su efecto bioldgico se enlistan en la Tabla 2.

Diversidad estructural natural

+ Halogenacion. l _ .

»  Oxidacién en el carbono a al doble enlace. z Esteres de cadena corta.
Amidas.
Nitrilo.

Amidas sustituidas.

Amidas ciclicas.

Esteres de cadena larga.
Lactonizacion intramolecular

« Esteres de cadena corta
* Oximas y cetonas
* Hemiésteres de diacidos

Esteres de cadena larga ‘\ * Aminacion.
¢ Oxidacion de metilo

Figura 7. Modificaciones estructurales del acido ursolico.
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Tabla 2. Diferentes sustituyentes en los derivados del acido ursdlico.

Modificaciones .
Actividad _
en C3-OHy C27- Subestructura o Referencia
bioldgica
COOH
o Nascimento y
; Antioxidante,
Esteres de 0 o ) _ col., 2014 e
ML antibacteriano y
cadena corta H™ "OR OR o Innocente y
antimalarico
col., 2012.
Oximas y R R A ] Lisiak y col.,
_ nticancerigenos
cetonas Ho‘N)\R O)\R J 2014.
Hemiésteres de °
acidos o 5 RONOH AntiVIH Yuy col., 2006.
. - HOWOR o]
dicarboxilicos
Esteres de ° o o Antidiabét Wuy col.,
ntidiabéticos
cadena larga ro ROJ\/\ RO)H/ 2014.
awNwas
. NN R=NH;, _ Sharmay col.,
Aminas R Antitumoral
N 2007.
K/N\/\o/\/OH
Esteres de 9 _ Sharmay col.,
Ro% Antitumoral
cadenalarga OH 2007.
Esteres de o o Mazumder y
)J\ Citotoxica
cadena corta OR col., 2013.
Lactonizacion okl o Mazumder y
Citotoxica
intramolecular. : col., 2013.

Las modificaciones presentadas en el metilo en el C- 24 y aquellas presentadas en
el doble enlace no se pueden considerar con una actividad intrinseca, ya que se
presentan junto a otras modificaciones. La Figura 8 muestra la actividad relacionada
a la modificacion estructural realizada en la estructura del AU, las modificaciones

mas relevantes son realizadas en el OH del C-3y en el COOH del C-28.
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e Antitumorales
* Antioxidante «  Antimaléricos
. Bactericida

Antitumoral >~
Antiviral

* Antidiabético

Figura 8. Actividad bioldgica relacionada a modificaciones del acido ursalico.

Con respecto a la derivatizacion de triterpenos, se ha reportado, entre otras
reacciones, la acetilacion de la estructura triterpénica pentaciclica de la a- y la B-
amirina, como se puede apreciar en la Figura 9, por medio de anhidrido acético,
catalizado con 4-dimetilaminopiridina (DMAP) disuelto en acetato de etilo en reflujo
(Soldi y col., 2008).

AL

DMAP AcOEt

Figura 9. Reaccion de acetilacion de la estructura triterpénica pentaciclica de
la a- y B-amirina con anhidrido acético. La reaccion fue catalizada por dimetil
amino piridina (DMAP) disuelto en acetato de etilo, a-amirina Ri=H, R2=CHgs; B-
amirina R1=CHs, R2=H (Soldi y col., 2008).

Por otra parte, también han reportado la acetilacion del acido ursoélico con anhidrido
acético y con piridina como solvente a temperatura ambiente y en agitacion por 24

horas como se muestra en la Figura 10 (Nascimento y col., 2014).
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Piridina

Figura 10. Reaccion de acetilacion del acido ursdlico (Nascimento y col.,
2014).

2.7. Herramientas computacionales para el desarrollo y evaluacion

de nuevas moléculas

La quimica computacional generalmente se define como “Aquellos aspectos de la
quimica que son explicados o realizados mediante ordenadores” y es una disciplina
gue se extiende de tal manera que rebasa los limites que separan a la quimica, la
fisica, la biologia y la computacién, permitiendo la investigacion de &tomos,
moléculas y macromoléculas mediante un sistema computacional, cuando la
investigacion de estos no se pueda realizar en el laboratorio por diversas cuestiones
(econémicas o de otra indole) (Briones, 2009). El objetivo de la quimica
computacional consiste en obtener cada vez una mejor descripcion de la geometria,
la estructura electrénica y de la energia de los sistemas quimicos de estudio y, por
ende, una buena prediccion de las propiedades fisicas y quimicas. En la Tabla 3 se

presenta un resumen de los objetivos de la quimica computacional (Nicolas, 2009).

La quimica computacional permite a los investigadores estudiar fenémenos fisicos
y quimicos mediante calculos computacionales en lugar de examinar las reacciones
y compuestos experimentalmente. Algunos métodos pueden utilizarse para modelar
no solo moléculas estables, si no también, aquellas moléculas de vida corta,

intermediarios inestables e incluso estados de transicion (Foresman,1996).
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Tabla 3. Aspectos y objetivos de la quimica computacional.

Aspectos de la
guimica

computacional

Objetivos de la
guimica

computacional

Modelado molecular.

Métodos computacionales.

Disefio asistido por computadora: farmacos, sintesis organica,
materiales, etc.

Quimioinformatica: creacién y blisqueda de bases de datos
(Foresman, 1996).

Representar a las moléculas en tres dimensiones de manera que
puedan ser descritas por sus propiedades incluyendo la
interpretacion, caracterizacion y prediccion de sus propiedades
geomeétricas (distancias y angulos de enlace), funciones de onda
(orbitales naturales, coeficientes, mapas de contorno de orbitales
moleculares) y energia (potencial de ionizacion, afinidad
electrénica, energia electronica, energia de interaccién), entre
otras (Nicolas, 2009)

Simula estructuras quimicas y reacciones basadas en leyes

fundamentales de la fisica o parte de ellas (Foresman, 1996).

Las areas de la quimica computacional estan definidas por el nivel de teoria que

son el fundamento de la misma: son la mecanica molecular o campo de fuerzas y la

guimica cuantica. Dependiendo de la complejidad como el nivel de profundidad al

cual se estudiaran las caracteristicas del sistema quimico a evaluar, se elige un nivel

de teoria computacional, como se muestra en la Tabla 4 (Nicolas, 2009).

Tabla 4. Fendmenos quimicos y niveles de teoria recomendados para su

estudio computacional.

Fenémeno a observar Nivel de teoria recomendado

e Célculo de propiedades electronicas

e Descripcién de sistemas dinamicos

Quimica cuantica

Mecéanica molecular

e Reacciones quimicas e Quimica cuantica, métodos hibridos

e Interacciones no covalentes e Quimica cuantica, métodos hibridos o

mecanica molecular
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2.7.1. Métodos de estructura electrénica (Quimica cuantica)

Estos métodos utilizan las leyes de la mecénica cuantica como base para el calculo
de las propiedades del sistema. La mecanica cuantica establece que la energia y
otras propiedades relacionadas de una molécula se pueden obtener mediante la
resolucién de la ecuacién de Schrodinger; dado que la solucién exacta de dicha
ecuacion no es posible, ésta se resuelve haciendo diferentes aproximaciones o
tomando parametros derivados de la experimentacion. Existen dos clases

principales de métodos:

e Meétodos semiempiricos. Usan parametros derivados de datos
experimentales para simplificar la resolucion de la ecuacion de Schrodinger.
Algunos ejemplos son AM1, NNDO, MINDO3, PM3, PM6, etc.

e Métodos ab initio. No usan pardmetros experimentales, estan basados
Unicamente en los principios y leyes de la mecanica cuantica y se apoyan
en constantes fisicas como la velocidad de la luz, las masas y cargas de los
electrones y nucleo, asi como la constante de Planck, entre otras (Foresman,
1996).

Los calculos semiempiricos son poco costosos y proveen descripciones cualitativas
razonables de sistemas moleculares y una prediccion cuantitativa bastante exacta
de la energia y estructura de sistemas donde existe un buen grupo de paradmetros.
En contraste, los sistemas ab initio proveen una prediccién cuantitativa de alta
calidad para un amplio rango de sistemas, soélo limitado por la infraestructura
computacional disponible, siendo posible incluso la descripcion dindmica de

sistemas macromoleculares (Foresman,1996).

Un caso especial de los métodos ab initio son los basados en la teoria de
funcionales de la densidad (DFT), que se distinguen de los métodos de correlacion
de electrones o Hartree-Fock, porque solucionan la ecuacion de Schrédinger
reemplazando la interaccion real electron-electrén por una interaccion promedio 0
densidad (Jensen, 2007).
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Por otra parte, los métodos hibridos constituyen la aplicacion de diferentes niveles
de descripcion electronica detallada de una zona del sistema quimico (zona
caliente) embebida en una zona de mayor tamafo y, que se estima, de poca
influencia electronica y, por tanto, descrita con un nivel menor de teoria (zona fria)
(Foresman, 1996).

2.7.2. Mecéanica molecular

Esta usa las leyes clasicas de la fisica para predecir estructuras y propiedades de
las moléculas. Existen diferentes métodos de mecanica molecular, cada uno de

ellos caracterizado por su campo de fuerza:

e Un grupo de ecuaciones que definen como la energia potencial de las
moléculas varia con la localizacién de los atomos que las componen.

e Definiciones de tipos de atomos, para determinar las caracteristicas de un
elemento dentro de un contexto quimico especifico.

e Uno o mas grupos de parametros que ajuste la ecuacién y los tipos de atomos

a los datos experimentales (Foresman, 1996).

Los calculos de mecanica molecular no tratan explicitamente los electrones en un
sistema molecular, en su lugar, se realizan célculos basados en la interaccion
considerando a los atomos particulas con carga eléctrica. Los efectos electrénicos
estan implicitamente incluidos en campos de fuerza a través de la parametrizacion
(Foresman, 1996).

Esta aproximacion hace a los calculos de mecanica computacional bastante
econdémicos computacionalmente, y permite utilizarlos en sistemas muy grandes
gue contienen incluso miles de atomos. Aunque, también existen ciertas

limitaciones, entre las cuales se encuentran las siguientes:

e Cada campo de fuerza consigue buenos resultados para una clase limitada
de moléculas relacionadas con aquellas para las cuales este campo fue

disefado.
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e Los métodos de mecanica molecular no pueden tratar problemas quimicos

donde predominan los efectos electronicos (Foresman, 1996).

Una herramienta computacional muy util en el estudio de sistemas bioquimicos y
basada en los métodos de mecanica molecular es el acoplamiento molecular
(docking).

2.7.3. Métodos de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o docking, es una herramienta importante para el disefio
de farmacos asistido por computadora. El objetivo de esta herramienta es predecir
y caracterizar la conformacion estructural predominante en la interaccion de un
ligando con una proteina que cuenta con una estructura tridimensional conocida.
Presenta una variedad de usos y aplicaciones como el andlisis de relaciones entre
estructura quimica y actividad biologica (SAR), optimizacién de estructuras lider o
busqueda de compuestos en bibliotecas virtuales; ademas, provee informacion de
como dos estructuras pueden interaccionar entre ellas, permitiendo una
aproximacion y una prediccion de lo que puede suceder en modelos biolégicos
reales. Para poder realizar un docking es necesario contar con la estructura
cristalizada del ligando y la macromolécula diana. En caso que no se cuente con
esta Ultima, se pueden crear modelos basados en homologia de proteinas
conocidas y tener un modelo de la macromolécula diana viable para uso en docking.
Esta herramienta necesita una funcion de puntuacion denominada score function o
funcién de evaluacion para clasificar los modos de union de los ligandos a las
moléculas diana y, de esta manera, categorizar los resultados. Dicha funcién de
evaluacion generalmente esta basada en ecuaciones de energia potencial similar a
un campo de fuerza, por tanto, la obtencion del mejor modo de unién del ligando y
la molécula diana representa la estructura de minima energia que, a su vez, es la
mas estable y la evaluacion de resultados dependera de la complementariedad
quimica entre ligando y diana, interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno,
puentes salinos, entre otras (Kukol, 2008). Los diferentes programas
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computacionales permiten la posibilidad de utilizar diferentes niveles de precision
gue van desde precision estandar, alta precision y el docking de mayor precision, el

acoplamiento molecular de ajuste inducido o Induce-Fit Docking (IFD).

Se han realizado estudios de acoplamiento molecular de algunos triterpenos,
incluyendo al &cido ursolico, con la region catalitica del homodimero de la eNOS,
indicando que esta molécula interacciona de manera directa con algunos
aminoacidos de la eNOS, asi como los tipos de interaccion que se presentan (Rios
y col., 2012; Luna-Vazquez y col., 2016) algunas de estas interacciones son de tipo
puente de hidrégeno y puente salino, entre el &cido ursdlico y la regidn catalitica del
homodimero de la eNOS como se observa en la Figura 11 (Luna-Vazquez y col.,
2016).

Figura 11. Acoplamiento molecular del acido ursélico con la region catalitica
del homodimero de la eNOS (Luna-Vazquez y col., 2016).
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3. JUSTIFICACION

Debido al incremento en la incidencia de las enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la HT, surge la necesidad del desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento de estas enfermedades, tanto desde el punto de vista econdémico y del

impacto en la salud publica.

La capacidad de los triterpenos para promover la expresion de eNOS e incrementar
la liberacion de NO, asi como para disminuir el estrés oxidativo y, por tanto, la
recuperacion de la homeostasis endotelial en enfermedades cardiovasculares como
la hipertension (Fostermann y Li, 2011), aumenta la importancia en la obtencion de
derivados del &cido ursdlico, que puedan servir para el desarrollo de farmacos

alternativos para el tratamiento de este tipo de patologias.

El hecho de que no se han evaluado ninguna de las modificaciones del acido
ursolico previamente mencionadas en su efecto vasodilatador, abre el panorama
para investigar el potencial de ciertos derivados como agentes vasodilatadores. La
modificacion de una estructura privilegiada como lo es la del acido ursélico podria
modificar su actividad vasodilatadora. Se propone realizar esta modificacion sobre
el grupo OH en el C-3 ya que realizar modificaciones en el COOH del C-28, podria
causar la pérdida de la actividad, debido a que éste grupo se ha propuesto como un
centro importante en la interaccion con la eNOS segun estudios previos de docking

(Luna-Vazquez y col., 2016).
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La modificacion estructural del acido ursélico, por medio de la esterificacion del

grupo OH en el C-3, promovera un incremento en su actividad vasodilatadora?

5. HIPOTESIS

La esterificacion del acido ursdlico en el OH del C-3 incrementara su actividad

vasodilatadora, mediante un aumento de las interacciones con la enzima eNOS.
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6. OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar ésteres derivados del acido ursélico y evaluar su actividad

vasodilatadora en el modelo de aorta aislada de rata.

6.1. Objetivos especificos

e Sintetizar una serie homologa de 5 ésteres del acido ursélico.

R Compuesto

CHs GAD-001
CH>CHs GAD-002
(CH2)2CHs GAD-003
CH(CHs)2 GAD-004

CH.CH(CHz).  GAD-005

e Identificar por medio de acoplamiento molecular de ajuste inducido los tipos
de union de los compuestos derivados del acido ursdlico con la region

catalitica del homodimero de la eNOS.

e Identificar los compuestos sintetizados mediante técnicas espectromeétricas

(espectrometria de masas) y espectroscoépicas (RMN *H, 3C).

e Evaluar la capacidad vasodilatadora de los compuestos sintetizados a partir

del acido ursélico mediante el modelo de aorta aislada de rata.
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7. METODOLOGIA

7.1. Sintesis organica e identificacion estructural

La sintesis de la serie homéloga de ésteres de acido ursolico se llevo a cabo en el
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la Universidad

Autonoma de Querétaro. En la Figura 12 se observa la ruta de sintesis general

planteada para la obtencion de los derivados del &cido ursalico.

UA GAD-001-005

Figura 12. Esquema general de la sintesis de los compuestos GAD-001-005.

En este trabajo se utilizaron cloruros de acido comerciales de nimero de carbonos
correspondiente a los derivados propuestos (cloruro de acetilo, de propilo, de
butirilo, de isobutirilo y de isovalerilo). La sintesis de los derivados se llevé a cabo
siguiendo la metodologia mostrada en la Figura 12: a temperatura ambiente,
agitacion constante y atmdsfera de nitrdgeno. Los métodos de purificaciéon
efectuados fueron cristalizaciones y posteriormente, se filtraron al vacio durante 2 h

a temperatura ambiente, para obtener el producto seco.

Los solventes (J. T. Baker) y reactivos (Sigma-Aldrich) utilizados para la sintesis y
purificacion fueron de grado reactivo o de un grado de pureza mayor a 98 %, con
excepcion del acido ursélico que fue del 90 %. Los analisis cromatograficos en capa

fina se realizaron siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de
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aluminio de 5X2 cm, recubiertas con gel de silice (Sigma-Aldrich), utilizando como

sistema de elucion una mezcla de hexano/cloroformo/acetato de etilo (50:35:15).

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un equipo Fisher

T.E.M.S.A. modelo JTR-02 y no estan corregidos.

Los andlisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron en el Instituto de
Quimica Aplicada de la Universidad del Papaloapan, en colaboracion con el Dr.
Adolfo Lopez Torres. Los espectros de RMN H y 13C se obtuvieron en un equipo
Variant modelo MR-400 MH: serie 0191666413 a 400 MHz y 101 MHz para *H y
13C, respectivamente y se muestran en el Anexo | de este documento. Se utilizé el
MestreNova™ Versién: 6.0.2 para el procesamiento de los FIDs; los
desplazamientos quimicos se expresaron en ppm Yy las constantes de acoplamiento
(J) se expresaron en Hz. Se utilizé acetona deuterada como solvente. El andlisis de
masas se realizo por ionizacidén en electrospray (EM-IES) en metanol y se obtuvo
en el equipo Synapt G2-Si de Waters (Q-TOF). Todos los espectros fueron
adquiridos a modo de ESI negativo. Se utiliz6 Masslynx como software de analisis.

7.2. Acoplamiento molecular de ajuste inducido

La evaluacion de la interaccion de los derivados de &cido ursélico con la enzima
oxido nitrico sintetasa endotelial, se llevé a cabo en el programa computacional
Maestro 10.4 de Schrodinger (Schrodinger Release 2015-4: Maestro, v.10.4,
Schrddinger, LLC, New York, NY, 2015). En dicho programa se realizaron los
procesos de preparacion de las estructuras de la proteina, de los ligandos y el

calculo de acoplamiento molecular en diferentes modalidades.
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7.2.1. Estructuras de los ligandos y la molécula diana.

7.2.1.1. Construccion y preparacion de las estructuras del &cido ursadlico
y los compuestos GAD-001-005.

La estructura cristalografica del &cido ursdlico se encuentra disponible en la base
de datos PubChem Substance and Compound Database (PubChem, 2016) a través
del numero de identificacion de substancias CID: 64945, la cual se us6 como base
para la construccion virtual de la serie homéloga de los compuestos GAD-001 hasta
GAD-005. Se obtuvo la conformacion de minima energia y estado de ionizacion a
pH de 7.0 del &cido ursdlico y sus 5 derivados mediante el mddulo Ligand
preparation disponible en Maestro 10.4. (Schrédinger Release 2015-4: LigPrep
v.3.6, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015).

7.2.1.2. Preparacion de la estructura de la Oxido nitrico sintetasa

endotelial.

En el caso de la Oxido nitrico sintetasa endotelial, se obtuvo la estructura
tridimensional de la parte catalitica de la eNOS de H. sapiens en la base de datos
publica “Protein Data Bank” (PDB) con cédigo PDB: 3NOS (Fischmann y col., 1999).
A esta estructura se le removieron las moléculas de agua, iones y coadyuvantes de
cristalizacion presentes en la estructura, a excepcion de los cofactores necesarios
para la funcion de la proteina (BHa y el grupo hemo) y el sustrato natural (L-arginina).
Se asignd un estado apropiado de protonacién a pH de 7.0, y se realiz6 una
minimizacién de energia para la relajaciéon de la estructura. Este proceso de
preparacion se realizd a través del moédulo Protein Preparation Wizard disponible
en el programa Maestro 10.4 (Schrédinger Release 2015-4: Schrodinger Suite 2015-
4 Protein Preparation Wizard; Epik v.3.4; Impact v.6.9; Prime v. 4.2, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2015).

26



7.2.2. Acoplamiento molecular.

El estudio de los tipos de interaccion entre el &cido ursélico y sus derivados con la
region catalitica del homodimero de la eNOS se efectu6 mediante docking realizado
en el médulo Glide (Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-4: Glide, v.6.9,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015). Este acoplamiento molecular se situé
utilizando los residuos identificados como relevantes para la union de triterpenos de
tipo ursano descritos en trabajos previos (Rios y col., 2012, Luna-Vazquez y col.,
2016); asimismo, se llevaron a cabo utilizado los niveles de precision estandar (SP)
y alta precision (XP) (Schrédinger Release 2015-4: Maestro, version 10.4,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015).

Posteriormente, los resultados obtenidos por acoplamiento de alta precision se
utilizaron para estudiar la influencia que tienen estos compuestos sobre el sitio de
union encontrado. Estos estudios de acoplamiento molecular de ajuste inducido se
realizaron segun el protocolo Induced-Fit Docking disponible en Maestro 10.4
(Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-4: Schrddinger Suite 2015-4 Induced
Fit Docking protocol; Glide v.6.9; Prime v.4.2, Schrodinger, LLC, New York, NY,
2015, Schrodinger Release 2015-4: Maestro, version 10.4, Schrodinger, LLC, New
York, NY, 2015).

De todas las conformaciones que el estudio arrojo, fueron tomadas en cuenta
aguellas que tuvieron una diferencia menor a 1 kcal/mol con respecto a la
conformacion estructural que presentd el menor IFD-Score para cada compuesto.
El IFD-Score es la manera en la que el programa define cual es la conformacién

estructural de mayor estabilidad.
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7.3. Evaluacién Farmacoldgica de los derivados

7.3.1. Mantenimiento y manejo de animales de experimentacion.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (250-300 g Las ratas se mantuvieron
el menor tiempo posible (menos de 4 dias) en un espacio especial para
mantenimiento temporal de animales de experimentacién en la planta baja del
edificio 2 de la Facultad de Quimica de la UAQ (NOM-062-Z00-1999 apartado 6.1),
en jaulas de acrilico con condiciones de agua y alimento ad libitum (NOM-062-ZOO-
1999 apartado 5.1). Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos fueron
debidamente etiquetados y almacenados siguiendo las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-SSA-2002 por un periodo no mayor a 30 dias.
Posteriormente, se contratd un servicio especial dedicado al tratamiento y

procesamiento de estos residuos.
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7.3.2. Ensayo de aorta aislada de rata

Las ratas Wistar macho (275-325 g) se sacrificaron por decapitacion y se extrajo la
aorta descendente para posteriormente colocarla en solucion oxigenada de Krebs-
Henseleit enfriada con hielo de la siguiente composicién: NaCl 126.8 mM, KCI 5.9
mM, CaClz 2.5 mM, 1.2 mM MgSOa4, 1.2 mM KH2PO4, 30 mM NaHCOs, y 5 mM D-
glucosa (pH 7.4). La aorta se lavé inmediatamente con solucion de Krebs-Henseleit
para prevenir la formacién de coagulos intravasculares. Libre de tejido conectivo y
adiposo, la aorta se diseccion6 en segmentos de 4 a 5 mm, los cuales se montaron
entre ganchos de acero inoxidable y fueron colocados en cdmaras de incubacién
con solucién de Krebs-Henseleit a 37.2 °C y burbujeo constante de carb6geno.

Los tejidos se dejaron equilibrar durante 30 min bajo una tension de reposo de 1.5
g. Durante este periodo, el medio se cambi6 cada 10 min. Después del ajuste final
de la tension de reposo pasiva a 1.5 g, los segmentos adrticos se contrajeron con
KCI 100 mM. Una vez que se alcanzé un tono contractil estable, se cambi6 el medio

para restaurar una tensiéon de reposo de 1.5 g.

Posteriormente, los tejidos fueron contraidos con 1 pM L-fenilefrina y se tomé la
contraccion como el 100 %. Se construyeron las curvas concentracion-respuesta
adicionando de manera acumulativa los diferentes derivados (1-1000upg/ml). La
tensién isométrica se mide generalmente con un transductor de fuerza-
desplazamiento Grass FT03 unido a un poligrafo Grass 7D. Las respuestas se
expresaron como el porcentaje de la contraccién inicial conseguida con fenilefrina
(Ibarra-Alvarado y col., 2010).
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8. RESULTADOS

8.1. Sintesis de derivados del acido ursdlico y su identificacion

estructural

A partir de &cido ursodlico (Sigma-Aldrich) se obtuvo la serie homologa de los 5
derivados con un rendimiento aceptable, con excepcioén de GAD-005 que presentd
un rendimiento bajo, como se observa en la Tabla 5. Los espectros de resonancia
magnética nuclear de 'H y 13C, asi como los espectros de masas, se presentan en
el Anexo I, en los cuales se identificaron las sefiales relevantes que hicieron posible
la identificacion del compuesto tomando como base la informacion bibliografica
reportada con anterioridad (Seebacher y col., 2003; Silva y col., 2013; Nascimento
y col., 2014), y la prediccion por MestreNova. El punto de fusién de GAD-005 no se
determiné debido al bajo rendimiento que se obtuvo.

Tabla 5. Rendimiento de la sintesis de los derivados del acido ursdlico.

o Rendimiento Punto de fusion
Compuesto Rendimiento (%)

(mg, mmol) (°C)
GAD-001 88.0 26.4, 0.05 242
GAD-002 76.6 25.5, 0.049 286-290
GAD-003 93.9 29.1, 0.055 254-258
GAD-004 88.2 27.7,0.052 282-284
GAD-005 14.7 4.4, 8x103 N.D.

N.D.: No determinado

En los espectros de masas de los cinco compuestos sintetizados se realizaron 3
analisis: en verde se presenta el andlisis por TOF con ventana espectral de 200 a
1000 m/z, fragmento principal [M-1], ion molecular [M7], dianién molécula [M7/2].

Este ultimo se presenta por una doble ionizacién de la molécula. En morado el
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analisis MS/MS (no necesariamente es fragmentacion), donde se filtré el ion de
interés con el cuadrupolo (Q-TOF) y en negro la fragmentacion del ion molecular, el
cual es muy estable, con una energia de colision de 50 eV, se observa el ion
molecular [M] y la pérdida del grupo aciloxi y dos hidrégenos (Anexo I, Figura 11',
12', 13", 14'y 15").

A continuacién, se describen las rutas sintéticas definitivas, los rendimientos
obtenidos y las sefales relevantes para la identificacion estructural para cada
compuesto sintetizado. Los carbonos e hidrogenos de la cadena alquilica del grupo

acilo se representan como 1', 2, 3', 4'y 5', dependiendo del compuesto en cuestion.

8.1.1. GAD-001. Acido 3p-acetoxi-urs-12-en-28-oico.

Se colocaron 30 mg (0.065 mmol) de AU en un matraz de reaccion de 4 mL y se
disolvieron en 1500 pL de diclorometano y 100 pL de piridina. Posteriormente se
hicieron reaccionar con 25 yL de cloruro de acetilo. La reaccion se llevé a cabo en
agitaciéon constante a temperatura ambiente. Después de 24 h, la mezcla de
reaccion se lavé con una disolucién de H2SOas al 10 %, la fase organica fue secada
con Na2SO4 y posteriormente recristalizada para obtener 26.4 mg del producto
GAD-001 (0.053 mmol, rendimiento del 88 %). La masa molecular exacta calculada
fue de 498.37 g/mol, que coincide con el ion molecular en 498.39 m/z [M]
encontrado por EM-IES. Sefiales relevantes para la identificacion en RMN: RMN-1H
(400 MHz, acetona-d, ppm) 10.42 (s, 1H, COOH), 5.22 (t, J = 3.6 Hz, 1H, H-12),
4.45 (dd, J=11.2, 5.1 Hz, 1H, H-3), 1.99 (s, 3H, H-2'); RMN-13C (101 MHz, acetona-
d, ppm) 178.72 (COOH), 170.83 (RCOOR), 139.43 (C-13), 126.20 (C-12), 81.13 (C-
3), 39.94 (C-20), 39.08 (C-19), 21.21 (C-2"), 19.06 (C-29), 17.78 (C-30).
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8.1.2. GAD-002. Acido 3p-(propioniloxi)urs-12-en-28-oico.

Se colocaron 33.3 mg (0.072 mmol) de AU en un matraz de reaccion de 4 mL los
cuales se disolvieron en 200 uL de piridina y se hicieron reaccionar con 100 uL de
cloruro de propionilo, transcurridas 24 h de reaccion, se realizé una segunda adicion
de 200 uL de piridina y de 100 pL de cloruro de propionilo. En un segundo matraz
se hicieron reaccionar 15 mg (0.029 mmol) de UA empleando las condiciones de
reaccion antes mencionadas. Ambas reacciones se llevaron a cabo en agitaciéon
constante a temperatura ambiente y atmosfera de nitrégeno. Después de 48 h de
reaccion, la mezcla se cristalizdé con una disolucién H2SO4 al 10 %, posteriormente
se filtr6 al vacio durante 2 h para obtener 25.5 mg (0.049 mmol) y 11.5 mg (0.022
mmol), respectivamente, del producto GAD-002 (rendimientos del 76.57 %y 76 %).
La masa molecular exacta calculada de 512.3866 g/mol, que coincide con el ion
molecular en 512.41 m/z [M] por EM-IES. Sefales relevantes para la identificacion
en RMN: RMN-'H (400 MHz, acetona-d, ppm) 5.23 (t, J = 3.6 Hz, 1H, H-12), 4.48
(dd, J = 11.1, 5.1 Hz, 1H, H-3), 2.36 — 2.27 (m, 2H, H-2'); RMN-3C (101 MHz,
acetona-d, ppm) 177.69 (COOH), 173.10 (RCOOR), 138.42 (C-13), 125.19 (C-12),
79.92 (C-3), 38.07 (C-19), 36.75 (C-20), 27.54 (C-2"), 18.04 (C-29), 16.66 (C-30),
8.70 (C-3).

8.1.3. GAD-003. Acido 3p-(butanoiloxi)urs-12-en-28-oico.

Para la sintesis de GAD-003 se siguieron las mismas condiciones mencionadas en
la sintesis de GAD-002 utilizando 31 mg (0.067 mmol) y 21.2 mg (0.046 mmol) de
AU y cloruro de butirilo. Después de 48 h de reaccion, la mezcla se cristalizd con
una disoluciéon H2SO4 al 10 %, posteriormente se filtré al vacio durante 2 h para
obtener 29.1 mg (0.055 mmol) y 17.3 mg (0.032 mmol), respectivamente, del
producto GAD-003 (rendimientos del 93.87 % y 81.6 %). La masa molecular exacta
calculada de 526.40 g/mol, que coincide con el ion molecular en 526.42 m/z [M] por
EM-IES. Sefiales relevantes para la identificacion por RMN: RMN-'H (400 MHz,
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acetona-d, ppm) 5.23 (t, J = 3.6 Hz, 1H, H-12), 4.48 (dd, J = 11.0, 5.2 Hz, 1H, H-3),
2.31-2.22 (m, 4H, H-2'), 1.71 - 1.57 (m, 9H, H-26, H-27, H-3); RMN-13C (101 MHz,
acetona-d, ppm) 178.63 (COOH), 173.06 (RCOOR), 139.19 (C-13), 125.98 (C-12),
80.69 (C-3), 39.71 (C-19), (C-20), 36.83 (C-2"), 19.10 (C-29), 17.56 (C-3'), 17.45 (C-
30), 13.80 (C-4)).

8.1.4. GAD-004. Acido 3p-[(2-metil)propioniloxi]urs-12-en-28-oico.

Para la sintesis de GAD-004 se siguieron las mismas condiciones mencionadas en
la sintesis de GAD-002 utilizando 31.4 mg (0.068 mmol) y 14.7 mg (0.032 mmol) de
UA y cloruro de isobutirilo. Después de 48 h de reaccion, la mezcla se cristalizé con
una disolucién H2SO4 al 10 %, posteriormente se filtr6 al vacio durante 2 h para
obtener 27.7 mg (0.052 mmol), para el segundo matraz de reaccién se lavé con una
disolucion H2SOa4 al 10 %; posteriormente, se disolvio en acetona y se cristalizé con
agua destilada fria, se filtr6 y lavd con agua destilada fria para obtener 6 mg (0.011
mmol) respectivamente, del producto GAD-004 (rendimientos del 88.21% vy
40.81%). La masa molecular exacta calculada de 526.40 g/mol, que coincide con el
ion molecular en 526.41 m/z [M7] por EM-IES. Sefales relevantes para la
identificacion por RMN: RMN-*H (400 MHz, acetona-d, ppm) 10.37 (s, 1H, COOH)),
5.23 (t, J =3.6 Hz, 1H, H-12), 4.46 (dd, J =11.3, 4.9 Hz, 1H, H-3), 2.53 (h, J = 13.9,
6.9 Hz, 1H, H-2), 1.14 (d, J = 7.1, 1.1 Hz, 3H, H-3', H-4); RMN-13C (101 MHz,
acetona-d, ppm) 178.67 (COOH), 176.62 (RCOOR), 139.47 (C-13), 126.24 (C-12),
80.80 (C-3), 39.98 (C-19), 39.09 (C-20), 33.94 (C-2", 19.07 (C-29), 17.81 (C-30),
17.70 (C-3', C-4").
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8.1.5. GAD-005. Acido 3B-[(3-metil)butanoiloxi]urs-12-en-28-oico.

Se disolvieron 30 mg (0.065 mmol) de AU en 1500 L de diclorometano y 100 pL
de piridina, se hicieron reaccionar con 25 pL de cloruro de isovalerilo. La reaccién
se llevd a cabo en agitacion constante a temperatura ambiente. Después de 24 h,
la mezcla de reaccion se lavo con una disolucion H2SO4 10 %, fue secada con
Na2SOas y posteriormente recristalizada para obtener 4.4 mg (8x10° mmol) del
producto GAD-005 (rendimiento del 14.7 %). La masa molecular exacta calculada
de 540.42 g/mol, que coincide con el ion molecular en 540.44 m/z [M7] por EM-IES.
Sefiales relevantes para la identificacion por RMN: RMN-'H (400 MHz, acetona-d,
ppm) 10.30 (s, 1H, COOH), 5.19 — 5.11 (m, 1H, H-12), 4.41 (S, 1H, H-3), 2.13 - 2.07
(m, 3H. H-2', H-3"), 0.92 (s, 6H, H-4', H-5'); RMN-3C (101 MHz, acetone-d, ppm)
178.69 (COOH), 172.77 (RCOOR), 139.44 (C-13), 126.20 (C-12), 80.99 (C-3), 43.00
(C-2", 39.79 (C-19), 37.71 (C-20), 26.55 (C-3"), 22.78 (C-4"), 22.70 (C-5"), 19.07 (C-
29), 17.78 (C-30).
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8.2. Acoplamiento molecular de ajuste inducido (IFD)

La Tabla 6 presenta los IFD-Score, los cuales nos indican la posible afinidad tedrica
de los derivados con la regién catalitica del homodimero de la eNOS, asi como los

tipos de interacciones y los aminoacidos involucrados.

Tabla 6. IFD-Score de los derivados y los tipos de interacciones con los

diferentes aminoacidos involucrados en la interaccion con la eNOS.

ASN 338 Puente de hidrégeno y
GAD-004 -1764.620 _
ARG 242 puente salino
ARG 250 Puente salino y puente de
GAD-003 -1753.706 _
GLN247 hidrégeno
GLN 247 Puente de hidrégeno y
GAD-002 -1753.612 _
ARG 250 puente salino
Sustrato )
GAD-001 -1752.989 Puente de hidrégeno
SER 246
ARG 242 Puente salino y puente de
GAD-005 -1752.895 _
ASN 338 hidrégeno
Sustrato )
AU -1752.189 Puente de hidrégeno
GLN 247

Se obtuvieron diferentes estructuras en el IFD; sin embargo, se tomaron en cuenta
solo aquellas estructuras que tuvieran el IFD-Score mas negativo, ya que esto indica
la afinidad tedrica de la molécula: mientras menor sea el nimero, mas afin sera la
molécula con la enzima debido a que se calcula como ciclo termodinamico, aunque
este nimero no tiene representacion fisica real.
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8.2.1. GAD-001. Acido 3p-acetoxi-urs-12-en-28-oico.

GAD-001 present6 4 estructuras posibles de interaccion con la enzima. En la Figura
13 se muestra la conformacion estructural mas estable, donde se puede apreciar
las interacciones tipo puente de hidrogeno de la cadena lateral del sustrato (HAR
512) y el aminoécido serina 246 con el carboxilo de GAD-001. El éster se encuentra
en exposicion al solvente (sombra gris) y no participa en una interaccion directa con
los aminoé&cidos de la region catalitica del homodimero, mientras el grupo carboxilo
en C-28 se orienta hacia el centro catalitico.

HID
B 461

PHE TR

2: 450 B: 74
O

Charged (negative) Polar ----  Distance — Sal bridge
Charged (podtive) @ Unspecified residue —#=  H-bond (backbone) Solvent exposure
Glycine Water #= H-bond (sidechain)
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

J  Metal X Hydration site (displaced) ®® Pi-Pistacking

Figura 13. Interacciones de GAD-001 con los aminoacidos de la region

catalitica del homodimero de la eNOS.
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8.2.2. GAD-002. Acido 3B-(propioniloxi)urs-12-en-28-0ico.
GAD-002 presentd 6 posibles conformaciones para interactuar con eNOS. En la
Figura 14 se muestra la conformacién mas estable, la cual presenta interaccion tipo
puente de hidrégeno y puente salino del aminoacido glicina 247 y arginina 250,
respectivamente, con el carboxilato de GAD-002. Los carbonos de la cadena del
éster presentan interaccion con el solvente (sombra gris) y no participa de manera
directa en la interaccion con algin amino&cido de la eNOS, orientandose hacia el

canal de entrada al sitio catalitico de la enzima.

ASN
338

GLN
476

ASP
478

0
O%/ PRO
PHE 477

105

TYR
475

Figura 14. Interacciones de GAD-002 con los aminoacidos de la region

catalitica del homodimero de la eNOS.
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8.2.3. GAD-003. Acido 3B-(butanoiloxi)urs-12-en-28-oico.

GAD-003 present6 6 posibles conformaciones para interactuar con la eNOS. En la

Figura 15 se muestra la conformacion mas estable, donde se puede apreciar la

interaccion tipo puente de hidrégeno y puente salino de la glicina 247 y la arginina

250, respectivamente, con el carboxilato de GAD-003. Los carbonos de la cadena

del éster presentan una exposicion al solvente (sombra gris) y no participa de

manera directa en la interaccion con los aminoé&cidos de la eNOS. El grupo éster se

orienta hacia el canal de entrada al sitio catalitico del homodimero.

MET
339

SER
337

ASH
338

GLM
476

AP
478

PHE
105

PRO
477

T¥R
475

Figura 15. Interacciones de GAD-003 con los aminoacidos de la
catalitica del homodimero de la eNOS.

region
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8.2.4. GAD-004. Acido 3p-[(2-metil)propioniloxi]urs-12-en-28-oico.

GAD-004 presento 2 posibles conformaciones para interactuar con la eNOS. En la

Figura 16 se muestra la conformacion mas estable, se puede apreciar la interaccion

tipo puente de hidrégeno del aminoacido asparagina 338 con el oxigeno del

carboxilo de GAD-004 y un puente salido de la arginina 242 con el carboxilato. Se

aprecia que algunos de los carbonos de la cadena del éster presentan exposicion

al solvente (sombra gris) y no participa de manera directa en la interaccion con los

aminoacidos de la eNOS y se orienta hacia el centro catalitico del homodimero.
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Figura 16. Interacciones de GAD-004 con los aminoéacidos de la

catalitica del homodimero de la eNOS.

region
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8.2.5. GAD-005. Acido 3B-[(3-metil)butanoiloxijurs-12-en-28-oico.
GAD-005 present6 11 posibles conformacion para interactuar con la eNOS. En la
Figura 17 se muestra la conformacion més estable. Se puede apreciar la interaccién
de tipo puente salino y puente de hidrogeno de la arginina 242 y la asparagina 338,
respectivamente, con el carboxilato de GAD-005. El éster, por su parte, no presenta
interaccion directa con los aminoacidos de la eNOS y se orienta hacia el centro

catalitico del homodimero.
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Figura 17. Interacciones de GAD-005 con los aminoacidos de la region

catalitica del homodimero de la eNOS.
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8.2.6. Acido ursolico.
El acido ursélico presenté 6 conformaciones estructurales para interactuar con la
eNOS. En la Figura 18 se muestra la conformacion més estable, la cual presenta
interacciones tipo puente de hidrégeno del aminoéacido glicina 247 con el carboxilato
y del sustrato natural, L-arginina (HAR-512), con el oxigeno del carboxilo del AU. El

grupo hidroxilo se orienta hacia el canal de entrada del sustrato de la eNOS.
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Figura 18. Interacciones del acido ursélico con los aminoacidos de la region

catalitica del homodimero de la eNOS.
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8.3. Evaluacion farmacologica.

La construccion de las curvas concentracion-respuesta del efecto vasodilatador
producido por los derivados del acido ursélico sintetizados, permitio calcular la CE50
(concentracion efectiva 50) asi como el Emin y Emax (efecto minimo y efecto

maximo). La Tabla 7 resume estos datos.

Tabla 7. Porcentaje de relajacion y CE50 de los compuestos obtenidos

mediante el ensayo de aorta aislada de rata. Los datos de GAD-005 no fueron

determinados debido al rendimiento obtenido en su sintesis.

21.57+1.31 8.48 +4.84 97.2+3,95
GAD-001 173.6 +2.02 5.36 +3.01 45.61 + 8.27
GAD-002 49.78 + 1.38 5.28 +1.59 35.94 +2.03
GAD-003 11.93 +1.40 2.68 +3.13 42.03 +£1.83
GAD-004 52.50 +1.37 8.93 +2.30 54.70 £ 3.01
GAD-005 ND ND ND

N.D.: No determinado.

En la Figura 19 se presenta la gréfica del efecto vasodilatador de los compuestos
sintetizados y del acido ursoélico. Todos los compuestos evaluados (GAD-001-004)
relajaron la aorta de rata de manera dependiente de la concentracién. Sin embargo,
las modificaciones estructurales redujeron mas del 45 % el efecto vasodilatador
producido por el acido ursdlico (p< 0.05). El derivado que presentdé mayor efecto
vasodilatador fue GAD-004 con una Emax de 54.70 + 3.01 %.
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Figura 19. Curva de concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de los

compuestos sintetizados (GAD-001-004) y del acido ursalico.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Obtener la ruta de sintesis y los procedimientos de purificacién adecuados de los
cinco derivados de acido ursélico fue un reto debido a las dificultades que se
presentaron antes de llegar a la ruta sintética definitiva. Se evaluaron diferentes
métodos sintéticos caracterizados por el uso de diferentes solventes como 1,4-
dioxano, acetonitrilo y tetrahidrofurano, para evitar usar solventes de dificil manejo
medioambiental, asi como la dificultad que presentaba eliminar los residuos. Al
utilizar los primeros solventes la reaccion no procedia y solo se desperdiciaba
materia prima, debido a que ésta no era soluble en dichos disolventes. El uso de
diclorometano permitid la solubilidad del &cido ursodlico y, por tanto, promovié que la
reaccion se llevara a cabo; sin embargo, la obtencion de productos secundarios fue
un problema grave. Dos métodos de purificacién se utilizaron para poder separar el
producto deseado de los productos secundarios y del &cido ursélico remanente:
cromatografia en columna y cristalizaciones. Se utilizé6 cromatografia en capa fina
(CCF) para monitorear la reaccion, con un sistema de eluciébn de tres fases
hexano/cloroformo/acetato de etilo y el reactivo de Lieberman-Burchard como
revelador, las placas cromatograficas revelaban la presencia de dos o mas
compuestos y, en ocasiones, la presencia de acido ursolico. La cromatografia en
columna con cloroformo como eluyente no fue efectiva para separar los productos
y obtener un producto puro, como se muestra en la Figura 20. Con el uso de
cristalizaciones con metanol/H20, acetona/CH2Cl2/Hz20, se logré la separacién de
los productos, pero con un rendimiento menor a los 10 mgy en el caso de GAD-003
y GAD-004, se obtuvo un derivado no deseado en bajo rendimiento. Esto se dedujo
debido al patrén de elucién de los compuestos y por comparacién con los productos
identificados positivamente por técnicas espectroscépicas como los derivados
deseados. En la Figura 21, se puede observar la placa cromatografica de los 5
derivados del &cido ursolico, obtenidos con esta metodologia de purificacion.
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AU GAD-001 GAD-002 GAD-003 GAD-004 GAD-005

Figura 20. Placa cromatografica de los derivados del acido ursélico obtenidos
por columna cromatogréfica. Placa de 10X10 cm, hexano/cloroformo/acetato de
etilo como eluyente y reactivo de Lieberman-Buchard como revelador.

AU GAD-001 GAD-002 GAD-003 GAD-004 GAD-005

Figura 21. Placa cromatografica de los derivados del acido ursélico
purificados mediante cristalizaciones. Placa de 10X10 cm,
hexano/cloroformo/acetato de etilo como eluyente y reactivo de Lieberman-Buchard
como revelador.
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La obtencion de productos secundarios limitaba el rendimiento del producto
deseado; su formacion se debia, posiblemente, a la oxidacion por parte del doble
enlace del &cido ursdlico por el oxigeno presente en el sistema de reaccién, sin
embargo, no fue posible corroborar esta afirmacion, ya que no se aislaron los
productos en cantidad suficiente para realizar los analisis espectroscopicos y
espectrométricos. Para solventar este problema y aumentar el rendimiento obtenido
de los derivados en las primeras metodologias que se utilizaron, se opt6 por utilizar
piridina como solvente en concordancia con lo reportado en la bibliografia
(Nascimento y col., 2014), y agregar una atmosfera de nitrdgeno para desplazar el
oxigeno presente en el matraz de reaccion; de esta manera se obtuvo un solo
compuesto, indicando que el oxigeno del medio probablemente, si tenia relacién

con la formacion de un producto secundario, como se observa en la Figura 22.

AU GAD-001 GAD-002 GAD-003 GAD-004 GAD-005 '

OO

"*l

-
-
-

Figura 22. Placa cromatografica de los derivados del &cido ursolico
purificados. Placa de 10X10 cm, hexano/cloroformo/acetato de etilo como eluyente

y reactivo de Lieberman-Buchard como revelador.
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De las cinco sintesis realizadas en este trabajo, la sintesis y purificacion del
compuesto GAD-005 fue la que més dificultades presentd; su purificacion fue
posible, pero con un rendimiento muy bajo, por lo cual no pudo determinarse su
punto de fusion, ni ser evaluado en el ensayo de aorta asilada de rata, para poder
observar su capacidad vasodilatadora. Exceptuando el compuesto GAD-005, todos
los derivados se obtuvieron en cantidades suficientes para llevar a cabo la
identificacion estructural y su evaluacion farmacolégica; por lo tanto, queda como
perspectiva mejorar el proceso de sintesis de GAD-005 para su futura evaluacion.
El motivo por el cual se realizaron dos adiciones de cloruro, excediendo el nimero
de moles requeridos para la reaccion segun los calculos estequiométricos, se debié
a que en el monitoreo por CCF de cada reaccion, habia presencia de acido ursdlico,
por este motivo se agreg6 un exceso y se logré consumir por completo la materia
prima. Lo anterior ocurrié posiblemente por la humedad presente en el &cido ursadlico
0 que los cloruros estaban parcialmente hidrolizados, por lo cual fue necesario
agregar mas cantidad de cloruro.

El andlisis de espectrometria de masas, permitié conocer el peso molecular de los
compuestos sintetizados, los cuales correspondieron a las masas exactas,
calculadas en el modulo de Analysis del programa ChemDraw Professional 15.0. Al
ser la EM-IES un método de ionizacion suave, se obtuvieron iones negativos que
correspondian a las masas exactas de los compuestos esperados. Como parte del
analisis espectrométrico, se realizo la fragmentacion del ion (Figura 11', A, Anexo
), el cual muestra, para todos los compuestos un fragmento m/z de 437.38
correspondiente a la pérdida del grupo aciloxi y dos hidrogenos y que es coincidente
con la masa exacta del fragmento de acido ursélico sin el grupo hidroxilo en el C-3
y dos hidrégenos, como se muestra en la Figura 23; cabe mencionar que el ion
molecular analizado parece ser muy estable, ya que se utilizd una energia de
colision de 50 eV que es relativamente alta ya que por lo general se aplican de 10
a 20 eV en este tipo de analisis. Por tanto, con esta informacion, en la
espectroscopia de RMN se buscé Unicamente las sefiales confirmatorias de la

transformacién quimica del acido ursélico.
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Datos calculados

Masa exacta: 437.34
Peso molecular: 437.69
m/z: 437.34 (100.0%), 438.35
(32.4%), 439.35 (2.7%), 439.35 (2.4%)

Figura 23. Fragmentacion propuesta del ion molecular por EM-IES.

Basandose en reportes previos de la sintesis de estos derivados (Seebacher y col.,
2003; Silva y col., 2013; Nascimento y col., 2014), se llevé a cabo la identificacién
estructural de los compuestos sintetizados. Se tomaron como base en la
identificacion estructural las sefiales de los hidrogenos en C-3, 12, 28 y los
hidrégenos de los carbonos de la cadena del éster, del espectro de RMN *H. Estas
sefiales se utilizaron para definir si la estructura de las moléculas sintetizadas,
correspondia a las moléculas propuestas. La sefial del hidrégeno del C-3 permitio
comprobar que se habia formado el éster y no se conservaba el alcohol ya que el
acido ursdlico presenta una sefial con un desplazamiento quimico de 3.44 ppm
(Seebacher y col.,, 2003). En contraste GAD-001 presenta una sefal con un
desplazamiento quimico de 4.45 ppm, correspondiente a un hidrégeno unido a un
carbono unido a un grupo aciloxi. La sefial del hidrogeno del C-12 con
desplazamiento quimico de 5.22 ppm, indic6 la conservacién del doble enlace en
esta posicion, comprobando que el esqueleto pentaciclico se conservé. La seiial
correspondiente a los hidrogenos H-2' se present6 con un desplazamiento quimico
de 1.99 ppm (Silva y col., 2012; Nascimento y col., 2014). El hidrégeno presente en
el grupo carboxilo (C-28), se logro identificar en GAD-001, GAD-004 y GAD-005,
mientras que en GAD-002 y GAD-003 no se observo la sefial de este hidrogeno.
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En cuanto a la espectroscopia de RMN 13C se usaron las sefiales correspondientes
aC-3, 12, 13, 28, 29, 30y los carbonos del grupo acilo para la identificacion de los
compuestos, siendo la sefial del carboxilo de gran importancia para definir que no
se habia perdido este grupo funcional, ya sea por una lactonizacion intramolecular
o por la formacion de un anhidrido mixto de &cido. La sefal del C-1' con un
desplazamiento quimico de 139.43 ppm y del C-2' con un desplazamiento quimico
de 21.21 ppm, junto a las sefiales de los hidrégenos previamente sefialados,
confirmaron la presencia del éster en posicion C-3 y la estructura para GAD-001.
De manera similar, las sefiales correspondientes a los hidrégenos y los carbonos
especificos para cada compuesto se obtuvieron con algunas variaciones; las
sefales de los carbonos e hidrogenos de la cadena del éster fueron determinantes
para poder corroborar la estructura y su correspondencia con la bibliografia
reportada (Seebachery col., 2003; Silva y col., 2013; Nascimento y col., 2014). Con
estas evidencias, podemos asegurar que los compuestos sintetizados
corresponden a las moléculas propuestas, ya que coinciden con lo reportado en la
bibliografia y las predicciones realizadas en el programa MestReNova, programa

especializado en el analisis y prediccion de espectroscopia de RMN.

Los resultados del acoplamiento molecular de ajuste inducido (IFD) arrojaron varias
conformaciones estructurales que pueden estar interactuando con la region
catalitica del homodimero de la eNOS. Aquellas conformaciones que presentaron
el mejor IFD-Score (un nimero mas negativo) para cada molécula se tomaron como
la estructura mas estable, las demas conformaciones se analizaron tomando en
cuenta el mejor IFD-Score y, aquellas que no presentaban una diferencia mayor a
1 kcal/mol entre si, se compararon individualmente con la conformacion de menor
energia para observar las diferencias en las interacciones y los aminoacidos de
interaccién. Cabe destacar que todos los derivados tuvieron un mejor IFD-Score que
el propio acido ursolico, por lo cual se consideré que presentan una mejor afinidad
tedrica con la enzima. Las conformaciones mas estables presentaron variaciones
en la orientacion del grupo éster y en la orientacion del grupo carboxilo con respecto

a la interaccion con la enzima. Previamente se habian reportado diferentes sitios de
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unioén de triterpenos en la region catalitica del homodimero de la eNOS, el sitio “S”,
que corresponde al sitio de union del sustrato (centro catalitico). Los sitios “C1” y
“C2”, los cuales corresponden a las regiones del homodimero donde se unen los
triterpenos y, por ultimo, el sitio “M”, el cual corresponde a la region donde esta
presente el grupo hemo. Los triterpenos no se unen al sitio “S”, ni al sitio “M”, sin
embargo, pueden estar orientados hacia el sitio “S” o hacia el canal de entrada del
sustrato (Rios y col., 2012). En el caso del acido ursélico, GAD-002 y GAD-005, los
dos grupos funcionales se orientan hacia el centro catalitico, en tanto que en los
compuestos GAD-001, GAD-003 y GAD-004, los grupos funcionales se orientan

hacia el canal de entrada del sustrato.

Todas las interacciones de los compuestos sintetizados y el acido ursélico se
presentan en el carboxilo del esqueleto pentaciclico, esto concuerda con lo
reportado en estudios previos (Luna-Véazquez y col., 2016), lo cual indica que el
carboxilo es importante para la interaccion con la enzima, debido a que puede
aceptar puentes de hidrégeno y a la capacidad de formar puentes salinos. Los
aceptores de puentes de hidrégeno en el C-3 influyen de manera positiva en la
actividad vasodilatadora de algunos triterpenos (Rios y col., 2012); sin embargo, en
los estudios de IFD que se realizaron no se observo una interaccion directa por parte
del hidroxilo y tampoco por parte del éster. Es posible que las interacciones
hidrofébicas y la estereoquimica, jueguen un papel importante en la conformacién
final del complejo enzima-ligando, ya sea por un acomodo espacial especifico o una

interaccién hidrofébica directa con algin aminoéacido presente en la enzima.

El derivado GAD-004 present6 el mejor IFD-Score, por lo cual se considero que es
la molécula con mayor afinidad teorica con la region catalitica del homodimero de
la eNOS con respecto a otros derivados, incluyendo al acido ursolico. GAD-004
presentd 2 conformaciones estructurales de menor energia y, por tanto, mas
estables, las cuales difieren entre ellas de manera clara, como se observa en la
Figura 24. La diferencia mas importante es la interaccion con el sustrato (HAR-512)

en la conformacion 2, el puente salino con la arginina 242 y el puente de hidrogeno
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de la cadena lateral de la glicina 476. Esta estructura presenta un IFD-Score de -
1754.296 kcal/mol, con una diferencia de 0.324 kcal/mol con respecto a la
conformacion 1, indicando que se requiere mayor energia para obtener esta
conformacion. La interaccion con el sustrato solo se presenta en el acido ursolico y
en GAD-001, en las conformaciones mas estables, y algunas conformaciones de
mayor energia en todos los derivados, por lo cual se desestimaron. Es posible que
el andlisis indicara que la conformacion 1 es la mas estable, debido al impedimento
estérico que se presenta en la conformacion 2, ya que la orientacion del carboxilo
del éster se invierte y queda muy cercana a grupos voluminosos como son los
metilos, aunque esta conformacién muestre mas interacciones que la conformacion
1.

GN

247
PHE ~
353 %
o

Figura 24. Comparacion de las conformaciones estructurales de GAD-004 en
su interaccién con la regién catalitica del homodimero de la eNOS. La
conformacion 1 (izquierda) es la mas estable y se pude observar la orientacién lejos
de los metilos por parte del éster. La conformacion 2 (derecha) muestra la

orientacion hacia los metilos por parte del éster y su interaccion con el sustrato.

51



Los resultados de los experimentos farmacologicos indicaron que los derivados
(Emax<55 %) presentaron un efecto vasodilatador menor al producido por el &cido
ursélico (Emax=97.7 %). GAD-004 presentod el efecto maximo mayor (54.71 % +
3.01). El comportamiento que los derivados presentaron en su efecto vasodilatador,
podria explicarse por la pérdida de un donador de puentes de hidrégeno en el C-3,
indicando que un grupo donador es importante en esta region. A diferencia de otros
reportes donde se observa interaccion tipo puente de hidrégeno con la asparagina
480 del hidroxilo (Luna-Vazquez y col., 2016), el IFD no mostré interaccion directa
tipo puente de hidrogeno del hidroxilo (acido ursélico) con los aminoacidos
presentes en el sitio de interaccion en la eNOS. Sin embargo, la diferencia entre los
dos andlisis, dejando de lado el nivel de calculo, es la presencia del sustrato, el cual
estd incluido en la cristalografia, ya que se intenté obtener el comportamiento mas
cercano a la funcién nativa de la enzima. En estas condiciones, se observa que las
modificaciones realizadas en el &cido ursélico en esa posicidn causaron un efecto

negativo en la actividad del &cido ursdlico.

Asimismo, GAD-002 presenta la misma interaccion que el &cido ursoélico con la
glicina 247, con la diferencia que esta conformacion presenta un puente salino con
la arginina 250 y su orientacion esta dirigida hacia el canal de entrada y no hacia el
centro catalitico. De la misma forma GAD-003 presenta Unicamente la interaccion
con el amino&cido glicina 247 y su orientacién es hacia el canal de entrada, de tal
forma que la actividad puede estar relacionada con la orientacién espacial de la
conformacién estructural que se obtiene al momento de la interaccion de las
moléculas con la eNOS. GAD-003 fue el derivado que presentdé mayor potencia,
entre los compuestos sintetizados y el acido ursélico, al requerir solo de 11.93 +
1.40 pg/mL para ejercer su efecto vasodilatador; sin embargo, su efecto maximo no

excede el 50 % de relajacion.

Por otro lado, la afinidad teérica incrementa conforme aumenta el volumen estérico
en los derivados, con excepcién de GAD-005. Las interacciones hidrofdbicas y el

acomodo espacial que presentan los compuestos (orientacion hacia el centro
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catalitico o el canal de entrada) puede influir en la actividad de la molécula. los
resultados farmacolégicos indican que GAD-001 y GAD-004 son los que presentan
mayor porcentaje de relajacion. GAD-001 conserva una mayor similitud estructural
con el acido ursdlico y sus interacciones son similares (puentes de hidrégeno),
ademas, presenta interaccién con el sustrato e interaccion con la serina 246, en
comparacion con el &cido ursdlico que presenta interaccion con el sustrato y con la
glicina 247. Los dos interactian de manera similar en sus respectivos aminoacidos.
GAD-001 mediante un puente de hidrégeno de la cadena lateral de la serina 246
con el carboxilato y un puente de hidrégeno de la cadena lateral del sustrato con el
oxigeno del carboxilo y el acido ursolico tiene el mismo comportamiento solo
cambiando el aminoacido por la glicina 247. Adicionalmente, los dos estan
orientados hacia el centro catalitico y no al canal de entrada. GAD-004, por su parte,
presenta diferencias en cuanto a la interaccién con el aminoacido correspondiente:
solo un puente de hidrégeno de la cadena lateral de la asparagina 338 con el
oxigeno del carboxilo y se orienta hacia el centro catalitico, de igual manera que

GAD-001 y que el &cido ursolico.

Posiblemente, el aumento de las interacciones hidrofébicas o la conformacion
estructural adoptada por las moléculas, promovié una mayor afinidad de los
compuestos con la enzima que inhibiera de cierta manera su actividad catalitica,
dando como resultado una reduccion del efecto vasodilatador. Un estudio de
dinamica molecular y un analisis QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics), el cual es un andlisis que permite entender las interacciones de manera
electronica, podria darnos mas informacién para entender la forma en que los
compuestos interactian con la enzima y como estas interacciones tienen influencia
directa en la perdida de actividad de la eNOS. Ademas, para comprobar si los
compuestos actian como inhibidores de la actividad enzimatica, es necesario
realizar la cuantificacion de la liberacion de NO, para poder observar si la
vasodilatacién es causada directamente por la enzima o participan otras vias de

sefalizacion.
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10. CONCLUSIONES

Se sintetizé la serie homologa de 5 ésteres de acido ursolico y se realiz6 su

identificacion estructural.

El andlisis de acoplamiento molecular de ajuste inducido proporcioné
evidencia de los tipos de interaccion mas importantes presentes entre el
acido ursdlico y sus derivados con la eNOS: los puentes de hidrégeno con el
carboxilo, y la orientacion espacial de las moléculas son importantes para

explicar su efecto vasodilatador.

Los compuestos sintetizados presentaron una actividad vasodilatadora
inferior a la producida por el acido ursélico. Entre los derivados obtenidos,
GAD-004 present6 el mayor efecto vasodilatador (55.70% + 3.01).

La disminucion del efecto vasodilatador de los derivados del &cido ursoélico
podria ser causada por la pérdida de un donador de puente de hidrégeno o

a la orientacién que toman las moléculas al interactuar con la eNOS.

54



11. PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Realizar estudios complementarios de dinamica molecular y QM/MM para
comprender como influyeron las modificaciones quimicas en la pérdida de la

actividad vasodilatadora de los derivados del acido ursoélico.

Cuantificar la produccion de NO en los anillos de aorta, en presencia de los
derivados del acido ursélico, para descartar la posibilidad que los
compuestos funcionen como inhibidores de la enzima y confirmar que la
actividad vasodilatadora es producida por un incremento en los niveles de
NO y no mediante la participacion de otras vias de sefializacion involucradas

en la vasodilatacion.

Obtener una ruta de sintesis adecuada para el compuesto GAD-005 y evaluar

su actividad vasodilatadora.
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13.1. Espectrometria de masas.
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Figura 11'. Espectro de masas de GAD-001

GAD-001 presenta una masa molecular exacta calculada de 498.37 g/mol, que
coincide con el ion molecular en 498.39 m/z [M']. En el analisis también se observa
el ion [M+1] en 499.40 m/z y el ion [M-1] 497.39 m/z, consistentes con la
protonacién o desprotonacion del ion molecular. Adicionalmente, se encuentra el
fragmento debido a la pérdida del grupo acetiloxi y dos hidrégenos en 437.38 m/z
[M~-60].
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Figura 12'. Espectro de masas de GAD-002

GAD-002 presenta una masa molecular exacta calculada de 512.3866 g/mol, que
coincide con el ion molecular en 512.41 m/z [M"]. En el analisis también se observa
el ion [M+1] en 513.41 m/z y el ion [M-1] 513.41 m/z, consistentes con la
protonacion o desprotonacion del ion molecular, ademas de mostrar la pérdida del

grupo propioniloxi y dos hidrégenos en 437.38 m/z [M-74].
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Figura 13'. Espectro de masas de GAD-003.

GAD-003 presenta una masa molecular exacta calculada de 526.40 g/mol, que
coincide con el ion molecular en 526.42 m/z [M']. En el analisis también se observa
el ion [M+1] en 527.43 m/z y el ion [M-1] 525.41 m/z, consistentes con la
protonacion o desprotonacion del ion molecular. Al igual que los casos anteriores,
se observa el ion 437.37 m/z [M-80], correspondiente a la pérdida del grupo

butiriloxi y dos hidrégenos.
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Figura 14'. Espectro de masas de GAD-004

GAD-004 presenta una masa molecular exacta calculada de 526.40 g/mol, que
coincide con el ion molecular en 526.41 m/z [M']. En el analisis también se observa
el ion [M+1] en 527.41 m/z y el ion [M-1] 525.41 m/z, consistentes con la
protonacion o desprotonacion del ion molecular. Adicionalmente, se encuentra el
fragmento debido a la pérdida del grupo isobutiriloxi y dos hidrégenos en 437.38 m/z
[M~-80].

GAD-003 y GAD-004 son isdmeros estructurales, su masa es la misma y se
conserva un patron de fragmentacion muy parecido, solo se observan pequeiias

variaciones en los iones y en el peso molecular.
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Figura 15'. Espectro de masas de GAD-005

GAD-005 presenta una masa molecular exacta calculada de 540.42 g/mol, que
coincide con el ion molecular en 540.441 m/z [M7]. En el andlisis también se observa
el ion [M+1] en 541.43 m/z y el ion [M-1] 439.43 m/z, consistentes con la
protonacién o desprotonacion del ion molecular. Adicionalmente, se encuentra el
fragmento debido a la pérdida del grupo isovaleriloxi y dos hidrogenos en 437.38
m/z [M~-102].
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