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RESUMEN. Las enfermedades infecciosas se han convertido en un problema de salud publica debido a la emergencia de
la resistencia microbiana. Mas de cinco millones de personas en Colombia viven en regiones endémicas de malaria cuyo
parasito es resistente a cloroquina. Microorganismos como S. aureus y Enterococcus spp., han desarrollado la enzima -
lactamasa que los hace resistentes a antibiéticos. Se sintetizaron cuatro a,y-aril-lactonas, las cuales fueron evaluadas
como inhibidoras de formacién de B-hematina a 2 mg/mL . La reaccion se realiz6 a 60 °C por 1 h a pH 4,0 y el complejo fue
monitoreado a 386 nm . Las lactonas también fueron evaluadas como inhibidoras de la enzima (-lactamasa, a concentra-
ciones de 5,4 pmol/L para los inhibidores y 36 a 108 umol/L para amoxicilina como sustrato. La actividad enzimatica de los
compuestos se monitoreé a 250 nm, 37 °C por 10 h a pH 7,3. La modelacién de los complejos lactona-Fe porfirinico de la
hemina mostré que la interaccién se establece a través del oxigeno del anillo furano, pero cuando la lactona tiene un
grupo a-piridinil, la interaccién se favorece a través del nitrégeno con detrimento de la actividad inhibidora. En la modelacién
molecular de los complejos enzimaticos se muestra que los residuos del sitio activo responsables de la interacciéon con la
lactona son la Serina64 y Tirosinal50 a través de fuertes enlaces de hidrégeno entre los hidroxilos de estos residuos y el
oxigeno carbonilico de la lactona.

ABSTRACT. Infectious diseases have become a problem of public health due to the resurgence of microbial resistance.
More than five millions of people from Colombia live in endemic regions of malaria whose parasite is resistant to chloro-
quine. Microorganisms like S. aureus y Enterococcus spp., have developed B-lactamase enzyme which converts them
resistant to antibiotics. Four a,y-aryllactones was synthetized which were evaluated as inhibitors of -hematin formation
at 2 mg/mL . The reaction was performed at 60 °C for 1 h at pH 4.0 and the complex was determined by measuring the
absorbance at 386 nm . The lactones were evaluated too as inhibitors of B-lactamase enzyme at 5.4 pymol/L and amoxicillin
as substrate at 36-108 umol/L . The enzymatic activity of the compounds was carried out at 37 °C for 10 h at pH 7.3 and the
enzymatic kinetic was determined by measuring the absorbance at 250 nm . The modeling of the lactone-Fe porphyrin
complexes shows the interaction was stablished through furan ring oxygen, but when the lactone had an a-pyridinyl
group the interaction was improved through the nitrogen with loss of the inhibitory activity. The molecular modeling of
the enzyme-complexes shown the active site residues responsible for the interaction with the lactones were Ser64 and
Tyr150 through hydrogen bounds between the hydroxyls of this residues and carbonyl oxygen of the lactone.

INTRODUCCION

Actualmente existen personas que ain mueren por
enfermedades que pueden ser prevenibles, debido a que
los patégenos han creado un arsenal de armas propias
para establecer y causar serios problemas en el hués-
ped. La resistencia microbiana es un importante proble-
ma de salud publica que afecta a la mayoria de los pai-
ses del mundo. La producciéon de B-lactamasas es el
medio mas importante de resistencia a los antibiéticos
B-lactamicos y, en la actualidad, hay varias clases de esta
enzima de origen bacteriano.!

Las caracteristicas mismas de los microorganismos
hacen que la lucha contra ellos se haya convertido en
una carrera donde se ha tenido la necesidad de emplear

todo tipo de estrategias, desde las convencionales como
la busqueda de compuestos nuevos con mayor activi-
dad biolégica, hasta el diseno de moléculas mediante
procedimientos biotecnolégicos, pasando por combina-
ciones de antimicrobianos.? Desafortunadamente, para
el tratamiento quimioterapéutico y clinico, las -
lactamasas podrian ser consideradas como armas
moleculares bacterianas.?

En América, més del 38 % de la poblacién vive en
zonas endémicas de malaria. El 85 % del territorio co-
lombiano presenta condiciones climéticas aptas para la
trasmision de la enfermedad.* Tal es el caso de la Costa
Atlantica y Pacifica, San Andrés Islas, Los Llanos Orien-
tales, el Amazonas, Orinoquia, Urab4, Bajo Cauca, Mag-
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dalena Medio, Norte de Santander, Casanare, Bolivar,
Cundinamarca, Caqueta y Tolima.?>”

Debido a la resistencia que ha presentado el parasi-
to a la cloroquina, y teniendo en cuenta el modo de ac-
cién de este medicamento, el mecanismo de inhibicién
de la formacién de hemozoina permanece como blanco
atractivo para el diseno de nuevos farmacos
antimaléricos.>8

Un método in vitro que predice la actividad
antimalarica de compuestos es la evaluacién como
inhibidores de la formacién de B-hematina, un polimero
semejante a la hemozoina.’

Las lactonas son ntcleos ampliamente distribuidos
en la Naturaleza y presentan una amplia actividad bio-
légica. Particularmente, algunas y-lactonas bencil y aril
sustituidas han mostrado actividad anticancerigena y
antiinflamatoria, o son usadas para sintetizar antibi6-
ticos y antitumorales, sin embargo, la sintesis de este
nucleo ha recibido poca atencién.

Este trabajo tuvo como objetivo contribuir a la bus-
queda de alternativas terapéuticas para el control de la
resistencia producida por microorganismos como P
falciparum y bacterias como S. aureus, E. cloacae, etc.,
productoras de B-lactamasa. Con este fin, se realiz6 la
sintesis de cuatro a,y-aril-lactonas: (1) 5-(4-clorofenil)-3-
[4-(dimetilamino)fenil]dihidrofuran-2(3H)-ona, (2) 3,5-
difenildihidrofuran-2(3H)-ona, (3) 5-(4-clorofenil)-3-
fenildihidrofuran-2(3H)-ona, (4) 5-(4-clorofenil)-3-piridin-
4-ildihidrofuran-2(3H)-ona (Fig. 1), que fueron evaluadas
como inhibidoras de la formacién de B-hematina, un
método utilizado para determinar compuestos como
potenciales antimalaricos y como inhibidoras de la en-
zima B-lactamasa, teniendo este blanco como modelo para
la busqueda de inhibidores que permitan aprovechar los
antibiéticos actuales, que debido a la resistencia se han
convertido en ineficaces.!!

Teniendo en cuenta el modo de accién de la
cloroquina que actia como inhibidora de la formacién
de hemozoina uniéndose a la hemina libre y evitando el
crecimiento del complejo,!? se evalud la habilidad de las
lactonas para intervenir en la polimerizacién de la

hemina in vitro. Este método requiere 1 h para obtener
el complejo lactona-hemina, la formacién de -hematina
fue comprobada mediante la medicién de la absorbancia
a 386 nm .>*1 Las lactonas fueron evaluadas a 2 mg/mL
y la cloroquina, como patrén de referencia con un porcen-
taje de inhibicién del 98 % a 1,8 mg/mL .

Las lactonas (2), (3) y (4) presentaron actividad
inhibidora de la enzima B-lactamasa (clase C de Ente-
robacter cloacae, EC 3.5.2.6) y se compard con la actividad
inhibidora del acido clavulédnico usando la amoxicilina
como sustrato. Los inhibidores se evaluaron a 5,4 mmol
/Ly el sustrato se evalué entre 36 y 108 mmol/L . La acti-
vidad enzimética de los compuestos se realiz6é a 37 °C por
10 h a pH 7,3 y monitoreada a 250 nm .

La sintesis general de las lactonas se inicié con el
aldehido y la acetofenona, para formar la chalcona, esta
se somete a lareaccion de adicién de Michael para obte-
ner el compuesto nitrilado, que después de reducir este
producto e hidrolizarlo se obtiene la lactona en medio
acido (Fig. 2).

Con el fin de determinar el modo de accién de las
lactonas como inhibidoras de la formacién de -
hematina, asi como de la enzima B-lactamasa, se realiz6
la optimizacién de la geometria de las lactonas a nivel
B3LYP/6-31G y la modelacién molecular de los comple-
jos lactona-hemina a nivel BSLYP/LANL2DZ y el com-
plejo enzimaético lactona-enzima a nivel BSLYP/STO-3G

R2

(1) R = p-cloro-CH R? = p-(CH),N-CH,
(2)R! = R*=C.H,

@) R!' = p-cloro-CH, R? = CH,

4)R' = p-cloro-CH, R* = NC,H,

Fig. 1. Estructuras de las lactonas evaluadas como inhibidoras
de la formacién de B-hematina e inhibidoras de la enzima f3-
lactamasa.
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Fig. 2. Sintesis general de las lactonas. a) NaOH, 25°C, 1 h. b) NaCN/H*,25°C,5d. c¢) NaBH,/CH,CHOHCH,, 25 °C, toda la

noche. d) OH-, reflujo, 6 h, e) H*, reflujo, 2 h .
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usando el programa GAUSSIAN 98. El sitio activo de la
enzima se obtuvo del banco de datos PDB y se disen6 de
acuerdo con la enzima hidrolitica tipo Serina (1XX2, P99
B-lactamasa de E. cloacae). Los péptidos usados para la
modelacién molecular del complejo enzima-lactona se
obtuvieron de referencias,'®' el sitio activo de la enzima
se modelé con los péptidos Gly63-Ser64-I11e65-Ser66-
Lys67-Thr68, Leul49-Tyr150-Alal51 y Ser318-Thr319-
Gly320.17

PARTE EXPERIMENTAL

Hemina, cloroquina, NaOH, acido acético glacial,
acetato de sodio, DMSO, benzoacetofenona, p-
cloroacetofenona, benzaldehido, p-dimetilaminoben-
zaldehido, la enzima (-lactamasa (clase C de E. cloacae,
EC 3.5.2.6) y demas reactivos para la sintesis de las
lactonas fueron comprados a SIGMA-ALDRICH Co.

Los espectros de RMN 'H y *C fueron obtenidos con
un Bruker modelo AMX 300 (con 300,12 MHz para el
nucleo 'H y 75,42 MHz para el nuicleo de *C), usando
como disolvente CDCI, y TMS como referencia. Los es-
pectros de RMN se obtuvieron usando modulacién en J
(JMOD para *C desacoplado)

La cinética de la formacién del complejo se siguid
por medicién de la absorbancia en un espectrofotémetro
Varian 50-BIO UV-Visible.

Inhibicion de la formacion de B-hematina

El procedimiento seguido esta descrito.>1314

Cien microlitros de hemina (6,5 mmol/L) fueron di-
sueltos en una disolucién de NaOH (0,2 mol/L) 50 pL de
acido acético glacial (17,4 mol/L) y 50 pL de lactonas
(2,0 mg/mL) o cloroquina (1,8 mg/mL) en 200 pL de diso-
lucién reguladora de acetato pH 4,0 (3,0 mol/L). La mez-
cla fue incubada por 1 h a 60 °C, centrifugada a 5 366 g por
25 min y lavada con 400 pL. de DMSO. El s6lido fue lavado
con 600 pL de disoluciéon de NaOH (0,1 mol/L). La cinética
de formacién del complejo fue monitoreada a una longi-
tud de onda de 386 nm en el espectrofotémetro. Los en-
sayos fueron realizados por triplicado.

Cinética enzimatica

Amoxicilina (36, 54, 72, 90, 108 pmol/L) usada como
sustrato, las lactonas (1)-(4) y el acido clavulanico (5,4 pmol
/L) usados como inhibidores, y la enzima (-lactamasa
(clase C de E. cloacae, 0,6 pmol/L) fueron preparados en
disolucién reguladora de fosfato (pH 7,3) a 37 °C y la
cinética enzimética fue monitoreada a una longitud de

onda de 250 nm cada 5 min por 10 h . La hidrélisis de la
amoxicilina decrece la absorbancia.!®

Sintesis general de lactonas

Las lactonas fueron sintetizadas de acuerdo con re-
portes anteriores,>® y se siguié el procedimiento gene-
ral que se describe a continuacién.

Sintesis de (1) 5-(4-clorofenil)-3-[4-(dimetilamino)
fenilldihidrofuran-2(3H)-ona

NaOH (0,15 g, 3,88 mmol) disuelto en agua (b mL) y
etanol (5 mL) fue colocado en un bano de hielo. Con
agitacién se adicion6 4-cloroacetofenona (0,42 mL,
500 mg, 3,23 mmol) y 4-dimetilaminobenzaldehido (0,48 g,
3,23 mmol). La mezcla fue dejada con agitacién por 1 h
a 25 °Cy dejada en la nevera toda la noche. El precipita-
do fue filtrado, lavado con agua y secado, dando la
chalcona: 1-(4-clorofenil)-3-(4-dimetilaminofenil)-2-
propenona, un sélido amarillo (0,92 g; 3,23 mmol; 100 %
de rendimiento, Tf = 135 °C . RMN 'H: 63,06 ppm (s, 6H,

2CH,), 66,69-6,72 ppm (d, 2H, 2CH = aromaticos), 67,26 ppm
(8,2H, 2CH = aromaticos), 87,96 ppm (d, 1H, J,;, .., = 15,43),

6 17,7-1,8 ppm (d, 1H, J, ...= 15,43), & 7,47-7,56 ppm (dd,
4H,4CH= arométicos). RMN "*C: 640,5 ppm (2CH,), 5112,3;
0129,2;6130,2y 6 131,0 ppm (CH aromaticos), 8 116,7 ppm
(C,H=),5146,8 ppm (C,H=),5122,9 ppm (C-CH=),5137,8 ppm
(C-CO), 5139,0 ppm (C-Cl), 6 152,6 ppm (C-N).

NaCN (2,7 g; 54,4 mmol) fue disuelto en acetona
(2 mL) y agua (3 mL), la mezcla fue acidificada con
H,SO, (0,1 mmol/L) a pH 3. La chalcona anteriormente
preparada (500 mg, 2,4 mmol) disuelta en acetona (6 mL)
fue adicionada. La mezcla fue agitada durante cinco dias
a temperatura ambiente. Después de tres dias de reac-
cién, se adicionaron los mismos equivalentes de NaCN.
La mezcla fue extraida con CH,Cl, (10 mL), lavada con
disolucién salina y secada con MgSO,. El disolvente fue
removido bajo presién reducida y el residuo fue purifi-
cado por cromatografia de columna a presién usando la
mezcla hexano-acetato de etilo (3 : 2). El compuesto 4-(4-
clorofenil)-2-[4-(dimetilamino)fenil]-4-
oxobutanonitrilo fue obtenido como un sélido color café,
0,46 g; 1,50 mmol, 62 %. RMN 'H: 83,0 ppm (d, 6H, 2CH,),
63,5 ppm (m, 2H, CH,), 84,4 ppm (m, 1H, CH), 7,2 ppm
(d, 2H, CH = aromatico), 6 7,4 ppm (d, 2H, CH= aromaé-
tico), 6 7,8 ppm (d, 2H, CH = aromaéatico), 67,9 ppm (d,
2H, CH= aromatico). RMN **C: 31,5 ppm (CH), 40,5 ppm
y 8 40,8 ppm (2CH,), 6 45,5 ppm (CH,), 6 112,3 ppm y
113,2 ppm (2CH= aromaticos), 6 128,6 ppm y 6 129,2 ppm
(2CH= aromético), 6 129,6 ppm y 129,9 ppm (2CH= aro-
maticos), 8 130,2 ppm y 131,0 ppm (2CH aromaticos),
0 122,9 ppm (CN), 6 127,0 ppm (C-CHCN), & 137,9 ppm
(C-C0),5138,9 ppm (C-C),5152,6 ppm (C-N),5189,7ppm (C=0).

Del nitrilo anterior, 0,420 mg, 1,35 mmol, fueron di-
sueltos en isopropanol (8 mL) y NaBH, (133 mg, 3,5 mmol).
La mezcla fue agitada toda la noche a temperatura am-
biente, después se adicionaron 10 mL de agua y HCI di-
luido hasta que no se produjo mas H,. La mezcla fue
extraida con CH,Cl, (10 mL), lavada con disolucién sali-
nay secada con MgSO,. El disolvente fue removido bajo
presién reducida y el residuo fue purificado por
cromatografia de columna a presién usando la mezcla
hexano-acetato de etilo (3 : 2). Se obtuvo el compuesto 4-
(4-clorofenil)-2-[4-(dimetilamino)fenil]-4-
hidroxibutanonitrilo como una goma amarilla 0,39 g;
1,24 mmol, 92 %. RMN 'H: 62,6 ppm (m, 2H, CH,), 2,9 ppm
(d, 6H, 2CH,), 6 4,6 ppm (m, 1H, CH-CN), & 4,8 ppm
(m, 1H, CH-OH), 5 6,7 ppm (d, 2H, 2CH = arométicos),
07,1 ppm (d, 2H, 2CH= arométicos), 6 7,3 ppm (d, 2H,
2CH= aromaticos), 0 7,4 ppm (d, 2H, 2CH = aromaticos).
RMN *C: 6 36,16 ppm (CHCN), 4 40,0 ppm (2CH,),
641,0 ppm (CH,), 8 75,0 ppm (CHOH), 6 112,0 ppm (2CH=
aromatico), 8127,81 ppm (2CH= aromaticos), 6 128,80 ppm
y 0 129,46 ppm (2CH= aromaticos), 8 133,51 ppm (C-Cl),
0143,70 ppm (C-CHOH-), 6 149,52 ppm (C=N), 8 119,1 ppm
(C-CHCN), 06 149,5 ppm (C-N).

Del compuesto hidroxilado anteriormente prepara-
do, 336,7 mg, 1,07 mmol, se disolvieron en 10 mL de
etanol y se le adicionaron 10 mL de disolucién de KOH
(0,4 mol/L). La mezcla fue puesta en reflujo durante 6 h ,
después acidificada con HCI diluido hasta pH 2 y puesta
en reflujo por 2 h . Se le adicionaron 10 mL de disolu-
ci6n salina y se extrajo con CH,CL, se secé con MgSO,,
se removi6 el disolvente bajo presién reducida y el resi-
duo resultante fue purificado por cromatografia de co-
lumna a presién usando la mezcla hexano-acetato de etilo
(9 : 1). Se obtuvo la lactona (1) como una goma amarilla,
186,7 mg; 0,59 mmol, 55 %. RMN 'H: 62,1 ppm (m, 1H,
CH,), 82,5 ppm (m, 1H, CH,), 6 3,0 ppm (s, 6H, 2CH,),
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04,8 ppm (t, 1H, CH-CO), 85,2 ppm (m, 1H, CH-0), 56,6 ppm
(dd, 2H, 2CH = aromatico), d 6,9 ppm (s, 2H, 2CH= aro-
matico), 8 7,0 ppm (d, 2H, CH= aromaticos), 0 7,2 ppm
(d, 2H, 2CH= arométicos). RMN **C: 631,32 ppm (CH,),
641,21 ppm (2CH,), 6 41,44 ppm (CH-CO), 6 73,62 ppm
(CH-0), 0 113,28 ppm (CH= aromatico), 6 113,72 ppm
(CH= aromatico), 3127,81 ppm (CH= aromético), 128,71 ppm
(CH= aromaético), 0 128,99 ppm (CH= aromaéatico),
0 129,46 ppm (CH= aromatico),  130,0 ppm (C-CHCO),
0 133,5 ppm (C-Cl), 6 143,7 ppm (C-CHO), 4 149,5 ppm
(C-N), 5179,0 ppm (C=0).

(2) 3,5-difenildihidrofuran-2(3H)-ona: de color ama-
rillo claro, 285,3 mg; 1,2 mmol, 61 %. RMN 'H: 62,8 ppm
(dd, 1H, CH,), 43,1 ppm (dd, 1H, CH,), 44,8 ppm (m, 1H,
CH-CO), 5,1 ppm (m,1H, CH-0), 6 7,0-7,4 ppm (m, 10H,
10CH = aromaticos). RMN 3C (CDCL,, TMSS como referen-
cia): 6 39,0 ppm (CH,), 6 44,0 ppm (CH-C=0), 6 80,8 ppm
(CH-0), 5125,0-129,5 ppm (10CH= aromaticos), 4 137,0 ppm
(C-CHCO), 6 140,0 ppm (C-CHO), 3 178,0 ppm (C=0).

(3) 5-(4-clorofenil)-3-fenildihidrofuran-2(3H)-ona:
Goma de color amarillo claro, 120 mg; 0,44 mmol, 57 %.
RMN 'H: 62,0 ppm (m, 1H, CH,), 2,6 (m, 1H, CH,),
04,6 ppm (t, 1H, CH-CO), 5,5 ppm (m, 1H, CH-0), 7,1-
7,4 ppm (m, 9H, 9CH= aromatico). RMN **C: (CDCl,, TMS
como referencia): 6 32,4 ppm (CH,), 40,9 ppm (CH-CO),
0 73,5 ppm (CH-0), 8 127,4 ppm 2CH=CCHCO arométi-
co), 8 127,8 ppm (2CH= aromatico), 6 128,9 ppm (CH=
aroméatico), & 129,1 ppm (2CH=CCl), & 129,4 ppm
(2CH=CCH-O0), 6 133,6 ppm (C-Cl), d 142,0 ppm (C-
CHCO), 6 143,6 ppm (C-CHO), 3 176,5 ppm (C=0).

(4) 5-(4-clorofenil)-3-piridin-4-ildihidrofuran-2(3H)-
ona: goma blanca, 176,7 mg, 0,69 mmol, 68 %. RMN 'H:
61,9 ppm (m, 1H, CH,), 62,4 ppm (m, 1H, CH,), 84,3 ppm
(t, 1H, CH-CO), 8 5,3 ppm (m, 1H, CH-0), 6 6,9 ppm (m,
2H, 2CH= piridinil), 6 7,0-7,1 ppm (m, 4H, 4CH = aroma-
tico), 8 8,1 ppm (m, 2H, 2CH= piridinil). RMN *C: (CDCI,,
TMS como referencia): & 38,7 ppm (CH,), 6 44,72 ppm
(CH-CO), 6 71,78 ppm (CH-O), & 127,8 ppm (2CH=
piridinil), 8 129-129,1 ppm (4CH= aromatico), d 152 ppm
(2CH= piridinil), 6 133,9 ppm (C-Cl), & 142,7 ppm (C-
CHO), 9 143,8 ppm (C-CHCO), 5 177,0 ppm (C=0).

Detalles computacionales

Todos los estudios computacionales fueron realiza-
dos usando el programa Gaussian 98. Los parametros
geométricos de los compuestos y los complejos lactona-
hemina fueron optimizados usando el nivel BSLYP/6-31G
y BSLYP/LANL2DZ, respectivamente. Igualmente, los
de los complejos enzimaticos fueron optimizados usan-
do el nivel B3LYP/STO-3G.2*2! Para el disefio del sitio
activo de la enzima se siguié la metodologia de Kumary
Lobkovski.15-16

RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de las lactonas ofrecié un rendimiento
total promedio del 18 %. Las lactonas se obtuvieron como
una mezcla isomérica en relaciéon de 50 : 50, la cual co-
rrespondié a los isémeros (R,R), (S,S) y (R,S), (S,R) de
cada una de las lactonas, espectroscépicamente se ob-
servaron por RMN ¥C los isémeros formados. En el caso
de los compuestos nitrilados, se observ6 un grupo CH,,
indicativo del par enantiomérico (R) y (S). En los com-
puestos hidroxilados, se observaron dos senales corres-
pondientes a dos pares de enantiémeros (R,R), (S,S) y
(R,S), (S,R) y en las lactonas, las dos senales de CH,, co-
rrespondientes a las lactonas enantioméricas. La for-
macion de las lactonas (3S,55) y (3R,5R) seria posible si
en la reaccién de reduccion con NaBH,, el hidruro ata-

cara por la misma cara del grupo "CN. Para la reaccién
de esterificacién y formacién de las lactonas (3S,55) y
(3R,5R), se requeria que el enlace CH,-CHCOOH girara
y se ubicara en forma paralela al grupo hidroxilo de tal
forma que facilitara el ataque del nucleéfilo del OH al
carbono carboxilico.’® La optimizacién de la geometria
de la lactona (4) muestra que todos los isémeros tienen
la misma probabilidad de formarse, ya que cada una de
ellos presenta una energia semejante (Tabla 1).

La diferencia en energia de las lactonas (R,R), (S,S) y
las (S,R), (R,S) es de 2,51 kcal/mol, siendo estos dos ulti-

Tabla 1. Energia de las lactonas (3R,5R), (3S,5R),
BR,5S) y (3S,55)-5-(4-clorofenil)-3-piridin-4-
ildihidrofuran-2-ona formadas en la reaccién de
esterificacion en medio acido. Las energias fueron
calculadas en Gaussian 98 a nivel B3LYP/6-31G.?2

Lactona (4) Energia (a.u.)
(BR,5R)-lactona -1243,976
(3S,5S)-lactona -1243,976
(3S,5R)-lactona -1243,980
(3R,5S)-lactona -1243,980

mos enantiémeros mas estables que los primeros. Por
lo tanto, la modelacién molecular se realizé con las
lactonas mas reactivas.

Actividad inhibidora de la formacion de B-hematina

Al evaluar a las lactonas (1)-(4) como inhibidoras de
la formacién de B-hematina se comprobé que la
cloroquina inhibe en un 98 % la formacién de la -
hematina (Tabla 2) y segun se reporta en trabajos ante-
riormente publicados,’ el nitrégeno quinolinico de la
cloroquina establece enlace con el Fe porfirinico de
la hemina.?® En el caso de las lactonas, la modelacion de la
geometria de los complejos hemina-lactona muestra que el
enlace del complejo formado se establece a través del oxi-
geno del anillo furano de la lactona y el Fe central del anillo
profirinico de la hemina (Fig. 3). La distancia entre lalactona
y el Fe central de la hemina no es determinante como para
que afecte la actividad biolégica.

La modelacién muestra que en el complejo hemina-
lactona el anillo porfirinico es totalmente planar y la di-
reccién del anillo lacténico es un poco inclinada, debido
a la nube electrénica negativa que generan en el ani-
1lo los atomos de oxigeno que interacttian con la nube
positiva del anillo de la hemina; mientras que los ani-
llos aromaticos de la lactona son perpendiculares, por
lo que no se establece interaccién entre estos y el ani-

Tabla 2. Porcentaje de inhibicién de las lactonas y
cloroquina sobre la formacién de B-hematina y distancia
entre el Fe central porfirinico y el oxigeno o nitrégeno de
los complejos formados, usando Gaussian 98 a nivel BSLYP
/LANL2DZ.?

Porcentaje
de inhibicion = Complejo Distancia
de la formacién  hemina interatémica

Compuesto de B-hematina -compuesto A
Cloroquina 98,0 Fe—N 1,91
@ 26,0 Fe—O 1,92
2 33,0 Fe—O 1,97
3 50,0 Fe—O 1,93
(€Y) 40,0 Fe—N 1,93




Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 40, No. 1, 2009.

1llo porfirinico de la hemina. En el caso del complejo
hemina-lactona (4), la interacciéon entre el 4tomo de
Fe central porfirinico y la lactona es a través del nitroé-
geno piridinico. Esto demuestra la preferencia del Fe
por el par de electrones del nitrégeno, ademas, la
lactona (4) tiene la carga negativa centrada en el ani-
1llo piridinico, lo que hace al nitrégeno mas nucleéfilo
y mas susceptible de un ataque electrofilico que el
oxigeno del anillo lacténico, pero la interaccién es favo-
recida si el nitrégeno es aromatico, debido a la distribu-
cién de la carga, caso que no se observa en la lactona (1)

que a pesar de presentar un nitrégeno, este no es aroma-
tico. La lactona (3) tiene la carga negativa distribuida en
el anillo furanico, por lo tanto, la interaccién se establece
a través del oxigeno furanico, que es mas negativo que el
oxigeno carbonilico. La figura 4 muestra la densidad elec-
tréonica de las lactonas (2), (3) y (4).

El perfil electrénico muestra una carga negativa cen-
trada en el anillo aromatico piridinico de la lactona (4)
que favorece el ataque electrofilico del Fe porfirinico al
nitrégeno piridinico. Los anillos aromaticos de las
lactonas presentan una carga positiva por lo cual no

LACTONA 2

HEMINA

B

LACTONA 4

HEMINA,

D

Fig. 3. Geometrias optimizadas de los complejos hemina-lactonas en BSLYP/LANL2DZ. Complejos: A) Hemina-lactona (1). B)
Hemina-lactona (2). C) Hemina-lactona (3). D) Hemina-lactona (4).

Lactona (2)

-~

Lactona (4)

N

Lactona (3)

Fig. 4. Densidad electrénica de las lactonas (2), (3) y (4) optimizadas en Gaussian 98 nivel B3LYP/6-31G.?
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existe una interaccién entre la nube electrénica positi-
va del anillo porfirinico de la hemina y los anillos aro-
maticos, lo que explica su ubicacién perpendicular en
el complejo hemina-lactona.

Actividad inhibidora de la enzima p-lactamasa

Laslactonas (3) y (4) fueron mejores inhibidores com-
petitivos enzimaéaticos que el acido clavulénico, pero no
existieron diferencias en las actividades enzimaticas de
estas; ambas mostraron igual K, aparente, K, (Tabla 3).

El sitio activo de la enzima o-lactamasa tiene un po-
tencial electrostatico positivo,'®!® que favorece la
interaccién con la nube electrénica negativa del anillo
lacténico. La adicién de un grupo electrén atractor como
el Cl en el v-anillo aromético, no afecta la actividad
inhibidora del compuesto, segtn el perfil electrénico, la
lactona (3) tiene una carga mas positiva sobre el v-anillo
que la lactona (2) debido a la presencia del grupo electrén
atractor, pero cuando la lactona tiene un nitrégeno en el a-
anillo aromético hace que este compuesto tenga una nube
electrénica mas negativa que las lactonas (2) y (3). lo que
permite la interaccién en el sitio activo a través del a-ani-
1lo aromético de 1a lactona (4), que hace que presente me-
nor K’ aparente, siendo mal inhibidor enzimatico (Fig. 4).

Con el fin de determinar el modo de interaccién de
las lactonas en el sitio activo de la enzima, se modelaron
las lactonas (2) y (4) interactuando con los péptidos
Gly63-Ser64-I1e65-Ser66-Lys67-Thr68, Leul49-Tyrl50-
Alal51y Ser318Thr319-Gly320 (Fig. 5).

La optimizacién de la geometria de los complejos enzi-
ma-lactona mostré quelainteraccién en el complejo enzima-
inhibidor se establece a través de enlaces de hidrégeno esta-
blecidos entre los grupos hidroxilos de la Ser64 y la Tyrl50
con el oxigeno carbonilico del nicleo lacténico (Tabla 4).

Los enlaces de hidrégeno establecidos entre los resi-
duos Ser64 y la Tyr150 y el oxigeno carbonilico de la
lactona (2) son fuertes y no existe interaccién entre el
hidroxilo del residuo Ser64 y el oxigeno furdnico. Esto

indicaria que el residuo Ser64 atacaria el carbonilo de la
lactona para formar el complejo enzima-lactona (2).

De acuerdo con las distancias en la modelacién entre
la lactona (4) y los residuos Ser64 y Tyr150 del sitio acti-
vo se forman interacciones de van der Waals débiles con
el nucleo lacténico y no hay interaccién con el anillo
piridinico, lo que explicaria la disminucién en la activi-
dad inhibidora de la lactona (4). La carga negativa del
anillo piridinico ayudaria a la atraccién electrostética
entre la lactona y el sitio activo de la enzima, pero como
no se establecen interacciones fuertes dentro del sitio
activo, la actividad enzimética no se ve favorecida.

CONCLUSIONES

La btisqueda de alternativas para erradicar la resis-
tencia microbiana se hace necesaria y urgente.

Un blanco molecular importante para evaluar com-
puestos como potenciales antimaléricos es la evaluacién
de la inhibicién de la formacién de B-hematina, la cual
es un complejo entre el Fe porfirinico de la hemina y los
grupos carboxilo del anillo porfirinico. Lainhibicién de
la formacién de este complejo por las lactonas se logra
por el enlace que se establece entre el oxigeno del anillo

Tabla 4. Distancias entre el grupo OH de los residuos del
sitio activo de la enzima b-lactamasa, Ser64 y la Tyrl50 y
las lactonas (2) y (4).%

Distancia
Complejo interatémica

Compuesto enzima-lactona (&)
Lactona (2) SerOH—0O=C 343
TyrOH—0O=C 3.27

SerOH—O 5,66

Lactona (4) SerOH—0O=C 4,96
TyrOH—0=C 4,00

SerOH—O 5,78

Tabla 3. Velocidad enzimatica, K',, y tipo de inhibicién producidas por la presencia de las

lactonas y el dcido clavulanico.

Compuesto Vmax (pmol/Lmin) K,; (umol/L) K',; (umol/L) Tipo de inhibidor

Amoxicilina 3,40-10* 154,0 ==

Acido clavuldnico 3,47-10* 217,2 Competitivo
(2) 3,402 - 10+ 236,3 Competitivo
3 3,403 - 104 236.,2 Competitivo
(4) 3,401-101 168,3 Competitivo

Complejo enzima-lactona (2)

Complejo enzima-lactona (4)

Fig. 5. Geometria optimizada del complejo enzima-lactona (2) y enzima-lactona (4) en el sitio activo de la enzima f-lactamasa

modelado en Gaussian 98 a nivel B3LYP/STO-3G.*
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lacténico y el Fe central del anillo porfirinico. Silos ani-
llos arométicos tienen un nitrégeno piridinico, se forma
una carga electrénica sobre este anillo, de tal forma que
lo hace mas nucleofilico y por ende, mas susceptible del
ataque electrofilico por parte del Fe de la hemina. Los
anillos arométicos de la lactona no intervienen en la
interaccién con el anillo porfirinico debido a la carga elec-
trénica positiva distribuida en ellos, por lo tanto, la
interaccién entre ambos anillos es perpendicular.

Para el diseno de compuestos con actividad
inhibidora de B-hematina es importante tener en cuen-
ta la nube electrénica negativa distribuida en toda la
molécula, la cual es favorecida por sustituyentes elec-
trén donadores o &tomos con pares de electrones libres,
que hacen que esta regién sea mas susceptible al ata-
que del Fe de la hemina. Las cargas electrénicas pue-
den controlar principalmente la actividad inhibidora de
la formacién de B-hematina, lo que se convierte en un
potencial método para determinar la actividad
antimal&rica. El disefio de nuevas lactonas derivadas con
actividad antimalarica basado sobre el perfil electréni-
co puede ser también una forma de relacién estructura-
actividad de compuestos activos.

Teniendo en cuenta el potencial electrostatico del si-
tio activo de la enzima B-lactamasa, se diseharon com-
puestos con una carga negativa centrada en el anillo
lacténico. La densidad electrénica negativa de las
lactonas facilitaria la interacciéon del compuesto dentro
del sitio activo y por ende, la formacién de un complejo
enzima-inhibidor estable. Mientras la lactona pueda es-
tablecer enlaces de hidrégeno fuertes con los residuos
del sitio activo de la enzima, la actividad enzimatica au-
mentara y se obtendra un mejor inhibidor.

Para el disefio de compuestos inhibidores de la enzi-
ma [-lactamasa se debe considerar una carga electrénica
negativa distribuida alrededor del nticleo farmacoéforo que
permita la atraccién electrostatica, y que contenga
sustituyentes que favorezcan la formacién de enlaces de
hidrégeno fuertes con los residuos del sitio activo de la
enzima.
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