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1. RESUMEN

El género Murraya comprende alrededor de 35 especies de plantas
pertenecientes a la familia Rutaceae. Entre las especies de este género se
puede citar a M. koenigii, la cual posee en su extracto bioldgico el compuesto
Murrayanina, que fue el primer alcaloide carbazolico biolégicamente activo
aislado de la planta Murraya koenigii. Este compuesto cuenta con una
importancia etnofarmacéutica como estimulante, analgésico, astringente,
antioxidante, antimicrobiano, febrifugo, etc. Sin embargo, Murrayanina es
considerado un blanco sintético atractivo, ya que es el intermediario para la
sintesis de otros alcaloides carbazolicos. Segun estudios realizados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas del 80% de la poblacion
alrededor del mundo esta utilizando como nueva alternativa terapéutica a los
medicamentos producidos a partir de las plantas medicinales o sus
componentes activos derivados. La flora en nuestro pais esta constituida por
202 familias botanicas conformadas por diversas especies vegetales con

principios activos que son utilizados en el manejo terapéutico de diferentes



condiciones de salud. No obstante, la mayor parte de su uso tiene una base
empirica y carecen de evidencia cientifica que la convaliden. Por lo tanto, con
la realizacion de esta investigacion se podra determinar el potencial biologico
del compuesto Murrayanina, lo que servira como linea de base para la
identificacion de nuevos principios activos para posterior produccion de
farmacos de origen natural y su posterior utilizaciéon en el tratamiento de

enfermedades tropicales.
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2. INTRODUCCION GENERAL

En la actualidad, un gran numero de personas pertenecientes a los paises en
desarrollo dependen de las plantas medicinales para la atencion médica y el
cuidado personal, ademas de los beneficios econdmicos y el desarrollo
cultural que derivan de su uso. Durante siglos, las plantas medicinales se han
utilizado ampliamente en la medicina tradicional en muchos paises a nivel
mundial (1). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), alrededor del
80% de la poblacion mundial depende de medicinas a base de plantas para
sus necesidades basicas de salud. Los compuestos derivados de plantas
pueden producir menos reacciones adversas que los sintéticos; puestos que
se absorben con mayor facilidad, sumado a esto son mas econémicos, lo que
supone un mayor acceso especialmente a las poblaciones mas vulnerables

(2-4).

La demanda de plantas medicinales tradicionales esta aumentando de



manera progresiva a una tasa anual del 20% en la India, en China, del 30%
al 50% del consumo total de medicamentos proviene de preparaciones de
medicina tradicional y en Alemania, alrededor del 90% de la poblacién utiliza
remedios naturales para ciertos problemas de salud. Por lo tanto, es evidente
que las plantas medicinales utilizadas en los tratamientos médicos
tradicionales se han vuelto necesarias y son importantes tanto en los paises
en desarrollo como en los industrializados. Esto demuestra claramente el
mercado mundial de la medicina tradicional continua aumentando

gradualmente (1, 5). Sin embargo, a pesar que en Colombia existe una
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diversidad de flora excepcional estimada en 51220 especies de plantas

vasculares, solo el 5,4% (2800) de las especies de plantas medicinales se
encuentran depositadas en colecciones botanicas, por lo que aun queda
mucho por investigar en cuanto a obtencidn de compuestos fitoquimicos de

uso terapéutico (6, 7).

2.1. Género Murraya

2.1.1. Descripcion taxonémica

La familia Rutaceae esta comprendida por un gran y variado numero de
especies de plantas, las cuales han demostrado que cuentan con un alto
potencial quimico y farmacoldgico. Por eso mismo varios de los géneros de
plantas que son pertenecientes a esta familia han sido importantes y de gran
utilidad como una nueva alternativa terapéutica en la medicina tradicional,
como es el caso de las especies de plantas pertenecientes al género

Murraya (8). Este género esta constituido aproximadamente por 35 especies,



originarias del sudeste asiatico, sin embargo, tienen una distribucion casi
cosmopolita; ya que se pueden encontrar tanto en regiones tropicales,
subtropicales y templadas, caracterizado por ser un arbol ornamental con un
tamafno promedio de 2 a 3 m de altura con hojas color verde, enteras y
subopuestas, las flores son acampanadas, fragantes, hasta de 2 cm de
ancho, sépalos triangulares, obtusos, pétalos de 1-2,5 cm; fruto rojo,

subgloboso, de 1-1,6 cm(9).
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2.1.2. Habitat y distribucion

Es nativa de China, India, Sri Lanka, Vietnam, Laos, Noreste de Australia y
Taiwan, adicionalmente, puede adaptarse a otros paises tropicales y
subtropicales. Es una de las plantas mas comunes en patios y jardines, muy
empleada para formar setos y podarlas. A causa de su facil propagacion por
semillas, se ha hecho espontanea en muchos lugares, cultivandose en las
Antillas y en América tropical continental, desarrollandose en suelos bien
drenados, sedimentarios, ademas la planta resiste temperaturas de hasta - 4

°C, siendo capaz de crecer tanto en la sombra como en la luz (10).

2.1.3. Composicién quimica
Desde el punto de vista fitoquimico las plantas del género Murraya han sido
investigadas en muchas partes del mundo, lo cual ha permitido lograr el

aislamiento de gran cantidad de componentes, principalmente alcaloides



carbazolicos, ademas de coumarinas, quinonas, flavonoides, polisacaridos,
aceites esenciales, entre otros. Los fitoconstituyentes aislados de las hojas
son alcaloides como mahanina, koenina, koenigina, koenidina, girinimbiol,
girinimibina, koenimbina, O-metil murrayamina A, O-metil-mahanina,
isomanina, bismahanina, bispirayafolina y otros fitoconstituyentes de tipo
alcaloides carbazolicos, tales como escopotina y murrayanina, ademas de
otras moléculas de importancia biolégica como calcio, fésforo, hierro, tiamina,
riboflavina, niacina, vitamina C, caroteno y acido oxalico. El aceite esencial
de las hojas ademas esta constituido por di-a-phellandreno, D-sabineno, D-a
pineno, dipenteno, D-a-terpinol y cariofileno. Los constituyentes
anteriormente descritos han permitido dilucidar que el aceite esencial de

esta planta posee
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potencialmente actividades biolégicas como la actividad antioxidante,

antibacteriana, antifungica, larvicida, anticancerigena, hipoglucémica,
analgésica hipolipemiante, antinflamatorio y antihipertensiva. Entre las
especies mas importantes y que comprenden a este género tenemos a
Murraya euchrestifolia, M. alternans, M. siamensis, M. paniculata y M.

koenigii (9, 11-14).

2.2. Caracteristicas de Murraya koenigii

2.2.1. Utilidad tradicional
Los aceites esenciales y el polvo de hojas frescas de M. koenigii son
empleados tradicionalmente en la cocina para sazonar y preparar alimentos.

La planta es usada en la medicina tradicional india para tratar diversas



dolencias(15), se puede emplear el extracto de las hojas como
antimicrobiano(16), también se puede producir un excelente tonico capilar a
partir de las hojas frescas hervidas, esto se obtener mediante la preparacion
de una mezcla con aceite de coco, esto permite retener un tono normal de
cabello y mejorar su crecimiento, tradicionalmente se emplean las hojas, ya
sea en forma enteras o en partes para la preparacion de infusiones, estas
infusiones son utilizadas en el tratamiento de algunas afecciones como
agente antidiarreico, antifungico, hipoglucemiante, antinflamatorio y

antidepresivo(17- 21).
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2.2.2. Utilidad medica

La especie M. koenigii es la fuente mas rica de alcaloides carbazolicos y se
considera la mas importante debido a que es utilizada comunmente en el
tratamiento de diversas afecciones en salud, gracias a sus propiedades
biolégicas de tipo anticancerigena, estimulante, analgésico, astringente,
antioxidante, antimicrobiana y antinflamatoria, estas propiedades le han
permitido caracterizarse como un recurso de gran espectro y utilidad en el

campo de la medicina tradicional (22-28).

2.2.3 Descripcion Fitoquimica

Se ha logrado aislar una amplia gama de fitoquimicos a partir de las hojas,



raices y corteza del tallo de M. koenigii, estas son conocidas por estar
constituidas por gran cantidad de componentes con potencial biolégico. Por
ejemplo, las hojas tienen la capacidad de aumentar las secreciones
digestivas, aliviar nauseas, indigestion y vomito (29),a partir de estudios
fitoquimicos realizados en hojas, tallo, corteza y raiz, se ha logrado obtener
como resultado el aislamiento de alcaloides carbazolicos como girinimbina,
mahanimbina, murrayafolina-A, murrayanina y triterpenos(30-32), en las
hojas de curry se identificaron cinco alcaloides carbazolicos mas, tales
como, euchrestina B, bismurrayafolina E, mahanina, mahanimbicina y

mahanimbina(33).

Etnofarmacologia y la etnobotanica son una fuente alternativa para la
sintesis de medicamentos a partir de extractos o metabolitos secundarios de
origen vegetal. Las plantas han sido usadas en la medicina tradicional desde

hace miles de afos, siendo la principal fuente de tratamiento para diversas
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patologias, principalmente en las areas rurales y poblaciones nativas, siendo

una opcidon mas accesible y asequible (4).

2.3. Murrayanina

El compuesto Murrayanina (Ver figura 1 y tabla 1), fue el primer alcaloide
carbazolico biolégicamente activo aislado de la planta Murraya koenigii (24),
y se encuentra presente en el extracto biolégico de la corteza de su raiz (34).
Desde el descubrimiento de Murrayanina, asi como el de sus caracteristicas
estructurales y actividades farmacolédgicas prometedoras, este compuesto y

sus derivados han tomado gran importancia a nivel biolégico y farmacoldgico,



por ende, esto ha suscitado a la realizacion de multiples estudios e
investigaciones con el fin de identificar y caracterizar las propiedades
bioldgicas que posee, para asi poder utilizarlas en el manejo y tratamiento de

determinadas afecciones en salud.

CHO

7Y\ /
P

4 O—CH;

Figura 1. Estructura de Murrayanina (24)

Tabla 1. Nombre e identificadores de Murrayanina (35)
Formula molecular: C14H11NO2

IUPAC: 1-metoxi-9 H -carbazol-3-carbaldehido

InChl: 1S/ C14H11NO2 / ¢1-17-13-7-9 (8-16) 6-11-10-4-2-3-5- 12 (10) 15-14 (11)
13 /h2-8, 15H, 1H3

Clave InChl: FWNZQNAJETXQPP-UHFFFAOYSA-N

SMILE: COC1=CC (=CC2=C1INC3=CC=CC=C32)C=0
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2.3.1. Propiedades fisico quimicas

Murrayanina es un alcaloide carbazolico derivado de Murraya koenigii, posee
unas propiedades fisicoquimicas muy singulares (ver Tabla 2), ademas se
caracteriza quimicamente por ser soluble en benceno, cloroformo, etanol,
metanol, etc., pero insoluble en éter de petrdleo; este compuesto cuenta con

numerosas funciones beneficiosas para el ser humano (24).

Mediante un proceso de Ciclo adicion de tipo Diels-Alder se puede sintetizar

Murrayanina, este proceso consiste en una ciclo adicion de alta



regioselectividad entre un dieno heterociclico como 4,5-dimetilen-3-fenil-1,3-
oxazolidin-2-ona y un diendfilo como la acroleina, estas moléculas por medio
de reacciones catalizadas por acidos de Lewis a baja temperatura permiten
la obtencién de Murrayanina (36). También es posible sintetizarla siguiendo
el  protocolo del método anteriormente descrito partiendo del dieno
4,5-dimetilen

3-fenil-1,3-oxazolidin-2-ona, posteriormente mediante una reaccién de alta
regioselectividad de Diels-Alder con acrilaldehido se obtiene diarilamina, esta
ultima mediante una reaccion de ciclacion de tipo Heck catalizada con
Paladio finalmente origina como resultado el compuesto Murrayanina (37).
Por medio de técnicas de espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) se pudo elucidar la constitucion y la estereoquimica estructural del
compuesto Murrayanina, el cual se encuentra conformado por un anillo de
pirano, también muestra un anillo de furano anulado que presenta un
sustituyente fenilo trioxigenado unico con una cadena lateral de hidroxietilo.
Esta caracteristica estructural no se encuentra en ningun otro alcaloide

carbazolico conocido (38).

19
Tabla 2. Propiedades Fisicoquimicas de Murrayanina (35)

Propiedades fisico quimicas Valor de la propiedad Peso molecular 225,24 g / mol
Masa exacta 225.078979 g / mol Masa monoisotédpica 225.078979 g / mol
XLogP3-AA 2.8

Recuento de donantes de enlace de hidrégeno 1

Recuento de aceptadores de enlace de hidrégeno 2

Conteo de bonos rotativo 2

Area de superficie polar topolégica 42,1 A2

Cantidad de atomos 17

Carga formal 0



Complejidad 294

Recuento de atomos de isétopos 0

Recuento definido de estereocentros atémicos 0
Recuento de estereocentro de atomo indefinido 0
Conteo de estereocentro de enlace definido 0
Conteo de estereocentro de enlace indefinido 0

Recuento de unidades covalentemente unidas 1

2.3.2. Caracteristicas Fitoquimicas

Murrayanina es considerado un blanco sintético atractivo, ya que es el
intermediario para la sintesis de otros alcaloides carbazolicos como
Murrayafolina A, Koenolina, Acido mucoético, Mukonina, 1-hidroxi-3-
metilcarbazol, O- desmetilmurrayanina, Clausina y 3-formilcarbazol (39, 40).
Con el fin de potencializar la actividad bioldgica del compuesto Murrayanina y
desarrollar candidatos a farmacos seguros a partir de este, se hace
necesario realizar la sintesis de hibridos derivados del compuesto, los

cuales pueden permitir amplificar y mejorar su potencial bioldgico (25, 41).
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2.4. Actividades biolégicas del compuesto

Murrayanina 2.4.1. Actividad anticancerigena

La actividad anticancerigena de Murrayanina se ha reportado en diversos
estudios. Por ejemplo, Zhang et al. 2019(42), mediante ensayos in vitro
informé que Murrayanina tiene la capacidad de inducir la detencién del ciclo
celular, el estrés oxidativo y la inhibicion de la expresion de p38 fosforilasa en

células cancerigenas; Esto se pudo demostrar mediante la realizacién de



ensayos in vitro, lo cual fue dado mediante cultivos de células de
adenocarcinoma de pulmén humano A549 y fibroblastos de pulmén humano
MRC-5. Como resultado se logré identificar que la murrayanina inhibia el
crecimiento de las células A549 de una manera dependiente de la
concentracion, el compuesto Murrayanina presento una IC50 para las células

A549 y células MRC-5 equivalentes a 9 uM y > 100 uM, respectivamente.

2.4.2. Actividad antinflamatoria

Multiples estudios de tipo in silico, in vitro e in vivo han sido realizados con el
fin de evaluar la actividad antinflamatoria del compuesto Murrayanina.
Orozco et al. 2016(43), evalud la interaccion molecular entre Murrayanina
frente a la enzima Fosfolipasa A2, mediante analisis in silico de docking
molecular. Para esto, se obtuvo la estructura 3D de la enzima FLA 2
(PDBID-1POE), fue obtenida del servidor Protein Data Bank y se empleo el
programa DeepView para su analisis y visualizacion. Finalmente, el analisis
in silico del docking molecular, demostré alta probabilidad de unién al sitio
activo de la enzima Fosfolipasa A2 por parte de la Murrayanina, con

energias de unién entre -7.4
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y-6.9 Kcal/mol, demostrando gran afinidad entre el ligando (Murrayanina) y el

receptor (Fosfolipasa A2).

En el estudio realizado por Gupta et al. 2019(44), se logr6 comprobar la

actividad antinflamatoria de Murrayanina mediante ensayos in vitro e in vivo,



se identific6 que la Murrayanina atenua la inflamacién inducida por
lipopolisacaridos y protege a los ratones de la insuficiencia organica asociada
a la sepsis. Los ensayos in vitro indicaron que Murrayanina disminuyo la
produccién de Oxido nitrico (NO), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
Interleuquina 6 (IL-6) en células RAW 264.7 estimuladas con
lipopolisacaridos y macréfagos peritoneales murinos. La expresion de la
proteina Oxido nitrico sintasa (iNOS) y Ciclooxigenasa 2(COX-2), asi como
su producto posterior, Prostaglandina E2 (PGE 2), también disminuyd
efectivamente en las células RAW 264.7. Ademas, Murrayanina disminuy? la
fosforilacién de Factor nuclear Inhibidor kappa B (IkB) y reprimié la actividad
de Factor nuclear kappa B (FN-KB) en células RAW 264.7 activadas por
lipopolisacaridos. Los ensayos in vivo evaluaron la eficacia de Murrayanina,
mediante la implementacién de sepsis inducida por lipopolisacaridos, en el
modelo de inflamacién sistémica en ratones, se pudo identificar que la
administracion de Murrayanina produjo la inhibicién en la secrecion de
citocinas proinflamatorias (TNF-a e IL 6); disminucion en los niveles de
Aspartato Amino Transferasa(AST), Alanina Amino
Transferasa(ALT),Nitrogeno Ureico en Sangre(BUN) y Creatinina(CRE) en
suero de raton; adicionalmente mitigo las lesiones pulmonares, hepaticas y
renales y también aumenté la tasa de supervivencia de ratones enfrentados

a concentraciones determinadas de lipopolisacaridos.
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2.4.3. Actividad hipoglucemiante

La Murrayanina es un producto conocido durante siglos por su importancia

etnofarmacoldgica en el tratamiento de los niveles elevados de glucosa en



sangre. Mahapatra et al. 2017(45), mediante ensayos in vivo demostraron
que la integracién entre compuesto Murrayanina y la molécula chalcona
E-1,3-

difenil2-propeno-1-ona) origina hibridos con actividad hipoglucémicante, esto
lo lograron demostrar mediante la realizacién del protocolo de Satyanarayana
et al. (46). Para lo anterior se utilizé un modelo de ratas, a las cuales se les
administré solucién de Estreptozotocina y 48 h después se le cuantificaron
los niveles de glucosa mediante tiras de glucosa comerciales.
Posteriormente se dividieron en dos grupos, al primer grupo categorizado
como control se le administro 1% de goma arabiga y al segundo grupo se le
suministro  Glibenclamida para comparar la actividad hipoglucémica. Los
resultados de estos ensayos demostraron que los hibridos exhibieron una
reduccion efectiva del nivel de glucosa en sangre equivalente a mas de 18%
y se encontré que los resultados eran comparables con el farmaco estandar

Glibenclamida que mostraba un control hipoglucémico del 38,49%.

2.4.4. Actividad antimicrobiana

Mediante ensayos in vitro Mahapatra et al. (47), demostré el potencial
antimicrobiano del compuesto Murrayanina (0,01 M), para este estudio tuvo
que ser fusionada mediante la reaccion de Claisen-Schmidt con la molécula
chalcona E-1-4-piperazin-1-il-fenil etanona (0,01 M) para producir finalmente
la fabricacion del compuesto 1- 1-metoxi-9H-carbazol-3-il-3- 4- piperazin-1-il

fenil, a quien se le evalud su potencial antimicrobiano contra especies
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bacterianas patégenas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, y



especies de hongos patdgenos como Aspergillus niger y Candida albicans,
mediante el método de difusion de disco. Finalmente se identificd que la
molécula 1-1-metoxi-9H-carbazol-3-il-3- 4- piperazin-1-il-fenil exhibié una alta
actividad antibacteriana contra E. coli con un ZOIl (zona de inhibicion en
milimetros) de 24,39 mm, la actividad contra S. aureus era de 21,99 mm y
una notable actividad antifungica contra C. albicans con un ZOIl de 22,93
mm, mientras que se observd que el efecto fungicida contra A. niger era de
20,07 mm.

De acuerdo con lo planteado anteriormente surgio el siguiente interrogante:
¢ El compuesto Murrayanina, presente en el extracto biolégico de la corteza
de raiz de la planta Murraya koenigii, tendria potencial biolégico que pueda
ser fuente para el desarrollo de farmacos utiles para el tratamiento de

enfermedades infecciosas?

3. JUSTIFICACION

Las plantas medicinales fueron utilizadas popularmente desde los comienzos
de las civilizaciones y son usadas actualmente por tradicion, debido a que
son consideradas como un tipo de remedios naturales y por razones
economicas resultan mas accesibles para el consumidor, en consecuencia
con esto, desempeian un papel muy importante en la vida de los seres
humanos, lo que es debido a que los componentes de las plantas son
ampliamente aprovechados en el area farmacéutica, asi como en cosmética
y alimentacion. Segun estudios realizados por la Organizacién Mundial de la

Salud (OMS), se
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pudo estimar que aproximadamente mas del 80% de la poblacién alrededor

del mundo esta utilizando como nueva alternativa terapéutica a los
medicamentos producidos a partir de las plantas medicinales o los
componentes activos derivados a partir de estos. Actualmente existe un
sensible aumento de la demanda de farmacos con extractos vegetales
estandarizados y existe un enfoque particular en la busqueda de nuevos

principios activos provenientes de las plantas (48).

Asi mismo los medicamentos de origen natural se caracterizan por su bajo
efecto residual y las pocas contraindicaciones que se le conocen. Por lo
tanto, la busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades
tropicales es de especial interés, lo cual es derivado del déficit de este tipo de
medicamentos para el tratamiento de estas afecciones en el mercado

farmacéutico actual (49, 50).

La flora en nuestro pais es tan diversa que permite realizar la evaluacion de
las diversas plantas que la constituyen, con el fin de lograr obtener unas
nuevas alternativas que sean de gran utilidad para las personas que
padezcan algun tipo de afeccidn; las plantas medicinales en Colombia mas
reconocidas son las pertenecientes aproximadamente a 202 familias
botanicas, teniendo a las mas conocidas y frecuentemente utilizadas las que
pertenecen a las familias Asteraceae, Fabaceae, Rubiaceae, Solanaceae,
Lamiaceae, Euphorbiaceae, Piperaceae y Rosaceae, entre otras, por lo cual
cabe resaltar que en Colombia existen diversas especies vegetales con

principios activos que son utilizados en el manejo terapéutico de diferentes



condiciones de salud. No obstante, la mayor parte de su uso tiene una base

empirica y
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carecen de evidencia cientifica que la convaliden. Debido a lo anterior surge

la necesidad de estudiar esta diversidad vegetal desde el punto de vista

fitoquimico y farmacolégico (51, 52).

En Colombia se han realizado multiples estudios en los cuales evaluaron las
propiedades y/o actividades bioldgicas de las plantas medicinales, entre las
investigaciones que podemos sefalar se encuentra la realizada por Garavito
et al. (2006), en el cual se realizaron estudios evaluando la actividad
antimalarica de ciertos extractos de plantas medicinales colombianas, usadas
tradicionalmente en el tratamiento para aliviar los sintomas de la malaria (53).
En estudios previos del grupo investigador(GIBYE) sobre las especies del
género Murraya, se logré identificar que la especie Murraya
exotica(M.paniculata) presenta una potencial actividad antimalarica, lo cual
suscita la necesidad de seguir investigando las especies pertenecientes al
género Murraya con potencial antimalarico, entre esas especies, se
encuentra  Murraya koenigii que en su extracto biolégico se encuentra
constituida por el compuesto Murrayanina, la cual mediante un estudio in
silico mas detallado y validaciones con ensayos in vitro, se pretende
identificar su actividad antimalarica , lo cual seria de gran utilidad para

aportar mas herramientas en la lucha contra esta enfermedad.

Murraya koenigii, esta ampliamente distribuida en zonas tropicales y

subtropicales, tal es asi que especificamente ha logrado convertirse en una



especie espontanea. Se tienen informes que corroboran la capacidad de esta
especie de originar importantes metabolitos secundarios como lo son los

Flavonoides, Coumarinas y Alcaloides carbazolicos como el compuesto
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Murrayanina, el cual ha demostrado una gran asociacién con actividades

farmacoldgicas de relevancia en la salud humana (9).

Por lo tanto, con la realizacién de esta investigacion se podra determinar el
potencial biolégico del compuesto Murrayanina para el tratamiento de
enfermedades tropicales. Lo que servira como linea de base para la
identificacion de nuevos principios activos para posterior produccién de
farmacos de origen natural y su consecuente utilizacion en el tratamiento de

este tipo de afecciones.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Caracterizar el compuesto Murrayanina como farmaco con potencial

biolégico para el tratamiento de Enfermedades Infecciosas.

4.2. Objetivos especificos
+ Evaluar la actividad antiviral y antimalarica mediante docking molecular,
mediante la interaccion entre el compuesto Murrayanina 'y los blancos

moleculares.
Evaluar in silico las propiedades farmacocinéticas del compuesto en
relacion a su absorcidn, distribucion, metabolismo, excrecion y

toxicidad (ADME/Tox) a través del cuerpo humano,



Determinar computacionalmente la concentracion del compuesto
Murrayanina que presenta actividad biolégica para el tratamiento de

enfermedades infecciosas.

- Determinar la actividad antimalarica y efecto hemolitico in vitro del

compuesto Murrayanina mediante el calculo de la concentracion
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inhibitoria 50 (C150) sobre cultivos de P. falciparum cepa Dd2 y

glébulos rojos humanos, respectivamente.
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5. TRABAJOS DE INVESTIGACION
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TRABAJO DE INVESTIGACION 1

5.1. ACTIVIDAD IN SILICO DE LA MURRAYANINA COMO UN POTENCIAL
FARMACO ANTIMICROBIANO CON MULTIPLES DIANAS MOLECULARES
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Resumen

Las enfermedades infecciosas siguen siendo una de las causas mas comunes de
morbilidad y mortalidad en el mundo. Enfermedades como Malaria, Dengue, Zika,
Chikungunya y COVID-19, son originadas por vectores y ocurren cuando el agente
etiologico que las produce sea virus o parasito infectan al vector, el cual
posteriormente infectara al ser humano. El control de vectores representa la
principal herramienta para combatir muchas de las enfermedades infecciosas que
afectan al mundo, sin embargo, a muchas de ellas aun no se les ha conseguido
tratamiento que permita principalmente su manejo terapéutico y posterior cura. Por
lo tanto, los compuestos derivados de plantas, pueden producir menos reacciones

adversas que los sintéticos; se absorben con mayor facilidad, sumado a esto son



mas econdmicos, |0 que supone un mayor acceso especialmente a las poblaciones
mas vulnerables. En este estudio, se realizé una evaluacion in silico de la actividad
antimalarica y antiviral del compuesto Murrayanina, utilizando herramientas de
simulacion computacional que posibilitaron el analisis de sus propiedades
farmacocinéticas-farmacodinamicas con el servidor Molinspiration Online Property
Calculation Toolkit. La toxicidad in silico fue determinada mediante el software en
linea ProTox, que permitid la categorizacion toxicolégica de la Murrayanina, y
finalmente, el acoplamiento molecular se realizé utilizando el servidor web Mcule,
lo cual permitié dilucidar la afinidad que existe entre el compuesto Murrayanina y
las proteinas pertenecientes a los microorganismos en estudio. Estos analisis
mostraron resultados positivos, que apoyan fuertemente la capacidad del
compuesto Murrayanina para actuar como farmaco con multiples dianas
farmacologicas.

34
Palabras claves: Malaria, Dengue, Zika, Chikungunya, COVID-19, in silico,

Murrayanina, acoplamiento molecular.

Abstract

Infectious diseases remain one of the most common causes of morbidity and
mortality in the world. Diseases such as Malaria, Dengue, Zika, Chikungunya and
COVID-19, are caused by vectors and occur when the etiological agent that
produces them is a virus or a parasite that infects the vector, which will later infect
humans. Vector control represents the main instrument to combat many of the
infectious diseases that affect the world, however, many of them have still not been

able to obtain treatment that mainly allows their therapeutic management and



subsequent cure. Therefore, plant-derived compounds can produce fewer adverse
reactions than synthetic ones; positions that are more easily absorbed, added to
this they are cheaper, which supposes a greater access especially to the most
vulnerable populations. In this study, an in-silico evaluation of the antimalarial and
antiviral activity of the compound Murrayanina was carried out, using
computational simulation tools that enabled the analysis of its
pharmacokinetic-pharmacodynamic  properties with the Molinspiration Online
Property Calculation Toolkit server. In silico toxicity was determined using the
online ProTox software, which allowed the toxicological categorization of
Murrayanine, and finally, the molecular docking was performed using the Mcule
web server, which allowed us to elucidate the affinity that exists between the

Murrayanine compound and the enzymes belonging to the
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microorganisms under study. These analyzes showed positive results, which

strongly support the ability of the compound Murrayanina to act as a drug.

Keywords: Malaria, Dengue, Zika, Chikungunya, COVID-19, in silico, Murrayanina,

Molecular docking.

5.1.1. Introduccién

Las enfermedades infecciosas, pueden ser originadas por vectores y ocurren
cuando el agente etiologico que las produce sea virus o parasito infectan al vector,
el cual posteriormente infectara al ser humano. Las enfermedades infecciosas

siguen siendo una de las causas mas comunes de morbilidad y mortalidad en el



mundo, teniendo mayor impacto en los paises tropicales, en donde habita cerca
del 40% de la poblacién humana, en estas areas no se conoce con exactitud la
carga de estas enfermedades; asimismo, hay dificultades en su diagndstico y en el
acceso a los medicamentos para su tratamiento, lo cual conlleva a que causen
millones de  muertes al ano (1). Enfermedades como Malaria, Dengue,
Chikungunya y Zika son transmitidas por especies de insectos hematofagos que
ingieren los microorganismos patdogenos alojados en la sangre de un portador
infectado y los transmiten a un huésped sensible mediante mecanismos de
transmision activa y pasiva, la transmision activa sucede mediante la picadura de
un artropodo infectado en el cual ya se ha dado el ciclo de vida del agente
etioldgico. La transmisién puede ocurrir en espacios fisicos delimitados que tienen
ciertas caracteristicas geograficas y ecoldgicas, y en los cuales se articulan e
interactuan diversos factores sociales que la favorecen. Los vectores de estas
enfermedades son: los mosquitos del
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género Anopheles, transmisores de la malaria o paludismo y el mosquito Aedes

aegypti, transmisor del dengue, el chikungunya y el Zika (2, 3). En el caso del
COVID-19, de acuerdo con el reconocimiento del origen zoonético del virus y a su
estrecha similitud con los coronavirus de murciélago, es probable que estos sean
el reservorio primario del virus, el cual posteriormente transmite el virus hacia el
pangolin, quien mediante mecanismos no especificados logra infectar finalmente al

humano (4, 5).

El control de vectores representa el principal instrumento para combatir muchas de

las enfermedades infecciosas que acechan al mundo. La correcta aplicacion de



métodos eficaces contra mosquitos, moscas, garrapatas, chinches y otros vectores
transmisores de patégenos ha contribuido a salvar muchas vidas y a proteger la
salud de millones de personas. Aproximadamente, mas del 80% de la poblacion
mundial corre el riesgo de contraer al menos una enfermedad de transmision
vectorial (y mas del 50% de contraer dos o mas). Muchas de esas afecciones, se
hayan concentradas en las comunidades mas pobres de las regiones tropicales y
subtropicales, causando un numero inaceptable de muertos y enfermos, ademas

de entorpecer el crecimiento econdmico en estas regiones (6).

Segun la OMS, alrededor del 80% de la poblacién mundial depende de medicinas
a base de plantas para sus necesidades basicas de salud. Los compuestos

derivados de plantas pueden producir menos reacciones adversas que los
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sintéticos; debido a que se absorben con mayor facilidad, sumado a esto son mas

econdmicos, lo que supone un mayor acceso especialmente a las poblaciones mas
vulnerables (7-9). Las preparaciones e infusiones derivadas de extractos naturales
y sus compuestos fitoquimicos derivados, son fundamentales en la medicina
tradicional, principalmente en areas rurales, donde frecuentemente es el tipo de
tratamiento de primera eleccién y mayor acceso (10). De 1881 nuevas sustancias
activas aprobadas como farmacos para afecciones médicas por agencias
reguladoras durante los ultimos 38 afios, 346 (18.2%) eran de origen natural (11).
Este tipo de compuestos tienen ciertas ventajas sobre los obtenidos de forma
sintética, ademas de ser mas economicos, no hay reporte de resistencia sobre

estas moléculas o sobre el extracto bioldgico derivado de la planta, probablemente



debido a la accion sinérgica de los compuestos constituyentes (12)

Las plantas son impresionantes fabricas quimicas, y la quimiotaxonomia ha
proporcionado algunas evaluaciones amplias, aunque sustancialmente
incompletas, con respecto a la distribucidn de varias clases estructurales de
metabolitos secundarios, como flavonoides, cumarinas y alcaloides (13). Los
alcaloides son uno de los grupos mas importantes de productos naturales, ya que
proporcionan muchos medicamentos para uso humano. Aunque pueden ser muy
toxicos para el huésped, las plantas que contienen alcaloides y sus alcaloides
biosintetizados tienen un potencial notable para proporcionar agentes

farmacéuticos y bioldgicos que contribuyan al desarrollo de futuros farmacos (14).
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En el caso del género Murraya comprende alrededor de 35 especies de plantas

con flores, son originarias del sudeste asiatico, aunque se puede plantear que
tienen una distribucién casi cosmopolita; se encuentran fundamentalmente en
regiones tropicales y templadas. Entre las especies de este género se pueden
citar: Murraya euchrestifolia, M. paniculata, M. alternans, M. siamensis y M.
koenigii (L.), esta ultima posee en su extracto biolégico el compuesto Murrayanina
(3-formil

metoxicarbazol), el cual es un alcaloide de tipo carbazolico, que ha demostrado
tener propiedades bioldgicas de tipo antioxidante, antimalarica y antilarvicida (15-

17).

5.1.2 Enfermedades infecciosas prevalentes en Colombia



A pesar de los considerables esfuerzos de control, estas enfermedades se
encuentran entre las mas prevalentes en todo el mundo con una gran carga social
y economica. Los que estan en mayor riesgo son las poblaciones que son pobres o
que estan fuera del alcance de una atencion médica adecuada. Aunque estas
enfermedades se asocian comunmente con la pobreza, también son una causa de
dificultades y un obstaculo importante para el desarrollo econdmico. En la mayoria
de los paises endémicos, la politica oficial del Ministerio de Salud es proporcionar
tratamiento gratuito a todos los pacientes, pero esto a menudo es inviable porque
los medicamentos requeridos tienen un suministro limitado, especialmente en las
zonas rurales. Las enfermedades infecciosas afectan a mas de mil millones de
personas (una sexta parte de la poblacion mundial), y en muchas ocasiones son
muy poco prioritarias en los programas nacionales de salud. Por lo tanto, las

personas afectadas son vulnerables a las violaciones de sus derechos humanos
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basicos, como el acceso a la atencién médica y los medicamentos esenciales (18,

19).

5.1.2.1. Malaria

La malaria sigue siendo un problema prioritario de salud publica a nivel mundial
con altas tasas de mortalidad, aumentando los informes de malaria en muchos
paises y en areas que se consideran libres de la enfermedad. Teniendo a la
migracion humana como uno de los factores que contribuyen al resurgimiento de

la malaria, lo cual esta afectando a mas de 91 paises, calificados como zonas



endémicas, especialmente regiones ubicadas en el cinturdn tropical y subtropical
como Africa, el sudeste asiatico y Latinoamérica. Segun el ultimo reporte emitido
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 2018 se estima que fueron 228
millones los casos de malaria en todo el mundo, en comparacién con los 219
millones de casos presentados en el 2017; siendo los nifios menores de 5 afios el
grupo mas vulnerable afectado; en 2018, representaron el 67% (272 000) de todas
las muertes por malaria en el mundo entero (20-24). La malaria es endémica en 21
paises de Latinoamérica; la mayor carga de la enfermedad se concentra en la
region del Amazonas y sus zonas fronterizas con Brasil, Colombia, Peru y
Venezuela; en las Américas el 30% de la poblacidon se encuentra en riesgo, y de
esta el mayor numero de casos anuales los registra Brasil y Colombia con un
reporte del 68% de los todos los casos en la regién (7, 20, 23, 24). De acuerdo
con el ultimo informe emitido en el mes de junio de 2020 por la Organizacion

Panamericana de la Salud,
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entre enero y mayo del 2020, la situacion de la malaria en las Américas se

caracterizd por presentar una reduccion en el numero de casos confirmados
debido a que en este periodo se presentaron un total de 104.005 casos
confirmados, en comparacion con el mismo periodo del afio 2019, la reduccién es
equivalente al 58%, es decir 144.186 casos menos con respecto al mismo periodo,
esto se encuentra determinado principalmente por la disminucion de los casos
registrados en paises como Brasil, Colombia, Guyana, Peru, Ecuador, Guatemala
y México. Brasil y Colombia por su parte, reportaron reduccion general, pero con

incremento en algunos estados y municipios (25).



En Colombia la malaria representa un problema prioritario en salud publica debido
a la transmisién con tendencia creciente en determinadas regiones del pais
altamente endémicas, presentandose casos en estas regiones principalmente de
origen rural y en donde circulan las especies del parasito de mayor importancia
clinica: Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, causantes de malaria grave o
complicada. La presentacion de estos eventos se caracteriza por presentar un
comportamiento ciclico epidémico cada 2 a 7 afos, relacionado con la ocurrencia
del fendmeno del Nifio - Oscilacion Sur. La trasmision urbana es primordialmente
de origen rural, lo cual se encuentra asociado con la migracién de la poblacion por
situaciones econdmicas y los factores ambientales, como el deterioro del
ecosistema, resistencia a los farmacos antimalaricos, migraciéon poblacional
(conflictos econdmicos, politicos, sociales). Todos estos factores se relacionan con
la aparicion del evento en regiones geograficas libres de la enfermedad, y con la

reaparicion del evento en zonas donde se consideraba controlado (26-28).
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A corte de la semana epidemioldgica 23, correspondiente al mes de junio de 2020,

se notificaron 2.430 casos de malaria; a la fecha se tiene un acumulado de 34.743
casos de malaria, de los cuales 34.211 son de malaria no complicada y 532 de
malaria complicada. Predomina la infeccion por Plasmodium falciparum (P.
falciparum) con 51,1 % (17.764 casos), seguido de Plasmodium vivax (P. vivax)
con 48,1 % (16.718 casos casos), e infeccion mixta con 0,8 % (261 casos) siendo
el departamento del Choco (27,3%) el que mas ha notificado casos de malaria no

complicada en el pais seguido por el departamento de Narifio (22,4%) (29).

5.1.2.2. Dengue (DENV)



El virus del dengue (DENV) es un flavivirus, este virus tiene cuatro serotipos
principales (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). La transmisién del dengue es
dada a partir de la picadura de mosquitos infectados del género Aedes, esto es un
fendbmeno complejo que implica una relacion interactiva entre virus, vector y
huésped. Los tres elementos son sensibles al clima local, debido a que las
temperaturas mas calidas aumentan la replicacion del virus, influyendo en el
comportamiento humano, acortando el tiempo de desarrollo del mosquito y por
ende generando un aumento en la frecuencia de alimentacion de sangre debido al
aumento del metabolismo en el mosquito lo cual logra reducir el periodo de
incubacion extrinseca del virus del dengue dentro de los mosquitos (30, 31). La
fiebre del dengue o "fiebre de fractura de hueso", se caracteriza por fiebre, dolor de
cabeza, dolor retroocular y articular, erupcion cutanea y linfadenopatia. En menos

del 2% de los infectados por segunda vez, la enfermedad puede progresar a fiebre
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hemorragica caracterizada por trombocitopenia y fuga vascular conocida sindrome

de choque por dengue (32).

La enfermedad por DENV, es una enfermedad de gran relevancia para la salud
publica mundial y se considera una de las enfermedades transmitidas por vectores
con un impacto significativo en América Latina. Segun el ultimo reporte de casos
de dengue en las Américas, correspondiente al afio 2020 y emitido por la
Organizacion Panamericana de la Salud, Colombia es el quinto pais con mayor

reporte de casos de dengue en Sur América, detras de Brasil, Paraguay, Bolivia y



Argentina, respectivamente, ademas, presenta una tasa de incidencia de 112,4
casos por cada 100.000 habitantes en 2020. Colombia es hiperendémica, y
aproximadamente el 65% de los municipios colombianos tienen condiciones
ecolégicas que favorecen la circulacion sostenida de Aedes aegypti y la
transmision del DENV, lo cual se ve reflejado en el ultimo informe emitido por el
Instituto Nacional de Salud, correspondiente a la semana epidemioldgica 23, en el
cual se reportaron 56.923 casos, lo cual es correspondiente al numero total de

casos reportados en el afio 2020(29, 33, 34).

5.1.2.3. Chikungunya (CHIKV)

La enfermedad por el virus Chikungunya (CHIKV), es producida por un alfavirus de
la familia Togaviridae y es transmitida a los humanos a través de la picadura de
mosquitos Aedes infectados. Fue documentado por primera vez en 1952 en la
Republica Unida de Tanzania y su nombre es derivado del dialecto Kimakonde, lo
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cual significa "lo que se dobla", esto se encuentra relacionado con la apariencia

encorvada de los pacientes. La fiebre de Chikungunya se caracteriza por una
artralgia severa, incapacitante y a menudo cronica que puede persistir durante

afnos, lo que resulta en un gran impacto econémico y de salud publica (35, 36).

La enfermedad por Chikungunya ha causado brotes intermitentes en Africa, Asia,
las islas del Océano indico y en el sur de Europa. Segin la Organizacion
Panamericana de la Salud, en la region de las Américas se reportaron 37.279
casos en el primer semestre de 2020, en el mismo periodo, la tasa de incidencia
acumulada en la Region es de 3,82 casos por cada 100.000 habitantes. De

acuerdo con esto, se ha logrado estimar que alrededor de 46 paises y territorios



han documentado la transmision local con 1,7 millones de casos reportados. En la
actualidad, se estima que el 39% de la poblacion mundial vive en paises

endémicos para CHIKV y estan en riesgo de infeccién (33, 37, 38).

En Colombia, el pico de la epidemia se identifico entre 2014 y 2015, reportandose
19.566 casos acumulados hasta el final de 2016 y 1110 casos en la semana
epidemioldgica 50 en 2017. De acuerdo con el ultimo informe emitido en el mes de
junio de 2020 sobre el comportamiento de la enfermedad, se han reportado un total
de 135 casos, lo cual indica un descenso en la notificacion del evento
correspondiente al 53,1 %, 153 casos menos, comparado con el mismo periodo de

2019(29, 39).
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5.1.2.4. Zika (ZIKV)

El virus de Zika (ZIKV), es un flavivirus transmitido por mosquitos que se identifico
por vez primera en macacos (Uganda, 1947). En marzo de 2015 Brasil notificé un
gran brote de enfermedad exantematosa que rapidamente se identific6 como
consecuencia de la infeccion por el virus de Zika, y en julio del mismo afio se
describi6 en ese pais su asociacion al sindrome de Guillain-Barré. Pronto
aparecieron brotes y pruebas de la transmisiéon en Las Américas, Africa y otras
regiones del mundo. Hasta la fecha, 86 paises y territorios han notificado casos de
infeccion por el virus de Zika transmitida por mosquitos Aedes aegypti. Existen
otras formas de transmision, una de ellas es de la madre hacia el feto durante el

embarazo, y también por contacto sexual, transfusiones de sangre y productos



sanguineos, y trasplantes de o6rganos. Actualmente no hay tratamiento para la
infeccion por el virus de Zika ni para las enfermedades a las que se asocia (40,

41).

Ante la expansién de la transmision del virus de Zika en la Regién de las Américas,
la OPS/OMS recomienda a sus estados miembros que establezcan y mantengan la
capacidad de detectar y confirmar casos de infeccion por este virus preparando
sus servicios de salud ante un posible aumento de la carga en todos los niveles de
la atencidn sanitaria y pongan en practica una estrategia eficaz de comunicacion
publica para reducir la presencia de los mosquitos transmisores, en especial en las
zonas en las que esta presente su vector(42). La Organizacion Panamericana de la
Salud, entre la semana epidemiolégica 1 y 21 de 2020, logré notificar un total de
7.452 casos de Zika en la Regién de las Américas, incluyendo un fallecido en
Brasil. La mas alta proporcién de casos en la Regién se notificaron en paises

como Brasil
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con 6.387 casos (86%), Bolivia con 537 casos (8.4%) y Guatemala con 133 casos

(2%). Desde la primera deteccion en Brasil en marzo de 2015, se ha confirmado
transmision local en todos los paises y territorios de las Américas, excepto por
Chile continental, Uruguay y Canada. En 2016, se notificaron un total de 651.590
casos y se ha observado una reduccion significativa de la transmisién de la

enfermedad en los siguientes afos (33).

En el periodo correspondiente de 2015 a 2017, en Colombia se lograron identificar

un total de 18.234 casos por defectos congénitos asociados a Zika, de los cuales la



mayoria (91,9%) eran malformaciones congénitas (43). De acuerdo al ultimo
reporte emitido por el Instituto Nacional de Salud, correspondiente a la semana 23
del afio 2020 se han notificado 117 casos de enfermedad por virus Zika, 114 hasta
la semana 22 y 3 en la semana 23, siendo 84 casos (71,8 %) confirmados por
clinica y 33 (28,2%) sospechosos. Existe un descenso de la notificacion del 39,1
%, 75 casos menos, comparado con el mismo periodo de 2019. El 72,6 % (85) de
los casos procede de Cali (21) y le sigue Tolima con el 16,2% (19) de los casos.
La incidencia a nivel nacional es de 0,4 casos por cada 100 000 habitantes en
riesgo. Las incidencias mas altas las registran Boyaca con 4,3, Cundinamarca con
3,5, Caqueta con 2,6, Tolima con 2,0 y Putumayo con 1,2 casos por cada 100 000
habitantes en riesgo. Se debe mencionar que el comportamiento de la notificacion
del evento en 2020 se encuentra por debajo del promedio histérico de 2017, 2018

y 2019(29).
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5.1.2.5. COVID-19

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2),
anteriormente conocido como el nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV), es un
agente zoondtico emergente que aparecido en diciembre de 2019 y causa la
enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19) (44). Este patégeno produce un
sindrome que conduce en algunos casos a una condicion respiratoria de cuidados
criticos, que requiere un manejo especializado en unidades de cuidados intensivos

(UCI) en muchos de ellos.

El SARS-CoV-2, taxondmicamente, es actualmente parte de la especie de los



coronavirus relacionados con el SARS que pertenecen al subgénero Sarbecovirus
que junto con los subgéneros Embecovirus , Hibecovirus , Merbecovirus y
Nobecovirus forman parte del género Betacoronavirus (45). Otros Betacoronavirus
antes han causado epidemias en las ultimas dos décadas en Asia, como es el caso
del SARS-CoV en 2002-2003 en China supuso un replanteamiento de la capacidad
patogénica de estos virus y de su papel en las infecciones humana, y 10 afios mas
tarde surgid el Sindrome Respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) en

2012-2013 en Arabia Saudita (46).

Una persona puede contraer la COVID-19 por contacto con otra que esté infectada

por el virus, la enfermedad puede propagarse de persona a persona a través de las
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goticulas que salen despedidas de la nariz o la boca de una persona infectada al

toser, estornudar o hablar (4).

El primer caso de COVID-19 para América Latina y el Caribe, se notifico el 26 de
febrero del 2020 en Brasil, desde entonces, se ha propagado a los 54 paises y
territorios de la Region de las Américas (47). Después de eso, el 6 de marzo de
2020, se diagnosticé el primer caso en Colombia y unos 100 dias después del
primer caso se han logrado identificar un total de 53.063 casos, los cuales han
sido confirmados por RT-PCR, por accion del Instituto Nacional de Salud

(www.ins.gov.co) y la red nacional de laboratorios colaboradores (48, 49).



5.1.3. La Murrayanina, molécula con multiples acciones biolégicas El
compuesto Murrayanina, fue el primer alcaloide carbazolico biolégicamente activo
aislado de la planta Murraya koenigii (60) y se encuentra presente en el extracto
bioldgico de la corteza de su raiz (51). Desde el descubrimiento de Murrayanina,
asi como el de sus caracteristicas estructurales y actividades farmacoldgicas
prometedoras, este compuesto y sus derivados han tomado gran importancia a
nivel biolégico y farmacolégico, por ende, esto ha suscitado a la realizacion de
multiples estudios e investigaciones que han permitido el descubrimiento de
actividades bioldgicas asociadas al compuesto Murrayanina de tipo

anticancerigena, antioxidante, antinflamatoria e hipoglicemiante (17, 52-55).
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Por tanto, mediante la realizacién de analisis in silico, a partir de la implementacion

de herramientas y técnicas de simulacidn computacional que posibilitaran el
analisis de las propiedades farmacocinéticas-farmacodinamicas (PK/PD) del
compuesto Murrayanina, la toxicidad in silico sera predicha con el fin de lograr la
categorizacion toxicoldgica de Murrayanina, y finalmente, mediante el docking
molecular, se busca evaluar en este estudio la capacidad de interaccion entre el
compuesto Murrayanina (ligando) y las enzimas (receptores) de los
microorganismos, lo cual posibilitara identificar el grado de afinidad entre el

ligando y los receptores.

5.1.4. Materiales y Métodos



5.1.4.1. Identificacidon de principios activos
La estructura del ligando Murrayanina (3-formil-1-metoxicarbazol) descrita por
primera vez por Chakraborty et al.(50, 56), se obtuvo a partir de la base de datos

NCBI PubChem en formato SMILES y MDL Mol(57).

5.1.4.2. Evaluacion de las Reglas de Lipinski

Las propiedades farmacocinéticas-farmacodinamicas (PK/PD) del ligando fueron
analizadas, de acuerdo con el modelo tedrico de los descriptores fisicoquimicos
(filtros) de Lipinski (RO5), correspondiente a la cantidad de aceptor de enlaces de
hidrogeno (nOHNH), la cantidad de donantes de enlace de hidrogeno (nOH),
coeficiente lipofilico de particidon octanol-agua (cLogP) y el peso molecular (MW) de

los farmacos. La regla de Lipinski fue fusionada con los parametros propuestos por
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Veber, adicionando el numero de enlaces rotacionales (nRot) y el area superficial

polar (SAP). La evaluacién se realiz6 empleando el servidor Molinspiration Online
Property Calculation Toolkit (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties)(58,

59).

5.1.4.3. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas - (ADME/Tox) La
prediccién in silico de las propiedades farmacocinéticas del compuesto en relacion
a su absorcion, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (ADME/Tox) a
través del cuerpo humano, principalmente la absorcion por via oral, se realizé con

el servidor AdmetSAR tool-Admet structure-activity relationship



(http://Immd.ecust.edu.cn:8000/)(60).

Ademas, mediante Molinspiration se pudo predecir el tipo de receptor al cual
potencialmente se unira la molécula (receptor nuclear, canal i6nico, enzimatico,
receptor acoplado a proteina G, receptor asociado a tirosin cinasa) y admetSAR
complementariamente calcul6 diversos atributos del compuesto, Absorcion en
Barrera Hematoencefalica (BBB), Absorcidén Intestinal Humana(HIA), Coeficiente
permeabilidad en células de carcinoma de Colon(P-Caco-2), solubilidad
acuosa(LogS), sustrato e inhibidor de glicoproteina P(gp-P), sustrato e inhibidor
Citocromo P450 (CYP450), Promiscuidad Inhibitoria de Citocromo P(CYP IP),
Transportador de Cationes Organicos a nivel renal (ROCT), Inhibicion y Toxicidad
de genes relacionados con éter humano (HERG), ademas de la evaluacién de

genotoxicidad y citotoxicidad (58, 60).
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La toxicidad oral del compuesto Murrayanina se predijo con el software online

ProTox (http://tox.charite.de/tox/index.php?site=home), en valores de dosis letal
(DL50) y se categorizdé de acuerdo con el sistema armonizado a nivel mundial de
clasificacion de etiquetado de productos quimicos (GHS), en seis clases (rangos
de clases | a VI). Se identificaron compuestos similares a Murrayanina basados en

la busqueda de farmacoforos que tenian LD50 conocida (61, 62).

5.1.4.4. Acoplamiento molecular
El estudio de la interaccién entre Murrayanina con las proteinas de los virus (Zika,

Chikungunya, Dengue, COVID-19) y el parasito (Plasmodium falciparum), se



evalu6 por medio de Docking molecular, la cual es una de las técnicas de
modelado molecular mas utilizadas para estudiar la interaccién entre ligando y
receptor, tanto la estructura del ligando (Murrayanina) como la del receptor
(proteinas de los virus y parasito). El docking molecular permite obtener multiples
opciones para el desarrollo de nuevos farmacos que inhiban proteinas
relacionadas con él metabolismo de estos microorganismos, y que por tanto
tengan nuevas indicaciones terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades
que estos ocasionan. Esta evaluacion se realizé utilizando el servidor online
Mcule© (63). Los resultados se analizaron con base a la compatibilidad de unién,
es decir, la energia en kcal/mol. Se utilizaron parametros por defecto con la
generacion de mas 100 poses de complejos, basado en el protocolo de
acoplamiento flexible-rigido. Las poses de acoplamiento se clasificaron de

acuerdo a sus puntajes de docking (como la energia

51
libre de acoplamiento o afinidad). EI complejo de energia de union mas bajo fue

seleccionado y visualizado con el software Chimera v.1.11 (64).

5.1.5. Resultados

5.1.5.1. Prediccion de las Reglas de Lipinski

Las propiedades farmacocinéticas-farmacodinamicas (PK/PD) del ligando fueron
evaluadas de acuerdo con el modelo tedrico de los descriptores fisicoquimicos
(filtros) de Lipinski (ROS) utilizando Molinspiration Online Property Calculation

Toolkit. Los resultados obtenidos fueron los siguientes, coeficiente lipofilico de



particion octanol-agua (cLogP): 3.14; Coeficiente de Refractividad Molecular
(CMR): 67.6; Peso Molecular (MW): 225.25; area topoldgica de la superficie polar
(TPSA): 42.10; Numero de enlaces rotacionales (nRot): 2; Numero de donantes de
enlace H (nOH): 1; Numero de aceptores de enlaces H (nOHNH): 3; Geometria
molecular (3D) del ligando (Volumen): 201.54; Numero de faltas a la regla de

Lipinski (nfaltasRO5):0 (Ver tabla 1).

Tabla 1. Prediccién in silico de Propiedades farmacocinéticas y parametros fisicoquimicos

segun las reglas de Lipinski calculadas para Murrayanina

o 5) TPSA s140Noh (< 5) sRO5
cLogP (= (40-130) (=500 (£10) Vol.
CMR Mw KDa) nRot <10 nOHNH nfalta
Compuest

Murrayanina* 3.14 67.6 225.2542.102 1 3 201.54 0

*3-formil-1-metoxicarbazol: C14H11NO2

Abreviaturas: cLogP= coeficiente lipofilico de particion octanol-agua; CMR: Coeficiente de Refractividad
Molecular MW: Peso Molecular; TPSA: area topolégica de la superficie polar; Numero de enlaces rotacionales
(nRot):2; nOH: numero de donantes de enlace H; nOHNH: nimero de aceptores de enlaces H; Vol.: Geometria
molecular (3D) del ligando; nfaltasRO5: Numero de faltas a la regla de Lipinski.
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5.1.5.2. Prediccion de las propiedades farmacocinéticas - (ADME/Tox) La

prediccion de las propiedades ADME/tox adicionales a la RO5 se realiz6 con el
servidor AdmetSAR tool-Admet structure-activity relationship, se consideraron
diferentes parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos, asociadas a la
absorcion de los compuestos activos para diferentes tipos de modelos tales como
la penetracién en barrera hematoencefalica (BBB), la absorcion intestinal humana
(HIA) y la permeabilidad en células de carcinoma de Colon (P-Caco2), los cuales
mostraron resultados positivos, que apoyan fuertemente la capacidad del
compuesto 3-formil-1-metoxicarbazol para actuar como farmaco; por otro lado, se
evidencio que el compuesto no es sustrato ni inhibidor relevante de la glicoproteina

P(gpP) y el transportador de cation organico renal (ROCT) (Ver tabla 2).



En términos de metabolismo, se encontr6 que el compuesto Murrayanina no
presentd comportamiento como sustrato ni como inhibidor de las isoenzimas del
complejo CYP450, tales como CYP2C9, CYP2D6 y CYP2C19, las cuales son de
gran importancia a nivel organico, debido a que participan en la mayoria de las
reacciones del metabolismo de xenobidticos, farmacos y esteroides en el
organismo Yy constituyen gran parte del total de enzimas p450 a nivel hepatico. Sin
embargo, en las isoenzimas CYP3A4 y CYP1AZ2, las cuales también participan en
el metabolismo de los xenobidticos en el organismo, el compuesto Murrayanina se
comporté como inhibidor con valores de p>0.5 (Ver Tabla 3), por lo tanto la
prediccion de la propiedad de promiscuidad inhibitoria CYP450, en la cual se
refiere a la capacidad de un farmaco o quimico para unirse y disminuir la actividad

de
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diferentes enzimas isoformas de CYP450, arrojo para este compuesto una alta

capacidad de union con un p>0.5.

Tabla 2. Prediccioén in silico del perfil de absorcién y solubilidad calculadas para Murrayanina

Compuesto LogS Pcaco-2 BBB AlH gp-P ROCT (-)Sustrato
Murrayanina*-3.8105 1.4317 (+)0.9745 (+)1.0000 (-)Inhibidor (-) Inhibidor

*3-formil-1-metoxicarbazol: C14H11NO2

Abreviaturas: LogS=Solubilidad Acuosa; Caco-2: Coeficiente permeabilidad en células de carcinoma de Colon
(LogPapp, cm/s); BBB: Absorcion Barrera Hematoencefalica; AlH: Absorcion gastrointestinal humana; gp-P:
glicoproteina-P; RCOT: transportador de cationes organicos a nivel renal.

Tabla 3: Prediccion del efecto inductor o inhibidor de Murrayanina sobre las enzimas del

citocromo P450 implicadas en el metabolismo de farmacos

Mecanismo de accion Resultado
Metabolismo Enzimatico Probabilidad
CYP450 2C9 Inhibidor Sustrato
Sustrato CYP450 2D6 Inhibidor



p=0.5329 p=0.7225

CYP450 3A4 Inhibidor No No
Sustrato p=0.9230 p=0.6003

No No Si
No p=0.5082 p=0.5457

CYP450 1A2 Inhibidor Si p=0.9595 CYP450 2C19 Inhibidor No p=0.7333

CYP Inhibitory High CYP Inhibitory Si p=0.7747
Promiscuity Promiscuity

CYP= Citocromo P450. El valor de p indica la probabilidad de comportarse o no como sustrato o inhibidor
comparado con una coleccién de compuestos en las bases de datos

5.1.5.3. Evaluacion del potencial de toxicidad

El compuesto 3-formil-1-metoxicarbazol de acuerdo al analisis in silico con el
software online ProTox fue categorizado como toxico tipo Il en roedores, hasta
una dosis letal de 1,25 gr/Kg de peso corporal con el servidor AdmetSAR

tool-Admet
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structure-activity relationship. Los resultados computacionales de genotoxicidad y

citotoxicidad con la misma herramienta, arrojaron datos positivos para el test de

AMES y negativo para el potencial carcinogénico (Ver tabla 4).

Tabla 4. Predicciones del efecto genotéxico, carcinogénico y la toxicidad oral aguda

calculadas para Murrayanina
AMES DL50 mg/Kg

Efecto Toxicidad Oral Aguda
Compuesto Test Carcinogénico

Murrayanina* Positivo Negativo 1250 Cat. llI

DL50: Indicador de toxicidad aguda de una dosis de C14H11NOz2letal para la mitad de un conjunto de animales
de prueba.

5.1.5.4. Analisis del acoplamiento molecular

El analisis del acoplamiento molecular entre el ligando Murrayanina (3-formil-1-



metoxicarbazol) y las enzimas(receptores) pertenecientes a Dengue, COVID-19 y
Plasmodium falciparum, permitid observar que existe afinidad entre el compuesto
Murrayanina sobre determinados enzimas pertenecientes a los microrganismos
anteriormente mencionados, mientras que para Zika y Chikungunya, no se
encontré afinidad entre el ligando y enzimas compatibles que hicieran posible la
evaluacion del acoplamiento mediante docking molecular frente al ligando
Murrayanina, por tanto, no se representan. Estas evaluaciones se realizaron
utilizando el servidor online Mcule. Se selecciond el mejor score de POSE
teniendo en cuenta aquella que reporto la menor energia de union libre obtenida
de las evaluaciones para cada una de las interacciones entre las enzimas de los

microorganismos y el compuesto Murrayanina (Ver Tablas 5,6 y 7) (Ver Figuras 1
y 2).
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Tabla 5. Score de POSE de la interaccion entre las enzimas del SARS-CoV-2 frente a

Murrayanina
Enzimas Funciones Score de POSE

Replicasa Poliproteina 1a Transcripcion -6,9 -5,6
y Replicaciéon de ARN viral

Replicasa Poliproteina 1ab
Transcripcion y Replicacion de ARN viral
*Pose: candidato al modo de enlace que indica la energia de unién necesaria para el acoplamiento entre un

ligando y un receptor

Tabla 6. Score de POSE de la interaccion entre las enzimas del virus de Dengue frente a

Murrayanina

Enzimas Funciones Score de POSE*

ARN Polimerasa dirigida del ARN viral en las del huésped TYK2 y
por ARN NS5 posiciones guaninaN-7y  STAT2
Replicacion del genoma de ribosa 2'-O -7,3

ARN Metilacion de la tapa  Inhibicién de la fosforilacion



NS3

Serina proteasa NS3 Promueve el
autoclivaje y escision de la poliproteina
en sitios

. i . dibasicos en el citoplasma
Poliproteina Cofactor requerido parala 7 4 g0 .58

funcién de serina proteasa de NS3

Poliproteina DEN Cofactor requerido
para la funciéon de serina proteasa de

*Pose: candidato al modo de enlace que indica la energia de unién necesaria para el acoplamiento entre un

ligando y un receptor.

Tabla 7. Score de POSE de la interaccion entre las enzimas Plasmodium falciparum frente a

Murrayanina

Enzimas Funciones Score de POSE
Timidilato quinasa Sintesis de nucleétidos difosfato -9.1
Hipoxantina-guanina-xantide control de divisién Importante en el control del
na celular ciclo celular eucariota
fosforribosiltransferasa Generacion de nucledtidos -9,1 -8,9
de purina a través de la via
Homoélogo de proteina 2 de recuperacion de purina
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Dihidroorotato deshidrogenasa Cataliza de tipo oxidacion reduccién
la conversion de dihidroorotato a orotato  -8,9 -8,8

con
quinona como aceptor de
electrones
Ferredoxina NADP reductasa Actividad
Serina / treonina Fosforilacion de proteinas diferenciacion celular
quinasa-1 PfLammer Regulacién de la -8,5

Purina nucleésido fosforilasa Metabolismo de nucledsidos -8.5 Enoyl ACP
Reductasa Unién de nucleétidos -8.3
*Pose: candidato al modo de enlace que indica la energia de unién necesaria para el acoplamiento entre un

ligando y un receptor

Los acoplamientos originados a partir de los Docking moleculares resultantes de
las interacciones entre las enzimas pertenecientes a SARS-CoV-2, Dengue
(DENV) y Plasmodium falciparum frente al compuesto Murrayanina se pueden

observar en las Figuras 1, 2 y 3, respectivamente.



4B
Figura 1. Modelo de barra de las enzimas y sus residuos interactuando al momento de la unién
entre Murrayanina (Ligando) y las enzimas (Receptor) de SARS-CoV-2. A. Replicasa Poliproteina
1a; B: Replicasa Poliproteina 1ab. Tomado de Mcule.org.
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Figura 2. Modelo de barra de las enzimas y sus residuos interactuando al momento de la union



entre Murrayanina (Ligando) y las enzimas (Receptor) del virus Dengue. A: ARN Polimerasa
dirigida por ARN NS5: B: Poliproteina; C: Poli

GH



Figura 3. Modelo de barra de las enzimas y sus residuos interactuando al momento de la unién
entre Murrayanina (Ligando) y las enzimas (Receptor) de Plasmodium falciparum. A: Timidilato
quinasa; B: Hipoxantina-guanina-xantina fosforribosiltransferasa; C: Control de division
celular homoélogo de proteina2; D: Dihidroorotato deshidrogenasa; E: Ferredoxina NADP
reductasa; F: Serina / treonina quinasa-1 PfLammer; G: Purina nucleésido fosforilasa; H:
Enoyl ACP Reductasa. Tomado de Mcule.org.
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5.1.6. Discusion

La composicion quimica del aceite esencial de la planta Murraya sp., esta
quimicamente constituido principalmente por componentes de tipo alcaloides
carbazolicos, los cuales se denominan indicadores quimiotaxondmicos de las
plantas pertenecientes a la familia Rutaceae, entre esos tenemos a Murrayanina, la
cual es utilizada en esta investigacion con el fin de evaluar la capacidad que esta
posee para ejercer una actividad inhibitoria sobre el sitio catalitico de las enzimas

pertenecientes a P.falciparum, DENV y SARS-CoV-2(50).

De acuerdo con O’Brien et al. 2005, la estimacion de energia libre de unién es un
parametro primario que se genera como resultado del acoplamiento molecular,
brindando una aproximacion de la fuerza y afinidad de la interaccion entre el

ligando vy el receptor (65). La determinacion de la afinidad entre el ligando y el



receptor, se encuentra directamente relacionado con el gasto de energia dado en
este tipo de interaccion, lo cual se encuentra muy relacionado con lo planteado por
parte de Sivaramakrishnan et al. 2016, quien demostrd que la energia del enlace
necesaria para que se pueda dar el acoplamiento entre un determinado ligando y
su posible receptor, es inversamente proporcional a la interaccion, es decir a
menor gasto energético mas fuerte sera la interaccion y acoplamiento entre el
ligando y el receptor, por tanto la mejor afinidad entre las moléculas evaluadas
sera aquella que reporte la menor energia libre de unidén entre todas las poses

obtenidas (66).

En los analisis de acoplamiento molecular realizados por parte de Parimelzanghan
et al. 2014, se logré evidenciar que los compuestos de catequinas presentes en el

extracto de la planta de Camellia sinensis presenta actividades antibacterianas

60
significativas, la realizacion de estos ensayos in silico permitieron identificar que la

evaluacion del docking depende del numero de puentes de hidrogenos formado
entre el ligando y el receptor (67). Por lo tanto, en los analisis computacionales
realizados, se seleccionaron las mejores POSE de acuerdo a las interacciones y
afinidad presentada por parte de los agentes infecciosos (P. falciparum, DENV vy
SARS-CoV-2) frente al ligando Murrayanina, los cuales mostraron unos valores
promisorios de energia libre de union (ver Tablas 5,6 y 7), indicando que el

compuesto tiene alta afinidad para unirse con las enzimas de interés.

El rendimiento de un farmaco candidato depende de sus caracteristicas

farmacocinéticas y farmacodinamicas, es decir que sea absorbido en el tiempo



requerido y distribuida en todo el sistema para su metabolismo y accién (60). No
obstante, la toxicidad es otro factor importante que influye en el comportamiento
del ADME, provocando el fracaso de farmacos en la fase de ensayo clinico debido
a los efectos adversos generados por su toxicidad, lo que resulta costoso y
perjudicial en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos (61). La prediccién in
silico de  ADME/TOX presenta una serie de oportunidades que ayuda a acelerar el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas y en ultima instancia conduce al

descubrimiento de compuestos con actividad biolégica predicha (60).

De acuerdo con la regla de cinco (Ro5) de Lipinski, un compuesto o producto

natural para cumplir con alguna determinada funcion farmacolégica o actividad
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biolégica debe cumplir con tres de los cuatro parametros de la regla de los cinco

(Ro5), tales como peso molecular (MW < 500 KDa), el numero de donantes de
enlace H (nOH < 5) y el numero de aceptores de enlaces H (nOHNH < 10), los
cuales permiten el correcto encaje entre los sitios de union de ligando sobre el
receptor. De acuerdo con lo anteriormente mencionado, el compuesto 3-formil-1-
metoxicarbazol cumple con las reglas de Lipinski (Ver tabla 1), debido a que no
presentd ninguna violacién con respecto al coeficiente de particion octanol-agua
(LogP = 5), peso molecular (MW =< 500 KDa), numero de donantes de enlace H
(nOH < 5), numero de aceptores de enlaces H (nOHNH < 10) y refractividad
molecular, por lo tanto, el compuesto Murrayanina, es un compuesto promisorio
para presentar funcion farmacolégica o actividad biolégica de tipo

antimicrobiana(68). Las propiedades fisicoquimicas evaluadas en las reglas de



Lipinski, influyen sobre el ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo vy
Excrecién) de un candidato a farmaco, por ejemplo, el peso molecular bajo
aumenta la velocidad de absorcion, y, por tanto, se intenta mantener la mayor

parte de los farmacos al menor peso

molecular posible; Un coeficiente de hidrofilicidad bajo, se relaciona con una pobre
absorcion y permeabilidad, mientras que a mayor solubilidad aumentaria la

absorcion.

De acuerdo con Espifia et al. 2011, para el desarrollo de moléculas bioactivas
como agentes terapéuticos, la biodisponibilidad oral es a menudo una
consideracion importante. La prediccion de la absorcion humana usando el ensayo
de penetracion basado en P-Caco-2 se realiza rutinariamente durante el desarrollo

del farmaco. Sin
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embargo, un potencial farmaco tiene que atravesar la BBB, tener optima absorcién

intestinal humana y entrada con eficiencia en Caco-2. (69). La Murrayanina,
cumple con los criterios pertenecientes al perfil de absorcion y solubilidad
presentados en la tabla 2, tales como P-Caco-2, BBB y AlH, lo cual demuestra
que el compuesto tiene la capacidad de ser transportado y metabolizado en el

epitelio gastrointestinal y atravesar barrera Hematoencefalica.

Segun Quiriones et al. 2008, las enzimas citocromo P450 son las principales
responsables del metabolismo de la mayoria de los farmacos, ya que son las

encargadas de catalizar reacciones de fase | de biotransformacion de xenobiéticos,



esto se puede relacionar con los resultados obtenidos y presentes en la tabla 3, la
cual demuestra las caracteristicas del compuesto Murrayanina, para comportarse o
no como sustrato o inhibidor de las enzimas Citocromo P450, por lo tanto,

Murrayanina tiene el potencial de ejercer modulacién sobre estas enzimas(70).

Los estudios de toxicidad oral aguda y cronica son importantes para determinar la
seguridad de farmacos y productos naturales para uso en humanos. En esta
investigacion, se encontré que el compuesto 3-formil-1-metoxicarbazol no era letal
hasta una dosis de 1,25 gr/Kg de peso corporal. Por tanto, el valor de la LD50 (Ver
tabla 4), se fij6 en 1250 mg/Kg de peso corporal para el compuesto de interés.
Estos hallazgos son similares a los resultados obtenidos por Menezes et al.2015
(71), en los ensayos de toxicidad aguda para el extracto de las hojas de Murraya

paniculata,
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donde no se observaron muertes en Ratas Wistar hembras durante el periodo de

estudio en las dosis ensayadas de 100 mg/Kg y 200 mg/Kg (DL50 2000 mg/Kg).

El comportamiento del compuesto evaluado en la prueba de toxicidad de AMES,
empleada para saber si un compuesto es mutagénico o no, resulté positivo, o que
significa que el ligando es potencialmente mutagénico, por tanto, requiere ser
confirmado mediante ensayos de genotoxicidad y establecer la dosis adecuada. En
cuanto a la actividad carcinogénica los resultados demostraron que ligando no

presenta este efecto a nivel celular. Choudhury et al. 2013 (72), evalud el efecto



genotoxico y citotoxico del extracto acuoso de la planta Murraya koenigii, en las
células meristematicas de los bulbos de Allium cepa L. (Cebolla) a diferentes
concentraciones (2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml), demostrando que puede
disminuir la velocidad de progresién celular durante la mitosis. No obstante, estos
hallazgos no confirman ni descartan la potencial genotoxicidad del compuesto
3-formil-1- metoxicarbazol, debido a que trabajar con extractos crudos, implica
ensayar simultaneamente con mezclas complejas de compuestos biolégicamente
activos, algunos de estos compuestos tienen multiples propiedades biologicas,
pudiendo ser citotdxicos y/o genotdxicos, otros citoprotectores y/o antigenotdxicos.
Por otra parte, Hashim et al. 2017 (73), evalud la actividad citotoxica y genotdxica
en alcaloides carbazolicos sintetizados por Murraya koenigii, denominados
Mahanimbine y Girinimbine, evidenciando que ambos compuestos pueden ser
potencialmente citotdxicos, pero no genotoxicos en lineas celulares de epitelio

corneal humano, sin
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embargo, no se describe al compuesto Murrayanina, lo que indica que este

compuesto no tendria potencial citotdéxico ni genotoxico.

De acuerdo con los analisis de docking molecular y teniendo en cuenta los
resultados obtenidos a partir de este, se logré identificar que el compuesto
Murrayanina, tiene afinidad para acoplarse al sitio de union e interactuar con las
enzimas anteriormente descritas. Con respecto a las enzimas pertenecientes a
SARS-CoV-2, Mousavizadeh et al. 2020 (74), reportaron que las poliproteinas 1ay

1ab, son de vital importancia , debido a que se encargan de traducir dos ORF



(ORF 1a y ORF 1b), las poliproteinas 1a y 1ab posteriormente sufren una
proteolisis por enzimas proteasas como quimiotripsina codificada viralmente
(83CLpro), proteasa principal (Mpro) y una o dos proteasas similares a la papaina,
lo que da lugar a la produccion de 16 proteinas no estructurales (nsps) designadas
nsp1 a nsp16, las cuales se encuentran implicadas en la replicacién del genoma
viral y en la transcripcion de RNAm subgendémicos (sgRNAs) del SARS-CoV-2.
Entre las enzimas pertenecientes a Dengue, podemos mencionar lo identificado
por parte de Raviprakash et al. 1998 (75), afirmando que la ARN Polimerasa
dirigida por ARN NS5, ha demostrado que puede generar ARN de doble hebra
mediante la sintesis de ARN de sentido negativo y el ARN molde de sentido
positivo en el virus. Segun Costa et al. 2011 (76), la serina proteasa NS3, es una
proteina multifuncional, involucrada en el procesamiento de poliproteinas, la
proteccion de ARN y la replicacion de ARN. Por ultimo, en cuanto a las enzimas
estudiadas pertenecientes a P. falciparum, podemos mencionar lo demostrado por

parte de Hazleton et al.
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2012 (77), quien planteo que la hipoxantina-guanina-xantina fosforibosiltransferasa

(HGXPRT) de P. falciparum es necesaria para la recuperacion de hipoxantina
formando inosina 5'-monofosfato, un punto de ramificacion para toda la sintesis de
nucleotidos de purina en el parasito y que el agotamiento de la hipoxantina provoca
muerte a P.falciparum en cultivos celulares y en infecciones por mono Aotus. Es
importante mencionar que Ducati et al. 2018 (78), mediante el analisis realizado
sobre la enzima nucledsido fosforilasa, concluyé que el uso de inhibidores
analogos del estado de transicidon para bloquear los pasos esenciales en el

rescate de purinas se ha propuesto como un nuevo enfoque antipaludico, por lo



tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos a partir del docking molecular entre
el compuesto y las enzimas pertenecientes a los microrganismos anteriormente
sefialados, se puede afirmar que es valido y promisorio el estudio de estas
enzimas involucradas en el metabolismo y sintesis del material genético de los

microrganismos descritos.

5.1.7. Conclusiones

De acuerdo con los métodos y resultados anteriormente descritos es evidente que
el compuesto Murrayanina (3-formil-1-metoxicarbazol), posee potencialmente la
capacidad de intervenir principalmente de forma inhibitoria sobre las enzimas
pertenecientes a los microorganismos evaluados (P. falciparum, DENYV,
COVID-19), basado en los estudios de modelamiento molecular y los resultados
obtenidos a partir de estas evaluaciones. Es necesario realizar estudios

complementarios de inhibicion in vitro e in vivo para confirmar esta hipoétesis.
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La malaria sigue siendo un problema prioritario de salud publica a nivel mundial
con altas tasas de mortalidad afectando a mas de 91 paises catalogados como
zonas endémicas. A pesar, que la malaria se puede prevenir y tratar, sigue
teniendo efectos devastadores en la salud y el modo de vida de las personas en
todo el mundo, especialmente los territorios que se encuentran en las zonas
tropicales y subtropicales; afectando en mayor manera los paises de Africa, Asia y
Latinoamérica. Adicionalmente han surgido problemas de origen biolégico como la
resistencia del parasito a los farmacos antimalaricos, que entorpecen los esfuerzos
por controlar y erradicar la enfermedad; sumado a esto aun no se tiene acceso a
una vacuna eficaz contra el parasito, por lo que es urgentemente necesario el
descubrimiento de nuevos farmacos. Las plantas constituyen una opcion
importante en el tratamiento, principalmente en regiones endémicas de la
enfermedad, siendo ésta una alternativa mas econdmica y accesible. En este
estudio, se evalud la actividad antimalarica in vitro del compuesto Murrayanina,
presente en el extracto de corteza de la raiz de la planta Murraya koenigii. Los
resultados obtenidos sugieren que el compuesto Murrayanina, presenta efectos
interesantes de inhibicién del ciclo del P. falciparum y baja toxicidad a nivel
eritrocitario, y podria convertirse en un compuesto valioso para desarrollar una

nueva clase de farmacos dirigidos a vias del parasito no estudiadas.

Palabras claves: Malaria, Murrayanina, in vitro, C150, antimalarico.
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Abstract:



Malaria continues to be a priority public health problem worldwide, with high
mortality rates affecting more than 91 countries classified as endemic areas.
Despite the fact that malaria is preventable and treatable, it continues to have
devastating effects on the health and way of life of people throughout the world,
especially the territories found in tropical and subtropical zones; affecting in a
greater way the countries of Africa, Asia and Latin America. Additionally, problems
of biological origin have emerged, such as resistance of the parasite to antimalarial
drugs, which hinder efforts to control and eradicate the disease; In addition to this,
there is still no access to an effective vaccine against the parasite, so the discovery
of new drugs is urgently necessary. Plants are an important treatment option,
mainly in endemic regions of the disease, making it a cheaper and more
accessible alternative. In this study, the antimalarial activity of the compound
Murrayanine, present in the bark extract of the root of the Murraya koenigii plant,
was evaluated; through the implementation of in vitro techniques that allowed the
determination of the Inhibitory Concentration 50 of the compound Murrayanine, to

finally evaluate the hemolytic effect of the compound on erythrocytes.

Key words: Malaria, Murrayanine, in vitro, IC50, antimalarial.

5.2.1. Introduccién

La malaria sigue siendo un problema prioritario de salud publica a nivel mundial
con altas tasas de mortalidad. Teniendo a la migracion humana como uno de los
factores que contribuyen al resurgimiento de la malaria, lo cual esta afectando a

mas de 91
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paises, calificados como zonas endémicas, especialmente regiones ubicadas en el
cinturén tropical y subtropical como Africa, el sudeste asiatico y Latinoamérica.
Segun el ultimo reporte emitido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en
2017 se estima que ocurrieron 219 millones de casos de malaria en todo el mundo,
en comparaciéon con los 217 millones de casos presentados en el 2016; siendo los
ninos menores de 5 afnos el grupo mas vulnerable ya que, en 2017 representaron
el 61% (266 000) de todas las muertes por malaria en todo el mundo (1-5). La
malaria es endémica en 21 paises de Latinoamérica; la mayor carga de la
enfermedad se concentra en la regién del Amazonas y sus zonas fronterizas con
Brasil, Colombia, Peru y Venezuela; en las Américas el 30% de la poblacién se
encuentra en riesgo, y de esta el mayor numero de casos anuales los registra
Brasil y Colombia con un reporte del 68% de los todos los casos en la region (1, 4,

6).

En Colombia la malaria representa un problema prioritario en salud publica debido
a la transmisién con tendencia creciente en determinadas regiones del pais
altamente endémicas, presentandose casos en estas regiones principalmente de
origen rural y en donde circulan las especies del parasito de mayor importancia
clinica: Plasmodium falciparum (P. falciparum), Plasmodium vivax (P. vivax),
causantes de malaria grave o complicada. La presentacién de estos eventos se
caracteriza por presentar un comportamiento ciclico epidémico cada 2 a 7 afos,
relacionado con la ocurrencia del fenomeno del Nifio - Oscilacidén Sur. La
trasmision urbana es primordialmente de origen rural, o cual se encuentra
asociado con la migracion de la poblacién por situaciones econdémicas y los

factores ambientales, como el deterioro del ecosistema, resistencia a los



medicamentos antimalaricos,
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migracion poblacional (conflictos econdmicos, politicos, sociales). Todos estos

factores se relacionan con la aparicion del evento en regiones geograficas libres de
la enfermedad, y con la reaparicién del evento en zonas donde se consideraba
controlado (7-9). A corte de la semana epidemioldgica 17, correspondiente al mes
de mayo de 2020, se han notificado 1720 casos de malaria; a la fecha se tiene un
acumulado de 22.683 casos de malaria, de los cuales 22.278 son de malaria no
complicada y 405 de malaria complicada. Predomina la infeccion por P. falciparum
con 51,5 % (11.672 casos), seguido de P. vivax con 47,9 % (10.874 casos), e
infeccion mixta con 0,6 % (147 casos). En comparacién con el mismo periodo, en
el ano 2019 se notificaron 26.863 casos de malaria, por lo tanto, en el presente
ano hubo una disminucion en el reporte de casos de malaria equivalente al 15,5%,
siendo el departamento del Choco (27,1%) el que mas ha notificado casos de
malaria no complicada en el pais seguido por el departamento de Narifio (25,3%)
(10). En los paises afectados por estas dos especies, la morbilidad por P. vivax es
mas dificil de reducir debido a la etapa latente (hipnozoito) no detectable, lo que

ocasiona recaidas y ayuda a mantener la trasmision de la enfermedad (1, 3, 11).

Actualmente, se estan presentando dos problemas de origen bioldgico que pueden
afectar negativamente todos los avances obtenidos hasta ahora en la lucha contra
la malaria: la resistencia del vector hacia los insecticidas, reportada en mas de 60
paises al menos a una clase, en algunos casos a todas las clases de insecticidas
utilizados y la acelerada resistencia o multiresistencia del parasito contra los

medicamentos antimalaricos actualmente disponibles como la mefloquina,



piperaquina y artemisina o la combinacién de esta ultima con otras drogas(12-14).
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El parasito posee varios mecanismos de evasion inmune que promueven la

patogénesis, como es la variacidn antigénica que expresa en los diferentes
estadios del ciclo asexual desarrollado en el ser humano; lo que representa una
limitante para la adquisicién de inmunidad natural y asi mismo un obstaculo para
el desarrollo de vacunas completamente eficaces (14, 15). Hasta la presente no se
cuenta con una vacuna registrada y eficaz que pueda ser aplicada en la poblacién
como medida de prevencion, para controlar o erradicar la malaria. Por lo tanto, la
quimioterapia sigue siendo la principal medida para combatir la enfermedad y
debido al aumento de la farmacorresistencia se hace necesario el descubrimiento
de nuevas opciones terapéuticas (16). Las plantas son una alternativa importante
en el tratamiento de la enfermedad, principalmente en regiones endémicas. Varios
antimalaricos conocidos, han sido derivados de plantas, como la artemisinina,

piperazina, mefloquina, lumefantrina y naftoquina (1, 16, 17).

Segun la OMS, alrededor del 80% de la poblacion mundial depende de medicinas
a base de plantas para sus necesidades basicas de salud. Los compuestos
derivados de plantas pueden producir menos reacciones adversas que los
sintéticos; puestos que se absorben con mayor facilidad, sumado a esto son mas
econdmicos, lo que supone un mayor acceso especialmente a las poblaciones mas
vulnerables (1, 18-20). Las preparaciones e infusiones derivadas de extractos
naturales y sus compuestos fitoquimicos derivados, son fundamentales en la
medicina tradicional, principalmente en areas rurales, donde frecuentemente es el
tipo de tratamiento de primera eleccion y mayor acceso (21). Este tipo de
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compuestos tienen ciertas ventajas sobre los obtenidos de forma sintética, ademas
de ser mas econdmicos, no hay reporte de resistencia al extracto completo de la
planta, probablemente debido a la accidn sinérgica de los compuestos
constituyentes. El aislamiento y la administracion de un agente activo unico

facilitan en gran medida la evolucién de la resistencia en parasitos y mosquitos.

Estudios etnobotanicos realizados en diversos paises han ayudado a identificar
una variedad de plantas usadas en la medicina tradicional contra los sintomas
asociados a la malaria. La region amazoénica posee una gran diversidad botanica,
las investigaciones sobre la actividad antimalarica de las especies de plantas de
esta la region, en paises como Brasil, Colombia, Bolivia entre otros; han
demostrado el potencial de las practicas medicinales tradicionales locales como
fuentes de potentes extractos, siendo esto parte de la estrategia para el

descubrimiento de nuevas sustancias antimalaricas (1, 16, 22, 23).

El género Murraya comprende alrededor de 35 especies de plantas con flores, son
originarias del sudeste asiatico, aunque se puede plantear que tienen una
distribucién casi cosmopolita; se encuentran fundamentalmente en regiones
tropicales y templadas. Entre las especies de este género se pueden citar: Murraya
euchrestifolia, M. paniculata, M. alternans, M. siamensis y M. koenigii (L.). Murraya
koenigii posee en el extracto biolégico de la corteza de su raiz el compuesto
Murrayanina, el cual fue el primer alcaloide de tipo carbazolico biolégicamente

activo aislado de la planta(24, 25), se caracteriza quimicamente por ser soluble en
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benceno, cloroformo, etanol, metanol, etc., pero insoluble en éter de petrdleo;
Murrayanina es considerado un blanco sintético atractivo, ya que es el
intermediario para la sintesis de otros alcaloides carbazolicos como Murrayafolina
A, Koenolina, Acido mucoético, Mukonina, 1-hidroxi-3-metilcarbazol, O-
desmetilmurrayanina, Clausina y 3-formilcarbazol(24, 26, 27), este compuesto
cuenta con numerosas funciones beneficiosas para el ser humano, lo cual ha
suscitado a la realizacion de multiples estudios e investigaciones con el fin de
identificar y caracterizar las propiedades bioldgicas que posee, para asi poder
utilizarlas en el manejo y tratamiento de determinadas afecciones en salud, entre
las propiedades biolégicas que ha demostrado tener podemos mencionas las de
tipo antioxidante, antimalarica, antilarvicida, anticancerigena, antinflamatoria,

hipoglicemiante y antimicrobiana (28- 34).

Mediante estudios in silico de biologia computacional, el Grupo de Investigacion
Bioquimica y Enfermedad de la Universidad de Cartagena, identificd la afinidad
que presenta el compuesto Murrayanina para interaccionar con proteinas
pertenecientes a P. falciparum. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacién se
enfocO a evaluar mediante ensayos in vitro la actividad antimalarica de
Murrayanina, con el fin de obtener una nueva fuente que permita el desarrollo de

farmacos utiles para el tratamiento esta patologia.
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