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1. Introduccién.

Las células parietales segregan acido por medio de una bomba de membrana llamada
H*/K* ATPasa, que intercambiaiones H" por iones K*. Esta bomba de protones puede ser
inhibida por una familia de farmacos: |os prazoles, también conocidos como inhibidores
de la bomba de protones. Los prazoles se enlazan covalentemente a la H*/K* ATPasa
gastrica, bajo condiciones acidas, inhibiendo su actividad enzimatica.

Los pasos claves del mecanismo de accion de los prazoles son:

a) La acumulacion del profarmaco en su sitio de accion dependiente de un gradiente
acido.

b) La conversion del profarmaco al acido sulfénico o sulfenamida planar tetraciclica
(farmaco) en condiciones &cidas.

¢) Unidn del farmaco a su sitio de accion en la H'/K* ATPasa

La conversion de los prazoles a una forma activa requiere indispensablemente de la
presencia de &cido gastrico. Esta forma activa, como sulfenamida ciclica o é&cido
sulfénico, es muy reactiva con los grupos tiol de la cisteina, con los cuales pueden
formar un enlace disulfuro para que se lleve a cabo la inhibicion de la H/K* ATPasa.

Esta tesis es el inicio de un proyecto que busca desarrollar nuevas estructuras con
posible actividad inhibitoria de la bomba de protones H*/K* ATPasa. Para llegar a ese
punto es necesario, primero, estudiar el comportamiento quimico (estructura vy
reactividad) de los inhibidores de la bomba de protones ya existentes y coémo influyen sus
sustituyentes en su comportamiento. En esta tesis se realiza el analisis conformacional de
los prazoles y se inicia el estudio del mecanismo de formacion de la especia activa.

En esta tesis se plantearon las siguientes preguntas:
¢Como se forma la especie activa a partir del prazol neutro? Y ¢Como influyen los
sustituyentes en esta formacion?

Para responder estas preguntas es necesario estudiar, mediante céalculos
computacionales, el comportamiento conformacional que presentan los prazoles dadas
sus caracteristicas estructurales, es decir, la capacidad que tienen de adoptar diversas
conformaciones por la rotacion alrededor del enlace S16-C21 y la influencia estérica de
los distintos sustituyentes en cada uno de los miembros de esta familia de farmacos. Asi
mismo es posible cuantificar qué influencia tienen los diferentes sustituyentes de esta
familia de farmacos sobre su mecanismo de accion.



2. Antecedentes.
2.1 Cronologia de estudios sobre padecimientos gastricos acido/pépticos.

En 1920 se estudio en un soldado, Alexis St. Martin, que tenia una herida en €
estdmago, la presencia de écido clorhidrico en € jugo géstrico y su comportamiento ante
distintas situaciones de la vida diaria. Luego Ivan Pavlov, establecié € rol de los nervios
en laregulacion de la secrecion gastrica. Posteriormente la caracterizacion de la gastrina
en e antro gastrico por Rod Gregory, y laidentificacion del receptor H, en e fundus por
James Black, revolucionaron la comprension y e tratamiento de los trastornos écido-
pépticos. Mas recientemente la identificacion de la bomba de protones en la célula
parietal por John Forte y George Sachs y e reconocimiento del rol prominente del
Helycobacter pylori en la patogénesis de la Ulcera gastrica y duodenal por Warren y
Marshall han traido una mayor comprension y mejor tratamiento de estas afecciones.
Actuamente, no sdlo pueden curarse las Ulceras pépticas mas rgpidamente con |os
inhibidores de la bomba de protones; también, las Ulceras refractarias practicamente han
desaparecido. La erradicacion del Helicobacter pylori con antibiéticos asociados a un
inhibidor de la bomba de protones H'/K* ATPasa ofrece por primera vez una cura
permanente para muchas Ul ceras.*

2.2 Fisiologia del estomago.

El estdmago es e sitio primario de la digestion. La presencia de alimentos estimula la
liberacidn de acido y enzimas en € estdmago. Los receptores quimio y mecanosentitivos
presentes en € estdmago son estimulados en presencia de aimento para producir las
respuestas especificas.’



Figura 1. Anatomiadel estdbmago

Como se puede observar en la Figura 1, la mucosa géstrica tiene diferentes tipos de
células, dentro de las cuaes destacan las presentes en las gldndulas oxinticas. Estas
glandulas se localizan sobre todo en € fondo y cuerpo del estémago y producen la mayor
parte del volumen del jugo géstrico. Se estima que € estdmago posee 15 millones de
glandul as oxinticas, que estan compuestas por cinco tipos de células:

= Principales o cimdgenas. Son las células que producen e pepsinégeno, que
inicialmente carece de actividad digestiva, pero tan pronto entra en contacto con
el &cido clorhidrico es activado inmediatamente para formar pepsina activa. La
pepsina es una enzima proteolitica activa en un medio muy acido, con un pH
Optimo entre 1.8 - 3.5, pero a un pH mayor de 5 tiene poca actividad proteolitica,
inactivandose por completo. Para la digestion de proteinas en e estdmago, la
secrecion de écido clorhidrico es tan necesaria como la pepsina. La pepsina, junto
con la hiperestimulacion de acido, contribuye a la lesién tisular gastrica que
produce la Ul cera péptica.



e Oxinticas o parietales (Véase Figura 2). Son las células que segregan el acido
clorhidrico y e factor intrinseco géastrico o factor intrinseco de Castle. Cuentan
con tres receptores: uno para la histamina que es €l receptor H, que actla a través
de la adenil ciclasa, un receptor para la acetilcolina que es € receptor M3 y por
ultimo e receptor G para la gastrina. La accion de estos receptores, tanto para
estimulo como para bloqueo, es sinérgico, es decir que cuando interviene uno de
estos receptores los otros responden en forma proporcional y se potencia el
estimulo. Las células parietales secretan cerca de 160 milimoles de &cido
clorhidrico por litro. El pH de esta solucién es aproximadamente de 0.8. Para este
pH la concentracion de iones hidronio es unos cuatro millones de veces mayor
gue en lasangre arterial.

= Mucosas del cuello: Segregan mucosa alcalina.

< Endocrinas. Pueden ser células G liberadoras de gastrina, D que segregan
somatostating, AST o células parecidas a las enterocromafines (ECL) que
segregan serotonina o células cebadas liberadoras de histamina.

e Cédulas madre: Se supone que generan todos los tipos celulares, excepto las
células endocrinas.
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Figura 2. Composicion de la glandula oxintica’®



2.3 Secrecion acida.

Cuando la célula parietal es estimulada, hay cambios morfologicos para aistar €
aparato secretor. Pocos minutos después de la estimulacion los canalicul os secretorios se
alargan y se preparala bomba de protones H'/K* ATPasa.

Las células parietales secretoras son las principales células en las glandulas géstricas.
La regulacion fisioldgica de la secrecion acida por las células parietales es un importante
factor detrés del uso racional de varios agentes para reducir la acidez géstrica. Las tres
vias mas importantes de activacion de la secrecion écida por las células parietal es son:

< Estimulacion neuronal via el nervio vago.

= Estimulacion paracrina por laliberacion de histamina a cargo de las células ECL.

= Estimulacion endocrinavialaliberacion de gastrina a partir de las células antrales
G.

En la via neuronal, la acetilcolina liberada por €l nervio vago estimula directamente la
secrecion acida a través de los receptores muscarinicos M3 localizados en la membrana
baso latera de las cdlulas parietales. El Sistema Nervioso Central (SNC) es considerado
como €l principa contribuyente para dar inicio a la secrecién écida en respuesta
anticipada de ingesta de alimento. La acetilcolina estimula indirectamente la liberacion de
histamina de las células ECL, en € fundus y de gastrina a partir de las células G en €
antro gastrico.

Las células ECL son la Unica fuente de histamina gastrica involucrada en la secrecion
acida y estén presentes en estrecha proximidad a las células parietales. La histamina
liberada de las cdulas ECL activa a las células parietales cominmente de manera
paracrina uniéndose a los receptores H,. La secrecion de gastrina esta bajo regulacion de
activacion central neuronal, distension local, y la composicion quimica del contenido
gastrico. La gastrina estimula las células parietales uniéndose a sus correspondientes
receptores. La gastrina también gerce su accion de manera indirecta provocando la
liberacién de histamina de las células ECL.* La unién de la acetilcolina con sus
respectivos receptores acoplados a proteina G, la gastrina, y la histamina dan como
resultado la activacion de sistemas de segundos mensgjeros. * La estimulacion vagal vy la
accion de la gastrina (del duodeno y las células G antrales) estimulan la liberacion de
histamina a partir de las células ECL paracrinas o de las células MAST. El incremento de



los niveles tanto de Ca?* intracelular por la gastrina y la acetilcolina, como de AMPc por
la histamina causa finamente la secrecién de &cido.” El paso final de la secrecion de
4cido es mediado por la H'/K* ATPasa® La activacion, ya sea por AMPc o por la via
dependiente de Ca®* 0 ambas causan la estimulacion dela H/K* ATPasaen las células
parietales.” La Figura 3 muestra de manera gréfica lo antes descrito.
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2.4 Desordenes asociados con secrecion elevada de écido gastrico.

= Ulceras pépticas. (Véase Figura 4). La Ulcera gastroduodenal es unalesién de la
mucosa del estdbmago o duodeno, que alcanza la submucosa. Si se limita a la
mucosa, se denomina erosion. La etiopatogenia de la Ulcera gastroduodenal es
multifactorial y se produce por el desbalance entre factores agresivos que dafian la
mucosa y factores defensivos que la protegen (Tabla 1). EI aumento de los
factores agresivos sera e principal determinante.

Tabla 1. Factores involucrados en |a Ul cera péptica

Factores defensivos Factores agresivos

Mucus Pepsina

Capa de fosfolipidos Helicobacter pylori

Antiinflamatorios no
esteroidales (AINES)

Recambio celular

Angiogénesisy flujo
99 Y Estrés fisiol6gico

sanguineo
Prostaglandinas Tabaco y acohol
o Dietay estrés
Factores de crecimiento o
psicol 6gico

El neuropéptido Y, € factor de liberacion de corticotropina, bombesina, calcitonina,
neurotensing, interleucina 1, aunado con somatostating, prostaglandinas, bicarbonato y
mucina actuan como factores de defensa de la mucosa.

El tratamiento racional para la Ulcera péptica es conseguir restaurar € balance. En €
caso de las Ulceras duodenales estd incrementada la secrecion écida basal. Sin embargo,
en las Ulceras géstricas, hay una disminucién en los factores defensivos de la mucosa que
pueden conducir a un dafio en respuesta a una baja secrecion &cida. H. pylori y los



antiinflamatorios no esteriodeos (AINES) juegan un papel importante en la induccion de
Ulcera® Los AINES, en particular, inhiben la produccién de prostaglandinas y &cido
araquidonico mediante la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX). Los
consumidores cronicos de AINES tienen 2-4% de riesgo de desarrollar Ulcera
sintomética, sangrado gastrointestinal o la perforacion asociada. En pacientes con Ulcera,
los AINES incrementan cuatro veces € riesgo de probables complicaciones. Esas
complicaciones pueden permanecer indetectables por la reduccion del dolor, por lo que se
empeoran las condiciones. La coadministracion de Misoprostol, andlogos sintéticos de
prostaglandinas o terapia supresora de &cido pueden ser benéficos. Los inhibidores de la
bomba de protones son superiores a los antagonistas de |os receptores H, pararecobrar la
salud y previniendo la reaparicion tanto de Gl cera géstrica como de Ul cera duodenal . ?

Esdfago —
ret Ty i |
e~ / " leera 7
r _ esofagica

Estomago

s ':
??*‘H Ulcera
gastrica

i)
'_.j'*"“l'l'hen duodenal
Figura 4. Tipos de Glcera pépticas °
2.5 Estrategias terapéuticas.

La secrecién acida es un proceso fisiolégico muy importante para el estdbmago pues €
acido induce la activacion de pepsindgeno paradar inicio al proceso digestivo y este mata
a las bacterias y otros microorganismos, asegurando un ambiente intragastrico estable.
Sin embargo, bgo ciertas circunstancias la secrecion de grandes cantidades de acido
gastrico y pepsindgeno dafian la mucosa gastroduodenal y causa serias y fatales
ulceraciones.® Por lo que es necesario el empleo de un buen inhibidor de la secrecién
&cida



La secrecion de acido géstrico ocurre a nivel de las células parietales de las glandulas
oxinticas en la mucosa gastrica, produciendo de 2 — 3 L de jugo gastrico (HCl depH = 1)
cada dia.*

La inhibicion de la secrecion acida géstrica es € blanco clave terapéutico para las
enfermedades ulcerosas (péptica, duodenal o por la infeccion de H. pylori), enfermedad
de reflujo gastroesofagico (GERD), sindrome de Zollinger-Ellison y gastritis. Este tipo de
enfermedades, frecuentemente, se han tratado bloqueando € efecto secretor de acido
inducido por la histamina, mediante el uso de antagonistas del receptor H, o con los
inhibidores de la bomba de protones.

Basados en e entendimiento de los mecanismos que contribuyen a desarrollo de las
Ulceras y particularmente a la secrecién acida gastrica, existen una variedad de estrategias
terapéuticas. Estas incluyen la supresion de los agentes agresivos, con € uso de
antiacidos, inhibidores de la bomba de protones, erradicacion de H. pylori y agonistas de
receptores de prostaglandinas/somastostatina, antagonistas especificos de receptores
muscarinicos M1, receptores de gastrina y receptores de Histamina H.°

2.5.1 Antiécidos.

Desde hace més de cien afios los carbonatos, sales de potasio y sales de bismuto han
sido utilizados como antiacidos. Desde entonces, se han desarrollado mas de este tipo de
compuestos y se ha incrementado su uso.! Los antidcidos son comparados
cuantitativamente en términos de su capacidad de neutralizar la acidez. Esto se define
como la cantidad de HCI 1N que consumen hasta alcanzar un pH de 3.5 en 15 minutos.
Los antiacidos neutralizan € HCI paraformar aguay diéxido de carbono. Los hidroxidos
de aluminio y de magnesio son los constituyentes mas comunes de las preparaciones de
antiécidos. También se utilizan e bicarbonato de sodio, €l carbonato de calcio, asi como
otros carbonatos, silicatos y fosfonatos. Algunas preparaciones de antiacidos combinan
Al(OH)3 y NaHCO;3; debido a que € carbonato presenta un efecto rgpido y € Al(OH);3
uno sostenido. La simeticona es un surfactante que disminuye la espumay por ende €
reflujo esoféagico, por lo cua también es comunmente incluida en las preparaciones de
antiacidos. Los efectos adversos de este tipo de medicamentos incluyen: alcalosis,
néusea, distensién abdominal, eructos, flatulencias, diarrea y constipacion. 2
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2.5.2 Antagonistas muscarinicos.

La secrecion de acido, moco y pepsindgeno en la mucosa gastrica es estimulada via
receptores muscarinicos. La sobreexpresion en |os receptores M3 en la Ul cera duodenal ha
sido confirmada mediante técnicas autorradiograficas. Por o que e bloqueo de este
subtipo de receptor puede reducir e dolor, disminuyendo la motilidad duodend
promoviendo una terapia antisecretora efectiva® Basdndose en la dta afinidad de
bloquear los receptores muscarinicos en € ganglio intramural de la pared del estdmago,
la pirezipina (véase Figura 5) se desarroll6 como un farmaco antisecretor, a cua le
sigui6 la telenzipina, un derivado més potente con una velocidad de curacién mejorada’®
Los efectos adversos parasimpaticos incluyen: boca seca, vision borrosa 'y constipacion.
Dichos efectos adversos aunados a la incompleta inhibicion de la secrecion géstrica de
&cido limitan su utilidad clinica. ™

T )
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Pirenzepina Telenzepina

Figura 5. Estructuras quimicas de la Pirenzepinay Telenzepina.
2.5.3 Antagonistas de |os receptores H, (véase Figura 6).

Los antagonistas de los receptores H, inhiben la interaccion de la histamina con los
receptores H,, por lo que reducen tanto & volumen como el la concentracion de iones H”
del jugo gastrico. Este tipo de farmacos son selectivos y tienen muy poco o nada de
efecto sobre los receptores Hi. También inhiben la secrecion de acido debida al efecto de
la gastrina, agonistas muscarinicos, aimento, distension fundica, asi como de otros
agentes farmacologicos; se sabe que también inhiben la secrecion de acido basal y
nocturna. Estos efectos contribuyen paramejorar su eficaciaclinica

Black y colaboradores,™ identificaron el receptor H, y reaizaron el prototipo de
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antagonista del receptor Hy, la burimamida. La potencia de esta sustancia para inhibir la
secrecion gastrica de acido sobrepasd ampliamente la eficacia de los farmacos
anticolinérgicos y carecia de efectos secundarios. Sin embargo tuvo poca
biodisponibilidad, por 1o que fue reemplazada por la metiamida, la cua también fue
retirada de las pruebas clinicas'®'’ debido a sus efectos secundarios, como causar
agranulocistosis. Lacimetidina®® fue e tercer antagonista del receptor H, en ser probado
en humanos y tuvo un perfil farmacolégico similar a de la metiamida, pero no causaba
agranulocitosis. El descubrimiento de esa sustancia redujo la necesidad de intervenciones
quirdrgicas para enfermedades &cido-pépticas. Més adelante, en 1981, la rantidina® se
introdujo como un farmaco mucho més potente y con un mejor perfil de seguridad. * El
tercero de los més potentes antagonistas de los receptores H, fue la famotidina™
disponible para uso clinico, siendo de 20 a 50 veces més potente que la cimetidinay de 6
a 10 veces més potente que la ranitidina® nizatidina®' y roxatidina.** Cada uno de estos
farmacos se absorbe y elimina répidamente después de su administracién oral.>
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Los antagonistas de los receptores H, generamente son farmacos extremadamente
seguros con una incidencia de los efectos adversos de la cimetidina de menos del 3%.
Estos efectos incluyen: mareos, nauseas, comezon, somnolencia, confusion, impotencia,
ginecomastia, efectos hematoldgicos y alteran la funcion del sistema inmune. Raramente,
pueden ocasionar depresion de la médula 6sea, hepatitis y anafilaxis. 2 La cimetidina ha
mostrado propiedades anti-andrégenas en un pequefio niimero de pacientes.*

2.5.4 Inhibidores de la bomba de protones H'/K* ATPasa.

La bomba de protones es el Ultimo mediador de la secrecion &cida realizada por las
células parietales. La inhibicion del bombeo de protones de la H'/K* ATPasa como un
medio para controlar €l pH gastrico ha sido de gran interés en los Ultimos afios gracias a
descubrimiento de sulfoxidos bencimidazdlicos como una clase de agentes antisecretores.
Ruwart y colaboradores™ identificaron a timoprazol como uno de los primeros
inhibidores bien reconocidos de la bomba de protones géstrica. Al timoprazol le siguieron
compuestos més potentes como el picoprazol (1976) y e omeprazol (1979).%°
Quimicamente, la estructura basal consiste en un anillo bencimidazdlico sustituido y una
piridina también sustituida unidos mediante una cadena metilsulfonila. Los inhibidores de
la bomba de protones utilizados clinicamente son: omeprazol, lansoprazol, rabeprazol,

pantoprazol y esomeprazol. (Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de prazoles de uso clinico.
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Estos compuestos han probado ser efectivos en el uso clinico para € tratamiento de
enfermedades gastrointestinales asociadas al acido gastrico. Ellos se unen a la bomba de
protones gastrica en la membrana de la célula parietal, inhibiendo la secrecion de iones
H* de la célula parietal en el lumen de las glandulas géstricas y de ahi al estémago.?’
Algunos de los efectos adversos de los inhibidores de la bomba de protones incluyen:
nausea, diarrea, mareo,®® hipergastrinemia®, infecciones entéricas® etc. Esto ha
demostrado que la inhibicién irreversible de la H/K™ ATPasa ocurre seguida de la
activacion de estos compuestos dentro de los compartimientos écidos en las céulas
parietales y la unién covalente de los intermediarios reactivos a uno de los grupos tioles
criticos en |as enzimas presentes en la membrana apica .*° (Figura 8).
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Figura 8. Enlace covalente de la sulfenamida con €l grupo tiol delaenzimaH*/K”
ATPasa

Por lo tanto la secrecion écida es bloqueada en e paso final de su produccion,
independientemente de sus diferentes tipos de estimul aciones.*

LaH"/K" ATPasa géstrica es un miembro de la familia tipo-P2 de ATPasas y sufre un
ciclo de fosforilaciones y desfosforilaciones acopladas a transporte interno y externo de
los iones H™ y K*, respectivamente, en e canaliculo de las células parietales. La
conformacion de la enzima en la que se unen los iones para e transporte externo se
define como E1, mientras aquella en la que los iones luminales se unen en e transporte
interno se denomina E2. La union idnica a E1 activa la fosforilacion a partir de MgATP
para formar € intermediario E1-P, €l cual se convierte a E2-P en e paso del transporte
&cido. En las H'/K" ATPasas géstricas asi como en la Na'/K* ATPasas, la unién del ion

K* a E2-P estimula la desfosforilacion para dar la forma ocluida E2*K *oc, seguida de la
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conversion a E1*K™ y la liberacion de iones K™ d citoplasma. La H'/K* ATPasa
mantiene un gradiente interior de iones K* diez veces mayor al exterior y un gradiente
exterior de iones H* de més de un millon de veces para generar un pH luminar de 0.8.
Este es e mayor gradiente de iones generado por una ATPasa de tipo-P2. La estructura
primaria de la H'/K*ATPAsa géstrica muestra una homologia significante a la Na'/K”*
ATPasa (62%) y a la Ca'/ATPasa (29%). Los sitios de union de la H'/K* ATPasa son
homdlogos a estas, y otras ATPasas tipo-2 en las que solo tienen unas cadenas laterales
carboxiladas como especies cargadas.

Se sabe que todos los inhibidores de la bomba de protones se unen ala cisteina 813, o
gue da como resultado la inhibicién covalente de la enzima, vialaformacién de un enlace
disulfuro que estabilizala enzimaen la conformacion E2. (Figura 9).
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2.5.4.1 Inhibidores irreversibles de la bomba de protones.

Las tres principales caracteristicas estructurales de esta clase de compuestos son €l
anillo de piridina sustituido, e anillo bencimidazolico sustituido, y la cadena de
metilsulfinilo como grupo de unién entre estos dos sistemas anulares.

Los inhibidores irreversibles que carecen de una o mas de estas caracteristicas son
raros. Estos inhibidores se clasifican de manera mas estricta como sigue:

1. Piridinilmetilsulfinil bencimidazoles. Se conservan las mismas caracteristicas
guimicas en los inhibidores de la bomba de protones utilizados clinicamente,
solamente teniendo como diferencia los sustituyentes presentes en los anillos de
piridina 'y benzimidazolico. Ejemplos de este tipo de inhibidores son: omeprazol,
lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol y esomeprazol.

2. Piridinilmetilsulfinil tienoimidazoles. En esta clase, e anillo de benceno del
bencimidazol es reemplazado por un anillo de tiofeno, manteniendo las demés
caracteristicas estructurales. Un ggemplo es el saviprazol (Figura 10).

3. Aminobencilsulfinil benzimidazoles. En este tipo de compuestos, € anillo de
piridina es reemplazado por un anillo animobencil sustituido. Un gemplo es €
leminoprazol (Figura 10).
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Figura 10. Estructuras quimicas del saviprazol y leminiprazol.
2.5.4.1.1 Mecanismo de accion.
En e estudio del mecanismo de accion de los inhibidores de la H'/K* ATPasa, se
observan varias caracteristicas importantes:

a) Subgabasicidad (pKa= 4), les permite acumularse en & espacio acido adyacente
asu sitio de accion (canalicul os secretores de las células parietal es);
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b) El grupo sulfinilo no tiene por si mismo actividad intrinseca, pero bajo influencia
de condiciones acidas, experimenta un rearreglo quimico para formar la especie
activa;

c) laespecie activa es de naturaleza tiofilica y se une covalentemente a los grupos
tioles de residuos de cisteina generando puentes disulfuro con la enzima, y por
consecuencia su inactivacion. *

El mecanismo de reaccién propuesto para la transformacion en medio &cido de los
piridinilmetilsulfinil bencimidazoles 1 hacia el isdmero de sulfenamida 1c se describe en

laFigura 11.
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Figura 11. Mecanismo de reaccion propuesto para la transformacion en medio &cido de
los piridinilmetilsulfinil bencimidazoles 1 (PM SBs).

Lareaccion es reversible y avanza via un intermediario espiro, (etiquetado como 1a en
laFigura1l) y € acido sulfénico 1b. Laformacién del intermediario espiro la esviaun
rearreglo de Smile® que es el paso limitante en la velocidad de reaccién. La constante de

velocidad para la formacion del intermediario espiro de los andlogos del omeprazol es
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dependiente de los sustituyentes en €l anillo de la piridina de cada uno de estos, indicando
gue se crea una hipervalencia en el &omo de nitrégeno de la piridina en €l paso limitante
de velocidad. El intermediario espiro la es un dihidrobencimidazol con tendencia a
experimentar aromaticidad, lo cual forma al acido sulfénico 1b mediante el rompimiento
del enlace C-S. La subsiguiente formacién de la sulfenamida 1c esta en concordancia con
la reaccion conocida entre los &cidos sulfénicos y las aminas. Esta sulfenamida 1c
representa €l inhibidor activo enzimatico que se une covaentemente a los grupos
sulfhidrilos de las cisteinas de la bomba de protones.® Asi mismo, actualmente esté
comprendida la reaccion de 1c con B-mercaptoetanol o con € residuo de la cisteina 813
de la H'/K* ATPasa para formar aductos en 1d y le, respectivamente, puesto que las
sulfenamidas o |os derivados de &cidos sulfénicos en general, se sabe que reaccionan con
mercaptenos para formar disulfuros. El aducto 1d puede entonces reaccionar con tioles
enddgenos o con un grupo tiol libre de la enzima y también interaccionar con una
segunda molécula de [-mercaptoetanol (o con la enzima) seguido del rearreglo de Smile
para formar el sulfuro 1g, probablemente, via la formacion del mercaptano inestable 1f,
resultante del rompimiento del enlace S-S durante la formacion simultanea del disulfuro
del B-mercaptoetanol. Este sulfuro 1g corresponde al sulfoxido original. Los sulfuros de
este tipo se sabe que son oxidados por el higado a sus sulféxidos padres, en los cuales se
incrementa la posibilidad de accion catalitica del farmaco en la que la ciclizacion ocurre
como se muestra en la Figura 11, para los piridinilmetilsulfinil bencimidazoles 1
(PMSBs). Larecuperacion de la actividad enzimatica requiere de una sintesis de novo de
laenzima, lo cual concuerda con lalarga duracién de laaccion del farmaco.>®

La introduccion de un grupo metilo en la sexta posicion del anillo de piridina en los
analogos del omeprazol resulta en compuestos estables en soluciones écidas. Esto apoya
€l mecanismo propuesto. También, los modelos de llenado espacia (docking) muestran
gue € grupo 6-metil puede experimentar una fuerte interferencia estérica con € anillo
imidazol, el cual evitalaformacion del intermediario espiro 1a.>

2.5.4.1.2 Relacién estructura-actividad

El compuesto prototipo piridinilmetilsulfinil bencimidazol 1 (PSMB), también llamado
timoprazol, Figura 11, posee tres estructuras elementales: € anillo de piridina, € sistema
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anular bencimidazolico y la cadena de enlace. El reemplazamiento del grupo SOCH.. de
la cadena, por una variedad de otros grupos como: -SCHy-, -SO,CH,-, -SCH,CH2- y
varias cadenas gque contenian carbono y oxigeno, condujeron a disminuir la actividad in
vitro. La elongacion de la longitud de la cadena por —SOCH,CH.- dio un incremento en
la estabilidad &cida del compuesto inactivo. En e sistema anular de la piridina, € grado
de nucleofilicidad (o de basicidad) del &omo de nitrogeno reflgja la facilidad de la
formacion del intermediario espiro 1a. Por gemplo, la sustitucion en la posicion 6 del
anillo resulta en la disminucion en la actividad como una interaccién estérica
desfavorable. Cuando hay ausencia de efectos estéricos, un valor de pKa= 4 es el éptimo
probablemente parala actividad. Las bases débiles como el timoprazol y derivados
4"-CO,CH3; sustituidos muestran una notable reduccion en la actividad, asi como los
compuestos 4 -metil son varias veces menos activos gque los andlogos 4 -alcoxi. La
sustitucién en e anillo bencimidazdlico no cambia la actividad en gran medida. La
introduccion de sustituyentes electroatractores como 5-NO,, 5-M eSO, 5-CF; disminuye
lainhibicion de laenzima.®

Con respecto a grupo sulfinilo, los inhibidores de la bomba de protones gastrica
existen como una mezcla racémica de ambos enantiomeros. Sin embargo la quiralidad se
pierde en la formacién de la correspondiente sulfenamida de la piridina, esto es confuso
s uno de los enantidmeros es méas susceptible hacia la activacion &cida que € otro.
Ambos enantiomeros del lansoprazol inhiben e consumo de aminopiridina inducido por
AMPc en células parietales aisladas de perro, asi como la actividad de la H'/K* ATPasa
en microsomas gastricos caninos con la misma actividad.”

2.5.4.1.3 Inconvenientes de los inhibidores irreversibles de la bomba de protones.

La supresion extrema de &acido agunas veces conduce a aclorhidria a dosis
recomendadas y esto puede producir infecciones entéricas como: tifoidea, colera y
disenteria. Las interacciones medicamentosas pueden llevar a una disminucion en la
absorcion de agunos farmacos como griseofulvina, ketoconazol, vitamina B12, sales de
hierro, etc. Variaciones en las respuestas individuales pueden causar hipergastrinemia,

polipos géstricos y carcinoma®® Otros efectos adversos incluyen: dolor abdominal,

19



diarrea, nausea, y malestar. La nefritis intersticial aguda, que progresa afalarenal aguda,
también ha sido reportada en asociacion a uso de inhibidores irreversibles de la bomba
de protones.®*

2.5.4.1.4 Propiedades farmacol 6gicas de los inhibidores de la bomba de protones.

Se ha visto que €l efecto antisecretor de los inhibidores de la bomba de protones
depende de la presencia de la infeccion de H. pylori, por que la erradicacion de esta
bacteria tiene consecuencias negativas en la eficacia de los farmacos antisecretores.® *°
La secrecion &cida puede ser restaurada solo a través de sintesis endégena de la H'/K”
ATPasa, la cua tiene una vida media de produccion de aproximadamente 50 horas.*” El
rabeprazol ha mostrado una velocidad de inhibicion rdpida y una duracion de accién
corta.® El esomeprazol tiene la menor biodisponibilidad, mientras que e lansoprazol es
el més biodisponible.® Los inhibidores de la bomba de protones son claramente més
potentes que los antagonistas de los receptores H, siendo sus dosis clinicas diez veces
menores gue las de los antagonistas de los receptores H, en € tratamiento de Ulceras
duodenales.®°

Further, Becker y colaboradores* evaluaron un tipo de actividad gastro-protectora de
los inhibidores de la bomba de protones demostrando que tanto el omeprazol y €
lansoprazol protegen el epitelio gastrico humano y las células endoteliales contra el estrés
oxidativo. La proteina de defensa antioxidante hemooxigenasa (OH-1) es €l blanco de los
inhibidores de la bomba de protones en ambas células epiteliales, endotelial y gastrica. La
induccion de activacion de la HO-1 puede contar como efecto gastroprotector de los
inhibidores de la bomba de protones independientemente de la inhibicion acida. Se ha
reportado un posible efecto antiinflamatorio* de los inhibidores de la bomba de protones
debido a su actividad sobre los radicales hidroxilo. Se sabe que tanto el lansoprazol como
el rabeprazol incrementan los niveles de la hormona adenocorticotropina (ACTH) y de
cortisol y estan en estudios para € tratamiento de enfermedades psiquiatricas
relacionadas en la desrregul arizacion del apetito.*®

Los inhibidores de la bomba de protones disponibles actuamente tienen propiedades
farmacol 6gicas similares, como se detalaenla Tabla 2:
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Tabla 2. Propiedades farmacol égicas de diferentes inhibidores de la bomba de protones.

Vidamedia Efecto Duracion del " Biodisponibilidad
a
(h) maximo (h) efecto (h) (%)

Nombre genérico

Omeprazol
Pantoprazol 1 25 24-72 ~4 77
Lansoprazol 2 1.7 >24 ~4 80
Rabeprazol 1 2-5 24 ~4 52
Esomeprazol 13 15 24-27 ~4 64

2.5.4.2 Inhibidores reversibles de |la bomba de protones.

Para superar los inconvenientes asociados con € uso de los inhibidores irreversibles,
algunas investigaciones actuales se han enfocado al descubrimiento de inhibidores
reversibles. Por ggemplo e SCH28080 (Figura 12).

|
/

o I

_ O

Figura 12. Estructura quimicadel SCH 28080, un antagonistade laH'/K* ATPasa

La supresion prolongada de la secrecion géstrica de acido producida tanto por los
antagonistas de los receptores H, como por los inhibidores de la bomba de protones
producen largos periodos de hipergastrinemia, la cual ha sido asociada a la formacion de
cambios precancerigenos en la mucosa géastrica humana y carcinoides gastricos en
estudios con animales. Sin embargo, resultados recientes estan enfocados en la obtencion
de inhibidores reversibles de la bomba de protones referidos frecuentemente como
antagonistas de la bomba de &cido (APA).

El compuesto SCH28080 basado en la estructura de la imidazopiridina fue €l prototipo
de esta clase de moléculas.* El efecto antisecretor de este compuesto es mediado a través
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de la bomba de protones gastrica y esto ha sido demostrado a detalle por su habilidad de
antagonizar la unién del omeprazol .*

El omeprazol y e compuesto SCH 28080 difieren en su cinética de inhibicién para su
actividad inhibitoria de la bomba. En contraste con € omeprazol, e compuesto
SCH 28080 es un inhibidor competitivo de gran afinidad por € sitio luminar del i6n K,
sitio de la bomba de protones gastrica. En contraste con la Na'/K* ATPasa, este
compuesto es atamente selectivo por la H /K™ ATPasa. EIl SCH28080 es una base débil
protonable (pKa=5.6), por lo que, como e omeprazol, se puede acumular en los
compartimientos acidicos de las células parietales en su forma protonada®® Este
compuesto es quimicamente estable y después de su protonacién, es por s mismo activo
y no requiere de una transformacion inducida en presencia de medio écido, como lo
require el omeprazol y sus congéneres.*’

2.6 Quimica computaciona *®

La Quimica Computacional estudia estructuras y reacciones quimicas, basandose en las
leyes fundamentales de la Fisica. Algunos métodos no sélo permiten visualizar moléculas
estables, sino también estudiar estados de transicion e intermediarios de vida media corta,
dificiles de aidlar experimental mente.

Existen dos éreas principales en la Quimica Computacional orientadas al estudio de las
moléculas y su reactividad, estas son la Mecanica Molecular (MM) y la Mecanica
Cuéantica (MC). Ambas tienen en comun |os siguientes aspectos.

- Se calculan energias de una estructura particular, es decir, para un arreglo espacia de
atomos.

- Se optimizan geometrias y se encuentra € minimo de energia para una estructura
molecular cercana a la estructura de partida. La optimizacion de geometria depende de la
primera derivada de |a energia con respecto alas posiciones de |os nlcl eos.

- Céculos de frecuencia vibracionales, resultado del movimiento interatdbmico en la
molécula. Las frecuencias dependen de la segunda derivada de |a energia con respecto a
las posiciones de los nucleos.
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2.7 Mé&todos de mecani ca cuantica

Los métodos de calculo de estructura electronica estan basados principalmente en las
leyes de la Mecanica Cuantica. Los estados cuanticos, energias y otras propiedades
relacionadas, se obtienen resolviendo la ecuacion de Schrédinger:

e —
HY =E¥ Ecuacion 1
Donde:

Y es la Funcién de onda para una particula en un estado estacionario. H es el operador
de Hamilton o hamiltoniano que esta relacionado con la energia total de un sistema. E es

la energia electronica.
2.8 Funcion deonda ¥.

La mecanica cuantica considera una serie de postulados, en base a los cuales se puede
obtener informacién del sistema en estudio. Antes de hablar sobre el postulado principal
es preciso definir algunos términos. Una variable dindmica es cualquier propiedad de
interés del sistema y una observable es cuaquier variable dindmica que puede ser
medida
A continuacién se describe €l primer postulado base de la mecanica cuantica:

Postulado |

El estado de un sistema dinamico de N particulas estd descrito por una funcion W
(01, 02,---Ons).-

La cantidad W*W¥ (q1,02,...0n:t) €S proporcional a la probabilidad de encontrar a la
particula 1, entre q; y g, + dqy; ala particula 2, entreqz y ¢z + ddp.... y a la particula N
entregn Y gn+ dgy Simultdneamente para un tiempo especifico t.

Este postulado afirma que toda la informacion acerca de las propiedades de un sistema
esta contenida en una funcion W (llamada funcion de onda) que es una funcion de las
coordenadas (g) de las N particulas y del tiempo (). Si la funcién de onda incluye
explicitamente a tiempo, se denomina funcion de onda dependiente del tiempo. Si las
propiedades observables del sistema no cambian con € tiempo, se dice que € sistema se
encuentra en un estado estacionario. La segunda parte del postulado sostiene que la
cantidad W*Wdx eslaprobabilidad de encontrar ala particula entre x; y x; + dx; a tiempo
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t dado. La funcion W es complga, y no reside en € espacio real; €l problema para
visualizarla se resuelve introduciendo el producto de W por su compleo conjugado W*W
0| ¥ P eintegrando sobre todos los electrones menos uno. A la cua se le denomina
también como densidad de probabilidad.

plx. )= J ¥ sWdx...dx,
J Ecuacién 2

Para que estas funciones tengan una interpretacion fisica, deben sujetarse a las
siguientes restricciones:
La funcion debe ser continua, a igual que su primeray segunda derivadas.
Lafuncion debe ser univaluada
El cuadrado de la funcion debe ser integrable.
Estas restricciones surgen del postulado que dice que W*Wdt es proporciona a una
probabilidad, por lo que ésta debe ser finita. Si 1a funcion cumple con la condicion:

¥=Wdr <a .
. Ecuacion 3

se dice que la funcién esta normalizada. En este caso W* W es directamente una densidad
de probabilidad y |a Ecuacién 3 indica que todo el espacio debe ser igual a una constante

a.

2.9 Hamiltoniano electronico.

Todas las moléculas estéan formadas de electrones y nucleos, para su estudio se analizala
interaccion entre estos obteniendo el operador Hamiltoniano, € cual esta relacionado con
la energia total de un sistema. El operador Hamiltoniano est4 conformado por €l
Hamiltoniano electrénico y € Hamiltoniano nuclear, bajo la aproximacion de Born-
Oppenheimer.

H=H+H, Ecuacion 4

El hamiltoniano electronico es @ resultado de la suma de las contribuciones de la energia
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cinética electronica y las energias potenciales debidas a las interacciones entre electrones
y entre los electrones y |os nucleos:

He=Te + Vet Ve Ecuacion 5

donde He es & Hamiltoniano electronico, T es la energia cinética de los electrones, Ve
es la energia resultante de la interaccién nicleo-electrén y Ve €s la energia resultante de
lainteraccion electrén-€l ectron.
El hamiltoniano nuclear representa la energia cinética de los nlcleos:

Hh=T, Ecuacion 6

donde T, es laenergia cinética de los nicleos.

Laresolucién del hamiltoniano de una molécula es muy complicada, para simplificarla se
efectlia la aproximacion de Born-Oppenheimer que se basa en & hecho de que los
nucleos son mucho mas pesados que los electrones. Por tanto, 10s electrones se mueven
mas rgpido que los nulcleos y se puede considerar que estos Ultimos se encuentran fijos en
el espacio, mientras que los electrones llevan a cabo su movimiento. De esta manera se
puede omitir e término de energia cinética de los nucleos y considerar a V,, cOMo una
constante, asi el hamiltoniano se simplifica para obtener la ecuacion 7.

H=Te+Vm+Vne+Ve Ecuacion 7

donde V, es la energia resultante de la interaccion nucleo-nucleo

La ecuacion de Schrodinger (Ecuacion 1) puede ser resuelta exactamente s6lo para pocos
sistemas. Los métodos de célculo de estructura electronica se caracterizan por las
aproximaciones mateméticas para resolver esta ecuacion, estos pueden ser métodos
semiempiricos y métodos ab-initio:

Los métodos semiempiricos utilizan parametros experimentales para simplificar €
clculo computacional. Estos métodos resuelven en forma aproximada la ecuacion de
Schrodinger que depende de pardmetros apropiados a tipo de sistema quimico bajo
estudio. Estos métodos son 1os mas apropiados en el estudio de grandes sistemas, a veces,
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para sistemas de muchos cuerpos, llegan a ser los unicos métodos mecanico cuanticos
computacional mente practicos. También se utilizan como un primer paso en calcul os ab-
initio de sistemas muy grandes; por gjemplo, para obtener una mejor estructura de partida
para futuros cdlculos Hartree-Fock o de Teoria del Funciona de la Densidad, o para
obtener una descripcion cualitativa sobre la molécula (orbitales moleculares, cargas
atbmicas 0 modos vibracionales). Por Ultimo, su mayor utilidad es para sistemas
moleculares en estado basal para los cuales e méodo semiempirico particular estd muy
bien parametrizado y calibrado con gran precision, esto se refiere principamente a
molécul as organicas.

Los méodos ab-initio (a primeros principios), a diferencia de los métodos semi-
empiricos, no utilizan parametros experimentales en el célculo, estan basados Unicamente
en las leyes de la mecanica cuantica y valores de las constantes fisicas fundamentales
(velocidad de laluz, masas y cargas de electrones y nuicleos, constante de Plank, etc). Los
métodos ab-initio, a diferencia de los semiempiricos, predicen con mayor exactitud desde
el punto de vista cuantitativo y cualitativo, pero € costo computacional aumenta
sustancialmente, son capaces de mangjar cualquier tipo de &omos, y toman en cuenta
tanto electrones de valencia como de core sin necesidad de ningun parametro.

2.10 Gaussian.*®

Es un sistema de programas capaces de gjecutar una variedad de calculos de estructura
electronica, capaz de predecir diversas propiedades moleculares y reacciones quimicas,
incluyendo:

= Energiasy estructuras moleculares.

= Energiasy estructuras de estado de transicion.
= Frecuencias vibracionales.

= Espectrosinfrarrojo y Raman.

= Propiedades termodinamicas.

= Energias dereaccion y de enlace.

= Trayectorias de reaccion.

= Orbitales moleculares.

= Cargas atomicas.
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Gaussian esta disefiado para sistemas en fase gaseosa y en solucion, en estados basal y
estado excitados,; o que permite explorar areas de interés quimico, como lo son: los
efectos del substituyente, mecanismos de reaccidn, superficies de energia potencial,
energias de excitacion, etc.

Lafilosofiatedrica detras de Gaussian esta definida por € siguiente principio:

Un modelo tedrico debera ser uniformemente aplicable a sistemas moleculares de
cualquier tipo y tamafo, hasta un tamafio méximo determinado solamente por la
habilidad préactica de |os recursos computacionales.

Un modelo ab-initio en Gaussian debe ser definido Unicamente por una configuracion de
nucleos y electrones, por lo que solamente se requiere la especificacion de la geometria
molecular inicia, y ningun otro pardmetro es necesario para especificar € problema.

El resultado depende en gran parte del método, por esto la eleccion de este depende del
sistema que se quiera estudiar, por gemplo, € método Hartree-Fock, reproduce la
solucion exacta a la ecuacion de Schrodinger, para problemas de un electron (atomo de
hidrégeno), esto permite calcular exactamente moléculas como H,'. Para otros sistemas
se necesitan métodos mas compl etos como |os que se muestran en laTabla 3.

Un modelo quimico consiste en la combinacién de un método tedrico con un conjunto
base. Cada par unico método/conjunto-base representa una aproximacion diferente a la
ecuacion de Schrodinger. Los resultados para sistemas diferentes pueden ser comparados
y evauados cuando los célculos se han realizado por € mismo modelo quimico; es decir,
para hacer una comparacion formal de diferentes geometrias moleculares
(conformaciones, efectos del substituyente, etc.), se debe hacer utilizando e mismo par
método/conjunto-base.
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Tabla 3. Métodos para célculo de estructura el ectronica
Palabra
clave

M étodo

M étodos autoconsi stentes

HF Hartree-Fock auto-consistente

CASSCEF | Espacio activo completo auto-consistente

GVB Enlace valencia generalizado

Meétodos de correlacion electronica

MP2 Teoriade perturbacion de Moller-Plesset de orden n
QCISD |Integracién de configuracion cuadrética

BD Dobletes de Brueckner

Cl, CISD | Método de configuracién de integracion

Teoriadel funcional de la densidad

B3LYP |Teoriadel funciona deladensidad
HFS Intercambio de densidad de spin local
Xa Intercambio Xa

Energias de gran exactitud

Gl Teoriagaussian-1
G2,G2M
P2

CBSx |Método de conjunto de base completo.

Teoriagaussian-2 y variacion

2.11 Bases.

Un conjunto-base es una descripcion matematica de los orbitales en un sistema
molecular; los conjuntos bases méas grandes constituyen una aproximacién mas exacta de
los orbitales por imponer pocas restricciones sobre la localizacién de los electrones. En
realidad, la mecanica cuéntica dice que un electron tiene una probabilidad finita de existir
en alguna parte del espacio, este limite corresponde a una expansion infinita del conjunto
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base. Los conjunto base estdndar para calculos de estructura electréonica son
combinaciones lineales de funciones gaussianas para formar cada orbital, de ali €
nombre de este paquete computaciona Gaussian.
Gaussian ofrece un amplio espectro predefinido de conjuntos base, los cuales pueden
clasificarse por € ndmero y tipo de funciones base que contienen. Los conjuntos base
asignan un grupo de funciones base a cada atomo en una molécula para aproximar sus
orhitales, estas funciones base son una combinacién lineal de funciones gaussianas, a
cuyas funciones bases se les refiere como funciones contraidas, y las funciones
gaussianas componentes son referidas como primitivas. Un conjunto base que consiste en
una simple funcion gaussiana es llamada no-contraida.
Lostipos de funciones base son:
= Base minima. Comprende un nimero minimo de funciones base necesaria para
cada &omo, este conjunto solo incluye los orbitales internos y de vaencia, por
giemplo para el atomo de carbono, sélo se toman en cuenta los conjunto base de
los orbitales: 1s, 2s'y 2p (x,y,z). El conjunto base [lamado STO-nG corresponde a
una base minima que tiene orbitales tipo Slater representado cada uno por n
gaussianas, donde n es usuamente 3 6 6.
= Base de valencia. Este conjunto solo describe cada atomo utilizando bases para
los orhitales de valencia, por gemplo, para el aomo de carbono, tendriamos que
describir los orbitales 2s 'y 2p (x,y,2).
= Base extendida. Este conjunto toma en cuenta los orbitales internos, los orbitales
de valencia y ademas un conjunto de orbitales no ocupados |lamados orbitales
virtuales, por ggemplo, para € &omo de carbono tendriamos los orbitales 1s, 2s,

2p (x,y,2), 3s, 3p (X,Y,2).

Entre los conjuntos base de tipo extendido, tenemos:
= Conjunto base de valencia dividida. Dos conjuntos de funciones en laregion de
valencia da una representacion més exacta de orbitales.
= Conjunto base polarizada. Afade orbitales con un momento angular mayor que
el requerido para la descripcion de cada atomo, por g emplo una base polarizada
afnade una funcién d a un carbono o una funcion f a un metal de transicion, y en

algunos casos, afiade unafuncion p a aomo de hidrogeno.
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= Funciones difusas. Hace que la funcién orbital decaiga mucho més suave, para
esto se agregan contribuciones espaciales a orbital. Las funciones difusas son
muy importantes para sistemas donde |os el ectrones estan relativamente lejos del
nucleo como moléculas cargadas, sistemas en estado excitado, sistemas con bajos
potencial es de ionizacion, descripcion de acidez absoluta, etc.
Mientras mayor sea € conjunto se requerira de mayores recur sos computacionales.
M oléculas grandes son impr acticas de calcularlas en Conjuntos de base grandes por
el tiempo de computo que puede ser de afios.
La Tabla 4 resume |os tipos de conjuntos basicos mas utilizados:

Tabla 4. Conjuntos bésicos més utilizados en Gaussian
BASE FUNCION

Conjunto Minimo, para datos cualitativos de sistemas
STO-3G
grandes

2 conjuntos de funciones en la region de valencia da
3-21G Doble Zeta o _
una representacion mas exacta de orbitales.

6-31G(d) Afiade funciones de polarizacion de &omos pesados
6-31G(d,p) Afiade funciones de polarizacion paralos hidrogenos.
6-31+G(d) Afiade funciones difusas
6-31+G(d,p) Afiade lafuncion p alos hidrogenos
6-311 +G(d,p) Triple|[Afade funciones de valencia extra (3 tamanos para
zeta lasfunciones sy p) a6-31 +G(d,p).
Pone dos funciones d en los aomos ademés de las
6-311 +G(2d,2p) funciones difusas, y también usa 2 funciones p en los
hidrégenos.

Usa 2 funciones d y 1 funcion f en los aomos
6-311+G(2df,2pd) (ademas de las funciones difusas) y 2 funcionespy 1
d en los hidrégenos.

Usa 3 funciones d y una funcién f en los aomosy 3
6-311++G(3df,3pd) |funciones p y una funcién d en los hidrégenos, junto
con las funciones difusas de ambos.
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2.12 Andlisis Conformacional .

Los diferentes arreglos espaciaes que puede adoptar una molécula debido a la rotacion
en un enlace sigma son llamados conformaciones, isomeros conformacionales o
conformeros. El estudio de los cambios de energia que ocurren durante esas rotaciones se
denomina andlisis conformacional. El andlisis conformacional es el estudio de la forma
en que los factores conformacionales afectan la estructura de una molécula y sus
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Las moléculas estan en continuo movimiento,
adquiriendo diferentes conformaciones en mayor nimero cuanta mayor libertad
conformacional tenga la molécula. Habra, sin embargo, algunas preferidas, las de menor
energia. De las dos conformaciones ddl etano, las escalonada es 2.9 kcal/mol mas estable
gue la eclipsada. Se ha explicado en dos formas principales la diferencia en estabilidad
entre las dos conformaciones. Una explicacion sostiene que las repulsiones entre los
enlaces de atomos adyacentes desestabilizan la conformacion eclipsada. La otra sugiere
gue una mejor deslocalizacion electronica estabiliza la conformacion escalonada.
Actuamente se cree que la Ultima de estas dos explicaciones es la correcta.

El etano tiene un ndmero infinito de conformaciones que difieren solo por
incrementos diminutos en sus angulos diedros. Las conformacion escalonada no solo es
la mas estable que la eclipsada, ademas, es |la més estable de todas |as conformaciones; la
eclipsada es |a menos estable, como se muestraen laFigura 13.

Conformeros

HH HH eclipsados HH HH
; ;\H QH gH H
st | H ot H H; H H H
(5]
c
@O
= 2.9 kcal/mol
e 0 12 kJ/mol
o H H H
w H H H H H H
H H H H H H
H Conférmeros H H

escalonados

i | I | |
0° 60° 120° 180° 240° 3007 360

Grados de rotacion del angulo diedro H-C-C-H

Figural3. Diagrama de energia potencial paralarotacion en € enlace C-C del etano.
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2.12.1 Superficie de Energia Potencial.

Laforma en que varia la energia con pequefios cambios en la estructura molecular esta
dada por la superficie de energia potencial (SEP), que es la relacion matemética entre la
estructura molecular y la energia resultante.

Una SEP puede describir:

< A unamolécula o conjunto de moléculas con una composicion atdmica constante
o también un sistema donde tiene lugar una reaccion quimica.

= Las energias relativas para distintos conformeros (gjemplo: forma eclipsada y
alterada para el etano).

Una representacion real de la Superficie de Energia Potencia necesitaria una superficie
multidimensional cuya dimension se incrementa con € numero de variables
independiente. Y a gue cada &omo tiene tres variables independientes (coordenadas X, v,
z) la visualizacion de una SEP para un modelo multiatdbmico es imposible. Este
inconveniente se solventa tomando solo agunas variables independientes como
distancias de enlace 0 &ngul os.

Los puntos criticos de una Superficie de Energia Potencia son:

e Minimo global: Es la estructura con energia méds baa y nos indica la
conformacién maés estable. Solo existe un minimo global para cada molécula.

e Minimo local: Minimo distinto a anterior, que constituye una region donde un
cambio en la geometria en cualquier direccion nos da una geometria de mayor
energia (menos estable).

= Punto de silla: Es € punto entre dos energias extremas. El punto silla se define
como un punto en la SEP en €l cual hay un incremento de energia en todas las
direcciones excepto una, y para e cua la pendiente (primera derivada) de la

superficie es cero.

Una representacion grafica de lo anterior podemos verlo en laFigura 14.
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Punto silla de segundo orden

Estructura de transicion A
Estructura
de
transicion B

Minimo
parael
producto , Minimo
A R para el
: / — producto
2 ' v 0 B
0.5
Punto silla de
segundo orden 0
Valle Cresta

Punto de inflexién
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Figura 14. Representacién de los puntos criticos de una Superficie de Energia Potencial.

Todos los minimos de una SEP de una molécula representan puntos estacionarios
estables donde la suma de las fuerzas sobre los &omos es igua a cero. EI minimo global
representa a la conformacion més estable, mientras que los minimos locales son
conformaciones estables aunque menos que la globa y los puntos silla representan
conformaciones de transicion entre minimos.

Para una mol écula diatémica, sélo podemos variar la distancia internuclear, por lo que
la energia genera una curva;, para sistemas més grandes, la superficie tiene tantas
dimensiones como grados de libertad internos tenga la mol écula.

La optimizacion de geometria intenta localizar un minimo de energia en la superficie de
energia potencial, y asi conseguir la estructura de equilibrio de un sistema molecular.
Entonces, |0 que se busca es donde & gradiente de energia es cero, pero esto no solo
ocurre paralos minimos sino también paralos puntos de silla.

Los algoritmos de optimizacion calculan € gradiente de energia (hacia donde decrece
mas rgpidamente la energia), hasta conseguir un punto estable y luego calculan la
segunda derivada, para hallar lamatriz de las constantes de fuerza (matriz Hessiana).
(8°E  6°E 6°E)

6x2  gxoy O6x6z

8’E  &°E S°E

HE = e J -
< dvé:z

SySx Oy
5’E &°E S6E
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Estas constantes de fuerzas especifican la curvatura de la superficie en un punto, con lo
cua se puede obtener méas informacion. Este procedimiento es utilizado en calculo de
varias variables para encontrar maximos y minimos.

2.13 Criterio de convergencia.

Una optimizacion ha sido completada cuando ésta ha convergido, esto es, cuando las
fuerzas encontradas para una configuracion molecular es cero, o la diferencia entre
pegueiias variaciones de la configuracion produce diferencias de energia muy pequefias.
Estos son los criterios de convergencia de Gaussian:

Las fuerzas deben ser esenciamente cero. Especificamente, el méximo componente de la
fuerza, debe tener un valor por debajo de 0.00045 (interpretado como cero).

2.14 Mecanismo de las reacciones guimicas.

El mecanismo de una reaccion es la descripcion, mediante la secuencia de etapas
guimicas elementales del proceso, detallada através de la cual ocurre un cambio quimico.

Una etapa quimica es cada proceso en € gue una o varias moléculas pasan a través de
un estado de transicion para dar los productos intermedios o finales de la reaccion, €
involucra una serie de movimientos atdmicos sin laintervencion de algun intermediario.

Ahora bien, un intermediario es una estructura quimica que se genera durante una
reaccion (que necesariamente posee dos 0 mas etapas) y que existe en un minimo
energético (es decir, cualquier distorsion estructural eleva su energia), y que presenta un
tiempo de vida media mayor del tiempo de vida asociado a una vibracion molecular (del
orden de 10 a10™ seg.)

El mecanismo de una reaccion es una hipétesis, es decir, un modelo tedrico que se
propone para explicar un cambio quimico. A partir de dicha hip6tesis se pueden deducir
ciertas consecuencias gque pueden a su vez ser verificadas mediante otros experimentos.
Asi, cuando los resultados experimental es concuerdan con las consecuencias del modelo,
entonces constituyen evidencia que apoya e mecanismo propuesto.



2.15 Teoriade &omos en moléculas

La teoria de dtomos en moléculas ** (AIM) fue desarrollada por e profesor Richard
Bader (Universidad de MacMaster) y ha sido utilizada ampliamente para encontrar la
explicacion de varios problemas quimicos. Esta teoria es una extension de la quimica
cuantica para un &omo en una molécula. Se define a un &omo dentro de una molécula en
el espacio real donde la densidad electrénica es el medio para predecir las propiedades
atémicas.

Para extraer informacion a la densidad electronica se necesita estudiar € gradiente de la
densidad ( p) y no ladensidad directamente (p) .
P €s un campo vectorial y tiene tres caracteristicas:

P apuntaen ladireccion en lacual crece p .
p es perpendicular en cualquier lugar aunaisosuperficiede p .
Al p se le asocian lineas de flujo que tiene su origen y fin en puntos determinados

delp

Cada caracteristica topologica de la p(r), ya sea un maximo, un minimo o un punto
silla, esta asociado con un punto critico (PC) donde p(r¢)=0. La coleccion de las nueve
segundas derivadas de p(r), €l Hessiano de la p, pueden ser diagonalizadas para producir
un conjunto de valores y vectores propios asociados. Los primeros corresponden a las tres
principales curvaturas delap(r) en el PC, y los segundos alos g es asociados.

La curvatura, la segunda derivada de p(r), es negativa en un méximo y positivo en un
minimo. La clasificaciéon de un PC se da por dos nimeros:

w: nimero de curvaturas diferentes de cero

0: lasuma algebraica de los signos de las curvaturas

La clasificacion de un PC esta dada por los valores (w0, 0). De esta manera existen
cuatro tipos de PC (no singulares) posibles en la densidad el ectrénica:

3,-3 Todas las curvaturas de p(r) en € PC son negativas y por tanto p(r) es un méximo

local en r,. Este punto se asociaaun atractor, aun nucleo (nucleofilo).

3,-1 Dos curvaturas son negativasy p(r) esun maximo en r. en el plano definido por

sus dos g es asociados. La tercera curvatura es positivay por tanto p(r) es un minimo en
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el ge perpendicular a ese plano. Este punto se asocia a un punto critico de enlace como se
analiz6 antes.

3, +1 Dos curvaturas positivas y p(r) es un minimo en r_ en e plano definido por sus

ges. La curvatura restante es negativa y por lo cua p(r) es un maximo en r, alo largo
del gje perpendicular a este plano. Este punto se asocia a un punto critico de anillo.

3, +3 Todas las curvaturas son positivas y p(r) es un minimo local en r.. Este punto se

asociaaun punto critico de caja.

Cuando se analiza la topologia de la densidad de una molécula es necesario encontrar
todos los puntos criticos de los diferentes tipos para satisfacer la relacion de Poincaré-
Hopf, n— b +r — ¢ =1, donde n es e nimero de nlcleos, b es el nimero de enlaces, r es
el nimero de anillosy ¢ es &l nUmero de cgjas en lamolécula.

Como la densidad electrénica es mayor en los nlcleos que en sus arededores las lineas

dep seoriginanen € infinito paraterminar en el nucleo. Se puede decir que las lineas
del p son atraidas a nicleo, y es la razén por 1o que se les denominan atractores
nucleares y dominan una porcion del espacio. Estas regiones dividen alas moléculas en
segmentos que pueden identificarse con e concepto quimico de d&omo.
La region dominada por € nucleo se conoce como contenedor atomico. Con lo anterior
se puede definir al &tomo como: “La union de un atractor (ndcleo) y su contenedor
atémico asociado”.” Cada &omo reflgja las caracteristicas del ambiente quimico
particular.

Ademas existe un conjunto delineasdep  queinician en  infinito y terminan en un
PC entre dos &omos, este conjunto de lineas constituyen una superficie interatdmica
(SIA), también [lamada superficie de flujo cero. Esta superficie se distingue de cualquier
otra en que en cada punto €l vector n que caracterizaala SIA (ortogonal ala superficie)

esortogonal a p  para cada punto en la SIA, en otras palabras no hay lineas del p

gue crucen laSIA, como los muestra la ecuacion 23.

Vo(r)-n(r) =0 vreS(r) Ecuacion 8

Ademés hay lineas del p que se originan en este PC y terminan en los nucleos. A este

punto critico se conoce como punto critico de enlace (PCE). Ladensidad en el PCE esté
relacionado con la estabilidad del enlace.
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Este PCE es un punto silla en la densidad electronica, ya que es un maximo en la
direccion de la SIA y un minimo en ladireccion de los nucleos. Las lineas de interaccion
atomica (LIA) se encuentran en cada par de nucleos que comparten una SIA. De esta
forma, el enlace se puede definir de la siguiente manera: “Dos atomos estan enlazados
cuando comparten una SIA, exista un PCE y una LIA entre ellos”.” Las LIA entre los
atomos reproduce la conectividad encontrada experimental mente.
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3. Justificacion.

Esta tesis es el inicio de un proyecto que busca desarrollar nuevas estructuras con
posible actividad inhibitoria de la bomba de protones H*/K* ATPasa. Para llegar a ese
punto es necesario primero estudiar el comportamiento quimico (estructura y reactividad)
de los inhibidores de la bomba de protones ya existentes y saber como influyen sus
sustituyentes en sus propiedades.

Como se vi6 anteriormente, el tratamiento de los padecimientos relacionados al acido
gastrico incluye una familia de moléculas Ilamada inhibidores de la bomba de protones
H*/K* ATPasa, también denominados prazoles. Los prazoles, por si mismos carecen de
actividad sobre dicha bomba, por lo que es necesario que lleven a cabo la conversion a su
forma activa, indispensablemente, en presencia de &cido gastrico, ya que teniendo
protonado el N9 se puede dar lugar a la formacion de un compuesto denominado espiro
que sera el precursor de la forma activa del prazol. Esta forma activa, como sulfenamida
ciclica o &cido sulfénico, es muy reactiva con los grupos tiol de la cisteina, con los cuales
pueden formar un enlace covalente disulfuro para que se lleve a cabo la inhibicion de la
H*/K" ATPasa.

4. Planteamiento del problema.

En esta tesis se plantearon las siguientes preguntas:

¢Como se forma la especie activa a partir del prazol neutro? Y ¢Como influyen los
sustituyentes en esta formacion?

Para responder estas preguntas es necesario estudiar, mediante calculos computacionales,
el comportamiento conformacional que presentan los prazoles dadas sus caracteristicas
estructurales, es decir, la capacidad que tienen de adoptar diversas conformaciones por la
rotacion alrededor del enlace S16-C21 y la influencia de los distintos sustituyentes en
cada uno de los miembros de esta familia de farmacos. En esta tesis se realiza el analisis
conformacional de los prazoles y se inicia el estudio del mecanismo de formacion de la
especia activa.
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5. Hipétesis

La densidad electronica puede explicar e comportamiento conformaciona y la
reactividad de los prazoles que estarén relacionadas con la actividad bioldgica de estos
compuestos en laH*/K* ATPasa.

6. Objetivos

Objetivo general:

- Redlizar e andlisis conformaciona de piridinilmetilsulfinil bencimidazoles sustituidos.
ODbjetivos particulares:

1. Encontrar los minimos y maximos de la superficie de energia potencial de la
rotacion arededor del angulo diedro C8-S15-C17-C20 del timoprazol.
Estudiar lareaccion de ciclacion del timoprazol.
Encontrar las estructuras de minima energia del resto de los prazoles.
Explicar la estabilidad de | as conformaciones de minima energia.

7. Metodologia.

Se optimizaron cada uno de los conférmeros del timoprazol a nivel de teoriaB3LY P/6-
311G (2d,2p).>® B3LYP fue elegido porque se necesitaba un método que calculara e
intercambio y la correlacion electrénicos a un costo computacional aceptable. Estas
optimizaciones se realizaron con & programa gaussian 03.*° Con la funcién de onda
obtenida se calcularon las propiedades locales de la densidad electrénica y las
propiedades atémicas con e paguete de programas AIMPAC.>® Las superficies de la
densidad electrénica y su laplaciano se trazaron con € programa de visualizacion de
campos vectoriaes y escalares OpenDX.>*
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5. Hipétesis

La densidad electronica puede explicar e comportamiento conformaciona y la
reactividad de los prazoles que estarén relacionadas con la actividad bioldgica de estos
compuestos en laH*/K* ATPasa.

6. Objetivos
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En laFigura 15 se presentan |as moléculas de | os prazol es estudiados:
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Figura 15. Moléculas de | os prazol es estudiados.

En la Figura 16 se presenta la molécula prototipo, asi como la numeracién de los

atomos que la constituyen para €l presente estudio.




Timoprazol

Figura 16. Molécula prototipo (Timoprazol) de lafamilia de los prazoles, con su
respectiva numeracion de &omos.

Los prazoles presentan tres estados de protonacion y un estado neutro (Figura 17). El
primer estado de protonacion es cuando € N9 esta protonado, €l segundo cuando lo esta
el N25 y e tercero cuando ambos nitrogenos estan protonados. El estado neutro indica
gue ni el N9 ni e N25 estan protonados.

Figura 17. Estados de protonacion del timoprazol y sus andlogos en € presente estudio.

Estados de protonacién del Timoprazol

Neutro N9 protonado
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N25 protonado N9y N25 protonados

Continuacion de la Figura 17. Estados de protonacion del timoprazol y sus analogos en
el presente estudio.

8. Resultados

Los resultados de esta tesis son € inicio de una investigacion que busca relacionar las
propiedades conformacionales y reactivas de los prazoles con la actividad farmacol 6gica
de los mismos. El timoprazol fue el primer inhibidor de la bomba de protones descubierto
y tiene la estructura més sencilla. Se €ligio a timoprazol como modelo de estudio para €l
andlisis conformacional en todos los estados de protonacién posibles y para €l estudio de
la reaccién de ciclacion. Los estados de protonacion se estudiaron porque la conversion
del timoprazol a é&cido tiofilico catidnico reactivo o a la sulfenamida correspondiente
depende principamente de una segunda protonacion del anillo de bencimidazol que
incrementa la electrofilia del C-8. La ciclacidn es resultado de la reaccion del C-8 con la
fraccién no protonada del anillo de piridina para formar e derivado reactivo, como se
observaen laFigura 11 de la pégina 20.%

A continuacion se describen | os resultados de estos estudios.

8.1 Andlisis conformacional
La Tabla 5 muestra las estructuras optimizadas, las diferencias de energiay € angulo

diedro (C8-S15-C17-C20) de los conformeros en cada estado de protonacion del
timoprazol. Cada una de las estructuras presentadas corresponden a minimos locales o
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globales. La Figura 18 muestra los tres conférmeros estables posibles (modelo) para €
timoprazol, que tomando en cuenta larelacion entre los dos anillos se pueden denominar,
—synclinal (-sc), antiperiplanar (ap) y +synclina (+sc). Hay que considerar que en cada
unade las conformaciones que se presentan en la Figura 18 no se esta tomando en cuenta
el giro que puede presentar cada uno de los anillos, pero las estructuras optimizadas que
resultan de los calculos, que se presentan en la Tabla 5, si o hacen y se puede observar
gue cada estructura presenta un angulo diedro diferente paralos anillos.

-SC +sC
ap

Figura 18. Posibles rotameros del timoprazol (C8-S15-C17-C20).

En la estructuras sin protonar se observa que todos los conformeros tienen una energia
similar. Siendo el mas estable e —sc que tiene el angulo diedro de 295.9°, le sigue el +sc
de 83.3° con 0.91 kcal/mol y después &l ap de 172.7° que es 1.17 kcal/mol menos estable.
Se puede notar que €l anillo de piridina esta orientado hacia €l anillo de bencimidazol en

el rotdmero —sc mientras que en e +sc apunta en sentido contrario.
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Tabla 5. Conformeros del Timoprazol

Conformaciones del timoprazol con datos de energiatotal y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (6 [=]°)
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Cuando se protona el aomo N9 la diferencia en energia aumenta entre los conformeros.
El més estable es el +sc de 87.1°, le sigue en energia el conférmero —sc con 298.3° que es
8.18 kcal/mol menos estable y finalmente el rotamero ap de 189.6° con 13.47 kcal/mol de
diferencia. Se puede observar que los angulos diedros aumentaron con la protonacién del
aomo N9. En este estado de protonacion tanto en el —sc como en € +sc € anillo de
piridina esta orientada hacia € anillo de bencimidazol, en el +sc existe la posibilidad de
formar un puente de hidrégeno con un fragmento N9-H del bencimidazol.

En la Figura 19 se muestran las graficas moleculares para los tres conférmeros en este
estado de protonacién. En esta figura se puede encontrar evidencia para una interaccién
entre el C8 del bencimidazol y €l N25 de la piridinaen € rotamero —sc. Existe también,
en este conférmero, una interaccion tipo puente de hidrégeno entre e 016y e N7-H del
bencimidazol. Por ultimo, en € rotamero +sc se observa un puente de hidrogeno entre el
N25 delapiridinay el N9-H con el que se formaun anillo de 7 miembros. Es interesante
observar que €l -sc que da origen a la especie activa en € mecanismo no es e minimo
global, sino € conférmero +sc, es posible que e puente de hidrégeno N-H-N en este

rotamero le provea de una estabilidad adicional.

Figura 19. Gréficas moleculares de los conformeros de timoprazol protonados en NO.

Cuando se protona solamente el &omo N25, las diferencias de energias entre los
conférmeros también aumentan, siendo €l mas estable el —sc de 271.5°, seguido por €l ap
de 195.9° que es 4.27 kcal/mol menos estable y finalmente el +sc de 100.2° con 10.74
kcal/mol. En este caso también aumenta el angulo diedro, excepto para el —sc. En los dos
primeros rotameros es posible esperar la formacion de puentes de hidrégeno con €
proton del N25. En la Figura 20 se muestran las gréficas moleculares de |os conférmeros
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cuando se protona el N25. Se observan puentes de hidrégenos en los conférmeros —sc y
ap ademés en e +sc se observa un puente de hidrégeno no convenciona N-H-C.>® En €
caso de —sc el puente de hidrégeno tipo N-H-N provee una estabilidad adicional .

Figura 20. Gréficas moleculares de los conformeros de timoprazol protonados en N25.

Al protonarse tanto el &omo N9 como el atomo N25 se observa que € conformero mas
estable es € ap de 192.6° y que & —sc de 265.6° es menos estable por 7.93 kcal/mol.
Cuando se optimizé € timoprazol doblemente protonado en conformacion +sc se obtuvo
como resultado e conférmero ap, por 1o que e conformero +sc no es un minimo cuando
se presenta |a doble protonaci on.

En los primeros tres estados de protonacion € conformero mas estable es un conférmero
gauche (-sc 0 +sc), es decir, los dos anillos estan alrededor de 60°, mientras que € Ultimo
es un conférmero anti (ap). El hecho de que e conférmero gauche sea mas estable que e
anti se conoce como efecto gauche. El efecto gauche se ha estudiado ampliamente y se
ha atribuido a efectos hiperconjugativos.® El sistema més sencillo que presenta efecto
gauche es d 1,2-difluoroetano, que se presenta en la Figura 21, y cuyo conférmero méas
estable es € gauche por efecto hiperconjugativo entre un aomo de fltor y un &omo de
hidrégeno antiperiplanares. Las evidencias del efecto hiperconjugativo son:

< ladisminucién de ladistancia C-C en € conformero gauche respecto al anti

= ¢ aumento delas distancias C-F y C-H involucradas en €l efecto

= aumento de lacargadel atomo de fltor y disminucién en ladel hidrégeno.

Figura 21. Efecto gauche en el 1,2-difluoroetano.
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En la Tabla 6 se presentan las distancias S15-C17 de todos los rotameros. Se observa
gue la distancia méas corta no coincide con e conférmero mas estable, por lo que
posiblemente, el efecto hiperconjugativo no sea el origen de la estabilidad.

Tabla 6. Estabilidad y distancias S15-C17 del timoprazol en sus distintas conformaciones
y estados de protonacién

sin

Conférmero HN9 HN25 HN9y25
protonar
-sC 1.88015 | 1.87121 | 1.90341 | 1.93889
ap 1.87297 | 1.88048 | 1.88251 | 1.88811
+sC 1.88188 | 1.88635 | 1.93956

En itdlicas se muestra el confrmero mas estable, en negritas la distancia mas corta.

Para buscar €l origen de la preferencia conformaciona exploramos otras posibilidades.
Enlas Tablas 7y 8 se presentan las cargas y las diferencias de energia de tres fragmentos
del timoprazol protonado en N9: el anillo de bencimidazol, € anillo de piridina y la
cadena puente.

En la Tabla 7 se observa que € anillo de bencimidazol pierde carga en —sc y ap con
respecto a +sc en 0.11 y 0.9 €, respectivamente. Este cambio se reflga en una
desestabilizacion del anillo en alrededor de 52 kcal/mol. En e caso de la cadena se
observa una ganancia de electrones de 0.02 € cuando se rota de +sc a —sc y ap. Esto
altimo se relaciona una estabilidad de la cadena de arededor de 10 kcal/mol. Por dltimo
el anillo de piridina tiene una pérdida de 0.06 y 0.04 € cuando se pasade +sc a—-scy ap,
respectivamente. La piridina en —sc tiene una estabilizacion de 35 kcal/mol mientras que
este fragmento solo se estabiliza 30 kcal/mol en el rotamero ap. El origen de la diferencia
de energia entre e conformero mas estable +sc y los —sc y ap es la desestabilizacion del
anillo de bencimidazol por perdida de electrones. El conformero ap es menos estable que
el —sc porque €l anillo de piridinatuvo una estabilizacion 5 kcal/mol menor.

Tabla 7. Suma de cargas de grupos de |os tres fragmentos del timoprazol.

Atomos -sC ap +SC
Bencimidazol 0.1870 0.1640 0.0729
Cadena 0.2063 0.2078 0.2289
Piridina 0.6090 0.6277 0.6654
suma 1.0023 0.9994 0.9672
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Tabla 8. Diferencia de energia de | os tres fragmentos del timoprazol.

Atomos -sC ap +SC
Benzimidazol 52.26 52.91 0.0
Cadena -10.83 -10.97 0.0
Piridina -35.21 -30.00 0.0

Para conocer € origen del comportamiento energético de cada fragmento en cada
rotdmero, se calcul 6 la energia atdbmica en € caso de la protonacién del &omo N9 que se
presume como intermediario en el mecanismo que da origen a farmaco. En la Figura 22
se presentan las diferencias entre las energias atdbmicas de conférmero +sc (el més
estable) con los rotameros —sc y ap.

Diferencias de energia atdmica entre los conférmeros
-scy ap.
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Figura 22. Diferencias de energia atdmica entre los conférmeros —sc y ap, considerando los

valores de +sc como referencia. * Se omitio la enumeracion de los dtomos pares para evitar conglomeracién de datos en

e gedelas ordenadas.

En la Figura 22 se observa que los aomos C8 y N9 son los que contribuyen
principalmente a la desestabilizacion del anillo de bencimidazol en los conformeros —sc y
ap. El C8 se desestabilizaen 23.9 kcal/mol en-scy en 12.5 kcal/mol en ap. Mientras que
el N9 se desestabiliza en 36.4 en —sc y 40.4 en ap. En laregion del anillo de piridina se
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observa que los &omos C24 y N25 desestabilizan a anillo. El C24 se desestabiliza 4.67 y
3.21 kcal/mol paralos conformeros —sc y ap, respectivamente. Por su parte el N25 pierde
7.80 kcal/mol en —sc y 13.31 en ap. Para ambos conformeros existe una contribucién
estabilizante del atomo H30 de 31 kcal/mol. EI cambio en N25 es € origen de que €
conférmero ap sea el menos estable. La preferencia conformacional del timoprazol esta
dominada por el comportamiento de los a&omos C8, N9, C24, N25 y H30.

También se calcularon los estados de transicion entre las conformaciones estables para
construir la superficie de energia que describe la rotacion alrededor del enlace S15-C17,
en todos los estados de protonacién. En la Figura 23 se muestra este perfil de energiay
en laFigura 24 se muestran los rotdmeros correspondientes a cada maximo y minimo de
la superficie, se muestran solo los rotameros sin protonar, pero son aplicables a todos los
estados de protonacion.

En & primer estado de protonacion se observan tres barreras (la barrera se indica con €l
simbolo—>): -sc> ap de 3.35 kcal/mol, ap>+sc de 1.96 kcal/mol y +sc>-sc de 4.84
kcal/mol. Como se observa € sistema se encontrara preferentemente en e conformero
—sc ya que ademéas de ser & mas estable, |as barreras alrededor de él son las mas grandes.

Relacion entre la energia total y los angulos diedros de los rotameros del
timoprazol en su estado neutro y sus tres estados de protonacion

14 o T e
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Figura 23. Perfil de energia del timoprazol en sus tres conformaciones y estados de
transicion entre cada una de ellas.
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-SC “sc> ap ap>+sc +sC +SC>-SC

ap
Figura 24. Rotdmeros del timoprazol con sus respectivos estados de transicion.

En e caso del segundo estado de protonacion (HN9) se observa que € sistema preferira
el conférmero +sc, ademas de por su estabilidad porque las barreras alrededor de éste son
de 13.9 kcal/mol paraap—>+scy de 9.33 kcal/mol para +sc—>-sc.

En € tercer estado de protonacion (HN25) se observa que, como en e primer caso, €
conformero preferido es el —sc. La barrera -sc> ap es de 6.27 kcal/mol. La barrera
+sc—>-sc no ha sido posible encontrarla hasta el momento.

En e ultimo estado de protonacién (HN9, HN25) es posible observar que € ap tiene
alrededor barreras de 7.95 kcal/mol, lo que aislaal sistema en este conférmero.

8.2 Estudio del mecanismo de formacién del farmaco.

A continuacion se estudia e mecanismo de la formacion del farmaco derivado del
timoprazol.

Como se describid en la seccidn anterior, cuando se produce la protonacion en N9 €
sistema se encuentra preferentemente en e conférmero +sc, asi que a partir de este
conformero se debe explicar la formacién del compuesto espiro que precede a la
formacion de la especie activa. La molécula espiro es producto del ataque del N25 a C8
en la conformacion —sc, como se observa en lareaccion de laFigura 25.
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Figura 25. Formacion del compuesto espiro apartir del rotamero -sc.

Por tanto e primer paso del mecanismo es la rotacion de la molécula de la
conformacion +sc ala—sc por una barrera de 9.3 kcal/mol. Posteriormente se presenta el
ataque ya mencionado para formar el compuesto espiro pasando por una barrera de 19.5
kcal/mol. La estructura espiro es 17.6 kcal/mol menos estable que € conformero +sc

inicial. Esto se puede observar en laFigura 26.

Relacién entre la energia y los rotametros del Timoprazol protonado en N9

25

20

AE 13

(kcalimol)

=SC -sc—ap ap ap—+sc +sc +sCc—>-5C =SC -sc—espiro espiro abierto

Rotameros del timoprazol protonado en el N9

Figura 26. Gréficade los valores energéticos del timoprazol protonado en e nitrégeno 9

en sus distintos conformeros.

En € trazo dd laplaciano de la densidad del timoprazol se observan regiones de

acumul acion o deficiencia de carga como se muestraen laFigura 27.
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)
Figura 27. Laplaciano de la densidad electrénica del timoprazol protonado en e N9. La

isosuperficie  ?p=0 es de color azul. La isosuperficie %p=-2 es de color rosa @) La
acumulacion de densidad electrénica en el N25 se aprecia como una esfera de color rosa.
b) El C8 esta representado mediante un hueco deficiente de densidad electronica. c) El
N25 esta orientado hacia el C8 pararealizar €l ataque nucleofilico.

En la Figura 27 se puede ver que existe una acumulacién de carga en el N25 que esta
orientada hacia una deficiencia de densidad electronica en € C8, lo que explica la
factibilidad del ataque paraformar e compuesto espiro.

A partir de la estructura espiro se pueden formar dos posibles estructuras para la
formacion de la especie activa, una estructura abierta y otra ciclica, como se muestra en
laFigura 28.
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Figura 28. El compuesto espiro puede originar dos estructuras tiofilicas, unatriciclicay
otrabiciclica
Se optimizaron ambas estructuras y se obtuvo su energia molecular. Se encontr6 que la
forma abierta es 17.49 kcal/mol més estable que la ciclica. Por 1o que se concluye que la
forma ciclica no es factible como estructura del farmaco. Hasta e momento no se ha
podido calcular la barrera energética entre € compuesto espiro y e éacido sulfénico
activo.

8.3 Andlisis conformaciona de los andlogos del Timoprazol.

La Tabla 9 muestra las caracteristicas conformacionales del lansoprazol. Los
conférmeros sin protonar presentan energias similares. EI més estable es el —sc que tiene
un angulo diedro de 287.8°, seguido por € +sc del angulo 121.7° con 1.30 kcal/mol y
finamente & ap que tiene & angulo de 172.1° menos estable por 1.54 kcal/mol. Cuando
se protona el N9 es mas notoria la diferencia entre las energia de los conformeros, siendo
el méas estable e +sc que presenta el angulo de 88.2°, seguido por € —sc de 300.2° con
8.32 kcal/mol y finalmente por € ap de 174.1° menos estable por 8.99 kcal/mal. Al
protonarse el N25 el conformero mas estable es €l -sc de 270.6°, seguido del ap de 192.1°
menos estable por 3.15 kcal/mol y por ultimo, €l ap de 164.1° con 7.67 kcal/maol. Al
protonarse ambos, N9 y N25, €l unico conformero es el ap de 190.4°.
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Tabla 9. Andlisis conformacional del lansoprazol.

Conformaciones del lansoprazol con datos de energiatotal y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (8 [=]9)
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La Tabla 10 muestra las caracteristicas conformacionales del omeprazol. Los
conférmeros sin protonar presentan energias similares. El més estable es € -sc que tiene
un angulo de 289.0°, seguido por e ap de 172.8°, con 1.09 kcal/mol y finalmente el +sc
gue tiene el angulo de 124.2°, menos estable por 1.17 kcal/mol. Cuando se protona el N9
es més notoria la diferencia entre las energia de los conformeros, siendo el més estable €
+sc que presenta e angulo de 88.1°, seguido por € -sc de 302.1° con 8.06 kcal/mol y
finalmente e ap de 174.1° con 9.76 kcal/mol. Al protonarse el N25 el conformero més
estable es € —sc de 272.2°, seguido del ap de 191.6°, con 3.60 kcal/mol y por ultimo, €
ap de 168.2° menos estable por 8.69 kcal/mol. Al protonarse los N9 y N25, € Unico
conférmero es € ap de 189.8°.

Tabla 10. Andlisis conformacional del omeprazol.

Conformaciones del omeprazol con datos de energiatotal y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (6 [=]9)

-sC ap +sC
Sin protonar
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Continuacion dela Tabla 10. Andlisis conformacional del omeprazol.

La Tabla 11 muestra las caracteristicas conformacionales del pantoprazol. Los
conformeros sin protonar presentan energias similares. El més estable es € -sc que tiene
un angulo de 280.5°, seguido por €l ap de 178.9°, con 0.12 kcal/mol y finalmente por €
+sc de 67.1°, con 0.27 kcal/mol. Cuando se protona € N9, & conférmero mas estable es
el +sc de 100.6°, seguido por & —sc de 297.8° menos estable por 3.01 kcal/mol y
finalmente e ap de 175.3° con 5.08 kcal/mol. Al protonarse el N25 el conformero més
estable es @ +sc de 87.3°, seguido del —sc de 270.1°, con 1.47 kcal/mol y por ultimo, €
+sc de 55.4° menos estable por 11.34 kcal/mol. Al protonarse los N9 y N25, €
conférmero mas estable € ap de 190.4°, seguido del —sc de 289.7° con 3.33 kcal/mol y
finamente el +sc de 115.5° menos estable por 5.31 kcal/mal.
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Tabla 11. Andlisis conformacional del pantoprazol.

Conformaciones del pantoprazol con datos de energia total y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (8[=]9)
-SC ap +sC

Sin protonar
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La Tabla 12 muestra las caracteristicas conformacionales del picoprazol. Los
conférmeros sin protonar presentan energias similares. El més estable es € -sc que tiene
un angulo de 288.5°, seguido por €l ap de 170.6°, con 1.36 kcal/mol y finalmente por €
+sc de 104.2° menos estable por 1.4 kcal/mol. Cuando se protona el N9, el conférmero
mas estable es el +sc de 87.8°, seguido por € -sc de 299.9° con 7.90 kcal/mol y
finamente el ap de 175.2° menos estable por 9.46 kcal/mol. Al protonarse el N25 €
conformero més estableesel  -sc de 272.4°, seguido por los conformeros ap de 193.7° y
194.7°, ambos con 4.50 kcal/mol. Al protonarse los N9 y N25, € anico conférmero es el

ap de 192.7°.

Tabla 12. Andlisis conformacional del picoprazol.

Conformaciones del picoprazol con datos de energia total y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (6 [=]°)
-SC ap +SC

Sin protonar
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E=4.50 8 =194.7

E = 0.00 9 =272.4 E =4.50 0=193.7 ap

HN9y 25

E=0.00 6=1926
ap

Continuacion dela Tabla 12. Analisis conformacional del picoprazol.

La Tabla 13 muestra las caracteristicas conformacionales del rabeprazol. En cuanto a
los conférmeros sin protonar, € méas estable es € -sc que tiene un angulo de 287.5°,
seguido por € ap de 171.8° con 1.02 kcal/mol y finalmente & +sc de 122.6° menos
estable por 1.20 kcal/mol menos estable. Cuando se protona € N9, e conférmero més
estable es & +sc de 86.8°, seguido por e —sc de 301.0° con 9.72 kcal/mol y finalmente el
ap de 174.9° con 13.78 kcal/mol. Al protonarse €l N25 e conformero mas estable es € -
sc de 270.8°, seguido del ap de 190.9° menos estable por 2.19 kcal/mol y por dltimo € ap
de 162.2° menos estable por 12.03 kcal/mol. Al protonarse los N9 y N25, € dnico
conformero es €l ap de 189.2°.
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Tabla 13. Andlisis conformacional del rabeprazol.

Conformaciones del rabeprazol con datos de energiatotal y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (8 [=]°)
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La Tabla 14 muestra las caracteristicas conformacionales del tenatoprazol. En cuanto a
los conférmeros sin protonar, € méas estable es € -sc que tiene un angulo de 288.9°,
seguido por € +sc de 121.4° con 1.18 kcal/mol y finamente e ap de 167.5° menos
estable por 6.67 kcal/mol. Cuando se protona el N9, e conformero maés estable es el +sc
de 87°, seguido por € -sc de 301.5° con 7.72 kcal/mol y finalmente el ap de 189.9° con
17.84 kcal/mol. Al protonarse € N25 e conférmero mas estable es € -sc de 273.1°,
seguido del ap de 190.9° con 4.31 kcal/mol y por ultimo, € ap de 191.5° menos estable
por 9.71 kcal/mol. Al protonarse los N9y N25, el unico conférmero es el ap de 189.4°.

Tabla 14. Andlisis conformacional del Tenatoprazol.

Conformaciones del tenatoprazol con datos de energia total y angulos diedros

Energia (E [=] Kcal/mol) Angulodiedro (8 [=]°)

-SC ap +SC
Sin protonar
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Continuacion dela Tabla 14. Andlisis conformacional del tenatoprazol.

En la Tabla 15 se resumen los conférmeros mas estables para cada estado de
protonacion de cada uno de los prazoles. Existen tendencias generales:
1. El conférmero mas estable de |os prazoles sin protonar es € —sc.
2. Cuando € atomo N9 esta protonado, € conférmero mas estable es el +sc.
3. Cuando e aomo N25 esta protonado, € conférmero mas estable es e —sc, excepto
parael pantoprazol.

4. Cuando los atomos N9 y N25 estan protonados, €l conformero mas estable es € ap.
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Tabla 15. Estabilidad conformaciona de los prazoles en diferentes estados de protonacion.

Prazol Sin protonar HN9 HN25 HNO9y25

-sc|+sc|lap | +sc| -sc | ap | -sc | ap1 | ap2 ap
Lansoprazol

0.0 13 | 154 0.0 8.32 8.99 0.0 3.15 7.67 0.0

-s<clap |+sc| +sc| -sc | ap | -sc | ap1 | ap2 ap
Omeprazol

0.0 | 109 ] 117 0.0 8.06 9.76 0.0 3.6 8.69 0.0

-sclap|+sc| +sc| -sc | ap | +sc | -sc | +sc | ap | -sc | -sC
Pantoprazol

0.0 | 0.12 § 0.27 0.0 3.01 5.08 0.0 147 | 1134 ] 00 | 333 ] 531

-s<c|lap|+sc]| +sc | -sc | ap -SC ap ap
Picoprazol

00 | 136 ] 14 0.0 7.9 9.46 0.0 45 0.0

-s<clap|+sc| +sc| -sc | ap | -sc | ap1 | ap2 ap
Rabeprazol

00 J102] 12 0.0 9.72 13.8 0.0 219 12.0 0.0

-sc|+sc|ap | +sc | -sc | ap | -sc | ap: | ap: ap
Tenatoprazol

0.0 | 118 | 6.67 0.0 7.72 17.8 0.0 4.31 9.71 0.0

-sc|+sc|lap | +sc| -sc | ap | -sc | ap | +sC ap -SC
Timoprazol

0.0 | 091 | 117 0.0 8.18 | 1348 0.0 4.27 | 10.74 0.0 7.93

* Los datos de diferencias de energia corresponden a kcal/mol. Un valor de 0.0 kcal/mol indica que €l
conformero es € mas estable y las deméas energias indican que tanto son mas inestables los demas
conformeros con respecto al mas estable, en cada estado de protonacion.

Ademas en esta tabla se pueden observar las diferencias de energia con respecto al
conférmero més estable. Si se analiza €l estado de protonacién HN9 se encuentra que €
conférmero —sc es generalmente menos estable por mas de 7 kcal/mol que el +sc, en
excepcion del pantoprazol, cuya diferencia es de sblo 3 kcal/mol. Este hecho puede
ayudar aexplicar ladiferencia de actividad del pantoprazol.

Por los datos anteriores se puede concluir que e timoprazol resulta un excelente
modelo conformacional de los prazoles y que los diferentes sustituyentes no afectan en
gran medidala estabilidad conformacional.
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9. Conclusiones

1. Se redliz6 e andlisis conformacional del timoprazol en todos sus estados de
protonacion. Se encontraron las siguientes caracteristicas:

= El conférmero més estable del timoprazol sin protonar es €l —sc

e Cuando € aomo N9 esta protonado, € conférmero més estable es €l +sc

e Cuando € aomo N25 esta protonado, €l conformero més estable es el —sc

e Cuando los d&omos N9 y N25 estén protonados, e conformero més estable es €

ap

2. Se busco € origen de la estabilidad del conférmero +sc cuando se protond a N9. La
preferencia conformacional del timoprazol esta dominada por € comportamiento
energético de los &omos C8, N9, C24, N25 y H30.
3. Se calcularon las barreras rotacional es entre todos los conférmeros y en cada estado de
protonacion. Se encontrd que la barrera entre el +sc y —sc cuando N9 esta protonado es de
9.3 kcal/moal.
4. Para que se llevé a cabo la conversion del profarmaco a farmaco es necesario pasar
por una barrera conformacional de 9.3 kcal/mol y de una barrera de reaccion de 19.5
kcal/mol. El compuesto espiro resultante de este proceso es 17.6 kcal/mol menos estable
gue €l reactivo inicial.
5. De las dos posibilidades de transformacion que tiene el compuesto espiro, la més
factible esla abierta que es 17.49 kcal/mol més estable que la cerrada.
6. El andlisis de los conformeros del resto de los prazoles da resultados semejantes al
estudio del timoprazol.
7. El pantoprazol presentala diferencia de energia entre +sc y —sc més pequefia.
8. Con los resultados obtenidos hasta e momento no es posible hacer una correlacion
entre el comportamiento conformacional de los prazolesy su actividad biol égica.

Para poder dar una explicacion completa ala diferencia de actividad de todos |os prazol es

es necesario continuar este estudio con |as siguientes actividades.

1. Calcular las barreras conformacionales para e resto los prazoles.
2. Estudiar laciclacion en € resto de los prazoles



3. Buscar las barreras faltantes en €l estudio del timoprazol
Con las actividades anteriores se podria encontrar la influencia de los sustituyentes en la
preferencia conformacional y en la actividad bioldgica. Si se quiere tener un modelo mas

realista se debe hacer una actividad més:

4. Utilizar un modelo de disolvente para medir € efecto de solvatacion.
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