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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Actualmente las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios y helmintos son uno
de los principales problemas médico-sociales en el mundo, afectando principalmente a
paises en vias de desarrollo. Dentro de las enfermedades parasitarias, la Organizacion
Mundial de la Salud ha catalogado a algunas de éstas como enfermedades tropicales
desatendidas (neglected tropical diseases) debido a que proliferan en entornos
empobrecidos y la inversion en el desarrollo de tratamientos eficaces es insuficiente.
Ademas, han cobrado relevancia debido al incremento anual de casos de infeccidon y a la
mortalidad de algunas de ellas. De este conjunto de enfermedades desatendidas, entre las
causadas por protozoarios con mayor impacto, se encuentra la tripanosomiasis americana
gue afecta a zonas de América latina y la tripanosomiasis africana humana que se encuentra
en bastas zonas de Africa subsahariana.

La tripanosomiasis americana, también conocida como enfermedad de Chagas, es una
enfermedad cronica y potencialmente mortal, cuyo agente etiolégico es el protozoario
Trypanosoma cruzi el cuales transmitido a los humanos en la mayoria de los casos por la
picadura del artrépodo Triatoma infestans, cominmente conocido como “chinche besucona”.

La tripanosomiasis africana humana, conocida también como enfermedad del suefio, es una
enfermedad sistémica causada por el protozoario Trypanosoma brucei, que es trasmitido a
los humanos por la picadura de la mosca del género Glossina, también Illamada
cologuialmente mosca tse-tse. Ambas tripanosomiasis afectan la calidad de vida de los
hospederos y en muchos casos pueden resultar mortales.

Si bien las zonas afectadas han adoptado campafias masivas de fumigacion para prevenir la
propagacion del insecto vector no han sido del todo efectivas, por lo que la quimioterapia es
la opcién mas viable para combatir estas enfermedades.

Desafortunadamente las opciones de tratamiento son reducidas debido a su estrecho indice
terapéutico y poca eficacia, esto hace que la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas

contra estas enfermedades, actualmente consideradas como incurables, sea imperativa.

Al tener mayor conocimiento del comportamiento bioquimico de los protozoarios causantes
de estas enfermedades, los investigadores han encontrado nuevos blancos terapéuticos que
junto al uso de herramientas computacionales, como el Disefio de Farmacos Asistido por

Computadora, permiten la busqueda de nuevos principios activos cuyas caracteristicas
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INTRODUCCION
estructurales les confieran las propiedades terapéuticas esperadas tales como mayor

especificidad, eficacia y menor toxicidad.

El proposito de este trabajo fue la sintesis de seis carboxamidas bencimidazdlicas disefiadas
por el método de acoplamiento molecular y su evaluacién sobre la enzima triosafosfato
isomerasa (TIM) de Trypanosoma cruzi; por estar relacionados filogenéticamente, también se
dertermind la actividad sobre la TIM de Trypanosoma brucei. Adicionalmente, se realiz6 un
estudio de acoplamiento molecular con ambas enzimas y la del humano con el fin de
determinar la afinidad y selectividad de los compuestos sintetizados, especialmente hacia la
TIM de los protozoarios. También se probd la susceptibilidad de los protozoarios E.
histolytica, G. intestinales y T. vaginalis a los compuestos sintetizados mediante ensayos in
vitro con el proposito de evaluar el espectro de actividad biolégica de las nuevas
carboxamidas, que junto con otros estudios previos realizados por el grupo de investigacion
del Laboratorio 122, serviran para aumentar la base de datos y establecer relaciones
estructura-actividad que permitan el disefio de nuevas moléculas apoyando a futuros

proyectos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Epidemiologia de las tripanosomiasis

El impacto global de las enfermedades parasitarias en el mundo es muy importante ya que
inciden de manera drastica sobre la salud, la esperanza de vida y la productividad de
millones de personas.! Las parasitosis estan vinculadas a las condiciones climaticas,
fendmenos demograficos y al desarrollo socioeconémico de las distintas regiones del
planeta.?

Las infecciones parasitologicas representan uno de los eventos patolégicos mas prevalentes
en los humanos y se estima que cerca de dos mil millones de personas, una tercera parte de
la poblacibn mundial que en su mayoria viven en paises subdesarrollados, alberga uno o
més parasitos.®

La tripanosomiasis americana 0 enfermedad de Chagas tiene mayor incidencia en el
continente americano. Actualmente se considera que es localmente transmitida en 19 paises
de este continente con un estimado de 8 a 15 millones de individuos infectados y una tasa de
prevalencia de 1.45%. La poblacién en riesgo ha sido reportada entre 25 y 109 millones de
personas. Las estimaciones actuales sugieren que en México aproximadamente 2.1 millones
de personas estan infectadas.*® Para la poblacién mexicana, poco mas de 100 millones de
habitantes, se estima una incidencia anual de 78,960 nuevas infecciones por afio lo que
equivale a 21.6 nuevos casos por dia, esta incidencia se debe principalmente a la ausencia
de intervenciones de control.” Entre las serias complicaciones que esta enfermedad causa a
personas infectadas esta el desarrollo de cardiomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia y
miocarditis de intensidad variable entre otras. Por lo que algunas de las acciones que se han
realizado para prevenir oportunamente dicha enfermedad han sido para evitar la elevada
propagacion del insecto vector el cual trasmite el parasito; sin embargo, los esfuerzos no han
sido del todo efectivos debido a las grandes zonas que deben ser fumigadas. Sumado a esto,
algunos compuestos utilizados para tales fines a menudo suelen ser agresivos para las

comunidades y el medio ambiente.?
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No estimated cases
Less than 1,000
1,001 - 10,000

B 10.001 - 100,000
N 100,001 - 1,000.000
B 1,000,000 and above

Figura 1. Distribucién mundial de la enfermedad de Chagas. OMS, 2008.

En el caso de la tripanosomiasis africana, esta parasitosis actualmente se considera una

enfermedad re-emergente y esta incluida en el grupo de enfermedades olvidadas.® Su

distribucion esta generalizada en la zona de Africa subsahariana (Fig. 2). Se estima que el

numero de casos por afio es de 17,500 y que la tasa acumulativa se establece entre 50,000 y

70,000 casos.'® Sin embargo, estos datos no reflejan la realidad de la situacién debido a las

condiciones de pobreza y sistemas de salud poco eficientes o inexistentes de esta regién del

continente.

Tripanosomiasis Africana

B Zonas epidémicas

B Zonas Al Endemicidad

| Zonas Endémicas
Zonas Bajo Riesgo
Zonas Libres

Figura 2. Distribucién de la Tripanosomiasis en el continente Africano. OMS 2008
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2.2.1. Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana es causada por el protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi el cual tiene tres estadios morfolégicos principales durante su ciclo biolégico:

tripomastigote, epimastigote y amastigote.**** (Figura 3)
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Figura 3. Representacion de los cuatro estadios morfoldgicos de T. cruzi.

2.2.2. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

Etapas en el ser humano. El ciclo se inicia cuando el insecto hematofago T. infestans pica a
un ser humano y defeca en la zona de la picadura, transmitiendo los tripomastigotes
metaciclicos en las heces. Entran en el huésped a través de la herida o por el cruce de las
membranas mucosas. Cuando entran en una célula humana se convierten en amastigotes,
en esta etapa se multiplican por divisién binaria. Después de la multiplicacion una gran
cantidad de amastigotes, que se encuentran dentro de la célula infectada, pueden formar
pseudoquistes. El amastigote se convierte nuevamente en tripomastigote y la célula es lisada
por la cantidad de parésitos dentro. El tripomastigote pasa a torrente sanguineo donde puede

ser succionado por la picadura del triatomino.***

Etapas en el insecto. Cuando el insecto pica a un hospedero infectado algunos
tripomastigotes pasan a €l a través de la sangre. En el intestino del insecto se transforman en
epimastigotes los cuales constituyen una segunda etapa reproductiva. Después de la division

a través de mitosislos epimastigotes pasan al recto, alli se convierten en tripomastigotes
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metaciclicos y se evaclan a través de las heces. Las heces pueden infectar a un nuevo

huésped repitiéndose el ciclo.***

En el triatomino

Plcadura del triatoming

0 (pasode los tripomastigotos
metaciclioos en las heces del animal)

Tripomastigotos metaciclicos
en el intestin

Multiplicacion en

xel estimago

Picadura del triatoming

% e(lngesllo’n de

Eplmastigoto &n tripomastigatos)

’ e“é’"‘a‘”\ l_/\j

-
A-

En el hombre

Los tripomastigotos metaciclioos
penertan en las diferentes celulas
alrededor de la plicadura. En su Interlar
se transfroman en amastigotos

ST e o
emsamasllgotos
se multiplican par

Los
tripomastigotos
pueden Infactar
otras ceélulas y se
transforman en
amastigotos Intracelulares

en los nuevos sitlos de Infeccion.
Pueden aparecer

los signos clinloos

; @ partirde este

clclo Infecclosn

vf@ﬂ

o Los amastigotos Intracelulares
se transforman en tripomastigotos,
salen de la célula y despues
entran en la circulacion sanguinea

fision binaria en las
calulas de los tejldos
Infectados

Iniclode la infeccion

Dlagnostico posible

Figura 4. Ciclo biologico de Trypanosoma cruzi en humano y en el triatomino.

2.2.3. Tripanosomiasis africana humana

La tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio es causada por el protozoario

Trypanosoma brucei, del cual se conocen dos subespecies: T.b. rhodesiense y T.b.

gambiese. Este protozoario se puede encontrar en dos estadios principales: epimastigote y

tripomastigote. A su vez, la forma tripomastigote se diferencia en cuatro subtipos: prociclico,

metaciclico, esbelto y corto.*

2.2.4. Ciclo biolégico de Trypanosoma brucei
En T. brucei y las subespecies parasitas del hombre hay un hospedero vertebrado el cual es

el humano y un hospedero invertebrado siendo la mosca hematofaga del género Glossina

conocida como tse-tse, la cual constituye el vector de la enfermedad.’ En la Figura 5

podemos ver representado el ciclo biolégico.
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Etapas en el ser humano. La mosca tse-tse pica al hospedero e inyecta tripomastigotes
metaciclicos; éstos se transforman en tripomastigotes sanguineos esbeltos y se multiplican
en varios fluidos del cuerpo; algunos se transforman en tripomastigotes sanguineos cortos

pre-adaptados a la mosca tse-tse.™

Etapas en la mosca tse-tse. Cuando una mosca pica a un hospedero infectado los
tripomastigotes cortos pasan al intestino de la mosca donde se transforman en
tripomastigotes prociclicos y se multiplican por fisién binaria, entonces abandonan el intestino
y se convierten en epimastigotes; éstos se multiplican en las glandulas salivares
transformandose en tripomastigotes metaciclicos. El ciclo se completa cuando una mosca

inyecta al hospedero vertebrado los tripomastigotes metaciclicos.™

En la mosca Tse-Tse ) Eii ol Kuianc
La mosca Tse-tse se alimenta de
0 sangre e inyecta tripomastigotes

metaciclicos

Los epimastigotes se multiplican
en las glandulas salivales y se

transforman en tripomastigotes ) ) —
metacidicos ﬁ A e Los trip igotes
o - — previamente inyectados, se
- < transforman en la sangre en
= tripomastigotes
\ A pomani
&
A
S
Y
e
NS SN 2
@ 5 RN o=

Los tripomastigotes prociclicos Los tripomastigotes se multiplican
abandonan el intestino medio y se por fision binaria en distintos
fluidos corporales (sangre, linfa)

ten en epi igotes

- La mosca Tse-tse se

e alimentade la
sangre del humano

infectado
e / Q
ANy
)

Los tripomastigotes se
transforman en tripomastigotes

o Tripomastigotes en sangre )
prociclicos en el intestino medio . ,
de la mosca Tse-tse mediante < A /
fison binaria ” /
A= Etapa infecciosa /

A= Etapa de diagnostico http:/Avww.dpd.cdc.gov/idpdx

Figura 5. Ciclo biolégico de Trypanosoma brucei en humano y la mosca tse-tse.

2.2.5. Manifestaciones clinicas de la tripanosomiasis

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas posee tres fases clinicas: fase

aguda, fase indeterminada y fase cronica. La fase aguda de la enfermedad suele pasar

desapercibida debido a la ausencia de sintomas especificos, siendo diagnosticado
7
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aproximadamente solo el 7% de los casos; el signo de Romaria es el evento clasico de esta
fase que consiste en edema indoloro del tejido palpebral y periocular. En la fase
indeterminada el parasito se encuentra multiplicandose dentro de las células del huésped sin
algun sintoma evidente. La fase crénica de la enfermedad aparece afos después y se
manifiesta con la aparicion de sintomas conocidos como: megacardias, megaesofago y
megacolon que consisten en el agrandamiento de dichos érganos afectando la calidad de

vida de los pacientes y en muchos casos llevar a la muerte.** 2

Para el caso de la tripanosomiasis africana, esta enfermedad también puede clasificarse en
etapas aguda y crénica segun las manifestaciones clinicas del proceso patoldgico. En la
etapa aguda, después de la inoculacion, los parasitos proliferan en el lugar de la infeccion
produciendo un nodulo inflamatorio llamado chancro tripanosomal. Los pardsitos se
extienden por el torrente sanguineo a través del sistema linfatico iniciandose el estadio
hemolinfatico de la enfermedad. Durante esta etapa la sintomatologia es bastante
inespecifica y variable presentandose malestar general, dolor de cabeza y fiebre intermitente.
En la etapa cronica de la infeccidén el parasito invade los 6rganos internos, incluyendo el
sistema nervioso central. A medida que avanza la etapa crénica los dolores de cabeza se
intensifican y aparecen desérdenes del suefio, causado por la alteraciéon del ritmo circadiano
normal. También se presentan alteraciones manifiestas del comportamiento, convulsiones,
dificultad para caminar y para hablar, somnolencia, meningoencefalitis y por ultimo la

muerte.*® 7

2.3. Control y tratamiento de las tripanosomiasis

Actualmente no se cuenta con una vacuna o un tratamiento especifico disponible, asi que las
acciones encaminadas al control de la enfermedad residen en la eliminacion de los insectos
que fungen como vectores transmisores de este padecimiento.'® A pesar de los esfuerzos por
implementar medidas preventivas, éstas no han sido del todo efectivas, por lo que la
quimioterapia sigue siendo la mejor via de tratar estas parasitosis.

Ambas tripanosomiasis estan dentro del grupo de las enfermedades desatendidas, debido a
gue existe poca inversion en el desarrollo de farmacos tripanocidas. Por otra parte,
practicamente todos los farmacos que se conocen para tratar dichas enfermedades han sido

descontinuados debido a su inefectividad o efectos adversos. En la Tabla 1 se muestran el

8
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mecanismo de accion y los efectos adversos frecuentes de los farmacos utilizados en el

tratamiento de las tripanosomiasis.

Tabla 1. Mecanismo de accion y efectos adversos de los farmacos utilizados en el tratamiento de la

tripanosomiasis

Trypanosoma Farmaco Mecanismo de accion Efectos adversos
Formacioén de radicales libres Pérdida de peso, alteraciones
T. cruzi nifurtimox intracelulares que provocan la psiquiatricas e irritabilidad.**?°

muerte del protozoario.???

Hipersensibilidad,
T. cruzi benznidazol Formacion de radicales libres trombocitopenia, polineuropatia,

intracelulares que provocan la polineuritis de nervios periféricos

21,22 19,20

muerte del protozoario. y parestesias.

Hipotensién severa, dafio
T. brucei pentamidina Se une a fosfolipidos y acidos hepatico, renal y pancreético

nucléicos perturbando la estructura especificamente afectando las

del ADN.%% células beta productoras de
insulina. >
T. brucei suramina Altera el desarrollo completo del Nauseas, vomito intenso, dafio

flagelo en el protozoario llevandolo  hepatico, dermatitis, anemia
27,28

a la muerte. grave, diarrea y es fatal para el
feto.” 24
T. brucei eflortidina Inhibe reversiblemente a la ornitina Nauseas, vomito, diarrea, dafio
descarboxilasa teniendo como hepatico y linfocitopenia.?*?*

consecuencia alteraciones en la

diferenciacion del protozoario

llevandolo a la muerte.?**
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2.3.1. Bencimidazoles como farmacos antiparasitarios

El ndcleo de bencimidazol se considera una estructura privilegiada puesto que posee
caracteristicas quimicas que favorecen su efecto a nivel bioloégico. El desarrollo de
bencimidazoles como farmacos antihelminticos inicio en 1961 cuando Brown descubri6 el
tiabendazol y su uso en el tratamiento de parasitos gastrointestinales. A partir del tiabendazol
se sintetizaron nuevos compuestos de mayor espectro y potencia, entre los cuales se
encuentran los derivados del 1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo como el albendazol y
mebendazol que tienen actividad contra algunos protozoarios tales como G. intestinalis y
Trichomonas vaginalis.*! Adicionalmente, los derivados del bencimidazol han mostrado
actividad contra otros protozoarios como T. cruzi y L. mexicana®, por lo que es de suma
importancia continuar con la investigacion encaminada a la busqueda de nuevos agentes

antiprotozoarios derivados del bencimidazol.

2.4. Disefio de Farmacos

El disefio racional de un farmaco puede llevarse a cabo usando diferentes estrategias. Una
de las mas recientes y en creciente desarrollo es el uso de diversos métodos
computacionales, lo que se conoce como el disefio de farmacos asistido por computadora
(DIFAC).*®

El DIFAC es una estrategia del disefio racional de farmacos que se enfoca en la busqueda y
la optimizacion de nuevos compuestos lideres con una actividad biologica especifica. Cuenta
con el uso de diversos métodos computacionales para relacionar la actividad biologica de un
compuesto con su estructura. EI DIFAC no es un método directo para obtener nuevos
farmacos; por lo tanto debe partir de algun tipo de informacién experimental.

Los métodos del DIFAC pueden agruparse en dos categorias: métodos basados en el
ligando cuando se conoce la estructura y la actividad de una serie de moléculas pero se
desconoce el sitio receptor y métodos basados en el receptor. Cuando se conoce la
estructura tridimensional del receptor el método se conoce como acoplamiento molecular o

docking.

10



ANTECEDENTES

2.4.1. Acoplamiento Molecular (docking)

El acoplamiento molecular (docking) es una técnica computacional que permite predecir la
conformacién y orientacion de un ligando en una macromolécula o blanco biologico. Esta
técnica se emplea cuando la estructurade la macromolécula-receptor es conocida,
usualmente a partir de estudios de cristalografia de rayos X o por resonancia magnética
nuclear (RMN). EIl acoplamiento molecular nos permite examinar los requerimientos
estructurales de un ligando para predecir la orientacibon mas estable dentro un sitio de
unién.® Esto se realiza mediante la exploracién del espacio conformacional del ligando, asi
como en la discriminacion entre los diferentes modos de unién que puede adoptar un ligando
en la macromolécula, para finalmente estimar la energia de unién con el receptor. La energia
de union del complejo ligando-receptor se expresa en términos termodinamicos como
energia libre de Gibbs de uniéon (AGunién) y considera factores estéricos, electrostaticos,
rigidez de la macromolécula, formacion de puentes de hidrégeno, asi como energia de

solvatacion y factores entrépicos rotacionales y traslacionales.>*

[I]aq

Figura 6. Ejemplificacion de la metodologia de docking

El procedimiento mas empleado en este método consiste basicamente en tres pasos:
representacion del sistema en el espacio por medio de mallas (grid) que contienen la
informacion de la contribucion energética del receptor para la unién del ligando; la busqueda
del espacio conformacional accesible al ligando y la evaluacion de las soluciones obtenidas
por medio de funciones de evaluacion. Estas permiten calcular un puntaje, por ejemplo la

energia libre de uniéndel complejo formado.3"
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En el caso del programa Autodock la energia de unidn se describe en términos aditivos de
varios componentes que contribuyen a la energia de formacion del complejo ligando-

receptor, como se muestra en la siguienteecuacion.
AGuni(’)n= AGdisolvente + AGconformaci(’)n + AGinteraccic’)n + AGrotaci(’)n + AGt/r + AGvibracién

Donde:

- AGagisolvente €S la contribucion debida a efectos del disolvente como interacciones disolvente-
ligando, disolvente-proteina y disolvente-complejo ligando-receptor.

- AGconformacion €S la energia debida a cambios conformacionales en la proteina y el ligando.

- AGinteraccion €S la energia libre asociada a las interacciones ligando-receptor.

- AGroacion €S la pérdida de energia asociada a la pérdida de grados de libertad de rotacion
interna de la proteina y el ligando.

- AGy, es la pérdida energética traslacional y rotacional debida a la asociacion de dos
moléculas.

- AGyipracion corresponde a los cambios de energia libre debido a cambios en los modos

vibracionales.

La técnica de acoplamiento molecular ha adquirido relevancia en la busqueda de nuevas
moléculas, ya que se pueden evaluar millones de compuestos in silico obteniendo hits
computacionales, esta evaluacion se conoce como virtual screening;® de esta manera se

pueden obtener compuestos que puedan ser candidatos a pruebas subsecuentes.

2.5. Nuevas perspectivas en el desarrollo de agentes con actividad tripanocidas

Actualmente numerosos grupos de investigacién se han dado a la tarea de encontrar dianas
o blancos terapéuticos atractivos para el desarrollo de nuevos farmacos, en especifico de las
vias metabdlicas, para erradicar estas enfermedades.>**

Al ser organismos filogenéticamente cercanos T. cruzi y T. brucei comparten numerosos
blancos terapéuticos importantes desde el punto de vista de disefio de farmacos como lo es

la sintesis de esteroles, %% sintesis y metabolismo de la tripanotiona®® y la via glucolitica.** En
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esta ultima via metabdlica, el reto consiste en inhibir enzimas especificas, ya que estos

protozoarios dependen en gran medida de esta via para la obtencion de energia.

2.6. Triosafosfato isomerasa como blanco para el desarrollo de nuevos farmacos
tripanocidas

Una de las enzimas de mayor interés, en la Ultima década, para el desarrollo de nuevos

agentes tripanocidas es la triosafosfatoisomerasa (TIM).** Esta enzima cataliza la
interconversion reversible entre el gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato en la
ruta glucolitica®® (Figura 7). Esta interconversion la realiza sin el requerimiento de cofactores
para llevar a cabo la catalisis. La inhibicion de la TIM tiene como consecuencia la
acumulacion de dihidroxiacetona fosfato que podria inhibir la aldolasa, o bien podria ser
convertida espontaneamente a metilglioxal que es un compuesto altamente toxico para los
parasitos. Adicionalmente, la inhibicion de la TIM provoca que el tripanosoma se vea
obligado a obtener energia por la via anaerdbica, obteniendo menor cantidad de ATP

llevandolo a la muerte.*’

CH,OH Glucnclnasa CH.0— ® OCHz
2
Fasfogqluca-
is0merasa
'”'TP ADF CH,OH
OH Glucosa - fosfatasa z
Glucosa Fructosa G- fosfato
Glucosa- 6-fosfato
Fi I/ﬁTP
Gliceraldehido- ! Fosfofructo-
. Fructosa-1,6- 2 B
1,3-difosfoglicersto Deshidrogenasa de -~ To3fato bifosfatasa Mg G(IS?:SKa 13
0c=0 gliceraldehido-3-  HC=0 {FEPasa-1) H.Q
® fosfato N HCOH 2 aDbP
HCDH | ® —0CH; oH
CH20® MADH + b NAD* CH,O®)
Aldolasa
Triosafostato- _—
Cinasa de isamerasa H
fosfagliceraldehido CH0 ) CHo0 —®
Af 2 OH  H
C=0 Fructosa-1,6- bifosfato
CDD'
CHoOH
H(|ZDH Dihidrozxiacetona-
fosfato
CH0®)
I-fosfoglicerato
\\\ coo Hz0 coo” Cinasa de (iDD_
Mutasa de | piruvato
fosfogliceratn | M CD® C=0
Ht|:0® —= [
CH5OH g CH; ADP ﬁf? FHB
2-fostoqlicerato Fosfoenol et Piruvato
piruvato

Figura 7. Diagrama de la glucdlisis.
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La TIM ha sido identificada en todas las especies analizadas hasta la fecha conociéndose la
secuencia de aminoécidos de mas de 100 especies y la estructura tridimensional de 17 de
ellas. Esta enzima ademas de patrticipar en la glucdlisis interviene en la gluconeogénesis y en
la sintesis de triglicéridos. La TIM es un homodimero de 54.2 kDa,*® cada monémero esta
constituido por 251 residuos de aminoacidos que adoptan un plegamiento de barril (a / B)s,
las ocho hebras forman una hoja 3 paralela cilindrica constituyendo la parte interna del barril
rodeada a su vez de ocho hélices a.* El sitio activo se encuentra en uno de los extremos del
barril, en la cavidad formada por las asas contiguas al extremo N-terminal de las hebras B.>°
Aungue cada mondmero tiene un sitio activo experimentalmente se ha observado que la TIM
es activa unicamente en su forma dimérica, por lo que se cree que la desestabilizacion de la

estructura dimérica repercutiria en la funcionalidad de la enzima.>*

2.6.1. Lainterfaz de TIM como diana farmacoldgica en el desarrollo de nuevos
farmacos

Puesto que la TIM esta presente tanto en los seres humanos (HsTIM) como en el parésito, es
de suma importancia identificar las regiones o residuos de aminoacidos que presentan
diferencias entre especies, con el objetivo de desarrollar farmacos selectivos.>” Debido a que
el sitio activo de la TIM se encuentra altamente conservado en el protozoario y en el humano
no es conveniente disefar inhibidores, ya que es muy posible que el ser humano resulte
afectado. Por otra parte, la identidad de los aminoacidos de la interfaz del dimero entre las
HsTIM y TcTIM es del 52%, por lo que esta diferencia es interesante para el desarrollo de
farmacos selectivos.

Para inhibir a las TIM’s de los protozoarios también se ha propuesto un sitio de control
alostérico, el cual es extremadamente hidrofébico y se localiza en la interfaz homodimérica.>®
Con esta informacién, numerosos grupos de investigacidon han trabajado en encontrar
compuestos selectivos en la inhibicion de TbTIM y TcTIM entre estos compuestos destacan
los sistemas heterociclicos aromaticos como los dioxidos de fenazinas, tiadiazinas, tiazoles y

benzotiazoles.>*>°
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En nuestro grupo de investigacion se evalué experimentalmente el efecto de 45 compuestos,
todos derivados del bencimidazol, sobre la actividad de la TcTIM a concentracion de 100
UM.>? Los resultados de esta evaluacién permitieron estudiar de manera computacional la

forma en que los compuestos activos interactian con la enzima TcTIM (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de inhibiciébn y energia de union de algunos compuestos evaluados sobre
TcTIM®

Clave Estructura % actividad inhibitoria  AGpi¢n
TcTIM (100 puM) TcTIM
(kcal/mol)
1 ON 10 -6.78
g?’\‘ N
HNY(INH
\ CH3
o) CHj3
2 cl N 7 -6.14
D |
o N \
\ CHs3
N._NH CHs
vy
3 “ N 29 -6.83
RN ’\Z>7s\(:H3
No _NH CH,
<7
O,N
CMC-17 /SC\B 40 -5.85
HNT SN
N
Soss
al N CHs
CHj3
CMC-19 SJgoz 50 -6.74
Q
HN/‘QN
I
cl N “CH,
CHj
6 ™\ 8 -7.13
SY/N N\>_S
HN N \
| \ CHg
o CHy
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Los resultados muestran que las carboxamidas CMC17 y CMC19 presentaron el mayor
porcentaje de inhibicibn enzimatica sobre la TcTIM. Estas moléculas tienen caracteristicas
importantes como sistemas heterociclicos arométicos en su estructura que permiten la
interaccién con los residuos aromaticos presentes en la interfaz; ademas de un conector
entre el bencimidazol y el tiazol de tipo amida, el cual confiere rigidez a las moléculas y
permite formar puentes de hidrégeno. Los resultados experimentales reportados muestran
que el compuesto CMC19, el cual posee en su estructura un anillo de nitrotiazol, presento el
mejor porcentaje de inhibicion dentro de la serie analoga. También los valores de energia
resultados de un estudio de docking mostraron que este compuesto presenté mayor afinidad
por la enzima que su analogo no nitrado CMC17.>® Esto se debe a que el grupo nitro
presente en el compuesto CMC19 puede formar de puentes de hidrégeno con los residuos

presentes en la enzima.

A partir de este estudio se propuso el disefio de nuevos compuestos inhibidores de la TcTIM
con el fin de establecer la importancia que presenta el nitrotiazol en la unién con la enzima.
Para esto se reemplazo el anillo de tiazol por otro tipo de heterociclos tales como piridina o
furano; asi mismo, para determinar la importancia que tiene el grupo nitro en la unién se
sustituy6 por grupos como metilo o cloro.

Por otra parte, también se modificé el sistema heterociclico aromatico por un grupo tert-
butilo, grupo voluminoso pero no aroméatico, para evaluar la relevancia de un sistema
aromatico en la actividad inhibitoria. En la Tabla 3 se muestran las estructuras de los

compuestos disefiados y su energia de union.
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Tabla 3. Energia de unién de los compuestos de la serie PYP y analogos de importancia con la TIM

de T. cruzi

Estructuras AG ynisn (Kcal/mol)
TcTIM
PYP1 N -7.03
NT N | N\>78/CH3
cl N\
CHj3
PYP2 N s -7.10
Z N CHs
HsC™ SN NH ‘ \>—s/
cl N\
CHy
PYP3 N -7.14
o W NHJ%CLN\%S/C%
cl N\
CHy
PYP4 CHy -6.57
H3C+CH3
(e} (e}
Y9
RS
cl N\
CHy
PYP5 ON N -1.07
N | N\>78/CH3
cl N
\
CH3
PYP7 ﬂv 0 -8.95
O,N
2 o /N\NH ‘ N\>7 /CHs
S
cl N
e,
MC17 S -7.
CMC " /‘Q’N\B 7.51
z N
Soas
Cl N\ CH3
CHs
CMC19 NO; -7.72
=
HN” SN
= N
et
cl N\ CHg
CHj
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Los resultados de energia de unién de la serie PYP, disefiada a partir de las modificaciones
del compuesto lider CMC19, muestran que las moléculas interactian de manera favorable y
con buenos resultados de energia de union. Por lo que son candidatos interesantes para

llevar a cabo su sintesis y evaluar su potencial como inhibidores de la TIM.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tripanosomiasis americana y la tripanosomiasis africana humana son enfermedades que
causan un gran impacto a la poblacion de los continentes americano y africano. Actualmente
se dispone de escasas opciones farmacoldgicas Utiles en el manejo 6ptimo de estas
enfermedades. Por ello es de vital importancia el desarrollo de nuevos compuestos
terapéuticos que posean baja toxicidad y cuya eficacia tenga un efecto significativo en la
mejoria de los pacientes, asi como en la reduccién de las tasas de morbilidad y mortalidad
relacionadas a las patologias que estas dos infecciones presentan.

Estos farmacos pueden ser disefiados mediante técnicas como el Disefio de Farmacos
Asistido por Computadora (DiFAC), la cual es una herramienta utilizada frecuentemente en
las ultimas décadas. Dentro de las metodologias empleadas por el DIFACse encuentra el
acoplamiento molecular o docking, que permite el disefio de diversas moléculas para la
inhibicibn de enzimas o inactivacion de las funciones de algunas proteinas consideradas
como blancos o dianas farmacoldgicas. Uno de estos blancos puede ser la triosafosfato
isomerasa (TIM), enzima presente en la via glucolitica de protozoarios, que con su inhibicién
llevaria a la muerte del parasito.

En nuestro grupo de investigacion se han evaluado diversas moléculas derivadas del
bencimidazol como inhibidoras de la TIM de protozoarios, por lo que se tiene informacion
recabada sobre ciertos requerimientos estructurales necesarios para la inhibicién de la
enzima. Con esta informacion se disefiaron seis carboxamidas analogas de la serie CMC,
gue son moléculas hibridas entre un nitrotiazol y un bencimidazol, como posibles inhibidores
de la TIM de T. cruzi. De estas carboxamidas, 4 poseen un nucleo de piridina sustituido, en
lugar del nitrotiazol, y un sistema alifatico voluminoso. Con base en ello se plantearon las

siguientes preguntas:

-¢Los compuestos disefiados, que son analogos de compuestos que mostraron una buena
inhibicién de TcTIM, tendran actividad inhibitoria de la TcTIM?
-¢La introduccién de nuevos sistemas aromaticos heterociclicos en la posicion 5 del
bencimidazol proveera mayor o menor inhibicion sobre la TIM?
-¢ La introduccion de un sistema no aromatico, pero con caracteristicas hidrofébicas, brindara
mayor o menor inhibicién sobre la TIM?
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-¢Los compuestos disefiados para inhibir la TcTIM también afectaran la actividad de la TIM
de T. brucei?

-¢ Existira relacion entre las afinidades calculadas por el docking con las actividades
encontradas en el ensayo enzimatico?

-¢, Sera posible que los nuevos compuestos disefiados, al ser derivados bencimidazélicos,
posean actividad contra otros protozoarios como Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y

Trichomonas vaginalis en evaluaciones in vitro?

4. HIPOTESIS

Si la serie de carboxamidas PYP se disefié mediante acoplamiento molecular, utilizando para
esto las estructuras tridimensionales de las TIM de T. cruzi y moléculas con actividad
inhibitoria comprobada, entonces dichos compuestos analogos tendran actividad inhibitoria
sobre TcTIM en ensayos de inhibicion enzimatica. Debido a la homologia secuencial y la
semejanza estructural que tiene la TIM de T. brucei con la TcTIM, estudios de docking en
esta enzima mostraran valores semejantes a los obtenidos para la TcTIM, por lo que también
en ensayos de inhibicion los compuestos disefiados mostraran actividad inhibitoria sobre esta
enzima.

Por otra parte, se espera que en estudios tedricos de docking, los compuestos presenten
selectividad por la TIM de los protozoarios T. cruzi y T. brucei en comparacién con la TIM de
humanao.

Los compuestos con las mejores energias de afinidad, seran los compuestos mas activo

efectivos en los ensayo enzimaticos.

Ademas, debido a la similitud estructural que tiene la serie PYP con otros compuestos
previamente sintetizados y que mostraron actividad contra Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis, y Trichomonas vaginalis la serie sintetizada en este trabajo mostrara actividad

contra estos protozoarios.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Sintetizar y evaluar seis carboxamidas bencimidazdlicas, designadas como PYP1, PYP2,
PYP3, PYP4, PYP5 y PYP7, disefladas por estudios de acoplamiento molecular como

inhibidores de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei.

5.2. Objetivos particulares
e Sintetizar las carboxamidas bencimidazélicas PYP1, PYP2, PYP3, PYP4, PYP5 y

PYP7
Ry i X o PYP1=R,=H, R,=H
R S N j N\ S/CHe PYP2= R,;=CHs, R,=H
a N PYP3= R,=Cl, R,=H

PYP5= R;=H, R,=NO,

. N en, PYP4
on—d | I
B T N S PYP7
| <
cl N\
CHj,

e Determinar las constantes fisicas y caracterizar estructuralmente los compuestos

finales mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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Realizar un estudio de acoplamiento molecular para determinar la afinidad de los
compuestos de la serie PYP con las TIM’s de T. cruzi, T. brucei y H. sapiens.

Evaluar la actividad inhibitoria de las carboxamidas sobre las enzimas TcTIM y TbTIM.
Estudiar, mediante docking, el modo de interaccion de los compuestos sobre las
enzimas TcTIM y TbTIM.

Determinar si los datos obtenidos con el estudio de docking correlacionan
adecuadamente con los resultados de inhibicion enzimatica sobre la TbTIM y TcTIM
de los compuestos sintetizados.

Evaluar la actividad antiprotozoaria de las carboxamidas sintetizadas contra
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis mediante ensayos
in vitro.

Enriqguecer la base de datos de compuestos antiparasitarios derivados del
bencimidazol, con la finalidad de establecer relaciones estructura-actividad que

permitan el disefio de futuros compuestos antiprotozoarios.

22



METODOLOGIA

6. METODOLOGIA

El trabajo realizado en esta tesis se divide en tres secciones: parte quimica, parte biolégica y
parte computacional. La parte quimica se llevd a cabo en el laboratorio 122 del departamento
de farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo la tutoria de la M. en C. Maria Alicia
Campos Hernadndez y la asesoria del QFB. Pedro Trejo Soto. La parte de inhibicion
enzimética se realiz6 en el Centro de Investigacion en Alimentos y Nutricién de la Facultad
de Medicina de la Universidad Juarez en el Estado de Durango, bajo la supervision del Dr.
Alfredo Téllez Valencia; mientras que la parte de evaluacion biologica de los compuestos
finales se realiz6 en el Hospital de Pediatria, Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Centro Médico Siglo XXI, bajo la supervision de la
Dra. Lilian Yépez Mulia. La parte computacional se realizé de igual manera en el laboratorio
122 de la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo la supervision del QFB. Rodrigo Aguayo
Ortiz.

6.1. Parte Quimica
El desarrollo experimental para la sintesis de las carboxamidas bencimidazolicas se dividié

en tres secciones.

a) Sintesis del intermediario comun acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (11)

b) Sintesis de las carboxamidas:

e 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(piridin-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (PYP1)

e 6-Cloro-1-metil-N-(6-metilpiridin-2-il)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP2)

e 6-Cloro-N-(6-cloropiridin-2-il)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP3)

e 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitropiridin-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP5)
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c) Sintesis de las carboxamidas:

o 2-{[6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-ilJcarbonil}hidrazinocarboxilato ~ de
tert-butilo (PYP4)

e 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N'-[(5-nitrofuran-2-il)metilen]-1H-bencimidazol-5-
carbohidracida (PYP7).

a) Sintesis del intermediario &cido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-
5-carboxilico (11)

La primera etapa del desarrollo experimental consistio en la sintesis del acido carboxilico,
intermediario 11, el cual se utiliz6 como precursor comun para los compuestos finales y
Su secuencia sintética se muestra en el Esquema 1.

Para obtener el intermediario 11 se partio del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1),
el cual se esterificdé con sulfato de dimetilo en medio béasico para dar el 2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (2). La reduccion catalitica de (2) llevo a la obtencion del 4-amino-
2-clorobenzoato de metilo (3). Este compuesto se acetilo inmediatamente con anhidrido
acético para obtener al compuesto 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4), al cual se
le efectio una reaccion de nitracion usando mezcla sulfonitrica a bajas temperaturas (0-
5°C) para dar el 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). Posteriormente, el
grupo acetamido de (5) se hidrolizé en condiciones acidas de metanol y acido sulfarico
dando el 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6). La reduccién catalitica del grupo
nitro de este compuesto generd el 4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7), que
inmediatamente se ciclocondensé con disulfuro de carbono y etanol en medio basico para
dar el 2-mercapto-6-cloro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (8). Este compuesto se
tratd con exceso de CH3l en medio béasico lo que generd la mezcla de isémeros: 6-cloro-
1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9) y 5-cloro-1-metil-2-metiltio-
1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (10). Los is6meros se separaron por
cromatografia en columna flash aislando el isbmero de interés 9, el cual se sometio a
hidrolisis basica para dar el acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-

carboxilico (11), intermediario requerido para la sintesis de los compuestos finales.
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Esquema 1. Secuencia de sintesis para la obtencion del compuesto acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-5-carboxilico (11). Reactivos y condiciones: (a) (CH53),SO,4, NaHCO3, DMF, calor; (b) H,, Ni-

Raney, MeOH; (c) Ac,0; (d) HNOs/H,S0,40-5°C; (e) H,SO4/MeOH; (f) H,, Ni-Raney, MeOH/AcOEt; (g) CS,,
EtOH, H,0, KOH, calor; (h) 2 eq. CH3l, KOH, EtOH/H,0; (i) KOH, MeOH

b) Sintesis de las carboxamidas PYP1, PYP2, PYP3y PYP5

Para la sintesis de estas cuatro carboxamidas se siguio la ruta sintética del Esquema 2. Se
partié del compuesto 11, el cual se traté con cloruro de tionilo en exceso, obteniendo de esta
manera, y sin aislamiento, el cloruro de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carbonilo. El posterior tratamiento del cloruro de &cido, en el mismo matraz de reaccion, con
2-aminopiridina permitié obtener el compuesto 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(piridin-2-il)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (PYP1), con 2-amino-6-metilpiridina al 6-cloro-1-metil-N-(6-
metilpiridin-2-il)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida  (PYP2), con  2-amino-6-
cloropiridina al 6-cloro-N-(6-cloropiridin-2-il)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (PYP3) y finalmente con 2-amino-5-nitropiridina permitié la obtencion de 6-
cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitropiridin-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (PYP5).
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Esquema 2. Secuencia de sintesis para la obtencion de PYP1, PYP2, PYP3 y PYP5. Reactivos y
condiciones:(a) 6 eq. SOCI,, calor; (b) 2-aminopiridina, CH3CN, Et3N; (c) 2-amino-6-metilpiridina, CH3sCN, Et3N;
(d) 2-amino-6-cloropiridina, CH3CN, Et3N; (e) 2-amino-5-nitropiridina, CH3CN, EtsN.

c) Sintesis de las carboxamidas PYP4y PYP7

Para la sintesis de estas dos carboxamidas se siguié la ruta sintética mostrada en el
Esquema 3. Nuevamente se partio del acido 11, el cual se tratd con exceso de cloruro de
tionilo obteniendo el cloruro de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carbonilo.

Posteriormente, en el mismo matraz de reaccion se llevo a cabo la adicion de carbazato de
tert-butilo, permitiendo obtener la carboxamida final PYP4. A continuacion se llevo a cabo la
hidrolisis del grupo tert-butiloxicarbonilo (tert-Boc) de PYP4 utilizando HCl en dioxano
obteniendo la hidracida correspondiente; ésta se hizo reaccionar con el 5-nitrofuran-2-

carbaldehido para obtener la carboxamida final PYP7.

H,yC CHy
[} (e}

o o / °

N NH_ N 0N | N
HO \) s NH \ o Z N\ N\
\ ab S\ c,d >—5\
—— —
cl N\ CHs cl N\ CHy al N\ CH
11 CH3 PYP4 CHs PYP7 CHj3

Esquema 3. Secuencia de sintesis para la obtencion de las carboxamidas PYP4 y PYP7. Reactivos y
condiciones: (a) 6 eq. SOCI,, calor; (b) carbazato de tert-butilo, CH3;CN, Et3;N; (c) HCl/Dioxano, THF: (d) 5-
nitrofuran-2-carbaldehido, EtOH
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6.2. Parte Bioldgica

6.2.1. Prueba de determinacion de la actividad enzimatica de las enzimas TIM de
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei

En este ensayo se evalu6 la actividad de las carboxamidas finales sobre la TIM de T. cruzi y
T. brucei, mediante el método de cuantificacion de NADH, previamente estandarizado. Las
proteinas recombinantes TcTIM y TbTIM a una concentracién de 5 pg/mL se incubaron a
36°C en un buffer que contenia 100 mM de trietanolamina, 10 mM de EDTA, pH 7.4 y el
compuesto correspondiente a ser probado disuelto en 10% de dimetilsulfoxido (DMSO).
Después de 2 horas, 1 pL se trasvasé a 1 mL de mezcla de reaccion, que contenia NADH,
gliceraldehido 3-fosfato y a-glicerol fosfato deshidrogenasa, para el ensayo de actividad. La
inhibicion de TcTIM y TbTIM se cuantificd indirectamente por el consumo en la cantidad de

NADH por la reduccion de DHAP por la a-glicerolfosfato deshidrogenasa.

6.2.2. Prueba de susceptibilidad in vitro para protozoarios

Para la evaluacion de la actividad antiprotozoaria se emple6 el método de subcultivos,
previamente estandarizado. De forma breve el procedimiento es el siguiente. Se incubaron
4x10° trofozoitos de E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis por 48 horas a 37 °C, en tubos
con concentraciones crecientes de la carboxamida correspondiente (0.005, 0.010, 0.050.
0.100, 0.500 pg/mL), utilizando como compuestos de referencia albendazol y metronidazol y
nitazoxanida. Para el control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de compuesto
de prueba agregando DMSO en la concentracion usada como disolvente.

Se inocularon 50 pL de los trofozoitos tratados en medio fresco sin compuestos y se
incubaron por 48 horas mas. Posteriormente, se determind el nimero final de trofozoitos con
un hemocitdmetro. Se calculo el porcentaje de inhibicidn de crecimiento en comparacion con
el control y posteriormente mediante analisis Probit se calculd la concentracién inhibitoria 50
(Clsp), que corresponde a la concentracion que inhibié el crecimiento de 50% de los

trofozoitos. Los experimentos se efectuaron dos veces por triplicado.
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6.3 Parte Computacional

6.3.1. Obtencion de las estructuras cristalograficas y minimizacion

Las enzimas de estudio se localizaron en la base de datos del Protein Data Bank (PDB)

(http://www.rcsb.org/pbd). Seleccionando las enzimas con mayor resolucion, las cuales

fueron identificadas como:
e Triosafosfato Isomerasa de H. sapiens (HsTIM) ID PDB 2JK2
e Triosafostafo Isomerasa de T. brucei (TbTIM) ID PDB 1lIH
e Triosafosfato Isomerasa de T. cruzi (TcTIM) ID PDB 1TCD

Las proteinas se descargaron de la base de datos del PDB utilizando el programa Maestro
9.3°" de Schrédinger; a las proteinas se les retiraron las moléculas pertenecientes a la
solucién criogénica tales como agua, iones o ligandos. Posteriormente las estructuras se
corrigieron para verificar si su secuencia de aminoacidos estaba completa y eliminar choques
estéricos presentes en la estructura cristalografica utilizando las herramientas del servidor
WHAT-IF>,

La geometria de las proteinas se optimizé con el programa GROMACS 4.5.3,* utilizando el
campo de fuerza GROMOS96 43al.

6.3.2. Preparacion de los ligandos

Los ligandos se construyeron utilizando el programa Spartan10%°, donde se optimizé su
geometria mediante el método semiempirico PM6. Posteriormente, los atomos de hidrégeno
no polares se fusionaron a sus carbonos correspondientes y se detectaron los centros de
torsién y los enlaces rotables, usando el programa AutoDock 4.2°' y su interfaz gréfica
AutoDock Tools1.5.4 (ADT).

6.3.3. Preparacion de la proteina
Después de la minimizacién energética de las proteinas, éstas se prepararon utilizando
AutoDock Tools 1.5.4% donde sélo se agregaron los hidrégenos polares capaces de formar

puentes de hidrogeno y se corrigieron las cargas.
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6.3.4. Acoplamiento molecular

Con ADT, usando el médulo Autogrid de AutoDock Tools 1.5.4.°% se determiné una caja de
blusqueda o Grid con una dimension de 100x100x100 A, la cual se centré en la interfaz de las
proteinas. Posteriormente, se realizé el calculo de acoplamiento molecular de todos los
ligandos en cada una de las proteinas utilizando AutoDock 4.2, empleando un algoritmo
genético tipo Lamarckiano con un tamafio de poblacién de 150, 5x10” evaluaciones y 20
corridas. Se seleccionaron las conformaciones energéticamente mas favorables del conjunto

de conformaciones mas abundante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Resultados parte quimica

En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes de los
intermediarios y productos finales sintetizados. En la Tabla 5 se presentan las constantes
espectroscopicas de IR, RMN 'H, RMN C y espectrometria de masas, asi como las

asignaciones para cada compuesto.

Tabla 4.Constantes fisicas de los compuestos sintetizados

2 95.50 Etanol 76.0-76.5 0.63 ()
3 95.02 Agua 108.5-109.5 0.50 (1)
4 92.34 Tolueno 114.8-115.4 0.38 (1)
5 92.77 Acetato de etilo  138.9-139.7 0.72 (1)
6 88.54 Etanol 218.2-221-3 0.64 (1)
7 92.47 nd nd 0.23 (I)
8 78.20 Etanol/DMF 250.1-251.0 0.33 ()
10 23.22 Etanol 113.3-114.3 0.39 (Il
11 59.28 Etanol 252.0-253.0 0.20 ()
PYP1 75.40 CH,CI,/AcOEt 222.2-223-6 0.56 (IV)
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Tabla 4. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados (continuacion)

PYP2 34.14 Lavados 169.3-169.8 062 (V)
Metanol/Agua

PYP3 54.00 Hexano/AcOEt  217.8-218.3  0.73(IV)

PYP4 95.00 Lavadosde 51949118  0.60()
Etanol

PYP5 24.30 Lavados 271.8-272.5  0.69 (IV)

Cloroformo

PYP7 98.00 Lavados de 2450-2490 272 (V)

Etanol

nd: no determinado

Tabla 5. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de los compuestos sintetizados

COMPUESTO

SENALES

2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

O

.y

Cl NO,

Espectro 1, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3099 (C-H Aromatico):
2965 (-CHj3); 1719 (C=0 de éster); 1527 y 1356 (Ar-NO,);
1297 (C-O-C de éster).

Espectro 2, RMN 'H: (TMS, CDCl;) ppm: 3.995 (s, 3H, -
CH; de éster); 7.978 (dd, J;=8.7, J,=0.3 Hz, 1H, H-6);
8.167 (dd, J,;=8.7 Hz, J,=2.1 Hz, 1H, H-5); 8.317 (d, J=2.1
Hz, 1H, H-3).

Espectro 3, EM: IE/ID m/z: 215 (M+, 32%); 217 (M+2,
10%); 184 (M-31, 100%).

4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

O

wo |

Cl NH;

Espectro 4, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3426 y 3336 (Ar-NH,);
3221 (C-H Aromatico); 2951(-CHs); 1702 (C=0 de éster);
1264 (C-O-C, de éster).

Espectro 5, RMN 'H: (TMS, CDCls) ppm: 3.714 (s, 3H, -
CHzde éster); 6.171 (sa, 2H, int. con DO, NH); 6.496 (dd,
J,=8.7 Hz, J,= 2.4 Hz, 1H, H-5); 6.617 (d, J=2.4 Hz, 1H, H-
3); 7.626 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-6).

Espectro 6, EM: IE/ID m/z: 185 (M+, 55%); (M+2, 18%);
154 (M-31, 100%).
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4-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo

(4)

i
HLC.
. JU@ 0
cl NH’J\CHS

Espectro 7, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3308 (NH); 3106 (C-H
Aromatico); 2947(-CHs); 1724 (C=0 de éster); 1678 (C=0
de amida); 1592 (N-C=0); 1251(C-O-C, de éster).

Espectro 8, RMN 'H: (TMS, CDCl;) ppm: 2.208 (s, 3H,
CHsCO); 3.910 (s, 3H, -OCHs de éster); 7.499 (dd, J;=8.7
Hz, J,=2.1 Hz, 1H, H-5); 7.713 (d, J=1.8 Hz, 1H, H-3);
10.380 (sa, 1H, int. con D,0O, -NH-); 7.841 (d, J=8.4 Hz,
1H, H-6).

Espectro 9, EM: IE/ID m/z: 227 (M+, 39%); 229 (M+2,
13%); 185 (M-42, 68%); 154 (M-73, 100%).

4-Acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de
metilo (5)

0
Hec. NO
cl NH CHg

Espectro 10, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3343 (R-NH-C=0):
3123 (C-H Aromatico); 2952(-CHs); 1732 (C=0 de éster);
1713 (C=0 de amida); 1529 y 1335 (Ar-NO,); 1230 (C-O-
C, de éster).

Espectro 11, RMN *H: (TMS, CDCl;) ppm: 2.337 (s, 3H,
CH3CO); 3.963 (s, 3H, -OCH;de éster); 8.824 (s, 1H, H-3);
9.054 (s, 1H, H-6); 10.523 (s, 1H, int. con D,0, -NH-).

Espectro 12, EM: IE/ID m/z: 272 (M+, 17%); 274 (M+2,
26%); 230 (M-42, 100%), 226 (M-46, 17%).

4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de
metilo (6)

|
HaC. NO
3 Oﬁ©: 2
Cl NH,

Espectro 13, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3453 y 3348 (Ar-
NH,); 3245 (C-H Aromatico); 2950 (-CHj); 1707 (C=0 de
éster); 1627 (N-H); 1534 (Ar-NO,), 1369 (C-O-C, de éster).

Espectro 14, RMN 'H: (TMS, acetona-dg) ppm: 3.856 (s,
3H, -OCHsde éster); 7.218 (s, 1H, H-3); 7.562 (sa, 2H, int.
con D,0, -NH,); 8.705 (s, 1H, H-6).

Espectro 15, EM: IE/ID m/z: 230 (M+, 77%); 232 (M*,
24%); 199 (M-31, 100%).

4 5-Diamino-2-clorobenzoato de metilo

(7)
@]
H:C. NH
3 OJK/@: 2
cl NH,

Espectro 16, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3403 y 3324 (Ar-
NH,), 3081 (C-H Aromatico), 2952 (-CH3), 1716 (C=0 de
éster); 1641 (N-H); 1362 (C-O-C, de éster).

Espectro 17, RMN *H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 3.704 (s,
3H, -OCHg; de éster); 4.782 (sa, 2H, int. con D,0, -NH));
5.487 (sa, 2H, int. con D,0O, -NH,); 6.537 (s, 1H, H-3);
7.104 (s, 1H, H-6).

Espectro 18, EM: IE/CG m/z: 200 (M+, 100%); 202 (M+2,
33%); 169 (M-31, 90%).
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6-Cloro-1-mercapto-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de metilo (8)

>-SH

Cl

Iz =z

Espectro 19, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3241 (Ar-NH-R): 3042
(C-H Aromaético); 2912 (-CHs);1704 (C=0 de éster); 1632
(C=N); 1253 (C=S); 1182 (C-O-CHg3, de éster).

Espectro 20, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 3.827 (s,
3H, -OCHsde éster); 7.216 (s, 1H, H-7); 7.522 (s, 1H, H-4);
12.898 (s, 2H, int. con D,0O, -N-H de la forma de tiona).

Espectro 21, EM: IE/CG m/z: 242 (M+, 100%); 244 (M+2,
37%); 211 (M-31, 72%).

6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)

Espectro 22, IR: Pastila (KBr) cm™ 3001 (C-H
Aromatico); 2928 (-CHs); 1724 (C=0 de éster); 1620
(C=N); 1237 (C-O-C, de éster).

Espectro 23, RMN *H: (TMS, CDCl;) ppm: 2.748 (s, 3H, -
SCHj3); 3.690 (s, 3H, -NCHjy); 3.867 (s, 3H, -OCH; de
éster); 7.757 (s, 1H, H-7); 7.963 (s, 1H, H-4).

Espectro 24, EM: IE/ID m/z: 270 (M+, 100%); 272 (M+2,
38%); 239 (M-31, 47%).

Acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (11)

Espectro 25, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3450 (HO-); >3000
(C-H Aromaético); 2933 y 256 (-CHj3); 1699 (C=0); 1613
(C=N); 1255 (C-S-CHy).

Espectro 26, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 2.719 (s,
3H, -SCHjy); 3.662 (s, 3H, -NCHy); 7.703 (s, 1H, H-7);
7.929 (s, 1H, H-4); 13.191 (sa, 1H, int. con D,0, -O-H de
acido).

Espectro 27, EM: IE/ID m/z: 256 (M+, 100%); 258 (M+2,
36%); 223 (M-33, 66%).
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6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(piridina-2-il)-
1H-bencimidazol-5-carboxamida (PYP1)

5 =4
VAN

Y
W / o
NH<
Clk\ |\\|
N)\

N
! |
H3C CH3

Espectro 28, IR: FTIR reflectancia cm™: 3382 (-NH- de
amida); >3000 (C-H Aromatico); 2942 (-CHs); 1691 (C=0 de
amida); 1568 (HN- CO-); 1305 (Ar-N-R); 1258 (C-S-CHs).

Espectro 29, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds, 400 MHz) ppm:
2.714 (s, 3H, -SCHs); 3.342 (s, 3H, -NCHj3); 6.987-7.017
(m,1H, H-57); 7.450 (s, 1H, H-7); 7.685 (t, J;= 8.0 Hz J,= 8.8
Hz, 1H, H-4); 7.832 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-3"); 7.435 (s, 1H,
H-4); 8.489 (m, 1H, H-6"); 13.121 (sa, 1H, -NH).

Espectro 30, RMN **C: (DMSO-dg, 101 MHz) ppm: 14.97;
30.30; 111.60; 119.92; 126.04; 129.72; 138.96; 139.77;
142.55; 154.20; 157.02; 171.22.

Espectro 31, EM: ID/IE m/z: 239 (M-93, 100%), 297 (M-35,
39%).

HRSM ESI: Calculada para [C15H13CIN,OSNa]*: 355.0356;
determinada: 355.0396

6-Cloro-1-metil-N-(6-metilpiridin-2-il)-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP2)

CHj

ﬂ)*N
4'\3'/)\

NH
is N  CH
AN S~ 13
RS
Cl 7/ l\‘l
CH,

Espectro 32, IR: FTIR reflectancia cm™: 3382 (NH- de
amida); 3159 (C-H Aromatico); 2933 (-CHs); 1653 (C=0 de
amida); 1552 (HN- CO); 1304 (Ar-N-R); 1274 (C-S-CHy).

Espectro 33, RMN *H: (TMS, DMSO-ds, 300 MHz) ppm:
2.401 (s, 3H, CHzen 67); 2.729 (s, 3H, -SCHy); 3.686 (s, 3H,
-NCHj); 7.011 (d, J= 7.5 Hz,1H, H-5"); 7.657 (s, 1H, H-7);
7.709 (s,1H, H-4); 7.712 (t, ;= 8.1 Hz, J,=7.8 Hz, 1H, H-4");
8.032 (d, J=8.1 Hz, 1H, H-3); 10.837 (sa, 1H, NH de amida).

Espectro 34, RMN *C: (DMSO-ds, 75 MHz) ppm: 14.21;
23.67;30.17; 110.47; 111.08; 117.54; 119.08; 123.31;
129.90; 138.08; 138.52; 140.99; 151.42; 155.39; 156.65;
166.30.

Espectro 35, EM: ID/IE m/z: 311 (M-35, 100%), 239 (M-107,
85%), 121 (M-211, 15%).

HRSM ESI: Calculada para [C1sH15CIN,OS+1]: 347.0733;
determinada: 347.0733
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6-Cloro-N-(6-cloropridin-2-il)-1-metil-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP3)

Cl

sl)§ N
i L

NH
‘N CH
AN 113
RS
I’ N2 N
CHj

Espectro 36, IR: FTIR reflectancia cm™: 3389 (NH- de
amida); 3126 (C-H Aromatico); 2924 (-CHj3); 1669 (C=0 de
amida); 1568 (HN- CO); 1301 (Ar-N-R); 1256 (C-S-CHs).

Espectro 37, RMN H: (TMS, DMSO-ds, 300 MHz) ppm:
2.731 (s, 1H, -SCHy); 3.692 (s, 1H, -NCHj3); 7.258 (d, J=7.7
Hz, 1H, H-5%); 7.701 (s, 1H, H-7); 7.733 (s, 1H, H-4); 7.903 (t,
J1=7.8 J,=8.0 Hz, 1H, H-4"); 8.199 (d, J=8.1 Hz, 1H, H-3);
11.245 (s, 1H, int. con DO, N-H de amida).

Espectro 38, RMN **C: (DMSO-dg, 75 MHz) ppm: 14.21,
30.19, 110.58, 112.70, 117.71, 119.62, 123.31, 129.37,
138.26, 140.94, 141.81, 148.11, 152.08, 155.58, 166.49.

Espectro 39, EM: ID/IE m/z: 366 (M* 2%), 331 (M-35, 47%),
239 (M-127, 100%).

HRSM ESI: Calculada para [C15H1,CI,N,OS+1]: 367.0187;
determinada: 367.0202

2-{[6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-
illcarbonilthidrazinocarboxilato de  tert-

butilo (PYP4)

|

N

_N
HN

T

Espectro 40, IR: FTIR reflectancia cm™: 3386 (NH- de
amida); 3120 (C-H Aromatico); 2912 (-CHs); 1708 (C=0 de
éster); 1692 (C=0 de amida); 1497 (HN- CO-); 1308 (Ar-N-
R); 1276 (C-S-CHj3); 1164 (R-CO-0O-R).

Espectro 41, RMN *H: (TMS, DMSO-ds, 300 MHz) ppm:
1.428 (s, 9H, t-butilo); 2.725 (s, 1H, -SCHy); 3.676 (s, 1H, -
NCHy); 7.552 (s, 1H, H-7); 7.724 (s, 1H, H-4); 9.013 (sa, 1H,
int. con DO, N-H de amida); 9.973 (sa, 1H, int. con D,0O, N-
H de amida).

Espectro 42, RMN *C: (DMSO-ds, 75 MHz) ppm: 14.17,
28.16, 30.18, 79.24, 110.98, 123.73, 127.55, 138.30, 140.90,
143.16, 155.66, 166.53 y 168.52.

Espectro 43, EM: ID/IE m/z: 239 (M-131, 100%), 211 (M-
159, 14%).

HRSM ESI: Calculada para [C15H19CIN;O3S+1]: 371.0945;
determinada: 371.0963
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6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5
-nitropiridin-2-il)-1H-bencimidazol-
5-carboxamida (PYP5)

O

-

o' Y“a
"X
4 N ~O
I ’-S
PN

Espectro 44, IR: FTIR reflectancia cm™: 3229 (NH- de
amida); 3133 (C-H Aromatico); 2933 (-CHj); 1680 (C=0
de amida); 1513 y 1343 (Ar-NO,); 1274 (C-S-CHy).

Espectro 45, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg, 400 MHz) ppm:
2.731 (s, 1H, -SCHj3); 3.698 (s, 1H, -NCHj3); 7.761 (s, 1H,
H-7); 7.768 (s, 1H, H-4); 8.429 (d, J= 9.2 Hz, 1H, H-3");
8.654 (dd, J;= 9.2 Hz, J,= 2.7Hz, H-4"); 9.190 (d, J=2.7 Hz,
1H, H-6"); 11.702 (s, 1H, int. con D,0O, N-H de amida).

Espectro 46, RMN *C:(DMSO-ds, 101 MHz) ppm: 14.18,
30.18, 110.69, 113.16, 117.89, 123.31, 128.82, 134.33,
138.47, 140.14, 140.97, 144.78, 155.78, 156.15, 166.91.

Espectro 47, EM: ID/IE m/z: 342 (M-35, 100%), 239 (M-
138, 55%), 211 (M-166, 13%).

HRSM ESI: Calculada para: [C15H1,CINsO3S+1] 378.0428;
determinada: 378.0415

6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N'-[(5-nitrofuran-
2-il)metilen]-1H-bencimidazol-5-
carbohidracida (PYP7)

F( 7/N02

*zm

Espectro 48, IR: FTIR reflectancia cm™: >3000 (NH- de
amida); 3064 (C-H Aromatico); 2934 (-CHs;); 1653 (C=0 de
amida); 1555 (HN- CO-); 1349 (Ar-NOy); 1313 (Ar-N-R);
1276 (C-S-CHa).

Espectro 49, RMN *H: (TMS, DMSO-dg, 400 MHz) ppm
Isémero E: 2.734 (s, 1H, -SCHy); 3.703 (s, 1H, -
NCH3);7.235 (d, J= 3.6 Hz, 1H, H-4"); 7.749 (s, 1H, H-7);
7.808 (s, 1H, H-4); 7.798 (s, 1H, N=CH); 8.235 (s, 1H, H-
37); 12.253 (s, 1H, int. con D,O, NH de amida).

Isbmero Z: 2.734 (s, 1H, -SCHjs); 3.703 (s, 1H, -NCHy);
6.967 (d, J= 3.2 Hz, 1H, H-4"); 7.749 (s, 1H, H-7); 7.808 (s,
1H, H-4);7.570 (s, 1H, N=CH); 7.663 (d, J= 3.6 Hz, 1H,
H’3); 12.253 (s, 1H, int. con D,O, NH de amida).

Espectro 50, RMN **C: (DMSO-ds, 101 MHz) ppm: 14.20,
30.72,110.97, 114.45, 115.48, 117.84, 123.64, 127.51,
135.35, 138.52, 141.07, 151.65, 151.97, 155.98, 163.30.

Espectro 51, EM: ID/IE m/z: 393 (M", 3%), 239 (M-155,
100%), 241 (M-153, 35%), 211 (M-183, 13%)

HRSM ESI: Calculada para [C15H1,CINsO4S+1]: 394.0377;
determinada: 394.0366
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7.1.1. Obtencién del acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (11)

Para obtencion del compuesto 11, se inicié con la esterificacion del acido 1, mediante una
reaccion de sustitucion nucleofilica utilizando sulfato de dimetilo como agente alquilante y el
carboxilato como nucléofilo. La reaccion se llevo a cabo con conversion total de la materia
prima 1 con rendimientos altos. La identificacion estructural del éster 2 se realizd por
espectroscopia, y en espectro de RMN *H se identificd el metilo del éster por la presencia de
un singulete que integré para 3H a 3.995 ppm. Por medio de espectrometria de masas se
comprobd la masa molecular del compuesto con m/z de 215 (32%), asi como el fragmento de
m/z 184 el cual correspondié a la pérdida del metoxilo del grupo éster que originé el pico
base del espectro. En el espectro de IR se observo la pérdida de la banda ancha de —OH del
grupo carboxilo, y en donde se identifico la banda del estiramiento del enlace de —OCH3 de

éster a 1297cm™.

La reduccion catalitica del grupo nitro del compuesto 2 gener6 el 4-amino-2-clorobenzoato de
metilo (3). Esta reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente y se decidié utilizar
Ni/Raney como catalizador, ya que por experiencias previas en nuestro laboratorio, el uso de
Pd/C como catalizador promueve la eliminacion de halégenos en la molécula, como el del
cloro de la posicién 2. El espectro de RMN *H del compuesto 3 mostré una sefial amplia que
integré para 2H correspondiente al grupo —NH, en 6.171 ppm; ademas se comprobd con
intercambio los hidrégenos acidos por deuterio eliminando las sefiales antes vistas. Con
espectrometria de masas se comprob6 la masa molecular del compuesto con m/z de 185
(55%), también se observo el fragmento de m/z de 154 correspondiente a la pérdida del -
OCHs. En el espectro de IR se observaron dos picos en 3426 y 3336 cm™ correspondientes a
las vibraciones de los enlaces de hidrogeno del —NH, presente en la molécula.

El siguiente paso fue la acetilacion de la amina 3 para dar el 4-acetamido-2-clorobenzoato de
metilo (4), con la finalidad de proteger el grupo amino antes de nitrar. En el espectro de RMN
'H se observé un singulete en 2.208 ppm que integré para 3H correspondientes al metilo del
acetilo y una sefal caracteristica del N-H de la acetanilida en 10.380 ppm que integré para
un hidrégeno, esta sefial desaparecié cuando se hizo intercambio con D,O. El espectro de
masas se confirmo la masa molecular del compuesto de m/z de 227 (39%). En el espectro de

IR se observé la banda caracteristica del carbonilo de amida en 1678 cm™.
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Posteriormente, el compuesto 4 se nitrd6 con mezcla sulfonitrica para obtener el 4-acetamido-
2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). La formacion del ion nitronio se realiz6 in situ por la
adicion del &cido nitrico a la solucion fria de 4 en H,SO,, la reaccion se llevé a cabo entre 0 y
5 °C de temperatura con la finalidad de disminuir la formacion del isébmero nitrado en la
posicion 3, el cual se eliminé con cristalizacién fraccionada de AcOEt. El espectro de RMN *H
mostré sélo dos sefales simples pertenecientes a los hidrégenos aromaticos H-3 y H-6 a
8.824 y 9.054 ppm respectivamente. Por otro lado, la espectrometria de masas confirmé la
masa molecular del compuesto de m/z de 272 (17%). En el espectro de IR se observaron las
bandas caracteristicas a los estiramientos asimétricos y simétricos del grupo nitro en 1529 y

1335 cm™ respectivamente.

La nitroacetanilida 5 se sometié a hidrélisis basica en sosa metandlica a temperatura
ambiente dando el 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) con un buen rendimiento.
La reaccion procedi6 rapidamente debido a la vecindad del grupo acetamida con el nitro. En
estas condiciones no se hidrolizé el éster. La transformaciéon se comprobd por sus datos
espectréscopicos, asi en el espectro de RMN *H se observé una sefial amplia que integré
para dos hidrogenos en 7.562 ppm correspondiente al -NH, que desaparecié cuando se
realizé el intercambio con D,0O. La espectrometria de masas mostrd el pico correspondiente
al ion de m/z de 230 (77%) concordante con la masa molecular calculada para el compuesto
6. Por otro lado en el espectro de IR se observaron dos bandas en 3453 y 3348 cm™
correspondientes a los estiramiento asimétricos y simétricos de Ar-NH;; ademas, no se
observé ninguna banda caracteristica a las vibraciones de C=0 de amida alrededor de 1660

cm™.

El grupo nitro presente en el compuesto 6 se redujo mediante una hidrogenacion catalitica a
temperatura ambiente utilizando Ni/Raney como catalizador; de este modo se obtuvo el 4,5-
diamino-2-clorobenzoato de metilo (7) con un rendimiento del 92.5%. La bencendiamina se
utilizd sin algun tratamiento en la reaccion de ciclocondensacion siguiente, debido a su
inestabilidad ya que se oxida rapidamente; no obstante, una muestra pura se obtuvo después
de eliminar el disolvente y guardarla bajo atmdsfera de N, para determinar sus constantes
espectroscopicas. El espectro de RMN 'H mostré dos sefiales amplias en 4.782 y 5.487
ppm correspondientes a las dos aminas, estas sefiales desaparecieron cuando se realiz6 el
intercambio con D,0O. Por otro lado la espectrometria de masas confirmé masa molecular del
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compuesto con m/z de 200 (100%). En el espectro de IR se observaron dos bandas
pequefias en 3403 y 3324 cm™correspondiente a las dos aminas primarias; ademas

desapareci6 la banda caracteristica al estiramiento Ar-NO, en 1534 cm™.

Posteriormente la o-fenilendiamina 7 se someti6 a la reaccién de ciclocondensacion con
disulfuro de carbono en medio basico obteniendo el 6-cloro-2-(metilito)-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de metilo (8). Primeramente se formd el xantato de etilo in situ adicionando
disulfuro de carbono a temperatura ambiente a la solucién alcohdlica basica de la diamina.
Posterior a la adicién de los reactivos la reaccion se mantuvo una temperatura de reaccion
por debajo de 65 °C y pH de 9 con la finalidad de evitar la hidrélisis del éster. Mediante
espectroscopia de RMN 'H se identificé una sefial en 12.898 ppm que integré para dos
hidrogenos y desaparecié al realizar el intercambio con D,O con lo que se comprobd los
hidrogenos unidos a nitrégenos en posicion 1 y 3 del anillo de bencimidazol cuando se
encuentra en forma de tiona. Por otra parte, el espectro de masas comprobd la masa
molecular del compuesto de m/z de 242 como pico base. Ademas el espectro de masas
mostrd el ion molecular M+2 de m/z: 244 (37%), indicativo de los efectos sumados de los
isotopos cloro y azufre para este compuesto, el fragmento de m/z de 211 (72%) correspondio
a la pérdida del OCHs. En el espectro de IR se observaron bandas a 3241 cm™
correspondiente al estiramiento N-H del anillo de bencimidazol, asi como la banda a 1253

cm™ correspondiente al estiramiento C=S cuando esta en forma de tiona.

Posteriormente se llevd a cabo la metilacion exhaustiva del 2-mercaptobencimidazol 8
utilizando 2.1 equivalentes de yoduro de metilo en medio basico. El exceso de yoduro de
metilo permitié la S-metilacion y la N-metilacion simultdneamenteobteniendo asi los dos
isbmeros: 6-cloro-1-metil-2-(metilito)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9) y 5-cloro-1-
metil-2-(metilito)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (10) en proporcion 40:60
aproximadamente. La metilacion procedié de manera rapida y a temperatura ambiente. Para
poder separar el isobmero de interés, compuesto 9, se realizd6 una separacion por
cromatografia en columna flash, utilizando CHCI3; como fase movil y gel de silice 60 (Merck),
con un tamafo de particula de 0.04 — 0.063 nm y malla 230 — 400 mesh como fase
estacionaria. El espectro de RMN *H mostré una sefial en 2.748 ppm que integré para tres
hidrégenos que correspondieron al metilo unido al azufre, ademas se observé otra sefial

simple en 3.690 ppm correspondiente a los hidrégenos del -CH3 unido al nitrégeno del anillo
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de bencimidazol. La identidad del isomero 9 se comprobo al comparar su p.f y Rf con una
muestra pura del previamente analizada mediante el experimento NOE diferencial de RMN*H
(analisis unidimensional) cuyos resultados se encuentran reportados en la tesis de
licenciatura de Carlos Méndez.*® La espectrometria de masas comprobé la masa molecular
del compuesto de m/z 270 (100%), también se observo la pérdida de OCHz en el m/z 239
(M*-31, 47%). En el espectro de IR se observé una banda en 1620 cm™correspondiente a las
vibraciones C=N y se observé también la banda del carbonilo del éster en 1724 cm™.
Ademéas de observé una banda en 2928 cm™ la cual pertenece a la vibraciéon por el

estiramiento asimétrico del -CHa.

7.1.2. Obtencion de las carboxamidas finales PYP1, PYP2, PYP3,y PYP5.

La preparacion de las carboxamidas finales PYP1, PYP2, PYP3, y PYP5 se llevé a cabo
siguiendo la ruta sintética mostrada en el Esquema 2. Primeramente se activd el acido
carboxilico 11, formando el cloruro del acido correspondiente, para ello se utilizd6 un exceso
de cloruro de tionilo el cual se utilizé6 también como disolvente. Una vez formado el cloruro
de acido este se hizo reaccionar por separado con cada una de las cuatro diferentes aminas
(2-aminopiridina, 2-amino-6-metilpiridina, 2-amino-6-cloropiridina y 2-amino-5-nitropiridina),
mediante una reaccién de sustitucién nucleofilica en carbono sp?. Para activar al acido
carboxilico, también se utilizaron otros agentes activadores como 1,1-carbonildiimidazol

(CDI), pero el uso de cloruro de tionilo fue la opcién mas viable.

Las condiciones para preparar las carboxamidas PYP1, PYP2, PYP3 y PYP5 fueron iguales,
el cloruro de &cido se disolvi6 en acetonitrilo y en seguida se traté con la amina
correspondiente, dejandose reaccionar por 3 horas a temperatura ambiente, excepto para
PYP3 cuya reaccion termin6 en 5 horas. Los rendimientos fueron de malos a moderados de
24% a 67% siendo la PYP1 la que se obtuvo con mayor rendimiento y la PYP5 la de mas
bajo rendimiento, aunque esta ultima fue la reaccidn mas rapida ya que termino en 2 horas.
La formacion de un sdlido en el medio de reaccion impidio que el cloruro del acido

reaccionara por completo, lo que justifica el bajo rendimiento de esta reaccion.

Cada uno de los compuestos se caracteriz6 mediante espectroscopia de RMN *H. Todos
presentaron las sefiales correspondientes a los H-4 y H-7 del nucleo del bencimidazol
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aparecieron en el rango de 7.400-7.800 ppm. Adicionalmente, los singuletes
correspondientes a -SCH3; —NCH3; aparecieron en los rangos 2.714-2.731 ppm y 3.342-3698
ppm. En el caso particular de PYP1, la sefial correspondiente a Pyr-CH; aparece en 2.461
ppm. Estos datos pueden observarse a detalle en la Tabla 5.

En la Tabla 6 se muestran los valores de las diferentes sefales correspondientes a los
hidrégenos de la parte piridinica de las moléculas. En el caso de PYP1, para los H-5" y H-6’
no se observo la multiplicidad esperada sino que se presentaron como multipletes, este

fendmeno se debe en gran medida a que se utilizé piridina-ds como disolvente.

Tabla 6. Desplazamientos y multiplicidad observada para los hidrégenos 3"-6"de las carboxamidas
sintetizadas

T? \3 o
Xy J\ H N
Pese
Z N \CH3
\
Compuesto 3 4 5 6’
PYP1 7.832 ppm doblete | 7.685 ppm triplete, | 6.987-7.017 ppm | 8.489 ppm
J= 8.4 Hz, J:= 8.0 Hz J,= 8.8 | multiplete multiplete
Hz
PYP2 8.032 ppm doblete | 7.709 ppm triplete | 7.011 ppm doblete
J=8.1 Hz J;=8.1 Hz J,=7.8|J=75Hz
Hz
PYP3 8.199 ppm doblete | 7.903 ppm triplete | 7.258 ppm doblete
J=8.1 Hz J;=7.8, J,=8.0 Hz J=7.7 Hz
PYP5 8.429 ppm doblete | 8.654 ppm doble 9.190 ppm doblete
J=9.2 Hz de dobles J;= 9.2 J=2.7 Hz,
Hz, J,= 2.7Hz

Respecto a la RMN *3C, se observaron las sefiales esperadas para los carbonos presentes

en las moléculas; destacan tres sefales por arriba de 140 ppm correspondientes a los
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carbonos C-2, C=0 y C-2’ como se muestran en la Figura 8. En el caso de PYP1 sdlo se
lograron visualizar 9 carbonos de los 15 presentes en la molécula, esta falta de sefiales
puede ser explicada por la baja solubilidad del compuesto. Adicionalmente la lenta relajacion
que presentan ciertos nicleos de 3C, en especial los de tipo cuaternario, es mayor el tiempo
gue transcurre entre pulso y pulso, lo que hace que la intensidad de estos carbonos sea

menor que la del resto.

C=0 Ad: 160—-170 ppm

R
N | 0 C-2 A8: 145-160 ppm
o
e -2' A8: 140-1

R; N/ \NH j@iN\\z C ) 0-150 ppm
c—s
/ \

PYP1: R,=H, R,=H Cl \ CHy

PYP2: R,=H, R,=CH,
PYP3: R,=H, R,=Cl

PYP4: R,=NO,, R,=H

Figura 8. Principales sefiales en RMN **C, correspondientes a C-2, C=0y C-2.

Los compuestos PYP1, PYP2, PYP3 y PYP5 fueron analizados mediante espectrometria de
masas. Es importante mencionar que el idn molecular en algunos casos no se observé o tuvo
una abundancia relativa inferior al 5%, debido a que los compuestos son sensibles a las
condiciones de la técnica de analisis; sin embargo, si se observaron las principales
fragmentaciones que sufren las moléculas. En la Tabla 7 se muestran los principales
fragmentos en los compuestos finales. Ademéas mediante la técnica espectrometria de masas
de alta resolucién por el método de ionizacidn por electrospray se determiné la masa del ién

molecular, M+1 o M+23, de los compuestos.
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Tabla 7. Principales fragmentos y su relacion m/z de los compuestos PYP1, PYP2, PYP3y PYP5

+
R
R a
n ol Jil ] |0| N
X N Ry N7 ONH §

Ry N NH \: s ) 2 \> s, - \> 5,
i \CH3 cl N CHg cl N CHjy
CHj CH,

A B
Compuesto R, R, Fragmento A m/z Fragmento B m/z
(abundancia) (abundancia)
PYP1 H H 297 (39%) 239 (100%)
PYP2 H CHjs 311 (100%) 239 (85%)
PYP3 H Cl 331 (47%) 239 (100%)
PYP5 NO, H 342 (100%) 239 (55%)

Los compuestos PYP1, PYP2, PYP3 y PYPS5 se analizaron mediante espectroscopia de IR
mostrando una banda pequefia en un rango de 3220-3390 cm™ correspondiente a NH de la
amida, la banda correspondiente al estiramiento de C=0O aparece en todos los casos en el
rango de 1650-1690 cm™. También se observo la banda caracteristica de la vibracién por el
estiramiento asimétrico del -CHsen el rango de 2920-2940 cm™

La presencia del grupo NO, en el compuesto PYP5 se comprobé mediante las bandas
caracteristicas a los estiramientos asimétrico y simétrico de este grupo en 1513 y 1343 cm™,

respectivamente.

7.1.3. Obtencion de las carboxamidas finales PYP4 y PYP7.

De igual manera que para los compuestos anteriores, la obtencion de las carboxamidas
finales PYP4 y PYP7 se llevo a cabo a partir el &cido carboxilico 11 via la formacién del
cloruro de acido siguiendo la ruta sintética mostrada en el Esquema 3. Para obtener el
compuesto PYP4 se hizo reaccionar el cloruro de acido con carbazato de tert-butilo en THF
durante 12 horas a temperatura ambiente. La carboxamida final PYP4 también se utiliz6
como precursor para generar PYP7 mediante la eliminacion del grupo tert-butilo con
HCl/dioxano, una vez que se genero la hidracina, esta se hizo reaccionar durante 12 horas y
a temperatura ambiente con 5-nitrofuran-2-carbaldehido para obtener el compuesto final
PYP7.
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El compuesto 2-{[6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
iljcarbonilthidrazinocarboxilato de tert-butilo (PYP4) se caracteriz6 mediante espectroscopia
de RMN 'H donde se observé una sefial a 1.438 ppm que integré para nueve hidrogenos
asignada a los tres metilos del grupo -O(CHs)s; ademas se observaron los hidrégenos de la
parte bencimidazdlica en los desplazamientos esperados y ademas dos sefiales amplias en
9.023 y 9.983 ppm, cada una integré para un hidrogeno y cuando se hizo el intercambio con
D,O se comprobaron los hidrogenos de N-H de amida. En el espectro de RMN *C se
observaron las 13 sefiales esperadas para la molécula, con la sefial correspondiente a tert-
butilo en 28.16 ppm y a 168 ppm una sefal asignada al C=0. En el espectro de masas se
observo el pico base con m/z de 239 (100%) que se asignd al fragmento con la pérdida
HNNHCO(CHs)s. El espectro de IR mostré dos bandas en 1708 y 1692 cm™ correspondiente
al estiramiento del enlace C=0 del éster y la amida, y una banda en 1164 cm™ asignada a los
estiramientos de los enlaces presentes en R-CO-0O-R, ademas se observé la banda en 3386

cm caracteristica del estiramiento del enlace N-H de amida.

El compuesto 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N'-[(5-nitrofuran-2-il)metilen]-1H-bencimidazol-5-
carbohidracida (PYP7) resulté ser la mezcla de los isdmeros E y Z, esto se observé en el
espectro de RMN'H. En el caso del isémero E el singulete a 7.798 ppm que integré para 1H
se asignd al hidrégeno del grupo N=CH; ademas se identificaron los H-3' y H-4' del
nitrofurano mediante la presencia de un singulete en 8.235 ppm y la presencia de un doblete
en 7.235 ppm con J=3.6 Hz respectivamente. Para el isomero Z, la sefial simple a 7.570
ppm se identifico con la correspondiente al N=CH; también se identificaron los H-3’ y H-4’ del
nitrofurano mediante la presencia de un doblete en 7.663 ppm con J= 3.6 Hz y la presencia
de un doblete en 6.967 ppm con J=3.2 Hz respectivamente. Adicionalmente, se observo una
sefial a campo bajo en 12.253 ppm correspondiente al hidrégeno del grupo N-H de la amida
que desapareci6 cuando se hizo intercambio con D,O. En el espectro de RMN **C se
observaron las sefales correspondientes para la mezcla de isGmeros presentes. En el
espectro de masas se comprobo la masa del compuesto y la pérdida del fragmento —HNNC-
nitrofurano correspondié al ion de m/z de 239 (100%). En el espectro de IR se observo la
banda a 1349 cm™ caracteristica de las vibraciones Ar-NO,, también se observé la banda

caracteristica al estiramiento C=0 de amida en 1653cm™.
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7.2 Parte biologica

7.2.1. Ensayos de inhibicién enzimética in vitro en la enzima Triosafosfato isomerasa
La evaluacidon de la capacidad inhibitoria de las carboxamidas obtenidas se realizé en las
TIM de T. cruzi (TcTIM) y T. brucei (TbTIM). En la Tabla 8 se muestran los resultados

obtenidos.

Tabla 8. Actividad inhibitoria de los compuestos de la serie PYP en la enzima TIM

Compuestos % actividad inhibitoria % actividad inhibitoria
TcTIM (200 pM) TbTIM (200 uM)
PYP1 0 0
PYP2 0 0
PYP3 4 0
PYP4 0 0
PYP5 16 0
PYP7 5 0

Para la TIM de T. cruzi los compuestos presentaron muy baja o una nula actividad, siendo
PYP5 el mas activo de la serie, ya que inhibié en 16% la actividad de la enzima.

En el caso de la TIM de T. brucei todos los compuestos presentaron nula actividad
inhibitoria.

El disefio de la serie PYP se bas6 en algunas carboxamidas evaluadas contra TIM de T.
cruzi (CMC-17 y CMC-19) que presentaron de regular a buena actividad frente a esta enzima
40 y 50% (100 pM), respectivamente.”® Dada la semejanza estructural de las nuevas
carboxamidas con los hibridos CMC-17 y CMC19, se esperaria que los nuevos compuestos
tuvieran cierta capacidad inhibitoria de la TcTIM; sin embargo, la actividad sobre las enzimas
fue muy pobre o nula, por lo que podemos suponer que la principal limitante de la actividad
sobre la enzima es la baja solubilidad de los compuestos de la serie PYP en las condiciones

de la evaluacion.
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Es importante sefialar que desafortunadamente al tiempo de este reporte, no se ha evaluado
la actividad contra el protozoario T. cruzi en ensayos in vitro. De resultar activos o
moderadamente activos, el mecanismo por el cual estarian actuando estos compuestos seria

diferente para el cual fueron disefiados.

7.2.2. Ensayos de susceptibilidad in vitro en protozoarios

Las carboxamidas PYP1, PYP2, PYP3, PYP4, PYP5 y PYP7 se sometieron a ensayos de
actividad in vitro contra E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis. Se midi6 la susceptibilidad
(Clso) de estos protozoarios a los compuestos mediante el método de subcultivos. En la

Tabla 9y el Gréafico 1 se muestran los resultados de la evaluacion in vitro.

Tabla 9. Actividad antiprotozoaria in vitro y 1/Clso de las carboxamidas PYP1, PYP2, PYP3,
PYP4, PYP5y PYP7, y de farmacos de referencia

Compuesto E. histolytica G. intestinalis T. vaginalis

Clso (UM) | 1/Clso | Clso (MM) | 1/Clso | Clso (M) | 1/Clso

PYP1 0.0345 | 28.98 | 0.3455 | 2.894 | 0.0120 83.33

PYP2 0.0418 | 23.92 | 0.0158 | 63.29 |0.0288 34.72
PYP3 0.0408 | 24.51 | 0.0122 | 81.97 [ 0.3676 2.72

PYP4 0.0485 | 20.61 | 0.0566 | 17.66 | 0.0283 35.34

PYP5 0.0092 | 108.69 | 0.0079 | 126.58 | 0.0410 24.39

PYP7 0.0266 | 37.59 | 0.0292 | 34.25 [ 0.0132 75.96
Albendazol (ABZ) 56.33 0.02 0.038 26.32 | 3.39 0.29
Metronidazol (MTZ) | 0.350 2.86 1.226 0.82 |0.236 4.24
Nitazoxanida (NTZ) [ 0.055 18.18 0.013 76.92 [ 0.110 9.09

En general los compuestos mostraron buena actividad antiprotozoaria, algunos en el orden
nanomolar, el compuesto mas potente fue PYP5.

En los ensayos contra E. histolytica, todos los compuestos sintetizados fueron superiores en
potencia a los farmacos usados para el tratamiento de esta parasitosis (MTZ y NTZ) y por
consiguiente mucho mas activos que el ABZ, el cual no esta clasificado como amebicida. La
carboxamida PYP5 fue el compuesto que presentd la mayor actividad de todos los

compuestos de la serie, mientras que PYP4 fue el que presentd la menor actividad. Los
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resultados indican que es necesaria la presencia de un grupo aromatico heterociclico para
obtener el efecto amebicida, caracteristica estructural que el compuesto PYP4 no posee.

Contra G. intestinalis, todos los compuestos fueron superiores en potencia al MTZ, los
compuestos PYP2, PYP3, PYP5 y PYP7 resultaron mas potentes que ABZ, mientras que

unicamente los compuestos PYP3 y PYP5 fueron mas activos que NTZ.
Respecto a los ensayos contra T. vaginalis casi todos los compuestos fueron superiores en

potencia a los farmacos de referencia, con excepcion de PYP3 que resulté 1.5 y 3.3 veces

menos activo que MTZ y NTZ respectivamente.

140

1/C150

Gréfico 1. Comparacion de las potencias observadas de los compuestos de la serie PYP en
E. histolytica, G. intestinales y T. vaginalis.
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Cabe destacar que el compuesto PYP5 resultd un potente amebicida y giardicida superando
a los tres compuestos de referencia. Es probable que la presencia del grupo nitro en la
carboxamida PYP5 contribuya de manera importante en el incremento de la potencia
observada, debido a que este grupo confiere efecto oxidante que puede afectar de manera
significativa la supervivencia de los protozoarios estudiados. Si bien el compuesto PYP7

también posee un nitroheterociclo, éste se trata de un anillo mas pequefio, un furano.

Con base en los resultados obtenidos, los compuestos muestran ser potentes agentes
antiprotozoarios.

El disefio de estos compuestos surgié de la modificacién estructural del heterociclo de las
carboxamidas hibridas, CMC-17, CMC-19 previamente reportadas. El compuesto PYP5 tiene
una relacion estructural mas cercana con las carboxamidas hibridas que sirvieron para el
disefio de los compuestos reportados en este trabajo, especialmente con el compuesto CMC-
19, en donde se modificd la parte del 5-nitrotiazol por 3-nitropiridina en PYP5. Esta
modificacion mejord ligeramente la actividad antiprotozoaria, especialmente contra G.
intestinalis, en donde CMC-19 presenté una Clsy de 0.010 pM,>® mientras que PYP5 de
0.0078 pM. Por lo que se puede decir que la modificacion del heterociclo, en especial por un

anillo de piridina, fue exitosa para mejorar la actividad antiprotozoaria.

Por otro lado, los compuestos PYP1 y PYP7 resultaron mas activos en la evaluacién contra
T. vaginalis. En este caso el grupo nitro parece no tener una influencia directa en la actividad
bioldgica, este fendmeno también puede observarse en los compuestos CMC-17 y CMC-19,
moléculas que difieren entre si por la presencia o ausencia de un grupo nitro en el anillo de
tiazol, y que también fueron evaluados contra T. vaginalis, cuyos valores de Clso reportados
son similares, esto es: 0.015 pM para CMC-17 y 0.016 puM para CMC-19. El mecanismo de
accion de los compuestos PYP1 y PYP7 se desconoce, sin embargo cabe la posibilidad que
actuen en diferentes blancos farmacoldgicos.

Los resultados obtenidos proporcionan informacion muy importante para posteriores estudios
de correlacién estructura actividad, y que permitan el desarrollo de compuestos mas activos
Se requieren mas estudios para determinar el mecanismo por el cual estos compuestos

ejercen su mecanismo de accion antiprotozoaria.
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7.3. Parte computacional

7.3.1. Estudios de acoplamiento molecular (docking) de los compuestos de la serie
PYP

Debido a que el disefio de las carboxamidas de la serie PYP se bas6 en un estudio de
docking sobre la enzima TcTIM y a que se pudo contar con la evaluacion de la capacidad
inhibitoria deTcTIM y ademas de la TbTIM; en esta parte del trabajo decidimos estudiar, de
una forma teodrica, el modo de interaccion que tiene las carboxamidas de la serie PYP al
acoplarse con en el sitio de unidn propuesto en la interfaz de las TIM’s de T. cruzi, T. brucei
y H. sapiens.

Se repitid lo ya realizado con la TcTIM para completar el estudio. Ademas de identificar los
residuos que participan en la interaccion con los ligandos y la energia teérica con la cual se
unen los compuestos a la enzima.

A continuaciébn se muestran los resultados obtenidos del docking con las TIM de los
protozoarios y humano en términos de energia de union, asi como también se muestran las

representaciones del acoplamiento preferencial de las moléculas con cada una de las TIM’s.

En la Tabla 10 se muestra la energia de union de los ligandos pertenecientes a la serie PYP
y de algunos compuestos de la serie CMC®® con la TIM de los protozoarios (T. cruzi y T.

brucei) y el humano (H. sapiens).

Tabla 10. Energia de union de los compuestos de la serie PYP y analogos de importancia
con la TIM de T. brucei, T. cruzi y H. sapiens

Compuestos AG ynisn (kcal/mol)

TbTIM TcTIM HsTIM
PYP1 -5.93 -7.03 -6.81
PYP2 -6.47 -7.10 -7.13
PYP3 -6.54 -7.14 -6.97
PYP4 -6.49 -6.57 -6.62
PYP5 -7.31 -7.07 -7.80
PYP7 -7.35 -8.95 -7.75
CMC17 -5.75 -7.51 -6.38
CMC19 -7.23 -7.72 -7.85
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Los compuestos mostraron afinidad por la enzima con valores de AG negativos, indicando
gue la formacion de los complejos enzima-ligando es estable. Los compuestos PYP5 y PYP7
fueron los mas afines por las tres enzimas, con valores semejantes a los obtenidos para el

compuesto CMC19 que coincide con los primeros en tener un grupo nitro en su estructura.

También se puede ver que las energias calculadas para la HSTIM son muy semejantes a la
de los tripanosomas; en algunos casos mas negativas que para las de los protozoarios, por
lo que las carboxamidas de la serie PYP no muestran selectividad por ninguna de las tres

enzimas.

Debido a la nula o escasa actividad que presentaron los compuestos de la serie PYP al
inhibir la TIM de los protozoarios no es posible correlacionar los resultados obtenidos del
estudio de acoplamiento molecular con los resultados de la inhibicidbn enzimatica sobre las

enzimas TIM.

Por otra parte, sin importar los pobres resultados del ensayo de la actividad enzimatica de las
TcTIM de los compuestos, se decidié analizar el acoplamiento e interaccion de los
compuestos PYP3 y PYP5, que fueron los que presentaron 4 y 16% de inhibicion de la
enzima respectivamente, con los residuos de la TcTIM, con el propdsito de analizar como y

con qué residuos sucede la interaccion como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Acoplamiento de las carboxamidas PYP3 (verde) y PYP5 (amarillo) con la interfaz de la TIM. (A) Representacion en mapas de
superficie electrostética de la enzima, ligandos en lineas (PYP3 verde y PYP5 amarillo). (B) Representacion en mapas de superficie
electrostaticas de la enzima y ligando PYP3. (C)Representacion en 2D de la interaccion del ligando PYP3 con residuos de la interfaz de la
enzima. (D) Representacion en mapas de superficie electrostaticas de la enzima y ligando PYP5. (E) Representacion en 2D de la
interaccion del ligando PYP5 con residuos de la interfaz de la enzima.

51



RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede observar, los ligandos PYP3 y PYP5 presentan un acoplamiento similar en la
interfaz. En el célculo de las energias de interaccion, el compuesto PYP3 presento la mayor
afinidad, es decir tuvo una energia ligeramente mas negativa, esto puede explicarse a la
interaccion del tipo hidrofobica entre ligando y los residuos TYR103, GLY 104, GLU105 vy ILE
109. Ademas de la formacién de puentes de hidrogenos entre THR70 con el oxigeno del
carbonilo y LYS113 con el nitrégeno del nudcleo del bencimidazol. En cuanto a PYPS5,
podemos observar que su acoplamiento a la interfaz se encuentra desplazado hacia el
interior, en donde el grupo nitro forma un puente de hidrégeno con el residuo THR70; lo que
provoca este desplazamiento. Ambos compuestos son estabilizados en el interior de la
interfaz de la enzima por el conjunto de residuos arométicos TYR102 y TYR103 ademés de
otros residuos hidrofébicos como ILE69, y GLY104.

Cabe destacar que algunos de los aminoacidos de la TcTIM con los que interaccionan los
ligandos son diferentes a los HSTIM tiene, por ejemplo VAL69, GLY103, GLU104, SER105,
PHE102 y VAL113.

El proceso de la inhibicion no competitiva de una enzima es un fenébmeno muy complejo en el
gue estan implicados varios pasos. Hasta la fecha, las simulaciones de acoplamiento
molecular s6lo permiten la prediccion de modos de unién y la afinidad de ligandos en
macromoléculas, pero estas predicciones no reflejan necesariamente una posible respuesta
biolégica. Esta respuesta bioldgica podria estar relacionada con una tendencia no lineal a la

concentracion del ligando.
Debido a estos hechos, no se espera encontrar una correlacion cuantitativa entre los

resultados de acoplamiento y el porcentaje de inhibicion a una concentracion fija; ademas de

los factores fisicoquimicos intrinsecos de las moléculas, tales como solubilidad, pKa, etc.
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8. CONCLUSIONES

v

Se sintetizaron e identificaron las seis carboxamidas propuestas, designadas como
PYP1, PYP2, PYP3, PYP4, PYP5 y PYP7. La formacion de las amidas se logré con
rendimientos moderados via la formacion del cloruro del acido. La solubilidad de los

compuestos finales dificultoé su purificacion.

Los resultados de inhibiciébn enzimética frente a las TIM de T. cruzi y T. brucei
mostraron que las carboxamidas presentaron nula actividad para T. brucei y
solamente PYP3, PYP5 y PYP7 presentaron una ligera actividad para T. cruzi. El

compuesto PYP5 fue el mas efectivo, inhibié 16 % la actividad de TcTIM.

El céalculo de las energias de unién mostr6 que los compuestos no son selectivos
hacia ninguna de las TIM’s estudiadas, aunque se puede decir que son ligeramente

mas afines por la TcTIM.

El estudio de acoplamiento molecular sobre las enzimas TIM de T. cruzi y T. brucei
demostrdé que la carboxamida PYP5, con grupo nitro en el anillo de piridina, tiene
mejor interaccion con los residuos de la enzima, comparado con su analogo activo

PYP3 el cual no posee este grupo.

A pesar de los valores de energia favorables encontrados para la unién, la nula o
escasa actividad que presentaron los compuestos de la serie PYP para inhibir la TIM
de los protozoarios, no es posible correlacionar los resultados obtenidos del estudio

de acoplamiento molecular con los de la inhibicion enzimatica.
La solubilidad de los compuestos fue un factor determinante que afecto el ensayo de

inhibicion enzimética, por lo que el estudio de las propiedades fisicoquimicas de las

moléculas que se disefian por DiIFAC debe tomarse en cuenta.
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v' Las seis carboxamidas sintetizadas presentaron amplio espectro antiprotozoario ya
gue fueron activas contra E. histolytica, G. intestinalis y T vaginalis, algunos mas
potentes que los farmacos de referencia metronidazol, albendazol y nitazoxanida. El
compuesto PYP5 fue el mas activo contra E. histolytica, G. intestinalis con valores de
Clsp nanomolares; y el compuesto PYP1 contra T. vaginalis. El compuesto PYP4,
carente del heterociclo en la parte aminica de la amida, fue el menos activo de los

seis.

v' La introduccion del anillo de piridina mejoré la actividad contra los dos protozoarios
respecto a los compuestos CMC-17 y CMC-19, los cuales sirvieron para el disefio de
los compuestos reportados en este trabajo, por lo que la presencia de un heterociclo
aromatico en la parte aminica de las moléculas parece ser fundamental para la

actividad.

v' Se requieren mas estudios para determinar el mecanismo de acciéon de los

compuestos sintetizados.
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Instrumentacioén

Las materias primas y reactivos se pesaron en una balanza analitica
Santorious y en una balanza granataria SCIENTECH SL600.

Las reacciones de hidrogenacion catalitica se realizaron en un hidrogenador marca Parr
modelo 3916EG con un vaso reactor de 500 mL de capacidad, adaptado a un tanque de
hidrégeno INFRA y como catalizador Ni-Raney marca Aldrich.

El calentamiento de las reacciones se realizé en parrillas de calentamiento y agitacion marca
IKA-RET.

Los puntos de fusién se determinaron mediante capilar en un aparato Biichi modelo B-540.
La evaporacion de los disolventes se llevé a cabo en un rotaevaporador marca Biichi modelo
R-205 con bafio de calentamiento Bichi B-490, acoplado a una bomba de vacio Bichi
modelo V-800 y un condensador de dedo frio conectado a un enfriador Brinkmann IC-30; o
bien, en un rotaevaporador R-125 con bafio de calentamiento Biichi B-491,conectado a una
bomba de vacio Vacuubrand modelo CVC-2 vy acoplado a un condensador de dedo frio
enfriado por un refrigerante en espiral Brinkmann modelo IC-30.

Los equipos utilizados en las técnicas espectroscépicas y espectrométricas pertenecen a la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.
La determinacion de los espectros de RMN *H y RMN *3C se realiz6 en un aparato de
resonancia magnética Varian MRS 400 MHz utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna, se emplearon disolventes deuterados como dimetilsulfoxido (DMSO-dg),
cloroformo (CDCI3), piridina (CsDsN) y agua deuterada (D,O) para el intercambio de
hidrégenos acidos; los desplazamientos (8) se expresan en ppm. Los espectros de masas
(EM) se determinaron en un equipo JOEL modelo JMS-SX102 utilizando la técnica de
introduccién directa (ID) e impacto electronico (IE), o en un espectrometro de cromatografia
de liquidos de alta resolucion Waters Synapt® G2-S acoplado a unafuente de electrospray
(ESI).

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de transformada de Fourier,

marca Perkin Elmer Modelo 1605, mediante la técnica pastillas y reflectancia.
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Cromatografia

El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se observaron por cromatografia
en capa fina (CCF) utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF-254 (Merck).
Los compuestos organicos se visualizaron con luz ultravioleta (UV). Los sistemas utilizados

fueron los siguientes:

Sistema Composicién Proporcion

I Cloroformo-Metanol 95:5

Il Hexano-Cloroformo-Acetato de Etilo | 50:35:15
1] Cloroformo-Metanol 90:10

\% Cloroformo-Metanol 80:10

Para la separacion cromatogréfica por la técnica de cromatografia en columna Flash se
utilizé una columna de vidrio empacada con gel de silice 60 (Merck), con un tamafio de
particula 0.04-0.063 mm y malla 230 — 400 mesh. La velocidad de flujo se ajusté a 0.07

in?/min mediante una bomba calibrada a 4.0 Ib/in? de presion.
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Técnicas para la preparacion de intermediarios y productos finales

Sintesis de 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

HO (CH,S0,

cl N , ” a N , ¢
@ @

En un matraz bola de una boca esmerilada 24/40 de 50 mL, adaptado a un embudo de
adicion se suspendieron 10.3 g (3 eq. 0.0744 mol) de carbonato de potasio en 20 mL de DMF
a temperatura ambiente. A continuacion se adicionaron 5 g (0.02480 mol) de &acido 2-cloro-4-
nitrobenzoico (1), en este punto la mezcla se mantuvo en agitacién vigorosa durante 10
minutos. Una vez pasado este tiempo, se verificd que el pH estuviera en 7, por lo que se
procedio a la adicion, mediante goteo continuo, de 4.7 mL (2 eq. 0.0496 mol) de sulfato de
dimetilo. Terminada la adicion, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 2 horas 30
minutos, la CCF revel6 la presencia del acido materia prima 1, por lo cual se decidio
adicionar 1.17 mL (0.5 eq. 0.0124 mol) mas de sulfato de dimetilo y se aseguré que el pH
estuviese alcalino (pH 10). Después de una hora de reaccion se verifico la ausencia de
materia prima, el disolvente se retird6 con el rotaevaporador, se agregd agua con hielo al
matraz de reaccion obteniendo un sélido amarillo claro, éste se separ6 por filtracién al vacio
y se lavo repetidamente con agua fria dando 5.32 g (99.50%) de producto crudo. Una
muestra 0.73 g se recristaliz6 de MeOH dando 0.71 g de cristales amarillos (97%) con Ri=
0.63 (sistema I) y un p.f. de 76.0-76.5 °C.
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Sintesis de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

O O
H,C H,C
.Oh E—— .Oh
cl N o, MeoH o clI H,
@) 3)
P M P N

En un frasco de hidrogenacién de 500 mL se suspendieron 25 g (0.1159 mol) de 2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (2) en 250 mL de una mezcla MeOH/AcOEt (70:30), en seguida se
adicionaron 7.5 g (30% en peso) de catalizador Ni/Raney, previamente lavado con agua y
posteriormente con MeOH. El frasco de hidrogenacién se coloc6é en el hidrogenador, se
purgo por triplicado con hidrogeno; la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente, con
la adicion controlada de hidrogeno. Después de 3 horas 30 minutos el consumo de hidrégeno
ces6, consumiéndose un total de 545 Ib/in% la CCF demostrd la ausencia de la materia
prima 2. La mezcla de reaccion se filtr6 en una cama de celita, posteriormente se retiro el
disolvente en un rotaevaporador. Se obtuvieron 20.44g (95.02%) de un soélido café claro con
Rf= 0.5 (Sistema l) y p.f. de 108.5-109.5°C.

Sintesis de 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

1 1
HC HaC
O/D\ — O/D\ /|T\
—_—
Cl NH, A" Cl NH CH,
3) 4)
PM 185. 60 PM 227. 64

En un vaso de precipitados de 250 mL provisto de termometro, agitador de vidrio y bafio de

hielo, se colocaron 20 g (0.1077 mol) de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3) y 30 mL de

acido acético. Lentamente se adicionaron 10.2 mL (1 eq. 0.1077 mol) de anhidrido acético
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evitando que la temperatura rebasara los 40 °C, terminada la adicidon la mezcla de reaccion
se dej6é en agitacion vigorosa por 30 minutos a temperatura ambiente. Después de este
tiempo la CCF mostré6 una conversién total de la materia prima, por lo que la mezcla de
reaccion se vertio en agua con hielo y se agitd vigorosamente con un agitador de vidrio. El
sélido blanco formado se separoé por filtracional vacio y se lavo repetidamente con agua fria.
Se obtuvieron 22.64 g (92.34%) de producto con un Rf= 0.38 (Sistema I) y p.f. de 114.8-
115.4 °C.

Sintesis de 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

C, 2

Hs

.O iSOIIHNOi O o
NH‘C Hg Cl H~CH

5)

En un vaso de precipitados de 1 L provisto de termdmetro, embudo de adicion y bafio de
hielo, se disolvieron 20 g (0.0890 mol) de 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) en 40
mL de acido sulfarico concentrado, manteniendo una agitacién vigorosa hasta obtener una
solucién homogénea y controlando la temperatura por debajo de 12 °C. Se asegur6 que la
temperatura estuviese entre 0-5°C para posteriormente adicionar, gota a gota, 6.36 mL (1.2
eg. 0.1068 mol) de &cido nitrico, manteniendo la reaccion en el rango de temperatura
indicado (0-5°C). Al término de la adicion, 2 horas 30 minutos, la CCF revel6 conversion total
de la materia prima y la formacién de dos productos en proporcién 60:40 aproximadamente.
La mezcla de reaccién se vertié en 2 L de agua con hielo y se agitd vigorosamente. El sélido
se separ6 por succion, se lavo repetidamente con agua fria y se dejé secar al aire. Se
obtuvieron 22.51 g (92.77%) de un sélido amarillo claro. El producto crudo se recristalizo de
AcOEt obteniendo 18.54 g (82.4%) de cristales amarillos con Rf= 0.72 (Sistema I) y p.f.=
138.9-139.7°C.
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Sintesis de 4-amino-2-cloro- 5-nitrobenzoato de metilo (6)

ﬁ 0
H3C\o NO, H,SO,/MeOH HSC\O NO .
R g
cl NH CHs

cl NH,

) (6)
PM 272.64 PM 230.60

En un matraz bola de una boca de 500 mL provisto de un condensador, se suspendieron 15
g (0.0550 mol) de 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5) en 180 mL de MeOH a
temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron, gota a gota, 20 mL de acido sulfarico.
La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo y se mantuvo en agitacion constante durante 8
horas. Pasado este tiempo la CCF revel6 la conversion total de la materia prima, por lo que la
mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, dando lugar a la formacion de un
precipitado naranja y posteriormente se separo por filtracion al vacio, se lavé con 50 mL de
MeOH y posteriormente con agua, se dej6 secar al aire dando 11.23 g (88.54%) de un sélido
amarillo-naranja. El producto crudo se recristalizd de EtOH, obteniendo 9.25 g (82.4%) de

cristales de color naranja con Rf= 0.64 (sistema l) y un p.f 218.2-221-3°C.

Sintesis de 4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7)

| I
HLC NO H,C NH
3 \O 2 H, / Ni, Raney 3 \O 2
e
MeOH/AcOEt
Cl NH, Cl NH,
(6) (7)
AV 230. 61 PV 200. 62

En un frasco de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 25 g (0.1084 mol) de 4-amino-2-

cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) en 250 mL de una mezcla MeOH/AcOEt (70:30) y

enseguida se adicion6 el 7.5 g de (30% en peso) catalizador Ni/Raney, previamente lavado
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con agua y MeOH. Una vez terminada la adicion del catalizador el frasco de hidrogenacion
se coloco en el hidrogenador; el sistema se purgo tres veces con H,. Durante 3 horas y 30
minutos se llevd a cabo la adicion controlada de hidrogeno, a temperatura ambiente; después
de tiempo el consumo de hidrogeno ceso y se decidié terminar la reaccién. Se consumieron
un total de 545 Ib/in®> de H,. La CCF demostré la conversién total de la materia prima (2), la
mezcla de reaccion se filtr6 en una cama de celita, para retirar el catalizador, y
posteriormente se concentré el disolvente en un rotaevaporador. Se obtuvieron 20.11 ¢
(92.47%) de un sdlido café claro y con un Rf= 0.23 (Sistema 1). El producto sin tratamiento

posterior se decidié ocupar en la siguiente reaccion.

Sintesis de 6-c|oro-2-mercapto-1H-bencimidazol-5-carboxi|ato de metilo (8)

O
HyC_ | N
/\/O: CS,, KOH, EtOH O/\/Oi \>—SH
Cl N

@ @
BV 200. 62 PV 242. 68

En matraz de bola de tres bocas de 500 mL, provisto de embudo de adicion, condensador en
posicion de reflujo, termdémetro y atmosfera de nitrégeno, se mezclaron 20 g (0.0997 mol) de
4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7) en 250 mL de EtOH a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionaron 14 g de KOH (2.5 eqg. 0.2492 mol) disueltos en 50 mL de
agua. Después de 10 minutos de agitacion, se adicionaron lentamente 12 mL (2 eq. 0.1994
mol) de disulfuro de carbono. Una vez terminada la adicion, la mezcla de reaccion se calentd
a una temperatura de 65 °C durante 3 horas. La CCF reveld conversion total de la materia
prima. La mezcla de reaccioén de vertié en agua con hielo y se puso en agitacion; luego, se
adicion6 lentamente acido acético glacial al 20% hasta pH 5. El sélido formado se separoé al
vacio, se lavo con agua helada en repetidas ocasiones y se sec6 al aire. Se obtuvieron 18.92
g (78.20%) de un solido café claro que en CCF mostré una sola mancha con Rf= 0.33
(Sistema I). Una muestra de 1.52 g se recristalizé en EtOH/DMF obteniendo 1.21 g (80%) de
un sélido blanco con un p.f. de 250.1-251°C.
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Sintesis de 5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (9)
Sintesis de 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (10)

o

CHg
/
H;C CH.
3¥No N Pk
>—s
V4
cl N

o %)

H.C PM 270.73
3 \O N\ 1) KOH, Acetona
>_ D —
SH 2) 2 CH,l +
cl H o
® Mo N o
P M 242.68 \>_S
cl N

\
(10) CH3
PM 270.73

En un matraz de bola de una boca de 100 mL acondicionado con embudo de adicién y bafio
de agua helada (5 °C) se disolvieron 10 g (0.0412 mol) de 6-cloro-2-mercapto-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (8) en 50 mL de acetona. A la solucién se le adicion6
4.85 g de KOH (2.1 eqg. 0.0865 mol) disueltos en 10 mL de agua y posteriormente se
agregaron, gota a gota, 5.12 mL (2eq. 0.0824 mol) de yoduro de metilo. Terminada la adicion
de los reactivos, la reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 4
horas, después de este tiempo la CCF revel6 la conversion total de la materia prima y la
presencia de dos productos con Rf;= 0.39 y Rf,= 0.43 (Sistema Il). La mezcla de reaccion se
vertio en agua con hielo y se ajustd el pH con &acido acético hasta un valor de 7,
posteriormente se filtrd al vacio, se lavd repetidas veces con agua y se dejo secar al aire
dando 6.93 g (62.12%) de un solido blanco. Los dos is6meros obtenidos se separaron por
cromatografia en columna Flash, utilizando CHCI; como fase mdévil y gel de silice como fase
estacionaria, con un flujo de 0.7 in/min. Del isémero de interés (compuesto 10) el de Rf=0.39
se obtuvieron 2.59 g (23.22%). EIl producto crudo se recristalizé de EtOH dando 2.18 g (84%)
de cristales blancos con un Rf=0.39 (Sistema Il) y con un p.f. de 113.3-114.3 °C.
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Sintesis de &cido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (11)

|C|) 0
Hsc\o N /CHS o N /CH3
\>73 KOH \>73
—_—
Cl N cl N

\ MeOH \
(10)  CHy (1) o,

PM 270.73 PM 256. 71

En matraz de bola de dos bocas de 100 mL acondicionado con una columna vigreux y
termOmetro se mezclaron con agitacion 5 g (0.0184 mol) de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (10) en 25 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron
2.1 g (2 eg. 0.0369 mol) de KOH disueltos en 5 mL de agua. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion durante 20 minutos. Pasado este tiempo, la reaccion se calent6 a 70
°C durante 2 horas. La CCF revel6 conversion total de la materia prima, por lo que la mezcla
de reaccidn se vertio en agua con hielo y se ajustd el pH a 4 con acido acético al 20%. El
sélido se separo6 al vacio, se lavo con agua helada y se dej6 secar al ambiente, dando 2.80 g
(59.28%) de un solido blanco, el cual se recristaliz6 de EtOH obteniendo 2.68 g (96%) de
cristales blancos con Rf= 0.2 (Sistema I) y p.f. de 252-253°C.

Método general de sintesis para la obtenciéon de los compuestos PYP1, PYP2, PYP3,
PYP4y PYP5

En un matraz de bola de una boca de 50 mL, acondicionado con una columna vigreux, se
agreg6é 1g (0.0039 mol) de acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico
(11) y 1.71 mL (6 eq. 0.0234 mol) de SOCI,. La reaccién se agité y calentd a 40°C durante 3
horas. Una muestra analitica de la mezcla de reaccion se derivatizo al éster del bencimidazol
10 por tratamiento con MeOH anhidro, con el propdsito de observar la formacion completa
del cloruro de acido 11. Una vez terminada la formacion del cloruro de acido, el exceso de
SOCI; se retir6 mediante destilaciébn azeotrdpica con 20 mL de benceno. El residuo seco, se
lavd con hexano frio (20 mL x 5), precipitando un sélido que se separo al vacio, y se utilizo
de manera inmediata para evitar su hidrolisis debida a la humedad del ambiente. El cloruro
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del acido se coloco en un matraz de una boca de 50 mL, se suspendié en 20 mL de CH3CN
anhidro; a la suspension se agregaron 1.64 mL (3 eq. 0.0117 mol) de Et3N y 1 equivalente de
la 2-aminopiridina adecuadamente sustituida. La reaccion se agitd bajo atmdsfera de
nitrégeno a temperatura ambiente. La reaccion se trabajé de acuerdo a sus propiedades.

Sintesis de 6-cloro-1-metil-2-metiltio-N-(piridina-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(PYP1)

Se sigui6é el método general de sintesis utilizando un equivalente de cloruro de acido 11, y
0.36 g (0.0038 mol) de 2-aminopiridina, la reaccidon se agitdé durante 3 horas. Terminada la
reaccion, el disolvente se retir6 con rotaevaporador, obteniendo 0.95 g (75.4%) de un soélido
blanco. El producto se purificd por tratamiento con 20% (w/w) de carbon activado en CH,Cl, a
reflujo durante media hora. Posteriormente, el producto se recristalizé por par de disolventes
CH2CI,/AcOEt dando 0.64 g (67.4%) de cristales blancos con Rf= 0.56 (sistema Ill) y punto
de fusion de 222.2-223.6°C.

Sintesis de 6-cloro-1-metil-N-(6-metilpiridin-2-il)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (PYP2)

Se siguid el método general de sintesis utilizando 1 equivalente de cloruro de acido y 0.39 g
(0.0041 mol) de 2-amino-6-metilpiridina, la reaccidn se agité durante 3 horas. Después, con
un rotaevaporador se retir6 70% del volumen inicial del disolvente, luego se agregaron 10 mL
de MeOH caliente, se agitdé durante 5 minutos, hasta disolucion. Finalmente la mezcla se
vertid en agua helada, el sélido se separ6 mediante vacio y se dej6é secar dando 0.45 g
(34.14 %) de un sdlido blanco con Rf= 0.62 (sistema Ill) y un punto de fusion de 169.3-169.8
°C.

Sintesis de 6-cloro-N-(6-cloropridin-2-il)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (PYP3)

Se siguid el método general de sintesis utilizando 1 equivalente de cloruro de acido y 0.50 g
(0.0039 mol) de 2-amino-6-cloropiridina, la reaccion se agité durante 3 horas. Terminada la
reaccion, el disolvente se retir6 con rotaevaporador, dando 0.75 g (54%) de un sélido amarillo

claro, el cual se purificé mediante cromatografia en columnaflash utilizando como fase movil
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hexano/AcOEt (50:50). Se obtuvieron 0.48 g (38%) de un solido amarillo con Rf= 0.73
(sistema 1ll) y un punto de fusion de 217.8-218.3°C.

2-{[6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-iljcarbonil}hidrazinocarboxilato de
tert-butilo (PYP4)

Se siguio el método general de sintesis utilizando un equivalente del cloruro de acido y 0.37g
(1.5 eqg. 0.0027 mol) de carbazato de tert-butilo. La reaccion seagitd durante 12 horas.
Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se verti6 en agua con hielo y el sdlido
formado se separd por filtracional vacio, se lavo repetidas veces con agua helada y se seco
al aire dando 0.69 g (95%) de un sdlido blanco con Rf= 0.60 (sistema I). El solido obtenido
se recristalizé de EtOH dando 0.55 g (80%) de un sélido blanco conpunto de fusion de
211.4-211.8°C.

Sintesis de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitropiridin-2-il)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (PYP5)

Se sigui6 el método general de sintesis utilizando 1 equivalente de cloruro de &cido y 0.54 g
(0.0038 mol) de 2-amino-5-nitropiridina, la reaccién se agité durante 2 horas. Después, la
mezcla de reaccion se separé por filtracion al vacio y el solido se dejo secar al ambiente; se
obtuvieron 0.35 g (24.3 %) de un sélido café. El producto se purifico por lavados con CHCI;,
se obtuvieron 0.26 g (74.3%) de un so6lido café claro con Rf= 0.69 (sistema lll) y p.f de 271.8-
272.5°C.

Sintesis de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N'-[(5-nitrofuran-2-il)metilen]-1H-bencimidazol-5-
carbohidracida (PYP7)

En un matraz de bola de 50 mL se mezclaron 0.5 g (0.0013 mol) de PYP4, 7.0 mL (20 eq.
0.0260 mol) de HCI/Dioxano 4M y 5 mL de THF. La mezcla de reaccién se mantuvo a
temperatura ambiente y en agitaciébn constante bajo atmosfera de nitrdgeno durante 48
horas. Después, el disolvente se retird6 con rotaevaporador, el sélido obtenido se suspendio
en EtOH a temperatura ambiente y selavé con EtOH (5 mL x 3) y con agua carbonatada en
repetidas ocasiones (5 mL x 3); el sélido se filtr6 al vacié y se secé al aire dando 0.25 g
(70%) de un solido blanco con Rf= 0.67 (sistema V). El producto se recristalizé de EtOH
obteniendo 0.22 g (90 %) de un sdlido blanco con punto de fusion de 250.1-250.6°C.
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En un matraz de bola de 5 mL se colocaron 0.04 g (0.0001 mol) del producto de hidrolisis
obtenido en el paso anterior, el cual se disolvid en 3 mL de una mezcla DMF/EtOH (50:50). A
la solucion se adicionaron 0.025 g (1.2 equivalentes, 0.00017mol) de 5-nitrofuran-2-
carbaldehido y un 1 mL de ortoformiato de trimetilo. La reaccion se calenté y agité a 50 °C
durante 48 horas. Luego, el disolvente se retir6 con rotaevaporador, al residuo se adiciono
una mezcla de agua con hielo y el solido formado se separo por filtracién al vacio y se lavo
con agua helada dando 0.05 g (98%) de un solido amarillo claro con Rf=0.72 (sistema IV), y
punto de fusion de 245-249 °C.
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