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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en
el ano 2012 se reportaron 14 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con esta enfermedad. Debido a lo anterior y al incremento de la poblaciéon

afectada es necesario el desarrollo de nuevas terapias para su tratamiento.

A pesar de los multiples esfuerzos que se hacen para el desarrollo de terapias
anticancerigenas efectivas, todavia hay mucho por hacer; por ejemplo disehar nuevas
moléculas enfocandose a disminuir los efectos adversos y alcanzar una mayor selectividad
por células cancerigenas. Para lograrlo, las moléculas tienen que ser mas afines a dianas
biolégicas involucradas estrechamente en procesos celulares desregularizados en las células
anormales. Un ejemplo de ellos es la division celular, en este caso uno de los blancos mas

estudiados es el monémero (3 de la tubulina que conforma a los microtubulos.

La subunidad de B-tubulina cuenta con diferentes isoformas, de ellas se encontré que las
isoformas HsBT1 y HsBT3 estan sobreexpresadas en cancer de pulmén, ovario y mama,
mientras que la isoforma HsBT6 solo en células hematopoyéticas. Adicionalmente se han
reportado diversos tipos de compuestos que se unen a este mondmero; entre ellos, los
derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo, mismos que han demostrado

experimentalmente actividad antitumoral.

En este trabajo se sintetizaron seis nuevos derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo
previamente disefiados como inhibidores de la polimerizacion de los microtubulos, pero con
aplicacién como antiparasitarios. Empleando esta informacion, en este proyecto se decidié
evaluar el potencial de estos nuevos derivados como posibles anticancerigenos, por lo que
se realizé un estudio de acoplamiento molecular de los nuevos derivados sobre las isoformas
HsBT1 y HsBT3 de B-tubulina, también se realizd6 el mismo estudio sobre la HsBTG6.
Adicionalmente, se evaluaron sus propiedades ADMET por métodos computacionales. Por el

momento, la evaluacion bioldgica de los compuestos se encuentra en proceso.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cancer y su tratamiento

La palabra cancer se utiliza para designar un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo. Estas se caracterizan por un crecimiento rapido de
células anormales, situacion que es transmitida a células hijas, y se manifiesta por un
aumento en la proliferacion celular y la funcion celular que se extienden mas alla de sus

limites habituales.’

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en
2012 se reportaron 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con
el cancer, entre los principales a nivel mundial se encentran: pulmonar, hepatico, gastrico,
colorrectal, mamario y cancer de eséfago."” En México, en el afio 2013, la tercera causa de
mortalidad en hombres fueron los tumores malignos de prostata, traquea, bronquios y
pulmén; mientras que en mujeres, también tercera causa de mortalidad, fue cancer de
mama, Utero, higado y de las vias biliares intrahepaticas.? Ademas de los mencionados, el

cancer de ovario es una de las principales causas de muerte en mujeres.?

El consumo de tabaco y alcohol, una dieta no balanceada y la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo de cancer en todo el mundo. Algunas infecciones crénicas
también constituyen factores de riesgo, teniendo una mayor incidencia en los paises de

ingresos medios y bajos.’

Por otro lado, existen dos tipos de terapias para el tratamiento del cancer: la quimioterapia no
selectiva, que actua en contra de todas las células que se dividen, y terapias dirigidas,
bloquean rutas bioquimicas esenciales o proteinas mutantes implicadas en el crecimiento y
supervivencia de células cancerigenas.* En la actualidad se cuenta con un gran ndmero de
farmacos dirigidos a blancos macromoleculares especificos, algunos de los cuales se

muestran en la Tabla 2.1.%
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Tabla 2.1. Farmacos empleados para el tratamiento del cancer

Farmaco Mecanismo de accion Padecimiento
Dasantinib Inhibe la regulacién de los receptores de tirosina o o
i Leucemia linfoblastica
(Sprycel®) cinasa
Gefitinib Inhibe la actividad de tirosina cinasa del . .
- L Cancer de pulmon
(Iressa®) receptor del factor de crecimiento epidérmico

Fulvestrant

Inhibe al receptor de estrégeno y promueve su ]
Cancer de mama

(Faslodex®) degradacion
Vorinostat Inhibe la actividad de la enzima histona . ] .
) ) Linfoma cutaneo de células T
(Zolinza®) desacetilasa
Bortezomib ) . ] ] o .
Inhibe la accién proliferativa del proteosoma Mieloide multiple
(Velcade®)
Azacitidina Inhibe la metilacién del DNA al unirse a la DNA . i o
] ] ] Sindrome mielodisplasico
(Vidaza®) metiltransferasa tipo 1
) Estabiliza el microtubulo polimerizado inhibiendo .
Paclitaxel N . L Sarcoma de Kaposi, cancer
la segregacion cromosémica durante la division ) .
(Taxol®) de mama, ovario y pulmén
celular
Vinblastina ) ) L ) . Linfoma de Hodgkin, cancer
Inhibe la polimerizacion de los microtubulos . )
(Velban®) de mama, pulmon y testicular
Colchicina ) ) L ) . ]
) Inhibe la polimerizacion de los microtubulos Antitumoral*
(Sixol®)

*Se emplea para prevenir la crisis de gota y como tratamiento para la cirrosis biliar, el efecto antitumoral se identificé en

estudios recientes.

En esta tabla se reportan algunos de los farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) que se encuentran en el mercado, los cuales presentan diferentes
mecanismos de accién para el tratamiento de diferentes tipos de cancer. El grupo de los
antimitoéticos, al cual pertenece el paclitaxel, la vinblastina y la colchicina, es uno de los mas

importantes en la actualidad debido a su amplio espectro de actividad en células cancerosas.

2.2. Microtubulos

Los microtubulos son estructuras proteicas del citoesqueleto en forma de largos y huecos
cilindros que se integran a partir de la asociacién lateral de protofilamentos, tienen
aproximadamente 25 nm de didmetro externo y longitud variada (ver Figura 2.1). Los
protofilamentos, a su vez, se conforman de la polimerizacién de heterodimeros de a- y -

tubulina (proteinas globulares con un peso molecular de aproximadamente 50 kDa); cada

3
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uno de ellos tiene expuesta una subunidad a en una terminal y una subunidad 3 en la otra,

esos extremos se designan como terminales (-) y (+), respectivamente. 58

A

w

C

05090505000°

Figura 2.1. Estructura de los microtubulos. (A) Los heterodimeros estan compuestos de las subunidades a y
que se polimerizan para formar (B) protofilamentos. (C y D) Trece protofilamentos forman contacto lateral para
crear la estructura de cilindro hueco los microtubulos con B-tubulina expuesta en la terminal (+) y a-tubulina en

la terminal (-).8

Cada heterodimero contiene dos sitios de union a nucleétidos de guanina (GDP/GTP); el
primero se localiza en la subunidad a, al cual se une una molécula de GTP de manera
irreversible y no hidrolizable, por eso es llamado sustrato no-intercambiable (sitio-N). En la
subunidad B se encuentra el segundo sitio, al cual se une libremente GTP que puede ser
intercambiado por GDP (sitio-E). Ademas de los nucleétidos, al heterodimero se encuentra

asociado a iones de Mg?* que interactian con los nucleétidos de guanina.t?®

Los microtubulos estan involucrados en varios procesos celulares tales como mantenimiento
de la forma de la célula, motilidad celular, transporte intracelular, division celular, crecimiento
celular y mitosis, esto las convierte en estructuras de gran importancia para la supervivencia

de la célula.” Debido al papel crucial que juegan los microtibulos en la divisién celular y
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mitosis, estas estructuras se consideran blancos atractivos para el disefio de farmacos

anticancerigenos.®
2.2.1. Dinamica de los microtubulos

La dinamica de los microtubulos es una funcién celular importante asociada a la habilidad de
estas estructuras a polimerizarse y despolimerizarse.’® Se ha observado in vivo que los
microtubulos muestran dos mecanismos distintos de comportamiento dinamico, inestabilidad
dinamica y recambio rotatorio. El primer mecanismo envuelve la adicion y pérdida de
subunidades de tubulina en la misma terminal del microtubulo; mientras que el intercambio
rotatorio ocurre a través de la ganancia de tubulina en la terminal (+) del microtubulo y la

pérdida de tubulina en la terminal (-)."

La inestabilidad dinamica es dirigida por la union, hidrdlisis e intercambio de la molécula de
GTP en el monémero de B-tubulina.’? La incorporacion de unidades en el protofilamento
ocurre cuando una molécula de GTP se une a cada uno de los monomeros a (sitio-N) y
(sitio-E). Después de ello, el GTP se hidroliza a GDP en la subunidad de B-tubulina, el cual
queda unido a la misma. Como una consecuencia, la terminal (+) es menos estable y tiende
a adoptar una conformacion curva (forma-D) que favorece la despolimerizacion (ver Figura
2.2). La hidrolisis del GTP se ve favorecida por la incorporacion de un nuevo heterodimero,
pero ésta solo ocurre en la penultima subunidad adicionada. Por esta razén, se propuso que

los microtubulos tienen una capa B-tubulina-GTP que podria ayudar a estabilizarlos. %12

En la despolimerizacién se pierde la capa B-tubulina-GTP, siguiendo con la apertura del sitio
del GDP vy los protofilamentos se abren hacia afuera liberandose los heterodimeros de ao/f3-
tubulina en el citoplasma. ElI GDP se une a la B-tubulina libre y puede intercambiarse por

GTP en el sitio E, iniciando otra vez el ciclo.6:10.11

La dinamica de los microtubulos puede cambiar dramaticamente, de un rapido crecimiento o
acortamiento. Alternativamente pueden alcanzar un estado estable, donde el crecimiento del
microtubulo es balanceado por el acortamiento del mismo. La transicion de un repentino
cambio en el crecimiento de un microtubulo a acortamiento se denomina “catastrofe”,

mientras que la transicion inversa se conoce como “rescate”.510.13
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Crecimiento del microtubulo
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Acortamiento del microtubulo

Figura 2.2. Inestabilidad dinamica de los microtubulos. El GTP-unido a la tubulina se ensambla a la terminal (+)
previniendo la despolimerizacion de los microtubulos. Cuando el GTP se hidroliza, el microtubulo se vuelve
inestable y se despolimeriza por protofilamentos individuales curveados hacia afuera, los cuales lideran la
desestabilizacién de la estructura de los microtubulos. Finalmente, el GDP se sustituye por GTP en el

desensamble de la subunidad de tubulina, iniciando otra vez el ciclo.!!

Los microtubulos son esenciales para el funcionamiento de la célula, como ya se menciond
participan en varios procesos celulares, tales como formar parte de estructuras de sostén,
transporte de vesiculas, divisidn celular y en la segregacion de los cromosomas.’® Por ello, la
dinamica de polimerizacion y despolimerizacion impacta en las funciones de la célula y
afectar este proceso podria poner en riesgo su supervivencia. Esto no solo es aplicable para
las células normales, en el caso de las células cancerigenas cobra mayor relevancia debido
a que se encuentran en constante division celular; por ello, una estrategia prometedora para

el desarrollo de nuevas terapias es interferir en la dinamica de los microtubulos.
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2.2.2. Agentes antimitoticos

Los agentes de unién a tubulina (TBAs, por sus siglas en inglés) son potentes antimitéticos
que pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a su mecanismo: 1) agentes

desestabilizadores de los microtubulos y 2) agentes estabilizadores de los microttbulos.®”

Los agentes pertenecientes al primer grupo reprimen la dinamica de los microtubulos, inhiben
la proliferacion celular retrasando o bloqueando la transicion de metafase-anafase en la
mitosis. En cuanto a los estabilizadores de los microtubulos, éstos son promotores de la
polimerizacion, estabilizando los microtibulos e interrumpiendo la despolimerizacion.®
Finalmente, ambos grupos detienen la mitosis y producen muerte celular, siendo las células

cancerosas mas susceptibles que las células normales.’

El mecanismo de accion de los TBAs depende del lugar al que se unan en el heterodimero
de tubulina. Experimentalmente se han localizado los sitios de unién a la B-tubulina para seis
clases de moléculas: vincas, analogos a la colchicina, rizoxina, taxanos, epotilonas y
laulimalida; los primeras tres pertenecen al grupo de agentes desestabilizadores de los
microtubulos, mientras que los tres restantes se encuentran en el grupo de estabilizadores de
los microtubulos. En la Figura 2.3 se esquematizan los sitios de union y a continuacién se

hace una breve descripcidén de cada uno de ellos:

- El sitio de las vincas (V): Los alcaloides de la vinca representan un grupo importante
de compuestos antitumorales; la vinblastina es el compuesto representativo del grupo,
un inhibidor de la formacién de microtubulos durante la division celular. EI dominio
vinca esta formado por elementos estructurales los monémeros a- y B-tubulina de dos
diferentes y consecutivos heterodimeros de tubulina, cerca al sitio de intercambio de
GDP en la terminal (+).814

- El sitio de la colchicina (C): La colchicina, otro agente despolimerizante de origen
natural, se une a la interfase del heterodimero a/B-tubulina, adyacente al sitio de union
del GTP de la a-tubulina e interactua principalmente con el monémero de B-tubulina, lo
que le confiere la capacidad inhibitoria. La unién de la colchicina y otras moléculas,

como combretastatina y esteganacina, causan una conformacion curveada del
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microtubulo e interrumpen la polimerizacion, promoviendo la despolimerizacién de los
mismos por inhibicion del contacto lateral entre protofilamentos.8 1415

El sitio de la rizoxina (R): La rizoxina es un macrdlido biosintético, su sitio de unién
esta adyacente al del nucledtido intercambiable (E) en la B-tubulina, y esta
conformado por residuos hidrofébicos y polares. La rizoxina posee dos mecanismos
de accidon: el primero a bajas concentraciones, donde al unirse al extremo de
microtubulo provoca un cambio conformacional que impide la agregacién de mas
heterodimeros; el segundo a altas concentraciones, acoplandose a los heterodimeros
con lo cual impide que se agreguen al microtubulo. Por otro lado se ha observado
experimentalmente que interfiere con la unién de la vinblastina. Esta region de
acoplamiento la comparten por maytansina y derivados de la rizoxina.'®

El sitio de los taxanos (T): Los taxanos se unen a los microtubulos polimerizados
dentro del lumen del polimero. Estabilizan el GDP unido a la B-tubulina de los
protofilamentos; el sitio se encuentra localizado préximo al asa-M, la cual es una
estructura importante encontrada en ambos mondémeros que permite la unidon del
dimero de tubulina con el alfa-hélice de la tubulina lateral, favoreciendo la
estabilizacién de los microtubulos.?13.14

El sitio de las epotilonas (Ep): Las epotilonas son estabilizadores de los
microtubulos de origen myxobacteriano. ElI mecanismo de polimerizacion de
microtubulos inducido por epotilonas es similar al de los taxanos. Aunque las
epotilonas compiten con el paclitaxol por la union en los microtubulos, éstos se
acoplan a un sitio cercano al de los taxanos en la B-tubulina.®17.18

El sitio de la laulimalida (L): La laulimalida y pelorusida A, compuestos de origen
natural, tienen un modo de unién comun en este sitio el cual esta localizado en la 3-
tubulina en la superficie de la parte externa del microtubulo y es contiguo al de los
taxanos. La estabilidad de los microtubulos se logra por dos efectos: 1) la
estabilizaciéon del loop M de la B-tubulina y 2) la estructura nucleo de ambas moléculas
interacciona con un segundo dimero de tubulina del protofilamento adyacente. Al
mismo tiempo, estabilizan el sitio de los taxanos y de esta manera ambos compuestos
ejercen un efecto alostérico para favorecer la union de los taxanos dando como

resultado un efecto sinergista entre ambas moléculas.®
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Figura 2.3. Representaciéon de los sitios de union de las

moléculas al heterodimero de a/B-tubulina:

T: Taxol

V: Vinblastina
C: Colchicina
L: Laulimalida
R: Rizoxina F
Ep: Epotilona

[B]: Posible sitio de union de bencimidazoles

Sitios de unién de Nucleétido Intercambiable (E) y de Nucleétido

No Intercambiable (N). Se modificé el esquema de la referencia

Ademas de los sitios antes mencionados se ha propuesto un posible sitio de union para los
derivados de bencimidazol (B), esto con base en estudios de modelado molecular, reportes
de resistencia en parasitos y estudios de inhibicion competitiva con la colchicina; este lugar
se localiza cerca del sitio de la colchicina en el monédmero de la B-tubulina (ver Figura
2_3)_20,21

2.2.2.1 Derivados de carbamatos bencimidazélicos

Varios estudios experimentales muestran que el carbendazim (CBZ, 1H-bencimidazol-2-
ilcarbamato de metilo) y sus derivados deben su modo de accion a su unién selectiva al
mondémero de B-tubulina, inhibiendo la polimerizacién de los microtubulos, asi como también
se tiene reporte de que compiten con la colchicina por el sitio de union.?'??2 Estos
compuestos, carbamatos bencimidazélicos (BzC), son activos como antihelminticos y
fungicidas, cominmente empleados como farmacos antiparasitarios.?’?3 Recientemente se
ha reportado que estos derivados tienen prometedores efectos antitumorales. Los principales
derivados del CBZ (Figura 2.4) con actividad antitumoral reportada son el albendazol (ABZ),
mebendazol (MBZ), nocodazol (NZ) y fenbendazol (FBZ).23-2°
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El NZ tiene actividad contra varios tumores y leucemias.?>30 Por otra parte, se ha reportado
que el ABZ inhibe la proliferacion en varios tipos de cancer, incluyendo hepatocelular y
cancer colorectal, asi como una variedad de otras lineas celulares malignas encontradas en
humano.?’-22 Asimismo, el MBZ ha demostrado potentes efectos antitumorales en ambas
células de cancer de pulmén in vitro y en evaluaciones in vivo utilizando como modelo de

estudio ratones.?425 Finalmente, el FBZ mostrd actividad contra lineas celulares de cancer de

pulmon. 2
(0] / o / Q 0 /
NS N >_O S N >_O N >—O
T OO O
N N N
H H H
Albendazol Febendazol Mebendazol
0 %4 ]
0o /
| N N o N\
S N »O Se N—NH N )0
NGRS O O
N \ H N
H N H
H
Nocodazol QG10a WW5a

Figura 2.4. Estructuras quimicas de compuestos derivados de bencimidazol.

Adicionalmente, en estudios recientes se han reportado nuevos compuestos derivados de
carbamatos bencimidazoélicos como los compuestos QG10a2® y WW5a?? (ver Figura 2.4), los
cuales inhiben la proliferacion de diferentes lineas celulares al unirse a la B-tubulina de los

microtubulos.

El mecanismo de inhibicion de la polimerizacion de los microtubulos, de estos carbamatos
bencimidazdlicos, podria ser similar en parasitos y en humanos, ya que estudios de
acoplamiento molecular y dinamica molecular revelan un acoplamiento similar en el
monémero de B-tubulina de esas especies, ademas de los datos experimentales antes

mencionados.?!:25
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2.2 4. Isoformas de B-tubulina
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Los mondmeros de B-tubulina son codificados por una familia de multigenes con un complejo

patron de expresion y, al ser éstos los blancos de los farmacos de union a microtubulos, es

de vital importancia conocer su distribucion en el organismo. En un estudio realizado por

Leandro-Garcia y colaboradores se reportd la distribucién las isoformas en tejidos normales

(Tabla 2.2) y en muestras de tejidos tumorales de varios tipos de cancer (Tabla 2.3).3" Estos

datos permiten conocer las diferencias en la expresion de las isoformas de esta proteina y

pueden apoyar en la seleccion de un blanco adecuado para dirigir el tratamiento de un tipo

de cancer en especifico.

Tabla 2.2. Isoformas de B tubulina y su distribucion en tejidos normales de un adulto®’

Nombre Isoforma de BT Gen Expresiéon normal
HsBT1 Bl TUBB Todo, excepto cerebro y testiculos
Cerebro, rifion, musculo, mama,

HsBT2a Blla TUBB2A pancreas, higado, intestino delgado,
colon, amigdala y prostata

HsBT2b Bllb TUBB2B Cerebro e intestino delgado

HsBT3 Bl TUBB3 Cerebro

HsBT4a BlVa TUBB4/TUBBB4A Cerebro, bazo y testiculos

HsBT4b BIVb TUBB2C/TUBB4B Todo

HsBT5 BV TUBB6 Pulmon, mama,’mtestmo delgado y

prostata

HsBT6 BVI TUBB1 Médula ésea y células sanguineas

HsBT7 VIl TUBB7P Pseudogen

HsBT8 BVIII TUBBS Desconocido

Tabla 2.3. Cambios en la distribucion de isoformas de B tubulina en varios tipos de cancer3"

Tipo de cancer

HsBT1

HsBT2a

HsBT3 HsBT4b HsBTS

Colon
Ovario
Rifion
Prostata
Mama
Pulmoén

= > «— > 0 —

— — — — —> «—

— — 0 N — «—
— «— «— — «— «—

— N > «— «— «—

Nota: 1 o | indican un incremento o decremento, respectivamente, en la expresion de mRNA de la isoforma de tubulina en

muestras de tejidos tumorales con respecto a tejidos sanos y = indica que no hay cambio en la expresion.
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Como se observa en las tablas anteriores, la variacion en la expresion de las isoformas de [3-
tubulina puede emplearse en el disefio de moléculas selectivas en la busqueda de un
tratamiento mas especifico y menos téxico para el paciente. Por ejemplo, la expresion de la
isoforma HsBT3 se encuentra incrementada en cancer de ovario, mama y pulmon, mientras
que en tejidos normales solo se localiza en el cerebro;3!' ademas, se ha asociado a tipos de
cancer mas agresivos y con resistencia a farmacos como taxanos y alcaloides de la
vinca.”32-37 Esto la hace una diana importante en el disefio de moléculas que se unan
especificamente a esta isoforma para el tratamiento a dichos padecimientos. Asimismo, la
isoforma HsBT1 es un blanco atractivo debido a su sobreexpresion en cancer de colon, rifidn,

mama y pulmon; a pesar de su alta expresion normal en diversos tejidos.'®

Considerando lo antes descrito, resulta interesante el disefio y sintesis de nuevos
carbamatos bencimidazélicos que se acoplen con mayor afinidad a las isoformas HsBT1 y
HsBT3 de B-tubulina para inhibir la polimerizacién de microtubulos. Por otro lado, podria
reducirse la hematotoxicidad de un tratamiento evitando que uno de los blancos sea la

HsBT6, isoforma que se expresa solamente en células hematopoyéticas.3'

2.3. Diseio de Farmacos Asistido por Computadora
El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) consiste en emplear diversas
técnicas, métodos y algoritmos computacionales para relacionar la actividad biolégica de un
compuesto con su estructura quimica,3® con los siguientes propdsitos principales: descubrir
moléculas activas, optimizar moléculas activas ya conocidas y seleccionar, de un grupo dado
de estructuras, a los candidatos que tengan mayor o menor probabilidad de convertirse en
farmacos exitosos. El uso de esta metodologia puede ayudar a descubrir y disefar
estructuras quimicas que tengan las propiedades adecuadas para entrar en el proceso de

desarrollo de un farmaco.3940

Los métodos computacionales se basan en la idea de que las moléculas bioactivas (ligandos)
actuan por interacciones electrostaticas, hidrofébicas y puentes de hidrégeno con una
macromolécula blanco (receptor) involucrada en un proceso de la enfermedad.*! Las

estrategias del DIFAC se dividen en dos partes:4?43
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1) Disefio basado en el ligando. Los métodos que se agrupan en esta area se centran en el
estudio de la estructura quimica de la molécula con actividad biolégica, pues no se conoce la
estructura del receptor pero se conoce la estructura de una serie de moléculas con la misma
actividad bioldgica, por ejemplo relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, por sus

siglas en inglés).

2) Disefio basado en el receptor. Los métodos que corresponden a esta estrategia
consideran la estructura tridimensional de la macromolécula o biomolécula con la que
interactua el ligando, en este caso si se conoce la estructura del receptor; dos ejemplos de

estos métodos son el acoplamiento molecular (docking) y la dinamica molecular.

2.3.1. Acoplamiento molecular (docking)

El proceso de docking envuelve la prediccion de la conformacién y orientacién (o
posicionamiento) de un ligando en el sitio de unién del blanco, es decir, busca encontrar el
modo de union mas favorecido de un ligando con el receptor (ver Figura 2.5). En general, son
dos los objetivos de los estudios de acoplamiento molecular: modelado estructural preciso y

correcta prediccion de la actividad bioldgica.*+4°

Figura 2.5. Ejemplificacion de la metodologia del docking. Para una enzima y su inhibidor, el docking tiene

como objetivo proveer de una correcta prediccion de la estructura del complejo enzima-inhibidor.#*

Se han descrito un gran nimero de programas para acoplamiento molecular en la literatura;*6
sin embargo, cada programa de docking cuenta con dos componentes complementarios: un
método de busqueda del espacio conformacional del ligando y/o la proteina blanco; y una
funcion de evaluaciéon de los modos de union propuestos.4®4’ El algoritmo de busqueda se
refiere a la exploracion del espacio conformacional accesible para el ligando dentro del

receptor, genera un Optimo numero de configuraciones para encontrar la orientacion y
13
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conformacién del ligando que corresponda al minimo global de la energia libre de union.4”48
En cuanto a la funciéon de evaluacion, ésta se refiere a la asignacion de un valor numérico
(por ejemplo, la energia libre de unién) a cada una de las configuraciones generadas durante
la etapa de busqueda. Esto permite establecer un orden entre las diferentes posiciones y
configuraciones encontradas. Generalmente aquella posicidon con la mejor evaluacion es la

que representa el modo de uniéon mas probable.46:48

La prediccion o calculo del modo de unidn entre un ligando y su proteina blanco es de
fundamental importancia para el disefio de nuevas estructuras, basado en la estructura del
receptor y el entendimiento del modo de accion de moléculas con actividad bioldgica.**47
Otra aplicacion del acoplamiento molecular es la busqueda de moléculas entre una gran
cantidad de moléculas organizadas en bibliotecas virtuales.*® A pesar de que se deben hacer
pruebas experimentales para comprobar las predicciones, los experimentos se realizan con
un numero reducido de compuestos. De esta manera, el acoplamiento molecular se emplea

para hacer mas eficiente y reducir los costos de la investigacion.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en
México y el mundo, ademas se ha registrado un incremento en su incidencia.” A pesar de
que existen diversos anticancerigenos disponibles en el mercado, estos no son seguros y en
algunos casos son poco eficaces. Debido al aumento de la poblacion afectada y la falta de
una terapia adecuada es conveniente el desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento del

cancer.

La busqueda de terapias dirigidas es importante para reducir los efectos no deseados vy
atacar especificamente al tumor canceroso. Por ello, se han investigado diversos blancos
que pertenecen a rutas bioquimicas esenciales 0 que son proteinas mutantes implicadas en
el crecimiento y supervivencia de células cancerigenas. EI monémero B-tubulina es una
diana recientemente estudiada para el disefio de moléculas con actividad anticancerigena,
este mondmero forma parte de los microtubulos, los cuales son esenciales en la division

celular.?

Experimentalmente se han identificado los sitios de union en la B-tubulina de diversos tipos
de moléculas, algunos de ellos farmacos anticancerigenos como el taxol y la vinblastina. Sin
embargo, esta proteina tiene varias isoformas que se expresan dependiendo el tejido o tipo
de cancer.3' En el mismo estudio se encontré que las isoformas HsBT1 y HsBT3 estan
sobreexpresadas en cancer de pulmon, ovario y mama, mientras que la isoforma HsBT6 solo
en células hematopoyéticas.?’ Debido a ello es importante el disefio de moléculas que
presenten mayor afinidad a las primeras dos isoformas de B-tubulina y no a la HsBT6 para

evitar posible hematotoxicidad.

Finalmente, otro tipo de compuestos que se unen a la B-tubulina con actividad antitumoral
demostrada son los derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo,?32° con los cuales
nuestro grupo de investigacion ha trabajado desde hace mas de una década. Es por todo ello
que resulta interesante el desarrollo de nuevos compuestos que ataquen con mayor afinidad
a células cancerosas y en este trabajo se estudian moléculas de este tipo y su afinidad por

las dianas HsBT1 y HsBT3, asimismo por la isoforma HsBT6.
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4. HIPOTESIS

Derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo disefiados previamente como inhibidores
de B-tubulina de parasitos y resultados experimentales de actividad anticancerigena de
moléculas de este tipo los compuestos de la serie LCG1-LCG6 tendran actividad antitumoral.
Asimismo, mediante el uso de herramientas computacionales se podran modelar las
isoformas de B-tubulina HsBT1, HsBT3 y HsBT®6, las cuales serviran para realizar estudios de
acoplamiento molecular de los derivados bencimidazol-2-carbamato de metilo y determinar

por cual isoforma poseen mayor afinidad.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Sintetizar y evaluar in silico el potencial anticancerigeno de seis nuevos derivados de

bencimidazol-2-carbamato de metilo.

5.2. Objetivos particulares

= Sintetizar la serie de compuestos LCG1-LCG6.

Rs ICG X Y Ry Re Rs

Rz =z | Y\ 1 C C H H H

R \X = 2 N C H H H

! 3 N C  CHs H H
O N

\C[\%NH 4 N C H H Cl

N }/—o 5 C o} H H cl

H o 6 C N H  OCHs -

= Determinar las constantes fisicas (punto de fusion, Rf) y caracterizar la estructura de
los compuestos finales mediante técnicas espectroscopicas (RMN, IR) vy
espectrométricas (EM).

= Realizar estudios de alineamiento de secuencias de B-tubulina.
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Estudiar el posible modo de union de compuestos derivados de bencimidazol-2-
carbamato de metilo en las isoformas de B-tubulina mediante estudios de
acoplamiento molecular.

Identificar otros posibles blancos anticancerigenos para la serie de derivados de

bencimidazol-2-carbamato de metilo.
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6. METODOLOGIA
6.1. Derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo

Con base en la estructura de nuevos agentes inhibidores de la polimerizacion de tubulina?32°
y en carbamatos bencimidazdlicos disefiados como inhibidores de la polimerizacion de los
microtubulos de parasitos?®4%; se eligieron para su sintesis una serie de seis derivados del

bencimidazol de los compuestos propuestos?>4°, los cuales se muestran en la Tabla 6.1.

Las propiedades de absorcién, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) de
los compuestos de la serie LCG se predijeron; en este estudio se incluyeron otros derivados
carbamatos bencimidazélicos usados como referencia (ver Tabla I.1 del anexo |) empleando
el servidor FAF-Drugs3°°,

Tabla 6.1. Estructura quimica de la serie LCG

,?\r
o N
T
N 0]
H o
\
LCG Ar LCG Ar
=z
1 2 ~
N
Cl
= =
3 ~ 4
N SN
Cl
_0 N
5 99 : o
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6.2. Parte quimica

6.2.1. Analisis retrosintético

gr Ar o~
N !
Q:\)—NH — ° NFe 0 HN"Yo
N =0 . >
H o NH, 0" "N ?
\

Ar: Sustituyente quinol o naftol

N

Cl C:NH +  ArOH <—
NO,

Esquema 6.1. Analisis retrosintético para los compuestos a sintetizar.

,?\r
RGN
NO,
Ar o)
| Y~
NO,,

Para llevar a cabo la sintesis de los compuestos LCG1-LCG6, se realizé el analisis

retrosintético mostrado en la Esquema 6.1.

Se planted obtener los bencimidazoles-2-carbamato de metilo (serie LCG) por una
ciclocondensacion, siendo los precursores: o-fenilendiamina debidamente sustituida y N,N-
dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea. Para la sintesis de la o-fenilendiamina se propuso la
introducciéon del grupo Ariloxi por una reaccién de Sustitucién Nucleofilica Aromatica (SnAr)
entre  5-cloro-2-nitroacetanilina y el correspondiente naftol o quinol sustituido
adecuadamente, seguido de la hidrélisis de la acetamida y reduccion catalitica del grupo

nitro.
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6.2.2. Sintesis de los derivados de carbamato de bencimidazol LCG1-LCG6

OY a 'AI\r OY b /?\I'

1 2a - 2f 3a-3f
c
,?\r
O N d ,?\r
Ty, — Sy
N >:O
H o NH,
\
LCG1 - LCG6 4a - 4f

Esquema 6.2. Ruta sintética para la obtencion de los compuestos de la serie LCG. (a) Na2COs, DMF, 190°C,
600 W; (b) NaOH / MeOH; (c) Hz2, Pd/C 10% o Ni-Raney 30%, MeOH, 40°C; (d) N,N-dimetoxicarbonil-S-
metilisotiourea, MeOH/H20/AcOH, 70°C.

En el Esquema 6.2 se muestra la ruta sintética propuesta para obtener los bencimidazoles-2-
carbamato de metilo LCG1-LCG6. Inicialmente se partiéo de la 5-cloro-2-nitroacetanilina (1),
misma que se sometié a SyAr asistida por microondas con el correspondiente naftol o quinol
(ArOH) en condiciones basicas, obteniéndose el éter deseado. Posteriormente, se realizo la
hidrdlisis basica con NaOH/MeOH de la nitroacetanilina sustituida (2a-2f). La reduccion del
grupo nitro de la nitroanilina sustituida (3a-3f), se llevd a cabo mediante una reduccion
catalitica utilizando hidrogeno y catalizador, Pd/C o Ni-Raney para los compuestos clorados
(LCG4 y LCG5), en MeOH a 40 °C. Por ultimo, al finalizar la reduccion, la orto-fenilendiamina
(4a-4f) se hizo reaccionar con N,N-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea en solucion de

MeOH/acido acético glacial para la obtencién del derivado del bencimidazol correspondiente.
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6.3. Parte computacional
6.3.1. Alineamiento de secuencias y comparacion estructural

Las secuencias de aminodacidos correspondientes a la B-tubulina de humano,®' otros
mamiferos, protozoarios y nematodos (susceptibles y resistentes al tratamiento con
carbamatos bencimidazdlicos)?! se obtuvieron de la base de datos de proteinas de UniProt52
(ver Tabla IV.1.1 del Anexo |V). Posteriormente, se alinearon las secuencias de aminoacidos
utilizando el modulo Align del mismo servidor. Las secuencias se utilizaron en la creacion de
un cladograma para analizar las relaciones entre la familia de B-tubulina de las diferentes

especies empleando la plataforma Phylogeny.fr.53

6.3.2. Modelado por homologia

Se construyeron los modelos por homologia de B-tubulina de las isoformas HsBT1, HsBT3 y
HsBT6 de Homo sapiens, y SsBT de Sus scrofa. El modelado por homologia de esas
proteinas se realizé con el programa MODELLER 9v13%, utilizando como molde a los
residuos 1-428 de la cadena D de la estructura cristalografica de la B-tubulina de Ovis aries
(PDB ID: 3N2G_D)*, misma que fue empleada por Aguayo-Ortiz y colaboradores en un

estudio previo.?!

Para cada isoforma se generaron cinco modelos, los cuales se evaluaron por los parametros
de validacién QMEAN score, Z-score, diagrama de Ramachandran y porcentaje de error en
rotameros, que fueron proporcionados por el servidor Swiss Model®¢, ademas del valor de
RMSD (A) entre el modelo y la estructura cristalografica calculado con el programa PyMOL%.
De acuerdo a estos resultados, se seleccion6 el mejor modelo para cada isoforma.
Finalmente, cada modelo se sometié a una minimizacion de energia empleando el campo de
fuerza AMBER99SB-ILDN®8, usando el paquete GROMACS 4.5.5%.

6.3.3. Acoplamiento molecular

Preparaciéon de las proteinas. Los modelos proteicos se prepararon con la interfaz grafica
AutoDock Tools®?, agregando los hidrégenos polares y asignando las cargas de los

aminoacidos.
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Preparaciéon de los ligandos. Los compuestos de la serie LCG y derivados de
bencimidazoles-2-carbamato de metilo (ver Tabla .1 del Anexo |) se construyeron con el
programa Maestro de Schrodinger®!, tomando en cuenta el isomerismo del grupo carbamato
(cis; trans), el tautomerismo de anillo de bencimidazol que da origen a los isbmeros con
sustitucion en el sustituyente ariloxi en posicion 5 o en 6 y los enantiomeros de los
metabolitos (+; -). Se minimizaron las estructuras con el campo de fuerza MMFF94x y se dio
flexibilidad a los enlaces rotables, excepto para los enlaces amida, los cuales se fijaron
segun el isomero correspondiente. Finalmente, se utilizé el programa AutoDock Tools para
agregar los hidrogenos polares y detectar los centros de torsion y enlaces rotables de las

moléculas.

Acoplamiento molecular. Los calculos de docking fueron desarrollados utilizando el software
AutoDock 4.252 en la modalidad rigido-flexible. La caja de blsqueda se centro en el
aminoacido 200, con 90 x 70 x 80 puntos de tamafio y un espaciado de 0.375 A. El algoritmo
genético tipo Lamarckiano se utiliz6 como método de busqueda, con un total de 30 corridas,
un numero maximo de 5 000 000 de evaluaciones energéticas y una poblacién inicial de 150
conformeros.?! El mejor modo de union se selecciond con base a la menor energia de unién

y mayor tamano de cluster.
6.3.4. Identificacidon de otros posibles blancos anticancerigenos

Otras posibles dianas farmacoldgicas de los bencimidazoles-2-carbamato de metilo para el

desarrollo de terapias contra el cancer fueron obtenidos de los resultados reportados.*®

A. B.

Figura 6.1. Compuestos (A) 3B8R y (B) C42283,
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Los compuestos LCG, PBS90% y WW5a?® fueron evaluados en receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular tipo 2 (VGEFR-2). Para los calculos de docking se utilizé la
proteina cristalizada (PDB: 20H4)8 y los parametros reportados en el trabajo anterior*®. El
compuesto referencia empleado fue el 3B8R (ver Figura 6.1.A); los resultados del
acoplamiento molecular del compuesto C422%, mostrado en la Figura 6.1. (B), fueron
extraidos*®. Se empled el software AutoDock 4.2 en la modalidad rigido-flexible. La caja de
busqueda se centro en el ligando cocristalizado, de 70 x 70 x 70 puntos con un espaciado de
0.375 A. El algoritmo genético tipo Lamarckiano fue utilizado como método de busqueda con
un total de 30 corridas con un numero maximo de 5 000 000 de evaluaciones energéticas y
una poblacion inicial de 150 conférmeros. EI mejor modo de unién se selecciond con base a

la menor energia de union y mayor tamario de cluster.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo

Como se menciond anteriormente, en la actualidad se ha reportado un gran numero de
derivados bencimidazol-2-carbamato de metilo que inhiben la polimerizacion de los
microtubulos; entre ellos, compuestos como QG10a2® y WW5a?3 (ver Figura 7.1.A) los cuales
mostraron una importante actividad antitumoral. Ambas moléculas y sus derivados presentan
en su estructura tres partes principales: bencimidazol-2-carbamato de metilo (nucleo

principal), un sustituyente aromatico y un conector entre ellos (ver Figura 7.1.B).

Sustituyente aromatico

b
P
N

Indol Quinolina Naftilo

Iz /g

0
N
QO™
7 N
N H
H

QG10a —

x\
i:/ \C: Conector \©I \>_NH
\> I\H N 0
H

)
\

\ J
v

WW5a Bencimidazol-2-carbamato
de metilo
A. B.

Figura 7.1. (A) Estructura de los compuestos GQ10a y WW5a. (B) Partes de la estructura de los derivados de

bencimidazol-2-carbamato de metilo.

En la serie de compuestos similares a WW5a, Wang y colaboradores?® evalian como
sustituyente aromatico a un grupo fenilo con diferentes sustituciones y al atomo de oxigeno
como conector. Por otro lado, en el grupo de Guan? sintetizaron a QG10a y derivados,
evaluandose sustituyentes indoles y conectores sulfuro, sulfoxido, sulfona y selenio. Los tipos
de conector utilizados en ambos trabajos son grupos aceptores de puentes de hidrégeno, lo
cual es importante debido a que un grupo de esta naturaleza favorece la union a la B-tubulina
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mediante una interaccion de puente de hidrégeno con la Cys2392'. Es por ello que en este
estudio se propuso evaluar al oxigeno como conector; asimismo modificar el grupo aromatico
por grupos que han sido empleados para el tratamiento del cancer, como lo es el naftilo y la

quinolina.

En diversos trabajos se han estudiado moléculas que contienen el nucleo de quinolina, el
cual es isostero al heterociclo indol y se encuentra catalogada como una estructura
privilegiada (ver Figura 7.1.B). Dichos compuestos presentan actividad antitumoral a través
de diversos mecanismos de accion,®® por ejemplo la inhibicion de la polimerizaciéon de la
tubulina.®”68 Otro nucleo aromatico interesante es el naftilo (ver Figura 7.1.B); de igual forma,
existen reportes de moléculas que lo contienen y con la misma actividad bioldgica,®7°

algunos por medio de la desestabilizacion de los microtibulos.”"

Incluir estos nucleos en la estructura en nuevos derivados de bencimidazol-2-carbamato de
metilo como sustituyentes podria favorecer el acoplamiento de los compuestos a la B-tubulina
o permitir su union a otro blanco para el tratamiento del cancer e incrementar la posibilidad
de lograr su funcion terapéutica. En la Tabla 6.3 se muestran las estructuras de las

moléculas de la serie LCG propuestas para su sintesis.

A estas moléculas se les calcularon las siguientes propiedades estructurales: peso molecular
(MW), donadores de puentes de hidrogeno (HBD), aceptores de puentes de hidrégeno
(HBA), enlaces rotables (RB), area polar superficial topoldogica (tPSA) y logaritmo del
coeficiente de particion (LogP). En la Tabla 7.1 se muestran los valores obtenidos para cada

derivado del bencimidazol.

Dichas propiedades fueron calculadas con la finalidad de predecir la biodisponibilidad oral, al
considerar los criterios de aceptacion de las reglas de Lipinski (MW < 500, HBD < 5, HBA <
10 y LogP =< 5), Egan (0 < tPSA < 132, -1 < LogP =< 6) y Veber (RB =< 10, tPSA < 140). El
cumplimiento de estas reglas permite suponer que existe alta probabilidad de que los
compuestos posean buena biodisponibilidad oral; pero si dos o0 mas de estas propiedades se
encuentran fuera del rango establecido, se considera una posible baja biodisponibilidad.’?-74

Como se puede observar en la Tabla 7.1 es muy probable que los compuestos de la serie
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LCG presenten buena biodisponibilidad oral puesto que cumplen con las reglas antes

mencionadas.

En la prediccion de la toxicidad de las moléculas se emplearon las reglas de GSK 4/4007° y
Pfizer 3/757°. La primera sefiala que los compuestos con LogP>4 y MW>400 presentaran
mayor probabilidad de ser toxicos;”® en cuanto a la segunda regla supone una alta toxicidad
a compuestos que tengan LogP>3 y tPSA<75.7 Como se puede observar en la Tabla 7.1
todos cumplen con la regla GSK 4/400; sin embargo, con los compuestos PBS-90, FBZ y la
serie LCG se debe tener precaucion bajo los criterios de regla de Pfizer 3/75. Asimismo, el
compuesto de referencia PBZ y puede considerase con alta probabilidad de ser téxico.
Debido a que ninguno viola ambas reglas, todos los compuestos LCG y demas carbamatos

bencimidazodlicos son aceptables.

Tabla 7.1. Propiedades moleculares de los derivados bencimidazélicos

Compuesto MW LogP tPSA HBD HBA RB GSK 4/400 Pfizer 3/75 Resultado
ABZ 265.331 2.81 95.54 2 5 5 Bueno Bueno v
ABZSO(+) 281.331 1.35 106.52 2 6 5 Bueno Bueno v
ABZSO(-) 281.331 1.35 106.52 2 6 5 Bueno Bueno v
FBZ 299.348 3.47 95.54 2 5 4 Bueno Precaucion v
FBZSO(+) 315.347 2.18 106.52 2 6 4 Bueno Bueno v
FBZSO(-) 315.347 2.18 106.52 2 6 4 Bueno Bueno v
MBz 295.293 2.74 87.31 2 6 4 Bueno Bueno v
NZ 301.320 2.76 115.55 2 6 4 Bueno Bueno v
OBz 249.266 2.27 79.47 2 6 5 Bueno Bueno v
PBz 247.293 3.28 70.24 2 5 5 Bueno Malo v
LBZ 365.336 2.60 121.99 2 8 5 Bueno Bueno v
WW5a 283.282 2.93 79.47 2 6 4 Bueno Bueno v
PBS90 352.172 4.19 79.47 2 6 4 Bueno Precaucion v
LCG1 333.341 4.18 79.47 2 6 4 Bueno Precaucion v
LCG2 334.329 3.20 92.36 2 7 4 Bueno Precaucion v
LCG3 348.355 3.60 92.36 2 7 4 Bueno Precaucion v
LCG4 368.774 3.83 92.36 2 7 4 Bueno Precaucion v
LCG5 367.786 4.81 79.47 2 6 5 Bueno Precaucion v
LCG6 364.355 3.17 101.59 2 8 4 Bueno Precaucion v

26



RESULTADOS Y DISCUSION

7.2. Parte quimica

En la Tabla 7.2 se presentan los rendimientos de las reacciones involucradas en la sintesis
de los compuestos LCG1-LCG6.

Tabla 7.2. Rendimientos de las reacciones involucradas en la sintesis de los compuestos LCG

Rendimiento (%)

Compuesto SnAr* H;:;?E:is Rcea(::;;gzn Ciclocondensacion Global
LCG1 85.0 (2a) 95.0 (3a) ND 80.0 64.6
LCG2 85.0 (2b) 70.0 (3b) ND 73.0 43.4
LCG3 47.7 (2c) 84.5 (3c) ND 94.0 37.9
LCG4 72.6 (2d) 88.5 (3d) ND 50.0 32.2
LCG5 77.0 (2e) 96.9 (3e) ND 81.7 60.9
LCG6 22.3 (2f) 96.3 (3f) ND 70.7 15.2

*Rendimiento aproximado; ND: No determinado.

En la Tabla 7.3 se muestran las constantes fisicas de los intermediarios y los productos

finales sintetizados en este trabajo.

Tabla 7.3. Constantes fisicas de los intermediarios aislados y productos finales

Punto de Factor de Punto de Factor de

Compuesto fusion retencion* Compuesto fusion retencion*
(°C) (Rf) (°C) (Rf)
2a ND 0.60 4a ND 0.11
2b ND 0.79 4b ND 0.08
2c ND 0.81 4c ND 0.11
2d ND 0.78 4d ND 0.10
2e ND 0.82 4e ND 0.11
2f ND 0.63 4f ND 0.07
3a 170.8 -172.3 0.77 LCG1 227.6 - 229.8 0.70
3b 208.8 - 209.8 0.67 LCG2 227.3-234.1 0.63
3c 192.7 - 193.1 0.77 LCG3 238.1-2423 0.66
3d 156.1 - 157.7 0.72 LCG4 227.5-228.9 0.68
3e 156.7 - 157.8 0.M LCG5 213.5-214.2 0.72
3f 234.9 - 2354 0.49 LCG6 248.7 - 253.5 0.42

ND: No determinado; *Sistema de elusion |: CHCIz:MeOH (80:20).
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7.2.1. Sintesis de las nitroacetanilidas 2a-2f

Reaccioén de Sustitucion Nucleofilica Aromatica

(0] 0]
Y Y
ArOH, Na,CO,, DMF

cl NH T Ao NH
\@ 190°C, 60OW \C[
NO, NO,

1 2a - 2f
Cl Cl
CO @ > . OO
N” N7 | N OO 7
OH OH OH OH OH OH
ArOH: 1 ArOH: 2 ArOH: 3 ArOH: 4 ArOH: 5 ArOH: 6

Esquema 7.1. SyAr asistida por microondas para la obtencién de los intermediarios 2a-2f.

Por medio de una SnAr del cloro de la 5-cloro-2-nitroacetanilina (1) por el grupo naftol o
quinol (ArOH) correspondiente, se obtuvieron las nitroacetanilinas (2a-2f). Para ello se
empled un equipo de microondas disminuyendo significativamente el tiempo de reaccidén en
comparacidon a reacciones realizadas por métodos convencionales. Se utilizé DMF como

disolvente y carbonato de sodio como base para formar el ArO-,

Estos compuestos no se aislaron debido a que el producto crudo de la reaccion de SnAr
mostré ser mezcla del compuesto deseado 2a-2f y su producto de hidrdlisis. Por esta razén,
se decidio realizar la hidrélisis total sin previa purificacion para obtener a los intermediarios
3a-3f.

Para la reaccion de SyAr se obtuvo un rendimiento de reaccion aproximado ya que se calculd
del producto crudo. De las reacciones realizadas, esta reaccion presentd el menor
rendimiento, por lo que se sugiere modificar el tiempo de reaccion, temperatura y potencia en
el microondas. Cabe mencionar, que el intermediario 2f se obtuvo con mas bajo rendimiento
debido a la presencia de varios subproductos, ademas de su producto de hidrdlisis, por tal
motivo, se someti6 a un proceso de purificacion con lo que el rendimiento bajo

considerablemente.
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7.2.2. Sintesis de las nitroanilinas 3a-3f

Reaccion de hidrélisis

0]

X
ArO NH,
ArO NH NaOH \©i
—_— >
\C[ MeOH NO,
NO,
2a - 2f 3a - 3f

Esquema 7.2. Hidrdlisis basica para la obtencién de los intermediarios 3a-3f.

Se realizé la hidrolisis basica de las nitroacetanilidas sustituidas (2a-2f), de manera general,
la reaccion fue rapida y de buen rendimiento. Los Rf de las nitroanilinas sustituidas (3a-3f)
son semejantes entre si, en el mismo sistema; en el caso de 3b y 3f, el Rf es menor debido a
que poseen un sustituyente quinolina capaz de establecer puentes de hidrogeno con la fase

estacionaria.

Los intermediarios 3a-3f son estables y fueron aislados para su caracterizacién estructural.
En la Tabla 7.4 se resumen las constantes espectroscopicas de IR, RMN 'H, RMN "3C y
espectrometria de masas, asi como las asignaciones realizadas para cada compuesto; en el

Anexo Il.2 se muestran los espectros.

En los espectros de IR se identificaron las bandas correspondientes a los principales grupos
funcionales Ar-O-Ar, Ar-NO2 y Ar-NH2 a 1053-1257, 1322-1370 y 3381-3500 cm,
respectivamente, ademas de las pertenecientes a grupos particulares de los sustituyentes.
Asimismo, en los espectros de RMN 'H se registraron las sefales correspondientes a cada
molécula; sin embargo, con la multiplicidad se presentaron dificultades para la asignacién de
éstas con sus hidréogenos, debido al solapamiento las sefiales correspondientes a hidrégenos
de los sustituyentes aromaticos. Se observé una sefal simple con un desplazamiento entre
7.3—7.6 ppm correspondiente al grupo amino presente en cada intermediario (3a-3f) y en la
region entre 6.11 y 8.97 ppm se identificaron los hidrogenos aromaticos. En el espectro de
RMN '3C se localizaron la mayoria de las sefales producidas por los carbonos de las
estructuras. Finalmente, los espectros de masas mostraron el ion molecular mismo que
coincidié con el pico base, excepto por 3c.
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Tabla 7.4. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los interrmediarios 3a-3f

Compuesto Método analitico y senales
Espectro 1, IR (ATR, cm™): 3500 - 3345 (Ar-NH), 3064 (C-H
aromatico), 1903 - 1703 (C-H aromatico), 1599 - 1460 (C=C
aromatico), 1567 (Ar-NO3), 1338 (Ar-NOz2), 1220 - 1087 (Ar-O-
Ar).
5 4 Espectro 2, RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm):
6' 3 6.28 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-6), 6.39 (dd, J = 9.4, 2.2 Hz, 1H, H-
‘O 4), 7.33 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-2’), 7.43 (s, 2H, -NH2), 7.52 -
7 2 7.67 (m, 3H, H-3', H-6', H-7’), 7.85 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-4"),
8' 6 7.90 (d, J = 8.3 Hz, H-5’), 8.03 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-3), 8.04 (d,
O\C[NHZ J=7.5Hz, TH, H-8).
4 NO2 Espectro 3, RMN "*C (TMS, DMSO, 75 MHz, & en ppm):
3 102.4 (C-6), 106.4 (C-4), 113.7 (C-2’), 117.4 (C-4’), 121.1 (C-

5-(naftilen-1-iloxi)-2-nitroanilina (3a)

4 5
3~ 6
2 \N 7'
6
4
Z N0,

5-(quinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina (3b)

8), 125.7 (C-8'a), 126.2 (C-3), 126.3 (C-7’), 126.9 (C-6),
127.0 (C-5), 128.3 (C-3), 128.5 (C-2), 134.8 (C-4'a), 148.4 (C-
1), 149.4 (C-1’), 164.1 (C-5).

Espectro 4, EM (IE, m/z) (%ab): 280 (M*, 100%); 233 (M* -
47,18%); 127 ([233 - 106], 28%); 115 ([127 -12], 39%).

Espectro 5, IR (ATR, cm™'): 3440 (Ar-NH), 3157 - 3096 (C-H
aromatico), 1892 - 1707 (C-H aromatico), 1626 (Ar-NHz), 1579
- 1468 (C=C aromatico), 1568 (Ar-NOz2), 1370 (Ar-NOz2), 1231 -
1053 (Ar-O-Ar).

Espectro 6, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 6.17 (d, J =
2.7 Hz, 1H, H-6), 6.31 (dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H, H-4), 7.34 (s,
2H, -NH), 7.59-7.64 (ddd, J = 11.2, 7.3, 2.8 Hz, 2H, H-3’, H-
7),7.69 (t,J=7.8 Hz, 1H, H-6’), 7.95 - 7.99 (m, 2H, H-3, H-5"),
8.48 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H, H-4"), 8.86 (dd, J = 4.2, 1.7 Hz,
1H, H-2').

Espectro 7, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 102.1 (C-6),
106.5 (C-4), 121.5 (C-7"), 122.3 (C-3), 125.9 (C-5'), 126.0 (C-
6'), 126.9 (C-3), 128.0 (C-2), 129.8 (C-4'a), 136.4 (C-4’), 140.8
(C-8'a), 148.2 (C-1), 149.2 (C-2’), 150.7 (C-8'), 164.6 (C-5).

Espectro 8, EM (IE m/z) (%ab): 281 (M*, 98%); 280 ([M* -1],
100%); 264 ([280 -16], 15%); 234 ([264 -30], 66%).
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Espectro 9, IR (ATR, cm™): 3381 - 3450 (Ar-NH), 3111 (C-H
aromatico), 1603 - 1491 (C=C aromatico), 1561 (Ar-NO2), 1466
(CHas), 1322 (Ar-NO2), 1226 (Ar-O-Ar).

; /4 ° 5 Espectro 10, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 2.57 (s, 3H, -
CHs), 6.20 (d, J = 2.6 Hz, 1H, H-6), 6.32 (dd, J = 9.5, 2.4 Hz,
Sy . 1H, H-4), 7.37 (s, 2H, -NHz), 7.48 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-3),
5 7.53 (dd, J = 7.5, 1.4 Hz, 1H, H-7"), 7.59 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-
o) NH, 6),7.88 (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, 1H, H-5"), 7.98 (d, J = 9.5 Hz, 1H,
\©: H-3), 8.34 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-4").
4

5 NOz Espectro 11, RMN *3C (TMS, DMSO, & en ppm): 25.2 (-CHa),

102.2 (C-6), 106.7 (C-4), 121.2 (C-7’), 123.1 (C-5’), 125.6 (C-

5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina 3’), 125.9 (C-6’), 128.0 (C-2), 128.1 (C-4’a), 136.4 (C-4’), 140.4
(3¢c) (C-8a), 148.3 (C-1), 148.9 (C-8’), 159.2 (C-2’), 164.6 (C-5).

Espectro 12, EM (IE m/z) (%ab): 295 (M*', 78%); 294 (M* -
1,100%); 248 ([294 - 46], 38%).

Espectro 13, IR (ATR, cm™'): 3433 (Ar-NHz2), 3146 - 3082 (C-
H aromatico), 1714 (C-H aromatico), 1620 - 1463 (C=C
aromatico), 1575, 1356 (Ar-NOz), 1254 - 1230 (Ar-O-Ar).

Cl Espectro 14, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 6.18 (d, J =
6 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.34 (dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H, H-4), 7.33 (s,

2H, -NH2), 7.67 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-7), 7.78 (dd, J = 8.6, 4.2

PURN 7' Hz, 1H, H-3"), 7.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-6’), 7.97 (d, J = 9.5,
6 1H, H-3), 8.64 (dd, J = 8.6, 1.6 Hz, 1H, H-4’), 8.97 (dd, J = 4.2,

O NH, 1.6 Hz, 1H, H-2)).
4 NO, Espectro 15, RMN '*C (TMS, DMSO, & en ppm): 102.3 (C-6),

106.4 (C-4), 121.9 (C-7"), 123.6 (C-3), 126.0 (C-5), 127.0 (C-
3), 127.1 (C-2), 127.2 (C-4'a), 128.0 (C-6'), 132.9 (C-4"), 141.4
5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina ~ (C-8a), 148.2 (C-2), 148.7 (C-1), 151.6 (C-8’), 164.3 (C-5).

3d
(3d) Espectro 16, EM (IE m/z) (%ab): 317 (M* + 2, 33%); 315 (M*",

100%); 314 (M* - 1, 66%); 280 (M* -35, 18%); 268 ([280 - 12],
34%); 179 ([268 -89], 16%).

Espectro 17, IR (ATR, cm™): 3464-3343 (Ar-NHz), 3070 (C-H
aromatico), 1952 - 1881 (C-H aromatico), 1633 (Ar-NHz), 1591
- 1456 (C=C aromatico), 1504 (Ar-NOz), 1336 (Ar-NOz), 1228 -
1196 (Ar-O-Ar).

Espectro 18, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 6.29 (d, J =
2.7 Hz, 1H, H-6), 6.43 (dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H, H-4), 7.36 (d, J
= 8.2 Hz, 1H, H-2’), 7.41 (s, 2H, -NH2), 7.69 (ddd, J = 8.1, 6.9,
1.2 Hz, 1H, H-7’), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-3’), 7.79 (ddd, J =
8.4,6.9, 1.3 Hz, 1H, H-6’), 7.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5’), 8.03
5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-2-nitroanilina (d, J=9.5Hz, 1H, H-3), 8.26 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-8").

(3e)
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Espectro 19, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 102.7 (C-6),
106.4 (C-4), 117.8 (C-2)), 122.0 (C-8'), 124.4 (C-5), 126.4 (C-
3), 126.6 (C-3), 127.5 (C-4’), 127.5 (C-8'a), 128.0 (C-2), 128.5
(C-7'), 128.6 (C-6’), 131.2 (C-4’a), 148.3 (C-1), 148.9 (C-1’),
163.7 (C-5).

Espectro 20, EM (IE m/z) (%ab): 316 (M* + 2, 33%); 314 (M*,
100%); 233 (M* - 81, 12%); 204 ([233 - 29], 12%); 149 ([204 -
55], 20%).

Espectro 21, IR (ATR, cm™): 3469 - 3400 (Ar-NH3), 3167 (C-
H aromatico), 2984 (CHs), 1617 - 1460 (C=C aromatico), 1560
(Ar-NOz), 1257 (Ar-O-Ar).

Espectro 22, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.74 (s, 3H, -
OCHa), 6.11 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-3’), 6.53 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
H-8), 6.78 (dd, J = 9.1, 2.0 Hz, 1H, H-4), 7.05 (dd, J = 8.9, 2.1
Hz, 1H, H-6’), 7.16 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-6), 7.67 (s, 2H, -NH>),
791 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-2'), 8.13 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-5"),
8.19 (d, J =9.1 Hz, 1H, H-3).

Espectro 23, RMN '*C (TMS, DMSO, & en ppm): 55.6 (-CHs3),
99.7 (C-8'), 109.6 (C-6), 113.0 (C-3'), 114.1 (C-4), 117.4 (C-6),
120.3 (C-4’a), 127.8 (C-5’), 128.0 (C-3), 130.1 (C-2), 141.6 (C-
8'a), 142.8 (C-1), 146.5 (C-2'), 147.2 (C-5), 162.1 (C-4’), 176.0
(3f) (C-7).

Espectro 24, EM (IE m/z) (%ab): 311 (M*, 100%); 293 (M* -
18, 38%); 283 ([293 - 10], 14%); 250 ([283 - 33], 14%); 222
([250 -28], 14%).

7.2.3. Sintesis de las o-fenilendiaminas 4a-4f

Reduccion catalitica

Aro\©iNH2 H,, Pd/C 10% o Ni-Raney 30% ArO\@NHZ
NO, MeOH, 40°C NH,

3a - 3f 4a - 4f

Esquema 7.3. Reduccion catalitica para la obtencién de los intermediarios 4a-4f.
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La reduccién del grupo nitro los intermediarios 3a-3f se llevé a cabo mediante una reduccién
catalitica utilizando hidrégeno, catalizador (Pd/C o Ni-Raney para los compuestos clorados

como 3d y 3e) y calentamiento.

Las diaminas (4a-4f) obtenidas en este trabajo tienden a oxidarse al contacto con el aire; por
esta razon se sometieron sin aislar a la reaccion de ciclocondensacion. Se determiné la
culminacién de la reaccion mediante ccf, ya que el Rf de los compuestos deseados es menor
a0.2.

7.2.4. Sintesis de los productos finales (LCG1 - LCG6)

Aro\©iNH2 N, N-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea ArO\©IN\>_NH
MeOH/ H,0/ AcOH, 70°C H >=O

(0]

\

NH,
4a - 4f LCG1 - LCG6
Esquema 7.4. Ciclocondensacion para la obtencion de los compuestos de la serie LCG.

Por ultimo, las o-fenilendiaminas (4a-4f) se hicieron reaccionar con N,N-dimetoxicarbonil-S-
metilisotiourea en MeOH, acido acético glacial como catalizador y calentamiento. Cabe
resaltar que a excepcion de LCG4, todos los productos se obtuvieron con buen rendimiento a

partir de las dos reacciones; la reduccion y la ciclocondensacion.

El punto de fusion de los productos finales es alto y los Rf similares; ademas, la diferencia
entre ellos radica en los sustituyentes en la posicion 5(6). Estos compuestos presentan muy

baja solubilidad en una amplia gama de disolventes.

En la Tabla 7.5 se resumen las constantes espectroscépicas de IR, RMN 'H, RMN '3C y
espectrometria de masas, asi como las asignaciones realizadas para cada compuesto de la

serie LCG; en el Anexo 1.2 se encuentran los espectros.

En los espectros de IR de los compuestos de la serie LCG se identificaron las bandas
correspondientes a los grupos funcionales C=0, CHsy Ar-NH-Rz2a 1710-1733, 2947-2985 y

3184-3584 cm™', respectivamente, ademas de las pertenecientes a grupos particulares de

33



RESULTADOS Y DISCUSION

los sustituyentes. En el espectro de RMN 'H se observd una seiial simple con un
desplazamiento de aproximadamente 3.7 ppm y que integré para 3H, originado por los
hidrogenos del metilo; otra sefal simple se registr6é entre 11.6—-11.8 ppm que comprende el
hidrogeno del grupo amino del anillo de bencimidazol y del carbamato; y en la region
aromatica se identificaron los hidrogenos aromaticos. El nUmero de sefales correspondié con
el esperado para cada estructura pero nuevamente la multiplicidad de las mismas no se
resolvio en todos los casos. En los espectros de RMN '3C se localizaron las sefiales que
producidas por los carbonos de las estructuras excepto por los carbonos cuaternarios del
nucleo de bencimidazol (C-3a y C-7a) en cada una de las moléculas y los carbonos C-4 y C-
7 de LCG6. Finalmente, en los espectros de masas se localizaron los picos pertenecientes al
ion molecular y al pico base: Todos los compuestos los compuestos mostraron es la pérdida

de CH3OH como primera fragmentacion.

Tabla 7.5. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos de la serie LCG

Compuesto Método analitico y sefales

Espectro 25, IR (ATR, cm™): 3406 (Ar-NH-R2), 3053 - 3007
(C-H aromatico), 2955 (CH3), 1710 (C=0, CO- OCHs), 1603 -
1448 (C=C aromatico), 1281 (C-O-C).

5 4 Espectro 26, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.73 (s, 3H, -

6' 3 OCHzs), 6.82 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-2’), 6.90 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz,
‘O 1H, H-6), 7.08 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-4), 7.41 (t, J = 7.9 Jz, 1H,

r 2 H-3), 7.43 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-7), 7.52 - 7.61 (m, 2H, H-6’ H-
8 4 7'), 7.65 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-5'), 7.96 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-

O N
4), 8.20 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-8'), 11.64 (s, 2H, -NH).
@B
6 N },—O Espectro 27, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 52.5 (-
7 H O \  OCHs), 104.6 (C-4), 111.8 (C-2)), 113.2 (C-6), 114.6 (C-7),
121.6 (C-8'), 122.5 (C-5'), 125.8 (C-8'a), 126.1 (C-7’), 126.2

N-[5-(naftilen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-  (C-3’), 126.8 (C-6"), 127.9 (C-4’), 134.6 (C-4'a), 148.0 (C-2),
illcarbamato de metilo (LCG1) 151.5 (C-5), 154.0 (C-1°), 154.8 (-CO).

Espectro 28, EM (IE m/z) (%ab): 333 (M*, 72%); 301 (M* -
32,100%); 272 ([301 - 29], 21%); 127 ([272 - 145], 16%).
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4' 5'
3 = 6'
2 \N 7
4
O N
1@as
6 N »oO
7 H O \

N-[5-(quinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-
illcarbamato de metilo (LCG2)

4| 5|
3 6
NS "
N 7

N-[5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo
(LCG3)

Espectro 33, IR (ATR, cm™): 3209 (Ar-NH-R2), 3012 - 3074
(C-H aromatico), 2947 (CHs), 1726 (C=0, CO- OCHj3), 1594 -
1440 (C=C aromatico), 1259 (C-O-C).

Espectro 34, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.73 (s, 3H, -
OCHa), 6.86 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H, H-6), 7.02 (d, J = 2.3 Hz,
1H, H-4), 7.11 (dd, J = 7.7, 1.1 Hz, 1H, H-7’), 7.40 (d, J = 8.6
Hz, 1H, H-7), 7.51 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-6’), 7.59 (dd, J = 8.3,
4.1 Hz, 1H, H-3), 7.70 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 1H, H-5"), 8.40 (dd,
J=8.4,1.7 Hz, 1H, H-4"), 8.88 (dd, J = 4.1, 1.7 Hz, 1H, H-2"),
11.63 (s, 2H, -NH).

Espectro 35, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 52.4 (-
OCHzs), 103.9 (C-4), 112.9 (C-6), 114.4 (C-7), 116.0 (C-7),
1221 (C-3’), 122.5 (C-5’), 126.8 (C-6’), 129.5 (C-4’a), 136.1
(C-4’), 140.4 (C-8'a), 147.9 (C-2), 149.9 (C-2’), 152.0 (C-5),
153.8 (C-8'), 154.8 (-CO).

Espectro 36, EM (IE m/z) (%ab): 334 (M*, 23%); 302 (M -32,
56%); 301 ([302 - 1], 100%): 275 ([301 - 26], 10%).

Espectro 41, IR (ATR, cm™): 3184 (Ar-NH-R2), 3060 (C-H
aromatico), 2985 - 2947 (CHs), 1726 (C=0, CO- OCHs), 1592 -
1467 (C=C aromatico), 1258 (C-O-C).

Espectro 42, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 2.65 (s, 3H, -
CHs), 3.74 (s, 3H, -OCHs), 6.88 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, H-6),
6.98 (d, J=7.7 Hz, H-7’), 7.07 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-4), 7.39 (t,
J=7.9Hz, 1H, H-6’), 7.42 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-7), 7.47 (d, J =
8.5 Hz, 1H, H-3"), 7.61 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 8.27 (d, J =
8.5 Hz, 1H, H-4’), 11.62 (s, 2H, -NH).

Espectro 43, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 25.1 (-CHj3),
52.4 (-OCHs), 104.7 (C-4), 113.4 (C-8), 114.4 (C-7), 115.2 (C-
7), 121.8 (C-5), 122.8 (C-3), 125.7 (C-6)), 127.7 (C-4a),
136.2 (C-4'), 139.7 (C-8'), 147.9 (C-2), 151.6 (C-5), 153.8 (C-
8'), 154.8 (-CO), 158.5 (C-2).

Espectro 44, EM (IE m/z) (%ab): 348 (M*, 32%); 316 (M* -32,
52%); 315 ([316 - 1], 100%); 289 ([315 - 26], 16%); 207 (289 -
82], 27%).

35



RESULTADOS Y DISCUSION

Espectro 49, IR (ATR, cm™): 3196 (Ar-NH-R2), 3061 (C-H
aromatico), 2953 (CHs), 1733 (C=0, CO- OCHs), 1589 - 1463
(C=C aromatico), 1252 (C-O-C).

4 Cl Espectro 50, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.74 (s, 3H, -
3~ 6' OCHa), 6.88 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H, H-6), 7.06 (d, J = 8.5 Hz,
1H, H-7’), 7.08 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-4), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 1H,

o \N 7' H-7), 7.68 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-6’), 7.77 (dd, J = 8.6, 4.1 Hz,
4 1H, H-3’), 8.58 (dd, J = 8.6, 1.3 Hz, 1H, H-4’), 9.00 (dd, J = 4.0,

7 \ OCHs), 104.5 (C-4), 113.1 (C-6), 114.2 (C-7), 115.5 (C-7"),
123.2 (C-5), 123.4 (C-3"), 126.6 (C-4'a), 126.9 (C-6’), 132.5
(C-4’), 140.7 (C-8'a), 148.0 (C-2), 150.6 (C-2’), 151.2 (C-5),
153.7 (C-8'), 154.8 (-CO).

) N 1.2 Hz, 1H, H-2"), 11.63 (s, 2H, -NH).
| S>—NH
6 N >/—O Espectro 51, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 52.5 (-
H o

N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-illcarbamato de metilo
(LCG4)

Espectro 52, EM (FAB* m/z) (%ab): 370 (M+2, 33%); 369
(M+H*, 45%); 337 (M* -32, 8%); 307 ([337 - 30], 33%); 289
(1307 - 18], 16%); 154 (1289 - 135], 100%).

Espectro 57, IR (ATR, cm™'): 3402 (Ar-NH-R2), 3072 - 3020
(C-H aromatico), 2952 (CHs3), 1721 (C=0, CO- OCHs), 1605 -
1454 (C=C aromatico), 1275 (C-O-C).

Espectro 58, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.74 (s, 3H, -
OCHs3), 6.76 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-2), 6.92 (dd, J = 8.5, 2.4 Hz,
1H, H-6), 7.14 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-4), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
H-7), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-3’), 7.69 (ddd, J = 8.1, 6.9, 1.1
Hz, 1H, H-7’), 7.77 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.2 Hz, 1H, H-6’), 8.19
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5"), 8.33 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-8’), 11.68
(s, 2H).

Espectro 59, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 52.5 (-
OCHs), 105.0 (C-4), 111.3 (C-2)), 113.4 (C-6), 114.6 (C-7),
122.3 (C-8), 123.8 (C-5'), 123.9 (C-4’), 126.3 (C-8'a), 126.6

N-[5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-1H- (C-3’), 127.0 (C-7’), 128.4 (C-6’), 130.8 (C-4'a), 148.0 (C-2),
bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo 150.7 (C-5), 153.7 (C-1"), 154.7 (-CO).
(LCGS5)

Espectro 60, EM (IE m/z) (%ab): 369 (M+2,33%), 367 (M*,
46%); 335 (M* -32,100%); 299 ([335 - 36], 22%); 272 ([299 -
271, 21%).
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Espectro 65, IR (ATR, cm™): 3584 (Ar-NH-R2), 3066 (C-H
aromatico), 2952 (CHs), 1723 (C=0, CO- OCHs), 1613 - 1456
(C=C aromatico), 1250 (C-O-C).

Espectro 66, RMN 'H (TMS, DMSO, & en ppm): 3.62 (s, 3H,
OCHs en C7’), 3.78 (s, 3H, -OCHs), 6.08 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-
3’), 6.30 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-8'), 7.01 (dd, J = 8.9, 2.3 Hz, 1H,
H-6’), 7.18 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, H-6), 7.52 (d, J = 1.9 Hz,
1H, H-4), 7.61 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-7), 7.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H,
H-2’), 8.14 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-5’), 11.86 (s, 2H, -NH).

Espectro 67, RMN '3C (TMS, DMSO, & en ppm): 52.6 (C7-
OCHs), 55.4 (-OCHs), 99.9 (C-8’), 108.9 (C-3’), 1124 (C-6"),
120.2 (C-6), 120.4 (C-4'a), 127.6 (C-5), 134.4 (C-5), 143.4 (C-
8'a), 144.4 (C-2’), 148.8 (C-2), 154.5 (-CO), 161.8 (C-7"), 176.1
(C-4").

Espectro 68, EM (FAB* m/z) (%ab): 365 (M+H*, 30%); 364
(M*, 10%); 333 (M* -31, 10%); 307 ([333 - 26], 25%); 289
([307 - 18], 12%); 154 ([289 - 135], 100%).

Para la asignacion de los hidrogenos y carbonos en los espectros de RMN, se emplearon los

datos obtenidos en RMN 'H, RMN "3C vy los siguientes experimentos: COSY (Correlation

Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear

Multiple Bond Coherence) y NOESY (Nuclear Overhauser Efecto Spectroscopy). Para fines

practicos a continuacion se muestra un ejemplo con el compuesto LCG2.

Mediante el experimento COSY se encontraron las correlaciones de los acoplamientos de

hidrogenos vecinos, las cuales se observan fuera de la diagonal. En |la Tabla 7.6 se detallan

la posicion y desplazamiento de los hidrogenos acoplados en el compuesto LCG2, mientras

que en la Figura 7.2 se muestra una ampliacion del area del espectro del experimento COSY

donde se observa el acoplamiento entre ellos.

Tabla 7.6. Correlaciones de 'H-"H observadas en el espectro COSY de LCG2

Posicién de los hidrégenos acoplados Desplazamiento (5 en ppm)
H-6; H-7 6.86; 7.40
H-6’; H-5’ 7.51;7.70
H-7’; H-6’ 7.11; 7.51
H-3’; H-2’ 7.59; 8.88
H-3’; H-4’ 7.59; 8.40
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Figura 7.2. Espectro COSY de LCG2.

En la Tabla 7.6 se muestra la correlacion de las sefales observadas en el experimento
HSQC del hidrégeno y el carbono al cual estan enlazados y en la Figura 7.3 se presenta la
asignacion de estas sefales (el espectro completo se encuentra en el anexo Il.2). Los
carbonos cuaternarios no se relacionan con hidrégenos ni los hidrogenos unidos a atomos de

nitrégeno.

Tabla 7.7. Correlaciones de 'H-'3C observadas en el espectro HSQC de LCG2

Posicion del H Desplazamiento del H Desplazamiento del C
(ppm) (ppm)
-OCHs 3.73 52.4

4 7.02 103.9
6 6.86 112.9
7 7.40 114.4
2 8.88 149.9
3 7.59 1221
4 8.40 136.1
5 7.70 122.5
6’ 7.51 126.8
7 7.11 116.0
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Figura 7.3. Espectro del experimento HSQC de LCG2.

En el caso de los carbonos cuaternarios se requirié del espectro de RMN de 3C y el del

experimento HMBC para asignar las sefales, en la Tabla 7.8 se muestran las correlaciones

que lo permitieron y en la Figura 7.4 se muestra el area del espectro de manera ampliada.

Tabla 7.8. Correlaciones de 'H-'3C observadas en el espectro HMBC de LCG2

Desplazamiento del H Carbono con el que

Posicion del H

Desplazamiento del C

(ppm) correlaciona (ppm)

-OCHs 3.73 C=0 154.8
4 7.02 6 112.9
5 152.0

6 6.86 4 103.9
5 152.0

7 7.40 5 152.0
2 8.88 4 136.1
8'a 140.4

3 122.1

3 7.59 4’'a 129.5
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Figura 7.4. Espectro del experimento HMBC de LCG2.
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Por ultimo, en el espectro del experimento NOESY se observd una correlacién entre los
hidrégenos en las posiciones 4 y 5 (ver Espectro 40, Anexo 11.2) debida a que su

localizacion en el espacio es cercana.

La caracterizacién estructural de los compuestos LCG se realiz6 de manera similar; los

espectros correspondientes se encuentran en el Anexo 11.2.
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7.3. Parte computacional

7.3.1. Alineamiento de secuencias y comparacion estructural

A.

H.sapiens_BT6
H.contortus_BTI
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Figura 7.5. (A) Cladograma y (B) matriz de correlaciéon de las isoformas de B-tubulina empleadas en este

estudio. En la tabla 111.1.1 del Anexo lll se enlistan las claves de identificacion de UniProt de estas secuencias.
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Para realizar el estudio de acoplamiento molecular fue necesario construir los modelos (-
tubulina de humano. Ademas, en este trabajo se incluyeron las isoformas de Sus scrofa
(SsBT) y Ovis aries (OaBT), la primera debido a que es la disponible en Tubulin
Polymerization Assay Kit’" que se utilizara en la evaluacion de los compuestos de la serie
LCG; por su parte, la OaBT porque fue empleada como molde en el modelado de las
estructuras tridimensionales?'. En la Figura 7.5 se muestra un cladograma y una matriz de
correlacion de las isoformas de [B-tubulina analizadas en este estudio. Como se puede
observar, las B-tubulina de mamiferos presentan una alta similitud entre si, excepto por la
HsBT6 que incluso tiene mayor diferencia secuencial con el resto de las que se expresan en

el humano (ver Figura 111.1.1 del Anexo IlI).

Dado que HsBT6 se localiza solamente en células hematopoyéticas,3! el resultado obtenido
es interesante ya que se necesita que tenga mayor diferencia secuencial con las isoformas
HsBT1 y HsBT3 para aumentar la selectividad hacia estas dos ultimas. No obstante, se
esperaba una mayor similitud entre HsBT1 y HsBT3 y menor al resto de las isoformas para

evitar la union inespecifica de ligandos.

Las isoformas HcBT1 seguida de GIiBT, son las que presentan mayor similitud con las de
humano, excepto por HsBT6; ambos parasitos son susceptibles al tratamiento con
carbamatos bencimidazolicos’®. Por otro lado, las B-tubulina de humano poseen menor
similitud en comparacion con las isoformas de los protozoarios EhBT, TcBT y LmBT, que son
organismos resistentes a dicho tratamiento’®. Dado que la isoforma HsBT6 es la que
presenta mayor diferencia secuencial con las de los parasitos susceptibles, podemos
suponer que un compuesto del tipo carbamato bencimidazélico podria unirse con menor
afinidad a dicha isoforma, en contraste con la de organismos susceptibles, aunque no se
obtuvo mayor semejanza con respecto a las isoformas de parasitos resistentes al tratamiento

mencionado.

De manera general, se esperaba que las dianas biolégicas sugeridas, HsBT1 y HsBT3,
presentaran mayor similitud secuencial con las isoformas de parasitos susceptibles y menor

con el resto de las de humano asi como con la de organismos resistentes al tratamiento con
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carbamatos bencimidazélicos. Sin embargo, ademas de la similitud secuencial es importante

la disposicion de los aminoacidos en el sitio de union de los agentes de union a tubulina.

Como ya se menciono, se han localizado experimentalmente seis sitios de unién a moléculas
en la B-tubulina; con ellos se realizé una comparaciéon secuencial de los aminoacidos que lo
componen en las isoformas de humano y la que contiene el ligando co-cristalizado. En la
Figura 7.6 se muestra el sitio de union y dicha comparacion secuencial para los agentes

inhibidores de la polimerizacion de la tubulina: vinblastina, colchicina y rizoxina F.
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Figura 7.6. Representacion del sitio de unién de (A) vinblastina, (B) colchicina y (C) rizoxina F como agentes
inhibidores de la polimerizacion de tubulina co-cristalizados en proteinas de mamifero y comparacion de los

aminoacidos que componen los sitios de unioén en las ocho isoformas de B-tubulina de humano.
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En esta figura se puede apreciar que no hay diferencias en los aminoacidos del sitio de unién
de la vinblastina en todas las isoformas de humano. En el caso de la colchicina, solo se
registra un cambio en la posicidon 239 de Cys a Ser en las isoformas HsBT3, HsBT5 y HsBTG6;
sin embargo, ambos aminoacidos mantienen propiedades muy similares, por lo cual no
afectaria una posible interaccion como grupo donador de puente de hidrégeno. Finalmente,
en el sitio de union de la rizoxina F, cambia unicamente el aminoacido 406 en HsBTS5 de Tyr

a Phe, la cual no es una isoforma de interés para este trabajo.

Debido a que no hay un cambio relevante en los aminoacidos que interactian con estos
agentes, el sitio de union se considera altamente conservado por lo que no es posible

disefar inhibidores selectivos a un tipo de isoforma para los sitios antes mencionados.
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Figura 7.7. Representacion del sitio de unién de (A) taxol, (B) laulimalida y (C) epotilona A como agentes
estabilizadores de la polimerizacion de tubulina co-cristalizados en proteinas de mamifero y comparacion de los

aminoacidos que componen los sitios de unién en las ocho isoformas de B-tubulina de humano.
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Los ultimos tres sitios de unién de la B-tubulina corresponden a los agentes estabilizadores
de la polimerizacién: taxol, laulimalida y epotilona A; éstos se representan en la Figura 7.7 al

igual que la comparacion de los aminoacidos que conforman su sitio de union.

En el sitio de unién del taxol se encuentran dos diferencias; la primera es un cambio de Val
por Met en la posicion 23 de la HsBT6; sin embargo los aminoacidos son muy similares y
podria no perderse la interaccion de la Val23 hace contacto hidrofobico con los anillos fenilo
del taxol.™ El segundo si tiene un efecto sobre la unién del taxol, la Ser275 cambia a Ala en
las isoformas HsBT3 y HsBT6. Este residuo es crucial para la unién del taxol, la sustitucion
de la Ser275 propicia la pérdida de un puente de hidrégeno con la B-tubulina del
heterodimero continuo y por ende pierde su funcidon como estabilizador.'*'® Por tanto,
disefiar derivados de este compuesto que presenten mayor selectividad a HsBT3 para evitar
la resistencia causada por la Ala275 no es favorable ya que también se encuentra en HsBT6,
por tanto aumentaria el riesgo que las moléculas sean hematotoxicas. Por otro lado, tampoco
es conveniente el disefio de farmacos no hematotdxicos empleando la Met23 puesto que no

serian selectivos entre ninguna de las otras isoformas.

En cuanto al sitio de unién de la laulimalida, se registra un cambio en el residuo 333 de una
Val por una Iso en HsBT3 y HsBT5, ambos aminoacidos son muy similares y no se tienen
reportes de que esta conversion esté asociada a una variacion en la respuesta a esta
molécula. En HsBT6 se observan dos diferencias en este sitio de union, la primera es en la
Leu305, ya que el resto de las isoformas presenta Pro; pero este residuo no es esencial para
el acoplamiento de la laulimalida. La otra ocurre en la Tyr340, éste favorece el acoplamiento
del ligando al interactuar con la Arg306 y promover un cambio conformacional.’®’® En
HsBT6, la Tyr340 se encuentra sustituida por una Cys, la cual también puede aportar un
donador de puente de hidrégeno. Una vez mas, las modificaciones el sitio de uniéon no

confieren mayor afinidad contra las dianas propuestas.

Finalmente, el sitio de unién de la epotilona A es contante en todas las isoformas, excepto en
HsBT6, puesto que en ella se distinguen las dos unicas diferencias en los residuos 231 y 276
que son clave para la uniéon de la epotilona® pero hasta ahora no han sido asociados a

mecanismos de resistencia a este farmaco.
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A pesar de que la secuencia de B-tubulina de humano esta muy conservada, variaciones en
el sitio de union del ligando podrian afectar el acoplamiento del mismo, por eso es importante
el analisis de cada uno de ellos. En los sitios de union de la B-tubulina sdlo el taxol pierde su
actividad por la sobreexpresion de HsBT3 y su poca afinidad a este sitio. Sin embargo, en el
resto de los casos no existen diferencias clave que apoyen la selectividad de un compuesto
por un tipo de isoforma en particular. Por tanto, no es factible disefiar moléculas que se unan
preferentemente a las isoformas HsBT1 y HsBT3, y al mismo tiempo con baja afinidad por la

HsBT6 para ninguno de los seis sitios de union de los compuestos estudiados.
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Figura 7.8. Representacion y comparacion de los aminoacidos que componen al sitio de unién propuesto de los
carbamatos bencimidazélicos en las ocho isoformas de B-tubulina de humano y mamiferos (MS), ademas de

parasitos susceptibles (PS) y resistentes (PR) al tratamiento con dichos compuestos.

Por otro lado, adicionalmente se mencion6 un posible sitio de union para los derivados de
bencimidazol localizado cerca del sitio de la colchicina en el monémero de la B-tubulina,?°2’
el cual se muestra en la Figura 7.8 al igual que el alineamiento de los aminoacidos que lo
conforman en las isoformas de humano, mamiferos, parasitos susceptibles y resistentes al

tratamiento con carbamatos bencimidazdlicos.

Excepto por HsBT6, todas las isoformas de humano y mamifero tienen el sitio de unién muy
conservado. El unico aminoacido que varia es el 239 de Cys a Ser en HsBT3, HsBT5 y
HsBT6, como se observo en el sitio de la colchicina; sin embargo, se mantiene un grupo

donador de puente de hidrogeno. Es interesante mencionar que HsBT6 presenta cambios en
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las posiciones 198 y 200, las cuales son posiciones importantes para la interaccion con estos

derivados de bencimidazol, seguin estudios de resistencia realizados en parasitos.2%-21

De esto ultimo, se han descrito mutaciones importantes en la B-tubulina que repercuten en la
resistencia y susceptibilidad de parasitos a carbamatos bencimidazolicos. Estas mutaciones
son: Phe167Tyr, Glu198Ala y Phe200Tyr.”881-84 Por tanto, si los aminoacidos se conservan
en el sitio de union de las isoformas blanco, HsBT1 y HsBT3, éstas podrian verse afectadas
por este tipo de moléculas; en caso contrario, el tratamiento no causaria dafo sobre las

células que expresen esa isoforma en particular.

Como puede observarse en la Figura 7.8, la HsBT6 posee los residuos Ala198 y Phe200.
Aunque solo presenta una de las variaciones que estan implicadas en la resistencia, la
modificacion de Glu a Ala es determinante para que se genere una baja afinidad por los
BZC.% Ademas, esta isoforma muestra mayor similitud con los aminoacidos del posible sitio

de unidn del parasito resistente E. histolytica.

En el caso de HsBT1 y HsBT3 se tiene un residuo de Tyr en la posicién 200, lo cual, segun
los estudios experimentales de resistencia a carbamatos bencimidazdlicos en parasitos,
indicaria una baja afinidad de los compuestos por el sitio; sin embargo, esta mutacion sélo se
ha asociado a una disminucion en la susceptibilidad pero no causa una resistencia completa,

como sucede en el caso de la mutacion Glu198Ala.82

Ademas de los aminoacidos presentados en la Figura 7.8, en el sitio de unién se localizan
otros residuos hidrofdbicos (Leu240, Leu250, Leu253 y Phe266) e hidrofilicos (Thr237 vy
Asn256),2" pero estan ampliamente conservados (ver Figura Ill.1.1 del Anexo lll). En este
estudio no se encontraron grandes diferencias en el sitio de unién de las dianas bioldgicas,

pero si con HsBT6, a la cual los compuestos propuestos podrian presentar baja afinidad.
7.3.2. Modelado por homologia

Para esta seccion se siguio la metodologia empleada por Aguayo-Ortiz y colaboradores.?' En
la Tabla 7.9 se resumen los resultados de la validacion de los modelos proteicos de las
secuencias de aminoacidos de las isoformas de B-tubulina (HsBT1, HsBT3, HsBT6 y SsBT)
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generados por homologia con el programa MODELLER 9v13, en el cual se empleé como
molde la cadena D de la estructura cristalografica PDB: 3N2G. Los esquemas y graficos

correspondientes de los modelos seleccionados se encuentran en el Anexo 111.2.

Tabla 7.9. Resultados de validacion de los modelos generados en el estudio

No. Ramachandran plot Er’ror en
Isoforma Modelo QMEANscore Z-score RMSD (A) (%) rotameros

P NP (%)
A 0.616 -1.78 0.130 96.71 3.29 3.27
B 0.640 -1.50 0.130 96.71 3.29 3.00
HsBT1 C 0.627 -1.66 0.133 96.95 3.05 3.27
D* 0.644 -1.46 0.130 96.95 3.05 2.72
E 0.598 -1.99 0.138 96.71 3.29 3.54
A 0.642 -1.47 0.126 97.18 2.82 3.26
B* 0.639 -1.51 0.121 97.18 2.82 2.45
HsBT3 C 0.611 -1.85 0.126 96.95 3.05 3.80
D 0.620 -1.74 0.126 97.65 2.35 217
E 0.618 -1.76 0.123 97.18 2.82 3.26
A 0.603 -1.94 0.118 97.18 2.82 3.03
B 0.629 -1.63 0.122 96.95 3.05 2.48
HsBT6 C 0.649 -1.39 0.122 96.71 3.29 2.75
D* 0.638 -1.52 0.120 97.18 2.82 2.75
E 0.651 -1.37 0.122 97.18 2.82 413
A* 0.623 -1.69 0.143 97.18 2.82 217
B 0.625 -1.68 0.131 96.95 3.05 3.53
SsBT C 0.618 -1.77 0.148 96.95 3.05 2.45
D 0.611 -1.84 0.140 96.71 3.29 2.45
E 0.619 -1.74 0.130 96.71 3.29 2.99

Nota: Regiones del diagrama de Ramachandran: (P) Permitida & (NP) No Permitida.

* Modelos seleccionados.

Los siguientes parametros de validacion fueron determinados por el servidor Swiss Model®®:
QMEAN score, Z-score, diagrama de Ramachandran y porcentaje de error en rotameros; el
RMSD (A) se calcul6 con el programa PyMOLY’. Para la seleccion de los mejores modelos se

emplearon los siguientes criterios:

= Puntuacién QMEANscore. Es el valor del grado de confiabilidad del modelo al ser
comparado con otras estructuras en una escala que va del 0 al 1, aquellos modelos con
un valor mas cercano a 1 son los mejores.®”® Los modelos generados tienen valores

cercanos a 0.6 para cualquiera de las isoformas.
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Puntuacion Z (Z-score). Es una medida de la significancia de una alineacion multiple con
otras estructuras conocidas, que representa la calidad del modelo, negativo (baja calidad)
o positivo (calidad alta).® Se espera que este valor sea cercano a cero. Los modelos
generados resultaron con baja resolucion y de ellos se escogieron las estructuras que
presentaran uno de los menores valores absolutos.

Desviacion cuadratica media o RMSD (Root Mean Square Desviation, A). Este valor mide
el grado de similitud de la estructura tridimensional entre dos proteinas, resulta de la
superposicion del modelo final con el molde. El RMSD es 0 A para estructuras idénticas y
aumenta conforme las estructuras se vuelven mas diferentes, hasta 2.0 A se considera
aceptable.®® En todos los casos, los modelos tienen valores cercanos a 0.1 A, pues las
isoformas son muy similares entre si.

Diagrama de Ramachandran. Grafico que representa las combinaciones angulares y (psi)
y ¢ (phi) de todos los aminoacidos que constituyen a una proteina. Dependiendo del tipo
de estructura secundaria que estén conformando, los aminoacidos se ubican dentro de un
esquema de cuatro cuadrantes.®® Para los modelos seleccionados la region permitida
agrupa mas del 95% que corresponden a aquellos aminoacidos cuyas conformaciones
angulares estan dentro de los parametros aceptables

Errores por residuo. Este esquema presenta las regiones de la estructura tridimensional
del modelo generado, mediante un gradiente de colores de acuerdo a las variaciones que
presente. El gradiente de color va de azul a rojo, donde las zonas de mayor confianza
(RMSD<1.0 A) son coloreadas de azul y las en rojo representan las regiones de menor
confianza (RMSD>3.5 A).? Los modelos seleccionados presentan un porcentaje de error
de residuos menor a 3% y los esquemas se muestran en el Anexo Ill.2. Las regiones en
rojo son se localizan principalmente en asas de la estructura y son regiones pequefias,

mientras que las partes en azul se encuentran en la parte interna de la estructura.

Una vez seleccionados los modelos, se realizé una comparacion del posible sitio de union de
los carbamatos bencimidazdlicos en las isoformas HsBT1, HsBT3 y HsBT6, los cuales se
muestran en la Figura 7.9. En ella se distinguen principalmente las diferencias en los
residuos 239, 198 y 200.
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Figura 7.9. Representacion de los aminoacidos principales identificados en el posible sitio de unién de los
carbamatos bencimidazdlicos en las isoformas (A) HsBT1, (B) HsBT3 y (C) HsBT®6.

Dado que el modelo generado para la B-tubulina de S. scrofa presenta los mismos

aminoacidos en el sitio que HsBT1 se decidio utilizar solamente el segundo para realizar los

estudios de acoplamiento molecular (ver Figura I11.3.1 del Anexo llI).

7.3.3. Acoplamiento molecular

Tabla 7.10. Resultados de acoplamiento molecular en los modelos de B-tubulina

HsBT1/SsBT HsBT3 HsBT6
Compuesto Score Tamaiio Score Tamaiio Score Tamaiio
onf. (kcal/mol) de cluster Cont. (kcal/mol) de cluster Cont. (kcal/mol) de cluster
ABZ trans-1,5 -7.50 17 trans-1,6 -7.72 17 cis-1,5 -6.72 27
ABZSO(+) trans-1,5 -7.81 11 cis-1,5 -7.32 17 trans-1,6 -6.88 24
ABZSO(-) trans-1,5 -7.66 12 trans-1,6 -7.83 24 cis-1,5 -7.10 25
FBZ trans-1,6 -8.12 17 trans-1,5 -8.51 28 trans-1,5 -7.48 22
FBZSO(+) trans-1,5 -8.49 22 trans-1,5 -8.71 29 trans-1,5 -8.15 26
FBZSO(-) trans-1,5 -8.36 22 trans-1,5 -8.70 30 cis-1,5 -7.96 21
MBZ trans-1,5 -8.71 18 trans-1,6 -8.80 20 trans-1,6 -7.52 27
Nz trans-1,5 -8.45 24 cis-1,5 -8.05 25 cis-1,6 -7.22 20
PBZ trans-1,5 -7.37 24 trans-1,6 -7.61 19 trans-1,5 -6.80 27
OBZ  trans-15 | 698 | 19  tans-1.6  -7.25 22 cis15 | 639 | 21
LBZ trans-1,5 -8.87 20 trans-1,6 -9.45 21 cis-1,6 -7.57 12
WW5a trans-1,5 -7.97 19 trans-1,6 -8.31 28 cis-1,5 -7.10 25
LCG1 trans-1,5 -9.53 25 trans-1,6 -10.17 30 cis-1,5 -8.16 24
LCG2 trans-1,5 -9.21 24 trans-1,6 -9.72 28 cis-1,5 -8.01 28
LCG3 trans-1,5 -9.55 28 trans-1,6 -9.96 30 cis-1,6 -8.14 17
LCG4 trans-1,5 -9.58 22 trans-1,6 -10.01 25 cis-1,6 -8.22 20
LCG5 trans-1,5 -9.92 24 trans-1,6 -10.46 30 cis-1,6 -8.24 22
LCG6 trans-1,5 -9.89 26 trans-1,6 -9.67 17 trans-1,5 -7.26 13
PBS90 trans-1,5 -8.56 24 trans-1,6 -9.03 20 cis-1,6 -7.65 21

Nota. Conf.: conformacion.
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Con las estructuras de B-tubulina generadas mediante modelado por homologia se realizaron
los estudios de acoplamiento molecular en el posible sitio de unién. En la Tabla 7.10 se
muestran los resultados de la conformacion, energia libre de union (puntuacién o Score) y
tamafo de cluster obtenidos en la evaluacidon de la serie LCG y otros carbamatos
bencimidazolicos empleados como referencia. Los datos presentados en un gradiente de
colores que va de rojo a verde, los primeros tienen mayor valor de Score, indicando una
menor afinidad por el sitio, y en verde se encuentran los de menor valor de energia,
mostrando una mayor afinidad. Ademas, el tamano de cluster permite determinar la
probabilidad de unién de estos compuestos al sitio, en donde un numero de integrantes

cercano a 30 indica una alta probabilidad.

En las isoformas HsBT1 y HsBT3 la conformacién frans del carbamato y el isomerismo en
1,5 en el bencimidazol son favorecidos en el acoplamiento, siendo los compuestos de la serie
LCG los que tienen menor valor de Score y mayor numero de integrantes en el cluster (ver
Tabla 7.10). Por otro lado, en HsBT6 los resultados no son consistentes en cuanto a la
conformacién ni al isomerismo; asimismo, el tamafo de cluster es variado y los valores de

Score son los mas altos con respecto a las otras dos isoformas.

Estos resultados indican que las moléculas de la serie LCG, seguidos por el LBZ y PBS-90%4,
se acoplaran con mayor afinidad a HsBT1 y HsBT3 que los otros carbamatos
bencimidazodlicos. Ademas, debido a que se ha comprobado la actividad antitumoral de los
compuestos de referencia, existe mayor probabilidad de que los elementos de la serie LCG
sean mas activos. Adicionalmente, los resultados obtenidos para HsBT6 aumentan la
probabilidad de que ninguno de estos compuestos provoquen hematotoxicidad por la union a

la B-tubulina de células hematopoyéticas.

El modo de unidn de los compuestos evaluados a las isoformas de B-tubulina se muestra en
la Figura 7.10. Las moléculas se dividieron en dos grupos para facilitar su visualizacién: serie
LCG (Figuras 7.10.A1, B1, C1) y compuestos de referencia (Figuras 7.10.A2, B2, C2). Se
observa que el modo en que se acoplan ambos grupos es similar tanto en HsBT1 como en
HsBT3, dado que mantienen los puentes de hidrogeno formados por los residuos Glu198 y

Tyr200 con el hidrogeno de los grupos bencimidazol y carbamato, respectivamente. Estas
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interacciones son favorecidas por la conformacion trans en el carbamato y el isomerismo en
1,5 en el bencimidazol. En cuanto a HsBT6, los compuestos no se localizan adentro del sitio
de unidén sugerido pues al tener los residuos Ala198 y Phe200 no establecen los puentes de

hidrégeno como ocurre en las otras isoformas.

Por otra parte, se reporté que la Cys239 forma un puente de hidrogeno con el grupo aceptor
de puentes de hidrégeno ubicado en la posicion 5 del nucleo de bencimidazol?' del LBZ,
MBZ, NZ, ABZ, ABZSO y OBZ. A pesar de ello, en este estudio no se observd dicha
interaccién con la Cys239 de HsBT1 y la Ser239 de HsBT3 y HsBT6 debido a que el
sustituyente aromatico en la serie LCG es voluminoso y por la posicion que adopta es
imposible que se forme un puente de hidrégeno debido a la distancia entre el residuo y el

conector.

Adicionalmente al estudio con las isoformas de humano, se realizd6 un estudio de
acoplamiento molecular de los compuestos LCG, PBS y WW&5a en las B-tubulina de los
parasitos G. intestinalis y E. histolytica, en donde el primero es susceptible al tratamiento con
carbamatos bencimidazodlicos y el segundo no (ver Figura 111.3.2 del Anexo Ill). Se encontro
que los compuestos se acoplan mejor a la GiBT lo cual demuestra que los resultados
obtenidos para las isoformas de humano son comparables con las de los parasitos y con los

reportados por Aguayo-Ortiz y colaboradores?’.
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Figura 7.10. Modo de unién de los compuestos sintetizados en las isoformas (A) HsBT1, (B) HsBT3 y (C)
HsBT6: en la primera columna, LCG1 (café oscuro), LCG2 (turquesa), LCG3 (verde), LCG4 (lila), LCG5
(morado), LCG6 (gris) y PBS90 (guinda); en comparacion con los compuestos de referencia, segunda columna:
ABZ (cian), ABZSO(+) (magenta), ABZSO(-) (amarillo), FBZ (rosa), FBZSO(+) (blanco), FBZSO(-) (morado
claro), MBZ (azul), NZ (amarillo mostaza), PBZ (café), OBZ (verde claro), LBZ (naranja) y WW5a (verde limén).
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Figura 7.11. Comparacion del modo de unién del compuesto LCG6 (verde) con los ligandos co-cristalizados (A)
colchicina (naranja, PDB: 1SA087) y (B) G2N (café, PDB: 3N2G%5).

A pesar de que el sitio de union sugerido para los carbamatos bencimidazdlicos no es el
mismo que el de la colchicina, se ha reportado que estos se encuentran superpuestos y
experimentalmente se tienen resultados de la inhibicién competitiva entre ambos.202".88 En |a

Figura 7.11A se muestra la cercania del sitio de unién de la colchicina y el compuesto LCG6.

Ademas de la colchicina, se ha co-cristalizado el ligando G2N que tiene un modo de unién
semejante al propuesto para la serie LCG; en la Figura 7.11B se representa el modo de
unién de LCG6 y G2N en el sitio. EI compuesto G2N también interacciona con el Glu198

mediante un puente de hidrégeno con el grupo carbamato de su estructura.

En resumen, los compuestos de serie LCG tienen un acoplamiento similar entre si y a otros
derivados bencimidazdlicos en el sitio de uniéon propuesto en las isoformas HsBT1 y HsBT3
debida a la conservacién de los residuos en 198 y 200, principalmente; mientras que en
HsBT6 no se favorece su union por la modificacion del Glu por Ala en la posicion 198. Este
estudio también sugiere que la serie LCG presentara mayor afinidad por la B-tubulina que los

utilizados como referencia.
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7.3.4. Identificacion de otros posibles blancos anticancerigenos

En un estudio de reposicionamiento de compuestos realizado en el trabajo de maestria del
M. en C. Rodrigo Aguayo Ortiz*°, se realizd una busqueda de otras posibles dianas
farmacolégicas para una base de datos de derivados bencimidazélicos, dentro de los que se
encuentran los compuestos de la serie LCG. Los blancos mas interesantes, porque también
estan involucrados en la regulacion de procesos cancerosos son: el factor de transcripcion
forkhead box M1 (FOXM1) y el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular tipo 2

(VEGFR-2). A continuacion se discutiran ambos.

El factor de transcripcion forkhead box M1 (FOXM1) pertenece a la superfamilia de proteinas
FOX, que se caracterizan por presentar un dominio de unién al ADN altamente conservado.°
Su sobreexpresion esta estrechamente involucrada en la iniciacion, invasion y metastasis del
cancer, entre ellos de mama, ovario, pulmon y pancreas.?%% Este es un blanco

potencialmente adecuado para el desarrollo de terapias contra el cancer.

En el estudio de acoplamiento molecular, antes se identificé a los compuestos LCG2 y LCG5
entre los derivados de bencimidazol con mayor afinidad a la FOXM1c; siendo el LCG5 uno
de los que permanecieron mas tiempo en el sitio de uniéon durante la dinamica molecular,
presentd menor energia de union y uno de los menores valores RMSD. En este estudio se
sugiere que esta molécula, entre otras, tiene alta probabilidad de inhibir la actividad

transcripcional de la FOXM1¢.4

En el mismo trabajo, se identificé al receptor VEGFR-2 como posible blanco biolégico de los
compuestos de la serie LCG.*® Este un receptor de tirosina quinasa localizado en la
superficie de las células que es activado por el reconocimiento de VEGF; este receptor es el
mediador mas importante de los efectos mitdgenos, supervivencia, angiogénesis y la
permeabilidad microvascular del VEGF.®'?2 De estos procesos, la angiogénesis tiene un
papel relevante en el crecimiento, progresion y metastasis del cancer.%% Por lo cual el
VEGFR-2 es un blanco interesante para el disefio de farmacos que inhiban la angiogénesis

tumoral.
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Con base en ese estudio, en este trabajo se evaluaron los compuestos LCG, PBS90%* y

WW5a23 en receptor VEGFR-2. La Figura 7.12 muestra los resultados del acoplamiento

molecular incluyendo los del compuesto referencia 3B8R y del C422%3,

L

Asp1044

Glu883 ‘

Compuesto Conf. Score Tam:aﬁo de Compuesto Conf. Score Tam’aﬁo de
kcal/mol cluster (kcal/mol) cluster
3B8R - 9 LCG4 cis-1,5 -9.68 27
WW5a trans-1,5 25 LCG5 trans-1,5 -10.13 19
LCG1 trans-1,5 -10.25 28 LCG6 trans-1,5 -10.81 29
LCG2 cis-1,5 -9.92 26 PBS90 trans-1,5 -9.63 30
LCG3 trans-1,5 -10.34 27 C422* trans-1,5 -10.76 9

Figura 7.12. Acoplamiento molecular de los compuestos de la serie LCG, PBS90, WW5a en el sitio de union de
la VEGFR-2 con un modo de unién (A) similar: WW5a (verde limén), LCG1 (café oscuro), LCG2 (turquesa),
LCG3 (verde), LCG6 (gris) y PBS90 (guinda), y (B) diferente: LCG4 (lila) y LCG5 (morado) al compuesto co-
cristalizado 3B8R (verde claro). Tabla de resultados de acoplamiento molecular de dichos compuestos en
VEGFR-2. *Valor tomado de la referencia 49.4°

De los resultados obtenidos en el estudio de acoplamiento molecular el ligando co-
cristalizado en el receptor, empleado como referencia, presenta menor energia pero menor
tamafio de cluster; sin embargo, los de la serie LCG presentan una energia relativamente
baja y el mayor numero de integrantes en el cluster. El compuesto que destaca es el LCG6
que incluso tiene mejores resultados que el C422, carbamato bencimidazélico encontrado co-
cristalizado en el receptor.
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Los compuestos con acoplamiento similar al 3B8R se muestran en la figura 7.12.A, estos
conservan los puentes de hidrégeno formados entre los grupos carbamato y bencimidazol y
el residuo Glu883, ademas del formado entre carbonilo del carbamato con el Asp1044. El
LCG6 establece un puente de hidrégeno adicional entre el nitrégeno del sustituyente
quinolina y la cadena principal de Cys917 como sucede con el de referencia. En la Figura
7.12.B se compara el modo de union del 3B8R con LCG4 y LCGS; pese a que el
acoplamiento es diferente se conservan los enlaces formados. Por tanto es importante la
presencia de un donador y un aceptor de puentes de hidrogeno para que interaccionen con
los residuos GIlu883 y Asp1044, respectivamente; asimismo, el acoplamiento se ve
favorecido por la presencia de un grupo aceptor de puentes de hidrégeno que interaccione

con el carbonilo de la Cys917 en la cadena principal.

Los resultados obtenidos sugieren que es muy probable que las moléculas LCG se unan al
receptor VEGFR-2 y puedan modular la actividad de éste. Una razén mas para ello es que se
ha reportado que el MBZ y otras moléculas con un nucleo de quinolina y uno de bencimidazol

inhiben la actividad cinasa de este receptor.6595.9%

Si bien los compuestos LCG no fueron disefiados para que se unieran con gran afinidad al
receptor VEGFR-2, seria interesante realizar este ensayo para estudiar las caracteristicas

estructurales que favorezcan su afinidad.

Desarrollar una terapia contra el cancer que actue con mayor afinidad sobre un tipo de
proteina sobreexpresada, como lo es HsBT1 y HsBT3, disminuye riesgos de toxicidad por
unién inespecifica; sin embargo, también pueden aprovecharse las caracteristicas
estructurales de las moléculas para atacar simultdneamente otras dianas bioldgicas, en este

caso FOXM1c y VEGFR-2, de esta manera se podria lograr un tratamiento mas efectivo.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetizaron los seis derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo con un rendimiento
global entre 15-65%. El paso limitante de la reaccion es la SnyAr, por lo que se sugiere
aumentar el tiempo de reaccion o potencia en el microondas. Los compuestos LCG fueron
caracterizados por sus constantes fisicas (punto de fusion y Rf) y estructuralmente usando
meétodos espectroscépicos y espectrométricos. De dichos compuestos se cuenta con la

cantidad suficiente para la realizacion de los ensayos biologicos.

Los productos de la serie LCG mostraron pobre solubilidad en la mayoria de los disolventes
organicos comunes por lo que fue dificil su purificacion. Ademas, esta caracteristica podria

limitar su evaluacién biolégica.

Segun las predicciones realizadas, se estima que los seis derivados de bencimidazol-2-

carbamato de metilo presentaran buena biodisponibilidad oral y baja toxicidad.

Del analisis secuencial y comparacion del sitio de union de seis agentes que modulan la
polimerizacién de los a microtubulos y cuyo blanco es la B-tubulina, se encontré que estos
estdan muy conservados y por tanto no es posible disefiar compuestos que se sean selectivos

hacia las isoformas HsBT1 y HsBT3, y que ademas no se unan a HsBT6.

Los compuestos de la serie LCG tienen un acoplamiento similar entre si en el sitio de unién
propuesto en las isoformas HsBT1 y HsBT3. El residuo Glu198 es determinante para la
afinidad de las isoformas HsBT1 y HsBT3 por los compuestos de la serie LCG, por lo que se
espera que muestren mayor afinidad por los blancos y mayor inhibicion que los utilizados

como referencia.

Se demostré que la unién de los carbamatos bencimidazoélicos con la isoforma HsBT6, con
una modificacion en el residuo198 (Ala por Glu), es semejante a la que presentan estos

compuestos con la tubulina de parasitos resistentes a los carbamatos.
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Los estudios de acoplamiento molecular en el receptor VEGFR-2 revelaron que los
compuestos LCG podrian presentar afinidad por éste, siendo el mejor de ellos el compuesto
LCG6. Adicionalmente, existe la probabilidad que posean afinidad por el factor de

transcripcion FOXM1c.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar los ensayos de actividad antiproliferativa in vitro sobre las lineas celulares SKLU-1,

SW48 y MCF-7, asimismo en células hematopoyéticas sanas.
Determinar la Clso de la serie LCG1-LCG6 en las lineas celulares anteriores.

Determinar si los datos obtenidos con los estudios de acoplamiento molecular pueden
predecir adecuadamente los resultados de inhibicion de la polimerizacion de los

microtubulos.

Disefiar moléculas que posean mayor afinidad por HsBT1 y HsBT3, aprovechar sus
caracteristicas estructurales para atacar simultaneamente otras dianas biologicas, como la

FOXM1 y el VEGFR-2, y lograr un tratamiento mas efectivo.
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ANEXO |. DERIVADOS DE BENCIMIDAZOL-2-CARBAMATO DE METILO

Tabla I.1. Derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo

Compuesto Clave Estructura
Q. 7/
S N >_O
Albendazol ABZ \C[ DN
N
H
y Oy_ /
N o
Sulféxido de albendazol (+) ABZSO(+) i \C[ SN
N
H
o o}
/
. /\§ N Y0
Sulfoxido de albendazol (-) ABZSO(-) | S>—NH
N
H
o)
S N o]
Fenbendazol FBZ ©/ | D—NH
N
H
0
S i
Sulféxido de fenbendazol (+) FBZSO(+) O \Q\*NH
N
H
0 o)
.8 o
Sulfoxido de fenbendazol (-) FBZSO(-) © \C[\}NH
N
H
0 o
N 0
Mebendazol MBZ O | H—NH
N
H
0 Q4
S N (o]
Nocodazol NZ \ | D—NH
N
H
o)
N ol
Parbendazol PBZ /\/\Q S—NH
N
H
Q7
Oxibendazol 0BZ C[ H—NH
N
H
o)
(0} SI/ \ O/
Luxabendazol LBZ
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N-[5-fenoxi-1H-bencimidazol-2-
illcarbamato de metilo

N-[5-(naftilen-1-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo

N-[5-(quinolin-8-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo

N-[5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo

N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo

N-[5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-1H-
bencimidazol-2-illcarbamato de
metilo

N-[5-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de
metilo

N-[5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo’

WW5a

LCG1

LCG2

LCG3

LCG4

LCGS5

LCG6

PBS90

Z N\

b

Q. 7
N O
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ANEXO II. PARTE QUIMICA
I.1. Metodologia experimental
11.1.1. Instrumentacion

El peso de las sustancias se determind en una balanza analitica Sartorius AA210P, o bien,

en una balanza granataria Scientech SL 600.

Las reacciones a temperatura constante se realizaron en una parrilla IKA RET basica con

sensor de temperatura modelo IKA ETS-D4 fuzzy.

La concentracion de las soluciones se realizé a presion reducida en un rotaevaporador Buchi
R-215 con condensador vertical lleno de liquido refrigerante de automdévil y bafio B-491. La
condensacion de los vapores de realizé por enfriamiento del liquido refrigerante con un
enfriador en serpentin. Se utilizé una bomba de vacio marca Vacuubrand modelo PC 610 con

regulador de vacio integrado CVC2 para disminuir la presién del Sistema (hasta 1 mmHg).

Las reacciones en microondas se realizaron en un equipo Microwave Synthesis System:
Synthos 3000 de Aton Paar, usando el rotor 16MF100. Las reacciones se llevaron a cabo en
tubos de plastico revestidos de PTFE con un volumen maximo de 50 mL y 20 bares de

presién, chaquetas individuales de PEEK y sensor interno de temperatura y presion.

Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron en un aparato de hidrogenacion Parr Modelo
3916 EG y 250 cc como maxima capacidad, utilizando un tanque de hidrogeno de la casa
INFRA y como catalizador Pd/C (al 10%) o Ni-Raney (al 30%), ambos de la casa Aldrich.

El avance de las reacciones y pureza de los compuestos sintetizados se analizé por
cromatografia en capa fina (ccf) empleando cromatoplacas de la casa Merck recubiertas con
gel de silice 60 F2s4 de 0.2 mm de espesor. Los compuestos organicos se visualizaron con

luz ultravioleta. La composicion del Sistema de elusion | empleado es CHCI3:MeOH (80:20).

Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un equipo Blchi Modelo B-540, utilizando

capilares de vidrio y no estan corregidos.
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Las técnicas espectroscopicas y espectrométricas para la caracterizacion de los compuestos
se realizaron con los equipos pertenecientes a la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Protén y Carbono (RMN 'H y RMN '3C)
se obtuvieron en un espectrometro Oxford de 400 MHz. Los desplazamientos quimicos (8) se
reportan en partes por millon (ppm) relativos al tretrametilsilano (Me4Si, 8=0) en DMSO-ds y

los valores de J en Hz.

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin EImer de FTIR

/ FIR spectrum 400, la frecuencia de las sefiales se reportan en cm-'.

Los espectros de masas se determinaron en los espectrometros JEOL JMS-SX102A
utilizandose las técnicas de introduccion directa (ID) e impacto electronico (IE) y/o
bombardeo de rapido de atomos (FAB* por sus siglas en inglés). La simbologia utilizada es
M* = ion molecular, m/z = relacibn masal/carga y pb = pico base. Los espectros de masas de
los compuestos LCG4 y LCG6 fueron obtenidos en el equipo The MStation JMS-700, del

Instituto de Quimica, UNAM utilizando utilizandose las técnicas de ID y FAB*.
11.1.2. Reactivos, disolventes y procedimientos generales

La serie de compuestos LCG se sintetizaron en el laboratorio a partir 5-cloro-2-
nitroaceanilida y los naftoles y quinoles adecuadamente sustituidos comerciales (Aldrich), via
sustitucion, hidrdlisis, reduccion y ciclacion. A continuacidn se ilustra los procedimientos de

sintesis detallados.
11.1.2.1. Procedimiento general para la Sustituciéon Nucleofilica Aromatica (SnAr)

En un tubo de plastico revestido de PTFE para reaccion en microondas se colocaron 2.0 g de
5-cloro-2-nitroacetanilina (0.00932 mol), 1.1 eq (0.01398 mol) del correspondiente fenol o
quinol (ArOH) y 1.48 g (0.01398 mol, 1.5 eq) de base Na2COs3 en 10 mL de DMF, las
condiciones de reaccion del sistema se programaron a 190 °C y 600 Watts durante 30
minutos con agitacion constante; también se colocaron tres tubos de microondas con 50 mL

de DMF como blanco. Posteriormente, la mezcla de reacciéon se transfirio a un matraz bola
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de 100 mL y se llevo a sequedad en el rotaevaporador. A la resina obtenida se le adicionaron
30 mL de agua y 0.5 g de Na2COs y se agitdé durante 24 horas a temperatura ambiente.
Finalmente, se filtr6 al vacié y se recuperd la parte solida correspondiente a la 2-

nitroacetanilina sustituida en la posicion 5 con el Aril éter correspondiente.
11.1.2.2. Procedimiento general para la hidrélisis basica

En un matraz de 50 mL se colocé 2-nitroacetanilida sustituida cruda obtenida de la reaccién
previa, y se sometid a hidrdlisis basica con 1.5 eq de NaOH en 15 mL de MeOH durante dos
horas a temperatura ambiente y con agitacién constante. La mezcla de reaccion se filtré al

vacio y se recupero la fraccion sdlida, la cual se lavo con MeOH (2 x 5 mL).
11.1.2.3. Procedimiento general para la reduccion catalitica

En una botella de hidrogenacién de 500 mL se mezclaron 0.00466 mol del compuesto
nitrado, un catalizador (Pd/C al 10% o Ni-Raney al 30% en peso para los compuestos que
presentaban atomos de cloro en su estructura) y 50 mL de MeOH. La botella se coloco en el
sistema de hidrogenacion y se purgé el aire presente mediante tres lavados de
aproximadamente 30 Ib/in? de hidrégeno, finalmente se llend el recipiente con hidrégeno
hasta una presion de 40 Ib/in? y se coloco en agitacion constante a 40°C hasta que no hubo
mas consumo de Ha. El catalizador se retiré por filtracién al vacié a través de una cama de
celita; el filtrado se transfiri6 a un matraz bola de 250 mL para eliminar el disolvente en el

rotaevaporador, obteniéndose la o-fenilendiamina sustituida.
1.1.2.4. Procedimiento general para la ciclocondensacion

En un matraz bola de 250 mL adaptado con un refrigerante en posicién de reflujo, conectado
a trampas de cloro y agitaciéon magnética, se mezclaron 0.00466 mol de la o-fenilendiamina
sustituida con 1.44 g (0.00699 mol, 1.5 eq) de N,N-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea en 7.8
mL de agua, 23.5 mL de MeOH y 1.5 mL de acido acético glacial como catalizador acido. La
mezcla se calenté a 70 °C hasta agotarse la materia prima. A partir de los 30 min se observé

la formacion de un precipitado. El producto obtenido se separd por filtracion al vacio. Por
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ultimo, los carbamatos bencimidazodlicos se purificaron por lavados de MeOH (3 X5 mL) y se

secaron al vacio.

1.1.2.5. 5-(Naftilen-1-iloxi)-2-nitroacetanilina (2a)

cl NH o OO Na,CO,/ DMF
_—
\@ 0 + 0 NH
Lo oY
0
NO,
PM 214.61 PM 144.17 PM 322.15

1 2a

Para la obtencion del compuesto 2a se siguidé la metodologia 11.1.2.1. Se obtuvo un sélido

amarillo, que no se aislé y se sometio a la siguiente reaccion inmediatamente; por ccf: Rf=

0.60, Sistema |.

1.1.2.6. 5-(Naftilen-1-iloxi)-2-nitroanilina (3a)

NaOH/ MeOH
_—
¢} : NH “/ O\@NHZ
No(g NO,
PM 322.15 PM 280.28
2a 3a

Partiendo de 2.55 g del compuesto 2a, se utilizd la metodologia 11.1.2.2 para la sintesis de la
2-nitroanilina sustituida (3a), de ello se obtuvieron 2.11 g (80.7%) de un sdlido café que se

purificd por lavados con MeOH; en la ccf solo se observd una mancha cuyo Rf es 0.77,

Sistema |.
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11.1.2.7. 4-(Naftilen-1-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4a)

H,, Pd/C
—_—
NO, NH,
PM 280.28 PM 250.30
3a 4a

Siguiendo la metodologia 11.1.2.3 se sintetizo la o-fenilendiamina sustituida (4a), utilizando
como catalizador 0.13 g de Pd/C (10% del peso del sustrato). El término de la reaccion se
determind por medio de una ccf hasta que solo se evidencié una mancha (Rf= 0.11, Sistema
), se obtuvo una solucién café que se concentrd, tras retirarse el catalizador e

inmediatamente se utilizd en la siguiente reaccion.

11.1.2.8. N-[5-(naftilen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-ilJcarbamato de metilo (LCG1)

\Oj\N/)S\NHﬁ\O/‘

Q

o) NH, 0 N O
\@ MeOH/ H,0/ AcOH! 4 \©I S NH
N

NH, H

PM 250.30 PM 333.34
4a LCG1

Para la obtencién del producto final LCG1 se sigui6 la metodologia 11.1.2.4; de esta reaccion
y la anterior, se obtuvo un rendimiento de 80.0%. En ccf el carbamato bencimidazélico, sélido

blanco, mostrd solo una mancha de Rf=0.70 en el Sistema I.
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1.1.2.9. 5-(Quinolin-8-iloxi)-2-nitroacetanilina (2b)

Cl NH - Z Na,CO,/ DMF SN
-+ S _—
[ :[ o NH
NO? N MW T
OH S
NO,

PM 214.61 PM 145.16 PM 323.30
1 2b

Se siguié la metodologia 11.1.2.1 para la obtencion de 2-nitroacetanilina sustituida (2b). De
esta reaccion se obtuvo un soélido amarillo, que no se aislé y se sometié a la siguiente

reaccion enseguida; por ccf: Rf= 0.79, Sistema I.

1.1.2.10. 5-(Quinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina (3b)

] "]
SN NaOH/ MeOH SN
—_—
o) NH o] NH,
Ty X
NO, NO,
PM 323.30 PM 281.27
2b 3b

Para la obtencion de la 2-nitroanilina sustituida (3b) se siguidé la metodologia 11.1.2.2
partiendo de 2.56 g del compuesto 2b y se obtuvieron 1.56 g (59.5%) de un sdlido color

mostaza que fue purificado por lavados con MeOH. En la ccf solo se observé una mancha

cuyo Rf es 0.67, Sistema |.
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1.1.2.11. 4-(Quinolin-8-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4b)

] 7]
SN H,, Pd/C SN
—_—
NO, NH,
PM 281.27 PM 251.28
3b 4b

Partiendo del compuesto nitrado 3b se sintetizd la o-fenilendiamina sustituida (4b)
empleando la metodologia 11.1.2.3. Se utilizaron 0.13 g del catalizador de Pd/C (10% del peso
del sustrato). Al finalizar la reaccion se obtuvo una solucién café, una sola mancha por ccf
(Rf=0.08, Sistema |); después de retirar el catalizador, la solucidbn se concentr6 para

proseguir con la siguiente reaccion sin mas tratamiento.

11.1.2.12. N-[5-(quinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG2)

e L L8 O
\N \O/I\N/)\NH o~ \N o ,
0 NH, > o N YO
\@ MeOH/ H,0/ AcOH ) \©I N NH
NH, N
PM 251.28 PM 334.33
4b LCG2

Para la sintesis del carbamato bencimidazolico LCG2 se siguid la metodologia 11.1.2.4
obteniéndose un rendimiento de 73.0%; para purificarlo se modific6 la metodologia
cambiando a lavados con MeOH-DMF en una proporcion 99:1. El producto final, sdlido

blanco, mostré solo una mancha en ccf (Rf= 0.63, Sistema ).
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11.1.2.13. 5-(2-Metilquinolin-8-iloxi)-2-nitroacetanilina (2c)

Cl NH“/ = Na,CO,/ DMF SN |
Cly e LD R

N o NH
NO MW
2 OH \Q (TJ(
NO,

PM 214.61 PM 159.18
1

PM 337.33
2c

Utilizando la metodologia 11.1.2.1 para la sintesis de 2-nitroacetanilina sustituida (2c¢). De esta

reaccion se obtuvo un solido café, que no se aislé y se sometié a la siguiente reaccion
enseguida; por ccf: Rf= 0.81, Sistema I.

11.1.2.14. 5-(2-Metilquinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina (3c)

74
| |
SN NaOH/ MeOH SN
_—
ooy CL
NOCZ) NO,
PM 337.33 PM 295.29
2c 3c

Para la obtencion de la 2-nitroanilina sustituida (3¢) se siguié la metodologia 11.1.2.2 y se
obtuvieron 1.11 g (40.3%) de un sodlido color amarillo que fue purificado por lavados con
MeOH. En la ccf solo se observé una mancha (Rf= 0.77, Sistema I).
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11.1.2.15. 4-(2-Metilquinolin-8-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4c)

~ ~
SN H,, Pd/C SN
—_—
NO, NH,
PM 295.29 PM 265.31
3c 4c

Siguiendo la metodologia 11.1.2.3 se sintetiz6é la o-fenilendiamina sustituida (4c¢), utilizando
como catalizador 0.13 g de Pd/C (10% del peso del sustrato). El término de la reaccion se
determind por medio de una ccf hasta que solo se evidencié una mancha (Rf= 0.11, Sistema
[), se obtuvo una solucion café que se concentré tras retirarse el catalizador y se continué

con la siguiente reaccion.

11.1.2.16. N-[5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo

(LCG3)

& o s~ Io @
\N \O/U\N/)\NHJ\O/ \N o ,
o) NH, >~ o N O
\@[ MeOH/ H,0/ AcOH/ A \©I N—NH
NH, N
PM 265.31 PM 348.36
4c LCG3

Partiendo de la o-fenilendiamina sustituida 4c se siguié la metodologia 11.1.2.4 para la
obtencién del producto final LCG3; el rendimiento de la reaccion fue de 94.0%. En ccf el
carbamato bencimidazodlico, sdlido blanco, mostré solo una mancha de Rf= 0.66 en el

Sistema I.
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11.1.2.17. 5-(5-Cloroquinolin-8-iloxi)-2-nitroacetanilina (2d)

cl

=
cl NH Na,CO,/ DMF |
1064 N
NG, 0 NH
Ty
NO;
PM 214.61 PM 179.60 PM 357.75
1 2d

Para sintetizar la 2-nitroacetanilina sustituida 2d se emple6 la metodologia 11.1.2.1. Se obtuvo
un solido café, que no se aislé y se sometié inmediatamente a la siguiente reaccion; por ccf:
Rf=0.78, Sistema I.

11.1.2.18. 5-(5-Cloroquinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina (3d)

Cl Cl
7 7
~ | NaOH/ MeOH \N |

—_—
o] NH o] NH,
Ly I
NO, NO,
PM 357.75 PM 315.71
2d 3d

Utilizando la metodologia 11.1.2.2 la sintesis de la 2-nitroanilina sustituida (3d), se obtuvieron
1.89 g (64.3%) de un solido café que se purificd por lavados con MeOH y en la ccf solo se

observo una mancha cuyo Rf es 0.72 en el Sistema I.
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11.1.2.19. 4-(5-Cloroquinolin-8-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4d)

Cl Cl
= =
| H,, Ni-Raney |
N —_— N
O\@NH2 MeOH O\QNHz
NO, NH,
PM 315.71 PM 285.73
3d 4d

Para la obtencion de la o-fenilendiamina sustituida 4d se sigui6 la metodologia 11.1.2.3
realizando las siguientes modificaciones: se utiliz6 una mezcla de disolventes MeOH-AcOEt
en una proporcion 80:20 como medio de reaccion y en la filtracién del producto MeOH
caliente; se empled Ni-Raney 30% (0.44 g) como catalizador. El término de la reaccién se
determind por medio de una ccf hasta que solo se evidenciéo una mancha (Rf=0.10, Sistema
), se obtuvo una sélido café se utilizé en la siguiente reaccion después de retirarse el

catalizador y eliminar el disolvente.

1.1.2.20. N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo
(LCG4)

cl cl
" S _
=
| \O/I\N/)\NHU\O/ |
o) NH, MeOH/ H,0/ AcOH/ 4 0 N )0
18 T4
N
NH, H
PM 285.73 PM 368.77
4d LCG4

Se utilizé la metodologia 11.1.2.4, partiendo de la o-fenilendiamina sustituida 4d, para la
sintesis del carbamato bencimidazdlico LCG4; el rendimiento de la reaccion fue de 50.0%.
Se realizaron cuatro lavados del producto con MeOH-DMF (99:1) y se obtuvo un soélido café
que mostrd solo una mancha en ccf (Rf= 0.68, Sistema ).
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11.1.2.21. 5-(4-Cloronaftilen-1-iloxi)-2-nitroacetanilina (2e)

Cl
Cl NH NaZCO / DMF OO
oy o+
NO, 0 NH -
LS
NO>
PM 214.61 PM 178.61 PM 356.76
1 2e

Para la obtencion de la 2-nitroacetanilina sustituida 2e se emple6 la metodologia 11.1.2.1. De
la reaccion se llegd solido amarillo, que no se aislé y se sometid inmediatamente a la

siguiente reaccion; por ccf: Rf= 0.82, Sistema I.

11.1.2.22. 5-(4-Cloronaftilen-1-iloxi)-2-nitroanilina (3e)

Cl Cl

NaOH/ MeOH
_—
CLy C
Noo2 NO,
PM 356.76 PM 314.72
2e 3e

Utilizando el producto de la reaccién anterior, se siguio la metodologia 11.1.2.2 para sintetizar

la 2-nitroanilina sustituida (3e) y se obtuvieron 2.19 g (74.5%), sélido amarillo, que se purifico

por lavados con MeOH y en la ccf solo se observd una mancha (Rf=0.78, Sistema I).
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11.1.2.23. 4-(4-Cloronaftilen-1-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4e)

Cl Cl
H,, Ni-Raney
_—
NO, NH,
PM 314.72 PM 284.74
3e 4e

Se siguid la metodologia 11.1.2.3 para la obtencion de la o-fenilendiamina sustituida 4e; como
catalizador se us6 Ni-Raney 30% (0.44 g). Al finalizar la reaccion se observd una mancha por
ccf (Rf=0.11, Sistema 1). La solucion café se filtré para retirar el catalizador y concentro,

inmediatamente se sometio a la siguiente reaccion.

1.11.2.24. N-[5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo
(LCGb)

cl Cl
o s~

O
4@ Ahaler T

0 NH, MeOH/ H,0/ AcOH/ 4 0o N O
O
|Gt N

NH, H

PM 284.74 PM 367.79
4e LCG5

Partiendo de la o-fenilendiamina sustituida 4e y siguiendo la metodologia 11.1.2.4 se obtuvo el
carbamato bencimidazélico LCGS5; el rendimiento de la reaccion fue de 81.7%. El sélido café

claro se purificé por lavados con MeOH y mostré solo una mancha en ccf (Rf= 0.72, Sistema

).
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11.1.2.25. 5-(7-Metoxiquinolin-4-iloxi)-2-nitroacetanilina (2f)

_0 Ny
0 N
cl NH]/ B Na,CO,/ DMF %
\E:[ 5 + = o) NH
b
0
NO,

PM 214.61 PM 175.18 PM 353.33
1 2f

Para la sintesis de la 2-nitroacetanilina sustituida 2f se siguio la metodologia 11.1.2.1. En la
reaccion se obtuvo un sélido amarillo que no se aislé y se sometié directamente a la

siguiente reaccion; por ccf: Rf= 0.63, Sistema I.

11.1.2.26. 5-(7-Metoxiquinolin-4-iloxi)-2-nitroanilina (3f)

0 Ny e Ny
= NaOH/ MeOH =
_—
0 NH “/ o) NH,
Tl 19
NO, NO,

PM 353.33 PM 311.29
2f 3f

Utilizando el producto de la reaccion anterior, se llegd a la 2-nitroanilina sustituida 3f
siguiendo la metodologia 11.1.2.2. De la reaccidon se obtuvieron 0.62 g (21.5%), sélido

amarillo, que fue purificado por lavados con MeOH. La ccf evidencié solo una mancha

(Rf=0.49, Sistema ).
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11.1.2.27. 4-(7-Metoxiquinolin-4-iloxi)-1,2-fenilendiamina (4f)

NO, NH,
PM 311.29 PM 281.31
3f 4f

Para la obtencién de la o-fenilendiamina sustituida 4f se siguio la metodologia 11.1.2.3; como
catalizador se us6 Pd/C 10% (0.13 g). La solucion café que se obtuvo se filtré y concentrd, en

ccf solo se observé una mancha (Rf=0.07, Sistema ).

1.1.2.28. N-[5-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo

(LCG6)

0 AN o s~ ?L O NS
_— \O/U\N/)\NH O/ = o ,
o) NH, MeOH/ H,0/ AcOH 4 \Q'\'\%N?\:
N
H

NH,

PM 281.31 PM 364.35
4f LCG6

Partiendo de la o-fenilendiamina sustituida 4f y siguiendo la metodologia 11.1.2.4 se sintetiz6
el carbamato bencimidazélico LCG6; el rendimiento de la reaccién fue de 70.7 %. El sélido
café claro obtenido se purificdé por lavados con MeOH y mostré solo una mancha en ccf (Rf=

0.42, Sistema ).
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Espectro 2. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 5-(naftilen-1-iloxi)-2-nitroanilina (3a).
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Espectro 10. RMN 'H (TMS, DMSQO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-2-nitroanilina

(3c).
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Espectro 29. Experimento COSY del compuesto N-[5-(naftilen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo
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Espectro 34. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(quinolin-8-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG2).
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Espectro 42. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(2-metilquinolin-8-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG3).
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Espectro 50. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG4).
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Espectro 51. RMN ¥C (TMS, DMSO, 75 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG4).
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Espectro 53. Experimento COSY del compuesto N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato
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139



ANEXO Il

{wdd) T4
2 = = 2 =@ = = o
2 o =9 =92 9 82 @ &8 +HA ® ®m ¥ @Ww @ ~
1 L I I T L1 1 1 1 1 1 1 1

L5

3.0

_ A "
- 2
T T T T
25 2.0

A
T
3.5

T
50 4.5 4.0

5.5

6.0

6.5

B =
-
—
7.0
f2 {ppm)

=
B ==l
T
5

T
B.0

e
T
8.5

-
T
9.0

T
10.5 9.5

AN
L
11.5

ﬂ\m i, A ————— i i i |
A A
AL/_W 4
-
f“%

Espectro 54. Experimento HSQC del compuesto N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato
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Espectro 56. Experimento NOESY del compuesto N-[5-(5-cloroquinolin-8-iloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato
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Espectro 58. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (LCG5).
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Espectro 63. Experimento HMBC del compuesto N-[5-(4-cloronaftilen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato

de metilo (LCG5).
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Espectro 66. RMN 'H (TMS, DMSO, 300 MHz, & en ppm) del compuesto N-[5-(7-metoxiquinolin-4-iloxi)-1H-

bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (LCG6).
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Anexo lll. Parte computacional

Ill. 1. Alineamiento de secuencias

Tabla ll.1.1. Secuencias de B-tubulina reportadas en el servidor UniProt!

Clave de acceso

Organismo Isoforma No. AA Clave UniProt
Bl 444 HsBT1 P07437
Blla 445 HsBT2a Q13885
Blib 445 HsBT2b Q9BVA1
Bl 450 HsBT3 Q13509
Homo sapiens
BIVa 444 HsBT4a P04350
BIVb 445 HsBT4b P68371
BV 446 HsBT5 Q9BUF5
BVI 451 HsBT6 Q9H4B7
Sus scrofa Bl 445 SsBT P02554
Ovis aries Bl 445 OaBT DOVWY9
Bos taurus BIV 445 BtBT Q3MHM5
Giardia intestinalis Bl 446 GiBT P05304
I gifr’]‘;’/’;’;”as Bl 447 TVBT A2DC16
fiacmonchtis Bl 448 HcBT Q25049
igl;i’/;t?f:a Bl 458 EhBT CALYA3
Trypanosoma cruzi Bl 442 TcBT P08562
Leismania mexicana Bl 445 LmBT P21148
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sapiens BT6
scrofa BT
aries_BT
taurus_BT

intestinalis BT

vaginalis BT
histolytica BT
contortus_BT
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mexicana BT
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scrofa BT
aries_BT
taurus_BT

intestinalis BT

vaginalis BT
histolytica BT
contortus BT

.cruzi BT

mexicana BT

el e e

121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121
120
121

121

151
151
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
181
180
181
181
151

MREIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLOLDRISVY YNEATGGEYV
MREIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVY YNEAAGCNEYV
MREIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVY YNEATGNEYV
MREIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPSGNYVGDSDLOLERISVYYNEASSHEYV
MREIVHLOAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLOLERINVY YNEATGGNYV
MREIVHLOAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLOLERINVY YNEATGGEYV
MREIVHIQAGOCGNOIGTEFWEVISDEHGIDPAGGYVGDSALOLERINVYYNESSSQORYV
MREIVHIOIGOCGNQTIGARFWEMIGEEHGI DLAGSDRGASAT.OLERISVYYNEAYGREYV
MREIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVY YNEAAGCNEYV
MRETIVHIQAGOCGNOIGARFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVY YNEATGNEYV
MREIVHLORGOCGNQTIGARFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLOLERINVY YNEATGGRYV
MREIVHIQAGOCGNQIGARFWEVISDEHGVDPSGEYRGDSELOTIERINVYFNEAAGGRYV
VREIVHIOQAGOCGNOQIGARFWEVISDEHGIDPTGSYHGDSDLOLERINVYYNEATGGEYV
MREIISLOIGOCGNOVGERFWDLISOEHGLSSDGVFOGN-FLOCORLNVYFNESSTERYV
MREIVHVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGIOPDGTYKGESDLOLERINVY YNEAHGGEYV
MREIVCVOAGOCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYOGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV
MREIVSCOAGOCGNOIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYOGDSDLOLERINVY FDESAGGRYV
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PRATLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGOSCAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRATLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRATILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHY TEGRAELVDSVLDVY
PRATLVDLEPGTMDSVRSGAFGHLFRPDNF IFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDAVLDVY
PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHY TEGRAELVDSVLDVY
PRAATVDLEPGTMDSVRSGPFGOLFRPDNF IFGOTGAGNNWAKGHY TEGAELVDAVLDVY
PRAVLVDLEPGTMDSTRSSKLGALFOPDSFVHGNSGAGNNWAKGHY TEGAELTIENVLEVY
PRATLVDLEPGTMDSVRSGPFGOIFRPDNFVFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRATLVDLEPGTMDSVRSGPFGOIFRPDNFVFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPFGOIFRPDNFVFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDSVLDVY
PRATLVDLEPGTMDSVRAGPFGOIFRPDNFVFGOSGAGNNWAKGHY TEGAELVDAVLDVY
PRATLVDLEPGTMDSVRAGOFGOLFRPDNFVFGOSGAGNNWARGY Y TEGOELCESILDVI
PRSVNVDLE PGTLDAVEVGEVGHLFEPDSFIFGNGGAGNNWGEGHY SEGS SLCERVMENY
PRAVLVDLEPGTMDSVRSGPYGOLFRPDNYVFGOSGAGNNWARGHY TEGAELVDNVLDVY
PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGOSCACNNWAKGHY TEGAELIDSVLDVC
PRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYCGOLFRPDNF IFGOSCACNNWAKGHY TEGAELIDSVLDVC
* s chkEEERK K222 | R sRIWR aa K WRKREKE kk:kokk Kk : oz
RREAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
RRESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVMPSPEVSDTVV
REESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVMPSPEVSDTVV
REECENCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLT SKVREEY PDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
RREAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEFPDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
REEAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
REECEHCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEFPDRIMNTFSVMPSPEVSDTVV
RHESESCDCLOGFQIVHSLGGGTGSGMGTLLMNEIREEY PDRIMNSFSVMPSPEVSDTVV
REESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
REESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVMPSPEVSDTVV
REEAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLI SKIREEY PDRIMNTFSVVESPEVSDTVV
RERSEACDCLOGFOICHSLGGGTGAGMGTLLIAKTREEY PDRMMCTFSVVESPEVSDTVV
REEAESCDCLOGFOLVHSLGGGTGACLCTLLLNKLREEY PDRILSTYSIVEPSPEVSDTVV
REEVEACECLOGFOVTHSLGGGTGSGLEGTLLLEKLKEEFYDEIISTYSVVESETVSETVV
REEAEGCDCLOGFOLTHSLGGGTGSCGMGTLLI SKIREEY PDRTIMASFSEVVESPEVSDTVV
REEAESCDCLOGFQICHSLGGGTGSCGMGTLLI SKLREEY PDRTMMTFS I I PSPEVSDTVV
REEAESCDCLOGFOLSHSLGGGTGSGMGTLLI SKLREEY PDRIMMTFSVIPSPRVSDTVV
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EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHOLVENTDETYSIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTEPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSIHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELATPTYGDLNHLVSATMSGVTTSL
EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTEPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTSL
EPYNAVLSTHOLIENADACFCIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSLTMSGITTSL
EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL
EPYNATLEVHOLVENTDETYSIDNEALYDICFRTLELTTETYGCDLNHLVSATMEGVTTCL
EPYNATLEVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLELTTEPTYGDLNHLVSATMEGVTTCL
EPYNATLEVHOLVEHADEVFCIDNEALYDICFRTLELTCPTYGCDLNHLVSLVMEGCTSCL
EPYNCTLEVHOLVESADEVFCIDNEALYDICFRTLELTTEPTYCDLNHLVEMVMEGTTCAL
EPYNCVLSIHFLLESSATITFCFDNEALYKITSDIMRKEPRPSYESLNTLISSVMSGITCSL
EPYNATLSVHOLVENTDETFCIDNEALYDICFRTLELTNPTYGDLNHLVSVIMSGVTTCL
EPYNTTLSVHOLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLELTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL
EPYNTTLSVHOLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLELTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL
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Figura Il.1.1. Alineamiento de secuencias de B-tubulina de mamiferos y parasitos.
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REPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQQOYR-ALTVPELTQOVEFDAKN
REFPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQQYR-ALTVPELTOQOMFDSEN
REPGOLNADLR-FELAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQQYR-ALTVPELTQOMFDSEN
REFPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTARGSQQOYR-ALTVPELTOOMFDAKN
REPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQQOYR-ALTVPELTQOMFDAKN
RFPGOLNADLR-FKLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQOYR-ALTVPELTQOMFDAKN
RFPGOLNADLR-FKLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQOYR-ALTVPELTQOMFDARN
RFPGOLNADLR-RELAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTAQGSQOYR-ALSVAELTOQOMFDARN
RFPGOLNADLR-FKLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQOYR-ALTVPELTQOMFDAKN
RFPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLEFFMPGFAPLTSRGSQOYR-ALTVPELTQOMFDSEN
RFPGOLNADLR-ELAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQOYR-ALTVPELTOOMFDARN
RFPGOLNADLR-ELAVNLIPFPRLHFFLVGFAPLTSRGSQIYR-ALTVPELVSOMFDNEN
RFPGOLNSDLR-FLAVNLVPFPRLHFFIVGFAPLTSRGSCOYR-ALTVPELTSOLFDNEN
RFPGOLNODLR-FLAVNMNPYPRLHFFSSS IAPVSNALSMEYE-SLNVCOEITOOLFEEEN
RFPGOLNADLR-FLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLSARGAQAYR-ASTVAELTOOMFDARN
RFPGOLNSDLR-FLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLSSRGSCOYR-GLSVPDVTOOMFDAREN
RFPGOLNSDLENRLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSCEYROGLSVADVTOOMFDARN

dhwokkkok Aokk - okkkk . ks Rk ERAWE Sk . . - * * .. *oak e sk

MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEKEVDEQOMLNVONENSSYFVENIPNNVKTAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVAATFRGRMSMEKEVDEQOML.NVONENSSYFVENIPNNVRKTAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVAATFRGRMSMEKEVDEOMLNVONENSSYFVEWNIPNNVKTAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVATVFRGRMSMEKEVDEOMLATOSENSSYFVENIPNNVEVAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEEVDEOMLSVOSKNSSYFVERIPNNVRTAVCDT PP
MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEKEVDEOMLNVONENSSYFVENIPNNVKTAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVATVFRGFMSMEEVDEOMLATOSKNSSYFVEWRIPNNVRVAVCDT PP
TMAACDLRRGRYLTVACTFRGRMSTREVDOOLLSVOTRNSSCEVENIPNNVEVAVCDIEP
MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEEVDEOMLNVONENSSYFVEWIPNNVETAVCDTPP
MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEEVDECOMLNVONENSSYFVEWIPNNVETAVCDIPP
MMAACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMEEVDECOMLNVONENSSYFVEWIPNNVETAVCDIPP
MMAASDPRHGRYLTAAAMFRGRMSTREVDEQMLNIONENS SYEVEWNIPNNMRVSVCDIEP
MMAACDPRRGVYLTASAHFRGRMSSEEVDEOMLNIOARNTSYFVEWIPSNVESAICDIPP
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Figura Il.1.1. Alineamiento de secuencias de B-tubulina de mamiferos y parasitos (continuacion).
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lll.2. Modelado por homologia
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Figura Il.2.1. Validacién de la isoforma HsBT1 de H. sapiens. (A) Diagrama Ramachandran, (B) diagrama de la
relacion del Z-score con QMEAN vy otras contribuciones, (C) esquema de errores por residuo, (D) grafico de la

densidad de distribucion del QMEAN vy (E) grafico comparativo de la calidad absoluta estimada.
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General case
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Figura I11.2.2. Validacion de la isoforma HsBT3 de H. sapiens. (A) Diagrama Ramachandran, (B) diagrama de la
relacion del Z-score con QMEAN vy otras contribuciones, (C) esquema de errores por residuo, (D) grafico de la

densidad de distribuciéon del QMEAN vy (E) grafico comparativo de la calidad absoluta estimada.
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Figura 111.2.3. Validaciéon de la isoforma HsBT6 de H. sapiens. (A) Diagrama Ramachandran, (B) diagrama de la

relacion del Z-score con QMEAN vy otras contribuciones, (C) esquema de errores por residuo, (D) grafico de la

densidad de distribucion del QMEAN vy (E) grafico comparativo de la calidad absoluta estimada.
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Figura llIl.2.4. Validacion de la isoforma SsBT de H. sapiens. (A) Diagrama Ramachandran, (B) diagrama de la

relacion del Z-score con QMEAN vy otras contribuciones, (C) esquema de errores por residuo, (D) grafico de la

densidad de distribucion del QMEAN vy (E) grafico comparativo de la calidad absoluta estimada.
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11l.3. Acoplamiento molecular

H.sapiens BT1 1 MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLQLDRISVYYNEATGGKYV 60
S.scrofa BT 1 MREIVHIQQ@QQ?NQIGAKFWEVISDEHGIDPTCSYHGDSDLQLEB;NYX¥§§5A§N5¥Y 60

o ek ek ok ke de o e ek ke e ok ke ke ok ok ke ok ok

H.sapiens BT1 61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120
S.scrofa BT 61 PRAILVDLEPGTMDSVRSGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVV 120

EE R

H.sapiens BT1 121 RKEAESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTFSVVPSPKVSDTVV 180
S.scrofa BT 121 RKESESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMNTFSVVPSPKVSDTVV 180

* %k ok Jok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok * ok ok ok ok ok ok ok ok ok

H.sapiens BT1 181 EPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTCL 240
S.scrofa BT 181 EPYNATLSVHOLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLTTPTYGDLNHLYSATMSGVTTCL 240

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k

H.sapiens BT1 241 RFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALTVPELTQQVFDAKNMM 300
S.scrofa BT 241 REPGOLNADLRKLAVNMYPFPRLAFFMPGEAPLTSRGSOOYRALTYPELTQOMEDAKNMM 300

Kk kkkhkhk ko ko k ko k ok kok ok ko kok ok k ok ok kk*x Ko ok koK ok ok K ok ok 3k ok ok ok ok ok ok

H.sapiens BT1 301 AACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG 360
S.scrofa BT 301 AACDPRHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLNVQNKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRG 360

F ok g A ke ke ok ok ke ok ok ke ok ke ke ke ok ok ke ok ok ok ok ok ke ok R R ok ok ok R ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ke ok ok ok ok Rk ok R ok ok ok

H.sapiens BT1 361 LKMAVTFIGNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420
S.scrofa BT 361 LKMSATFIQNSTAIQELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420

ek ke ok ok ok ke ok ok ke ok ok ok ke ok R ok ok ok ok ke ke ok ok ke ok ke ok ok ok ke ke ke o ke ok ke ok ok ok ok ok ok ok ek ok ok ok ok ok

H.sapiens BT1 421 EYQQYQDA 428
S.scrofa BT 421 EYQOYQDA 428
- * % % % %k

Figura IlIl.3.1. Comparacion del posible sitio de unién de los carbamatos bencimidazdlicos y secuencia de

aminoacidos de las B-tubulinas: HsBT1 (verde) y SsBT (naranja).
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Glu198

N
GIn350

Ser239

GIiBT EhBT
Compuesto . Score Tamafio de - Score Tamaiio de
Conformacion kcal/mol cluster Conformacion kcal/mol cluster

WW5a trans-1,6 _ 12 cis-1,6 9
LCG-1 trans-1,6 -9.17 16 trans-1,5 -8.56 8
LCG-2 trans-1,6 -8.84 16 trans-1,5 -8.58 15
LCG-3 trans-1,6 -9.12 11 trans-1,6 -9.00 8
LCG-4 trans-1,6 -9.14 16 cis-1,5 -8.80 10
LCG-5 trans-16 | 943 19 cis-1,5 -8.78
LCG-6 trans-1,5 -8.97 18 trans-1,5 -8.51
PBS-90 trans-1,6 -8.86 15 cis-1,6 -8.11 9

Figura 1l.3.2. Resultados de acoplamiento molecular de los compuestos de la serie LCG, PBS-90 y WW5a a
las B-tubulinas GiBT (naranja) y EhBT (cian). Compuestos: LCG-1, (café oscuro), LCG-2 (turquesa), LCG-3
(verde), LCG-4 (lila), LCG-5 (morado), LCG-6 (gris), PBS-90 (guinda) y WW5a (verde limén).
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