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1. Resumen.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi, es una de las enfermedades tropicales olvidadas mas importantes, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El tratamiento recomendado por
la Secretaria de Salud consta de 2 medicamentos: nifutimox y benznidazol; sin embargo,
dichos farmacos solo son eficaces al inicio de la enfermedad y presentan reacciones adversas
tras su administracion, debido a la presencia del grupo nitro y a la formacién de radicales
libres. Por tales motivos, el objetivo de esta tesis fue caracterizar y evaluar, a través de
métodos computacionales, la estructura electrénica, las propiedades fisicoquimicas y sus
interacciones intermoleculares de moléculas derivadas de nitroimidazol, como inhibidoras
de Tripanotion reductasa en T.cruzi. La prediccion de la toxicidad y propiedades
farmacocinéticas, mostraron que las moléculas analizadas no poseen caracteristicas
toxicoldgicas y pueden ser administradas por via oral, de acuerdo con las reglas de Lipinski.
Los resultados del acoplamiento molecular permitieron la seleccién de las 12 mejores
moléculas, de acuerdo con sus energias de interaccion. Los puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas presentes en el complejo nitroimidazol-enzima se localizaron
principalmente en los aminoacidos: Glul9, 11e339. Leul8, Serl5, Trp22 y Tyrl11, con uno
de los &omos de oxigeno del grupo nitro y el dtomo de nitrégeno del aminoetil. Los
resultados de los descriptores quimico-cuanticos sugieren que M4 _cfl y M1_cf7 son las
moléculas con mayor estabilidad, acidez y reactividad quimica. De acuerdo con los
resultados del acoplamiento molecular y evaluacion de su estructura electronica, se sugiere
que dichas moléculas podrian ser inhibidoras de la Tripanotion reductasa en Trypanosoma

cruzi.



2. Introduccion.

La enfermedad de Chagas es una parasitosis ocasionada por el protozoario Trypanosoma
cruzi. De acuerdo con la OMS, es una de las enfermedades tropicales olvidadas mas
importantes en los Gltimos afios, debido a que existen aproximadamente entre 6 y 7 millones
de casos reportados en el mundo, donde el 30% de la poblacion infectada tiene la posibilidad

de contraer complicaciones como una cardiomiopatia, que puede resultar ser mortal®.

La principal forma de transmision ocurre mediante el contacto de las heces de los insectos
triatdbminos infectadas con parasito T.cruzi, sin embargo, existen otros mecanismos de
transmision, como el consumo de alimentos contaminados, la transmision congeénita o por
transfusiones de sangre contaminada. Este Gltimo mecanismo de transmision implica un
riesgo adicional, ya que permite que el T.cruzi pueda desarrollarse en zonas que no son

endémicas?.

Actualmente, la Secretaria de Salud recomienda tratar la enfermedad de Chagas con dos
farmacos que han servido de tratamiento por mas de 50 afios, los cuales son Nifurtimox y
Benznidazol, no obstante, su efecto depende de la fase en la que fueron administrados, y en
tratamientos crdnicos, ocasionan dafios colaterales severos, por lo tanto, es imperante la

necesidad de encontrar nuevos farmacos que sean efectivos contra dicha enfermedad?.

Para tratar de manera efectiva la tripanosomiasis americana se han investigado diferentes
blancos terapéuticos, como la inhibicion de la Tripanotion reductasa. Algunas de las
moléculas que pueden inhibir esta enzima son: las fenotiazinas, quinazolinas, derivados de
nitrobenceno y algunos péptidos analogos*; sin embargo, debido a la necesidad de encontrar

un tratamiento efectivo contra la enfermedad de Chagas, en este trabajo de tesis se tiene como



objetivo evaluar a través de métodos computacionales, la estructura electronica, propiedades
fisicoquimicas e interacciones intermoleculares de moléculas derivas de nitroimidazol, como

inhibidoras de Tripanotion reductasa en Trypanosma cruzi.



3. Antecedentes.

3.1 Enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una de las enfermedades
tropicales olvidadas mas importantes, de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). Dicha enfermedad es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, la
cual, se transmite a los humanos, animales domésticos y otros mamiferos, en primera
instancia, cuando el triatomino infectado por el parésito que pica la piel y al mismo tiempo
defeca; posteriormente, las heces llegan al sitio de la picadura por alguna accién mecanica
del mamifero y se inocula la herida. Esta transmision, no es la Unica forma de contagio de

dicho parasito, ya que puede adquirirse a través por distintos mecanismos>*.

La enfermedad de Chagas es endémica de América Latina, no obstante, se han reportado
casos en los paises de América del Norte, de Europa y en algunas areas del pacifico
occidental’; la posible razon de ello es el aumento de la migracion internacional y las formas

de transmision no vectoriales, por ejemplo, el trasplante de 6rganos®.

Dicha enfermedad puede desarrollarse en dos etapas principales y un periodo intermedio de
latencia, en el cual, existe una posibilidad de que no se presenten sintomas, sin embargo,
aproximadamente el 27% de las personas infectadas, desarrollan lesiones cardiacas, y hasta
un 10% padecen alteraciones digestivas, neurolégicas o combinadas, que pueden requerir un

tratamiento especifico®®.



3.2 Mecanismos o formas de transmision.

En América Latina, el parasito T.cruzi se transmite principalmente por contacto con las heces
u orina infectadas de insectos triatdbminos que se alimentan de sangre; estas heces, para poder

infectar al hospedero, deben de tener contacto con sangre de una herida expuesta®®.

Otros mecanismos de transmision pueden ser los siguientes:

Consumo de alimentos contaminados: La mayoria de las transmisiones se han
asociado al consumo de bebidas preparadas a base de frutas u otros vegetales

contaminados con las heces de triatominos o secreciones de mamiferos infectados.
o Transmision de la madre infectada a su hijo durante el embarazo o el parto.

o Accidentes de laboratorio ocasionados por el trabajo con triatominos o mamiferos

infectados y cultivos parasitarios.

o Transfusion de sangre infectada: Implica un riesgo de consideracion, puesto que
puede extenderse el T.cruzi a zonas lejanas de las areas endémicas, debido a ello, los

bancos de sangre tratan de mantener bajo control esta situacion®2,

3.3 Epidemiologia mundial.

Se calcula que en el mundo hay aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas infectadas

por T.cruzi, la mayoria de ellas en América Latina como se muestra en la Figura 1%,



Figura 1. Distribucion mundial de casos de Enfermedad de Chagas (imagen modificada)?.

Hasta un 30% de los enfermos cronicos presentan alteraciones cardiacas y aproximadamente
un 10% padecen cambios digestivos, neurolégicos o incluso ambos. Todas estas

manifestaciones pueden requerir un tratamiento especifico®.

3.3.1 Epidemiologia en México.

Dentro de América Latina, México es uno de los paises con mayor incidencia y prevalencia
de la Enfermedad de Chagas. A partir del afio 2008, se han reportado méas de 500 casos

anuales, llegando en el 2017 a 864, como se muestra en la Gréfica 1°.

Personas infectadas
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Gréfica 1. Perfil epidemiolégico de Enfermedad de Chagas en México 2000 — 20173
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Segun el boletin epidemioldgico del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica Sistema
Unico de Informacion, en el afio 2018 se reportaron 834 casos; en el 2019, se reportaron 892;
y en el 2020, se encontraron 390 casos. Los estados con mas infectados fueron: Veracruz,
Quintana Roo, Jalisco, Yucatan, Nuevo Ledn, Guanajuato y Oaxaca'®, como se muestra en

la Figura 2.

Distribucion de Enfermedad de Chagas en México

Can tecnalogia de Bing

2 Microsoft

Figura 2. Distribucion nacional de casos de Enfermedad de Chagas.

3.4 Triatominos principales en México.

Los triatominos son insectos que pertenecen al orden Hemiptera, de la cual en el suborden
Heteroptera se encuentran las familias Reduviidae y la subfamilia Triatominae, esta ultima,
es la Unica hematdfaga que funge como vector y reservorio del Trypanosoma cruzi'. En el
mundo se han descubierto 141 especies de triatominos y 125 son exclusivas de América

Latina, de las cuales, 32 especies se ubican en Mexico, distribuidas de la siguiente manera:



19 pertenecen al género Triatoma, 6 al género Meccus, 2 especies al género Panstrongylus,
y una especie de cada uno de los siguientes géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus,

Patriatoma y Rhodnius!?*3,

El Triatoma barberi y Triatoma dimidiata, son los dos triatominos intradomiciliarios mas
importantes en Mexico y estan localizados en diferentes estados de la Republica

Mexicana®>, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de principales triatominos en la Republica Mexicana y padecimientos ocasionados.*

Triatomino  Principales padecimientos ocasionados Estados de la Republica Mexicana
Triatoma  Presencia de miocardiopatias y megas Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Barberi (dilataciones) de oOrganos del tracto Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
digestivo Querétaro, Tlaxcala y Veracruz

Campeche, Colima, Chiapas, Estado de México,

Triatoma  Asociada con cardiopatias Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit,

dimidiata Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tabasco, Veracruz y Yucatan

3.5 Formas morfoldégicas.

Las formas morfologicas de los triapanosomatidos son: epimastigote, tripomastigote y

amastigote.

El epimastigote es una de las dos formas morfoldgicas replicativas del T.cruzi, puede ser
encontrado en el tubo digestivo del insecto vector y en cultivo axénico. Su estructura presenta
forma elongada, con cinetoplasto semejante a una barra o bastén, localizado en la region
anterior del nucleo®. El flagelo proviene de la parte central del parasito®>*” como se puede

observar en la Figura 3.



Figura 3. Epimastigote de Trypanosoma cruzi®.

El tripomastogite es la forma infectiva y la Gnica forma morfoldgica que no es replicativa,
puede ser localizado en el vector, en la sangre, en el espacio intercelular de hospedadores
vertebrados, también en glandulas anales de mamiferos del género Didelphis y en cultivos
de células infectadas. En su morfologia, mide aproximadamente entre 12 - 30 um, cuenta con
un flagelo que emerge a lo largo del cuerpo del parasito, y que se encuentra libre en la parte

posterior, su cinetoplasto y su nicleo central son muy grandes®%-1” como se puede observar

en la Figura 4.
.
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Figura 4. Tripomastigote de Trypanosoma cruzi'é.



El amastigote es una de las dos formas replicativas de T.cruzi. En la Figura 5, se puede
observar que tiene una morfologia en forma redondeada, con cinetoplasto en forma de barra
0 bastdn en la regién anterior del nicleo, y posee un flagelo corto. Mide entre 1.5- 4.0 umy
puede ser encontrada en el interior de las células de hospedadores infectados, asi como en

cultivo axénico®16-17,

Figura 5. Amastigote de Trypanosoma cruzi*é,

3.6 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

El parésito T.cruzi alterna su ciclo de vida en hospederos vertebrados y hospederos
invertebrados como se observa en la Figura 6. Dentro de los hospederos vertebrados se
encuentra el hombre y mamiferos pertenecientes a las érdenes de Marsupialia, Chiroptera,
Rodentia, Edentata, Carnivora y Primata. Dentro de los hospederos invertebrados se

encuentran insectos hematdfagos de la subfamilia Triatomianae®.
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Figura 6. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi’.

El ciclo de vida de T.cruzi tiene su comienzo cuando el triatomino infectado pica y defeca al
hospedero al mismo tiempo, posteriormente, mediante una accion mecanica, se llevan las
heces infectadas con T.cruzi al sitio de picadura e inoculan la herida con tripomastigotes.
Estos ultimos, llegan a las células més cercanas y se diferencian a amastigotes intracelulares.
Después los amastigotes se comienzan a replicar dentro de la célula por fision binaria, hasta
que se diferencian en tripomastigotes, lisan la célula y se liberan al torrente sanguineo. El
triatomino no infectado, ingiere a los tripomastigotes sanguineos que se encuentran en el
hospedero circulando por la sangre; estos tripomastigotes, se alojan en el intestino medio del
insecto, donde se diferencian en epimastigotes. Una vez dada esta diferenciacion, se

comienzan a multiplicar por fision binaria y se adhieren a las membranas peri-microviliares
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de las células intestinales, para diferenciarse en tripomastigotes metaciclicos mediante
metaciclogénesis. Por Gltimo, el triatoma ya infectado, pica a un nuevo hospedero y comienza

de nuevo el ciclo?®.

3.7 Padecimiento.

El curso de la enfermedad de Chagas esta dividido en 2 fases, la fase aguda y la fase crénica

(esta ultima se subdivide en cronica sintomatica y cronica asintomatica)®2.

3.7.1 Sintomas en la fase aguda.

La fase aguda tiene un periodo de incubacion de 4 a 14 dias a partir del dia en el que se dio
la inoculacion de los parasitos, y dura aproximadamente entre 2 y 4 meses. Su principal

caracteristica es que, en la gran mayoria de los casos, es asintomatica?..

El signo de Romafia es una inflamacion que puede observarse cerca del ojo, provocada por
la entrada de T.cruzi al cuerpo humano, tiene cierta probabilidad de provocar conjuntivitis y
edema palpebral unilateral, como se muestra en la Figura 7. El sitio de entrada del parasito
se conoce como chagoma de inoculacion y provoca una lesion nodular subcutanea al 0jo®*.
Posteriormente, cuando se muestra una infeccion ya generalizada, se encuentran alteraciones
en un electrocardiograma y una linfocitosis en una biometria hematica, ademas, ocurren
conjuntamente fiebre, taquicardia no relacionada con el grado de hipertermia, linfadenopatia,

esplenomegalia leve y edema??-%,
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Figura 7. Signo de Romafia?.

La fase congénita aguda regularmente se presenta de una forma asintomatica, sin embargo,
cuando es sintomatica, se puede llegar a presentar hepatoesplenomegalia, ictericia,
hemorragias cutineas y signos neuroldgicos, especialmente en nifios recién nacidos?'?2,
Cabe mencionar que la fase aguda en nifios sin tratamiento, tienen una probabilidad de morir
de un 5-10%, debido a que se desarrolla una encefalomielitis o insuficiencia cardiaca grave,

y rara vez muerte stbita??.

3.7.2 Manifestaciones en la fase Crénica.

La fase crénica se subdivide en dos, la primera es la forma inicial o denominada
indeterminada, en la cual no hay presencia de sintomatologia, y el parasito no es detectable

por métodos directos (como un frotis sanguineo), debido a que se encuentra dentro de una
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célula en forma de amastigote®; sin embargo, se han ejecutado biopsias endomiocardiacas en
pacientes, donde el 60% revelan lesiones focales, y no se sabe aln si son provocadas por la
sintomatologia presente en la fase aguda, o es un estado en equilibrio parasito-hospedero,
que tiene como resultado fibrosis generalizada®*. La duracion de esta fase puede ser de toda
la vida en la mayoria de las personas infectadas, sin embargo, después de 15 a 20 afios, un

30 a 40% de pacientes, pueden presentar la fase cronica sintomatica??.

La fase cronica sintomatica tiene como manifestacion mas severa y frecuente la Cardiopatia
Chagasica Crénica (CCC), caracterizada por diferentes anormalidades en el sistema de
conduccion, acompafado por extrasistoles ventriculares, bradicardia, taquicardia, trombo
embolismo y cardiomiopatia dilatada con falla congestiva®, ademas, se observa fibrosis,
necrosis, vasculopatia, miocarditis difusa y aneurisma ventricular, el cual es una
caracteristica patognomonica de dicha fase?*. Todo esto indica una miocardiopatia dilatada
como se muestra en la Figura 8, y puede llegar a provocar una muerte subita entre el 55 y

65% de las personas que presentan esta fase'*?°,

Figura 8: Radiografia de térax con presencia de miocardiopatia dilatada®.
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Otras alteraciones que son menos frecuentes tienen lugar en el sistema digestivo, dentro de
los desordenes mas comunes son: disfagia, acalasia del cardias y pérdida de peso. En menor
numero se pueden presentar mega sindromes, los cuales afectan a estdbmago, duodeno,

14,20

vesicula biliar, uréteres, vesicula, utero y bronquios~*<*, como se puede apreciar en la Figura

9.

(gmupsl 1), and V)

S €

Figura 9: Megaesofago (lado izquierdo) Megacolon (lado derecho) provocado por Trypanosoma
cruzi®

3.7.3 Reactivacion y favorecimiento de Trypanosoma cruzi.

La reactivacion se puede definir como la presencia de sintomatologia clinica y/o deteccion
de T.cruzi por el examen microscopico de la sangre periférica o del liquido
encefalorraquideo, donde el T.cruzi invade al sistema nervioso central durante una primera

infeccion aguda?®.

Para poder reactivar la enfermedad de Chagas, solo es necesario tener interaccién con
sustancias que provocan inmunodepresion, ya que esto favorece la proliferacion de parasitos,
asi como a la aparicion de lesiones necroticas o tumorales en el cerebro, propiciando el
desarrollo de una meningoencefalitis, ademas, se da la intensificacion de la miocarditis. Por

consiguiente, las personas que son portadores de VIH o alguna enfermedad que produzca
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inmunosupresion, presentan el aumento de la parasitemia, en comparacion con una persona
que es inmunocompetente?. Otra via donde se puede dar la reactivacion, es el trasplante de

6rganos contaminados de T.cruzi?*2°,

3.8 Diagnéstico.

El diagnostico de T.cruzi se puede realizar mediante métodos parasitologicos directos como
lo son las técnicas de gota gruesa, gota fresca, método de concentracion de Strout, método
de concentracion Micro-Strout, hemocultivo y xenodiagnéstico. Con estas técnicas se puede
observar la forma circulante del parasito, es decir, la fase aguda de la enfermedad de Chagas;
sin embargo, cuando se encuentra el padecimiento en la forma cronica, la principal via de
diagnostico son las pruebas inmunologicas, mediante la determinacién de anticuerpos
especificos contra antigenos de T.cruzi, y las principales son: Inmunofluorescencia indirecta
(IFI), Hemaglutinacion indirecta (HAI) y ensayos inmunoenzimaticos (ELISA); también se
pueden usar otro tipo de técnicas como la inmunocromatografia y confirmatorias como

Western Blot32,

3.9 Quimioterapias actuales.

Actualmente Nifurtimox y Benznidazol son los dos medicamentos recomendados para tratar
la enfermedad de Chagas®. Nifurtimox actia mediante la generacion de radicales libres junto
con metabolitos reactivos; por otro lado, Benznidazol actda a nivel de la cadena respiratoria

de T.cruzi®®. Ambos farmacos muestran una accion tripanocida durante la fase aguda de la
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enfermedad, conforme se avanza a la fase cronica sus actividades decrecen

considerablemente?’-%8,

Algunas de las reacciones adversas y efectos secundarios que el Nifurtimox puede llegar a
producir son: pérdida de peso, insomnio e irritabilidad, mediante anorexia, nausea y vomito;
en el caso de Benznidazol incluye alergias, sindromes gastrointestinales y en menor medida
depresion®“8, Dado lo anterior, se han investigado diferentes moléculas para la enfermedad

de Chagas por la comunidad cientifica.

3.10 Blanco terapéutico.

Debido a la necesidad de encontrar un tratamiento 6ptimo para la enfermedad de Chagas que
funcione en cualquier estadio de la enfermedad, que sus efectos adversos se vean disminuidos

y que ademas sea barato de producir, se han buscado nuevos blancos terapéuticos?®.

3.10.1 Tripanotion.

En la Figura 10, se muestra la estructura del tripanotion (N1, N8-bisglutationil espermidina),
que es un tiol de bajo peso molecular, constituido por dos moléculas de glutation, unidas por
un enlace covalente a la espermidina y es exclusivo de protozoos kinetoplastidos®®-3!. Se
encarga del equilibrio redox, ya que reduce varias proteinas que se ven involucradas en el
metabolismo, también realiza la descomposicion de oxidantes, como lo es H20g,
peroxinitrito, acidos grasos e hidroperoxidos de fosfolipidos; ademas, reacciona con una gran
variedad de electrofilos, por ejemplo, los que son generados a partir del metabolismo de
Nifurtimox y Benznidazol, por lo tanto, es un importante componente del mecanismo

involucrado en la desintoxicacion y proteccion de T.cruzi.
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Figura.10: Estructura de tripanotion®2

En la Figura 11 se puede observar la reaccion que realiza tripanotion, para cambiar desde su

estado oxidado T(S)2 a su forma reducida T(SH). en presencia de NADPH?*,

NADPH

T(SH),
[H]

NADP*

Figura 11: Reduccidn de tripanotion

En la Figura 12, el tripanotion reducido sufre un intercambio de tiol-sulfuro con glutation
disulfuro (GSSG), por lo que se vuelve a formar el tripanotién en su forma oxidada y 2

moléculas de glutation (GSH)*.
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GSSG

2GSH

Figura 12. Oxidacidn de tripanotion

3.10.2 Biosintesis y metabolismo de tripanotidn.

La biosintesis del tripanotion involucra a su vez la sintesis de sus precursores que son
glutation (GSH) y espermidina. En un inicio, se une una cadena de L-glutamato con una
cadena de L-cisteina, mediante la enzima y-glutamilcisteina sintetasa (CGS) y ATP, para dar
como resultado la cadena de y- glutamilcisteina. Esta ultima molécula, junto con la enzima
glutation sintetasa, reacciona con glicinay ATP para formar el glutation*3*. Por otro lado, la
espermidina es obtenida de la putrescina por medio de la enzima espermidin-sintetasa®. Una
vez obtenidos el glutation y la espermidina interactlan siendo catalizados por una enzima
Ilamada tripanotion sintetasa y ATP, que junto con otra molécula de glutation se forma

finalmente el tripanotion, toda esta sintesis se esquematiza en la Figura 13*3L,
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Figura 13: Biosintesis de tripanotion (imagen modificada)®..

A partir de que tripanotidn ha sido sintetizado, puede participar en varios procesos redox, en
los cuales, se ven involucradas algunas oxidorreductasas como: Tripanotion reductasa (TR),

Tryparedozin (TXN) y tryparedoxin peroxidasa (TXNPXx)*.

3.10.3 Tripanotion reductasa.

Estructuralmente la Tripanotion reductasa es una flavoenzima dependiente de NADPH, que
reduce al tripanotion disulfuro T(S)2, a la forma ditidlica T(SH)2, llamado tripanotion, que es
quien regula el entorno reductor celular mediante la recoleccion de radicales libres, un efecto

que protege al parasito del estrés oxidativo®.

La estructura tridimensional del Tripanotion reductasa se ha podido identificar en forma libre,
y en complejo con el sustrato NADPH, FAD, N1-glutationilespermidina disulfuro,

tripanotion, y también con el inhibidor competitivo mepacrina®.
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El mecanismo de accion del Tripanotion reductasa es el que se muestra en la Figura 14.

NADPH —_ TRy T(SH),

-I'| Ilr
|
A

NADP-4— \-~-}TRred TS,

Figura 14: Mecanismo de accion de Tripanotion reductasa

3.10.4 Inhibidores de Tripanotion reductasa.

El Tripanotion reductasa, tiene una gran especificidad por su sustrato, en consecuencia, varias
moléculas se han explorado como su inhibidor, tales como las fenotiazinas, quinazolinas,
benzimidazoles, derivados de nitrobenceno, poliaminas y péptidos analogos*. Un ejemplo de
fenotiazina es la tioridazina, mostrada en la Figura 15, la cual, en un estudio realizado por
Paglani-Oliva et al. presentdé 100% de inhibicion de Tripanotion reductasa a una
concentracion de 0.5 uM, causando una interrupcion de mitocondriales y cinetoplastos en
tripomastigotes in vitro, ademas causo la condensacion de organelos en la membrana

plasmética de epimastigotes®*.

Figura 15: Estructura de Tioridazina.
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La clomipramina cuya estructura es la Figura 16, es uno de los inhibidores del Tripanotion
reductasa contra T.cruzi que Rivarolay colaboradores utilizaron un estudio in vivo en ratones,
con una dosis via intraperitoneal de 5 mg/kg/dia, demostrando que es efectivo en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas sin importar la fase en la que se encuentre dicha
enfermedad. EI modo en el que interacciona este farmaco es mediante la competencia por

Tripanotion reductasa®.
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Figura 16: Estructura de Clomipramina

Se ha reportado que los derivados de poliaminas intervienen en la sintesis de espermidina, y
como consecuencia, evitan la sintesis de tripanotion. Zhili Liy colaboradores utilizaron este
tipo de compuestos, y sintetizaron diferentes derivados de espermidina y espermina para
saber si eran efectivos. La molécula que se observa en la Figura 17 fue la que tuvo mayor
inhibicién del Tripanotién reductasa debido a la inhibiciébn de la sintesis de la

espermidina®3,
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Figura 17. Derivado de poliamina.
(N1-(3-(bis(3-fenilpropil) amino)propil)-N1,N4-bis(3-fenilpropil)-N4-(3-((3-
fenilpropil)amino)propil)butano-1,4-diamina)

Los Derivados de arilos p-aminocarbonilicos y los carbonilos a, B insaturados, presentan
alta selectividad para el Tripanotién reductasa sobre el glutation reductasa, segun el
articulo de Bernardes, en el que se realiz6 acoplamiento molecular y se determind que la
mejor molécula de su estudio es la que se muestra en la Figura 18. La razon por la que
creen que tuvieron esos resultados, es debido a que la cadena lateral del grupo a -carbonil
dimetilamino era comparable con otros inhibidores triciclicos de Tripanotion reductasa.
Ademas, formaron derivados de carbonilos o, B-insaturados formando un enlace
covalente entre la enzima y el inhibidor, mediante la adicion conjugada en el sitio activo

Tripanotion reductasa®.

NO2

Figura 18. Derivado de arilos beta-aminocarbonilicos
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3.10.5 Inhibicion enzimatica

La gran mayoria de las reacciones bioquimicas presentes en un organismo, son mediadas por
catalizadores biologicos conocidos como enzimas, y estas se diferencian de catalizadores
quimicos ordinarios por poseer velocidades de reaccion mas elevadas, condiciones de
reaccion mas suaves, una mayor especificidad de reaccion y su capacidad de regulacion®®.
Para que una enzima lleve a cabo su actividad, es necesario que su sustrato se una en el centro
activo de la enzima mediante numerosas interacciones; si se refiere a una interaccion
reversible, las interacciones son de tipo electrostatico (como las fuerzas de Van der Waals,
hidrofobicas y puentes de hidrdgeno), pero en el caso de que sean irreversibles se formaran
enlaces covalentes. Dicho lo anterior, la complementariedad geomeétrica que existe entre la
enzima con el sustrato determina el nimero y la direccidn que se le da a estas interacciones,

por lo tanto, también su especificidad y afinidad®’.

Lo inhibidores son sustancias que reducen la actividad de una enzima mediante la afectacion
de la fijacion del sustrato, y en la mayoria de los casos, se parecen estructuralmente al sustrato
de la enzima, pero no reaccionan o reaccionan muy lento®. La inhibicion enzimatica puede
ser reversible como irreversible. En la unién irreversible, el inhibidor se une covalentemente
con la enzima, lo que provoca de manera general la modificacion o destruccion de uno o mas
grupos funcionales, y por lo tanto la enzima no se separa del inhibidor. Por otro lado, la
inhibicion reversible se subdivide a su vez en tres formas, la primera es la inhibicion
competitiva, en la cual el inhibidor ocupa el centro activo temporalmente, ocasionando que
el sustrato no se pueda unir y por lo tanto la enzima no lleve a cabo su efecto; la segunda
forma es la inhibicion no competitiva, donde el inhibidor no se une al centro activo de la

enzima, lo que provoca que la enzima se inactive y finalmente la tercera forma, llamada
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inhibicidn acompetitiva, tiene la caracteristica de que el inhibidor no se une al centro activo
de la enzima, se acopla al complejo enzima-sustrato ya formado, para provocar que la

reaccion catalitica tenga menor velocidad®.

El estudio de la inhibicion enzimatica es importante porque ayuda a conocer la naturaleza
quimicay conformacional del centro activo, asi como de los inhibidores, por lo tanto, permite
estudiar el mecanismo catalitico de una enzima® e identificar residuos importantes para la

catalisis, usando inhibidores especificos®.

3.10.6 Azoles
Los azoles son un conjunto de heterociclos aromaticos en donde se llevo a cabo una 0 mas
sustituciones de carbonos en la estructura del furano, tiofeno o pirrol, por aomos de

nitrogeno®, como se muestra en la Figura 19.

4/ N3 4/ N3 4/ N3
V5 YRR O YR O ¥
30 3

H 1 1

1

(1M (2) (3)

4 3 4 3 4 3
5 Z/ \NZ 54_\\“]2 5 Z/ \NZ
N o’ s
H 1 1
(4) (5) (6)

Figura 19. Diferentes tipos de azoles.
Imidazol o 1,3-diazol (1), oxazol o 1,3-o0xazol (2), tiazol o 1,3-tiazol (3)
pirazol o 1,2-diazol (4), isoxazol o 1,2-oxazol (5) e isotiazol o 1,2-tiazol.

25



3.10.6.1 Estructura.

Estructuralmente, en los orbitales moleculares de los azoles 1,2 y 1,3 se puede apreciar que
los tres carbonos y el nitrogeno del azol contribuyen con un electron en el orbital molecular
P40 mientras que el segundo heteroatomo X (nitrogeno, oxigeno o azufre segln sea el
caso) comparte dos electrones para completar el sexteto aromatico, tal y como se muestra en
la Figura 20; ademas, el segundo par de electrones que no se relaciona con el anillo, le

confiere distintas propiedades®.

KE— X
@OQ\@ G/Q ------ Q\Q
H/B/\@D/:O ”/O\ /0\“

-~
-~ - -
~~ " -~ -

Figura 20. Representacion de orbitales moleculares de un azol en posicion 1,2 y 1,3%,

3.10.6.2 Propiedades.

Los azoles tienen susceptibilidad de recibir ataques electrofilicos, debido al par de electrones
del nitrégeno que no participa en el sexteto aromatico, sin embargo, dicha propiedad se ve
afectada por la presencia del segundo heterodtomo. De acuerdo con lo anterior, el orden de
reactividad es el siguiente: imidazol > tiazol > oxazol, asimismo, la basicidad de los azoles
tiene el mismo orden, ya que el imidazol, tiazol y oxazol cuentan con un pKa de 7.0, 2.5y

0.8 respectivamente?C.
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3.10.7 Imidazol.

El imidazol es una molécula heterociclica que forma parte de los azoles, la cual cuenta con

tres carbonos y dos nitrogenos en la posicion 1, 3 del anillo, como se muestra en la Figura

7y

21.

Figura 21. Estructura del imidazol.

Una de las propiedades que tiene el imidazol, es que es una molécula anfétera*!, ya que se
comporta como una base organica moderadamente fuerte (pKa=7.0), ademas, puede actuar

como &cido débil (pKa=14.5)* tal y como se muestra en la Figura 22.

[~ 30000

pK,=145
pK,=70

Figura 22. Propiedad anfétera del imidazol®°.

El nidcleo imidazol tiene una gran importancia en el ambito bioldgico, ya que se puede
encontrar naturalmente en nuestro sistema como histamina o histidina, ademas, esta presente
en demasiados farmacos para diferentes enfermedades, por ejemplo la cimetidina mostrada

en la Figura 23, que es usada en el tratamiento de la ulcera gastrica, o el metronidazol cuya
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estructura esta representada en la figura 24, posee actividad antibidtica y antiprotozoaria por

lo que es capaz de tratar la tricomoniasis y amebiasis*.

S_—\’NH _ [N

__N
/& HI\ZI N=N g

N CHj
H OH
Figura 23. Cimetidina Figura 24. Metronidazol

3.11 Quimica Computacional

La quimica computacional es una rama de la quimica que permite predecir propiedades
fisicas, quimicas y el comportamiento de las moléculas, mediante el uso de las computadoras.
En ocasiones es normal confundirlo con el termino de quimica teérica, pero no es lo mismo,
ya que la quimica tedrica es aquella que esta enfocada en el desarrollo de modelos que
describen cualquier sistema quimico independientemente de su complejidad, por otro lado,
la quimica computacional se centra en la resolucion de los modelos tedricos para probar su

validez mediante la comparacion con datos experimentales®?3,

3.11.1 Métodos de la Quimica Computacional.

Los métodos de la quimica computacional describen las interacciones entre atomos; estos
métodos matematicos se dividen en dos grandes ramas: la mecanica molecular y la mecanica
cuantica. La mecéanica molecular, al ser regida por las leyes de la fisica clasica, solo toma en
consideracion al ndcleo molecular y sus electrones como una particula Unica, y las

interacciones que se dan con atomos no enlazados se tratan utilizando mecénica clésica, esto
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trae como consecuencia que los tiempos de computo sean menores, y se utilicen para
determinar principalmente propiedades geométricas. Por otro lado, la mecanica cuantica se
fundamenta en la aproximacion a la resolucion de la ecuacion de Schrodinger para describir
la estructura electrénica de una molécula, por consiguiente, toma en consideracion al nucleo
molecular y los electrones para determinar la descripcién de los orbitales moleculares y

energias de manera analoga*>*4,

Los céalculos de la estructura electrénica se dividen en tres métodos, los métodos ab initio,
los métodos semiempiricos y los de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT por sus

siglas en inglés)*-44.

3.11.1.1 Ab initio.

El termino ab initio, tiene el significado “primeros principios” y se refiere a un método
que resuelve de modo aproximado la ecuacion de Schrodinger, donde se obtiene la
funcion de onda electrénica del sistema de interés, a través del empleo de constantes
fundamentales como la carga y la masa del electrén, la constante de Plank, etc, sin la

inclusion de datos experimentales®®.

Hartree-Fock es uno de los tipos de céalculos ab initio mas comunes, calcula una
aproximacion de campo central, que tiende a ser mayor que la energia exacta de la
molécula. Para poder hacer este calculo, se necesitan de funciones para definir orbitales,

estos pueden ser de dos tipos: los STO (tipo Slater) y los GTO (tipo Gaussiano)*.
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3.11.1.2 Semiempiricos

El método semiempirico, esta conformado con la misma estructura general de un célculo
Hartree-Fock, con la diferencia de que se omiten ciertos calculos y para corregir estos
calculos omitidos, se parametriza el método. Si se cuenta con una curva hecha de datos
con moléculas muy similares con la molécula en estudio, los datos arrojados por el
calculo semiempirico tienen mayor credibilidad, pero si no se tienen moléculas
semejantes a las del estudio, entonces los resultados no son confiables. Debido a la
parametrizacion que se hace, el gasto computacional es bajo comparado con el método

ab initio*.

3.11.1.3 Teoria de Funcionales de la Densidad

Esta teoria tiene como objetivo calcular la densidad de probabilidad electrénica
molecular y la energia electrénica a partir de ella, por lo tanto, no intenta calcular la
funcién de onda molecular como lo hacen ab initio y los métodos semiempiricos, en
consecuencia, el gasto computacional es mucho menor y debido a su “simplicidad” ha

hecho posible el estudio de moléculas complejas*-46.

La Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT por su siglas en ingles), fue desarrollada
por Thomas y Fermi en los afios de 1920, mediante el calculo de la energia de un atomo
representando su energia cinética; posteriormente en el afio de 1928, Dirac afiadié un
funcional de energia de intercambio, pero, no fue hasta el afio de 1964 que Hohenberg y
Kohn establecieron la base teérica para DFT, ya que demostraron que la energia es un

funcional de la densidad y que la densidad del sistema minimiza este funcional“®.
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3.11.1.3.1 Funcional M06-2X.

Es un funcional hibrido Meta-GGA recomendado para calcular el potencial de ionizacion,
afinidad electronica y afinidad protonica, ademas de cinéticas e interacciones no covalentes
en moléculas que no contengan algiin metal®’. La energia hibrida de intercambio se puede
expresar Como:

X X
2" = o " + (1~ 1q5) B8 + 527

Donde:

X es el porcentaje de intercambio de HF en el funcional hibrido,
EHF es la energia de intercambio no local HF.
EPFTes la energia de intercambio local DFT.

E2Tes la energia de correlacion local DFT.

3.11.1.3.2 Conjuntos base.

Un conjunto base es la representacion matematica de los orbitales moleculares en un sistema,
que delimita la ubicacién de los electrones en el espacio, por consiguiente, los conjuntos base
mas grandes, se aproximan con mayor precision a los orbitales atdbmicos, sin embargo, entre
méas grande sea el conjunto base usado en un calculo tedrico, mayor serd el gasto

computacional requerido?.

Los conjuntos base se pueden clasificar de acuerdo con el nimero y tipo de funciones base
que le son asignadas a cada atomo dentro de una molécula, dichas funciones estan
compuestas por una combinacion lineal de funciones gaussianas; dicho lo anterior un

conjunto base se hace mas grande si se le aumenta el nimero de funciones base que se le
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asigna a cada atomo*®. En la Tabla 2 se presentan los conjuntos base mas empleados y una

breve descripcion de ellos.

Tabla 2. Conjuntos base mas empleados*,

Conjunto base

Descripcion

STO-3G
[H-Xe]

3-21G
[H-Xe]

6-31G(d)
6-31G*
[H-CI]

6-31G(d,p)
6-31G**
[H-CI]

6-31+G(d)
[H-CI]

6-31+G(d,p)
[H-CI]

6-311+G(d,p)
[H-Br]

6-311+G(2d,p)

[H-Br]

6-311+G(2df,2p)

[H-Br]

6-311++G(3df,2pd)

[H-Br]

Conjunto de base minima, usado cominmente para obtener resultados cualitativos
en sistemas muy grandes cuando no se puede utilizar 3-21G

Valencia dividida: 2 conjuntos de funciones en la regién de valencia proporcionan
una mayor precision en la representacion de los orbitales. Es usada para moléculas
grandes.

Agrega funciones de polarizacion a los &tomos pesados: usado para moléculas de
tamafio medio o grande. Este conjunto base usa funciones de 6 componentes tipo d.

Agrega funciones de polarizacidn a los hidrégenos: se utiliza cuando los hidrégenos
estan en el sitio de interés como energias de enlace y para céalculos de energia mas
precisos

Adiciona funciones difusas: importante para sistemas con pares de electrones libres,
aniones y estados excitados

Agrega funciones p a los hidrdgenos: se usa cuando se necesiten funciones difusas.
Triple zeta: Agrega funciones de valencia extra (3 tamafios de funciones sy p) a
6-31+G(d). Funciones difusas pueden ser afiadidas a atomos de hidrdgeno

adicionando un segundo +

Agrega 2 funciones d en los atomos pesados (mas funciones difusas), y 1 funcion p
en los hidroégenos.

Agrega 2 funciones d y 1 f en 4tomos pesados (més funciones difusas), y 2 funciones
p en los &tomos de hidrdgeno.

Coloca 3 funciones d y 1 f en 4&tomos pesados, ademés agrega 2 funcionespy 1 d
en los hidrogenos, asi como funciones difusas a ambos.
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3.12 Descriptores de reactividad quimica.

3.12.1 Afinidad electrénica.

Es una propiedad de las moléculas que indica el cambio de energia que se observa en una
molécula cuando un atomo en estado gaseoso acepta un electron para formar un anién, es

decir, mide la capacidad para aceptar electrones y formar aniones*.

3.12.2 Potencial de ionizacién.

Es la energia minima necesaria para remover un electron de un atomo en estado gaseoso.
Cuanto mayor sea la energia potencial de ionizacion, mas dificil sera que se desprenda un

electrén, por lo tanto, la capacidad de donar electrones es menor®®.

3.12.3 Dureza quimica.

La dureza quimica indica la distorsion que tiene la nube electrénica de una molécula, es decir,
es una medida de resistencia a la transferencia de carga electrénica, por lo tanto, valores altos
representan a moléculas poco reactivas y valores bajos a moléculas reactivas, es decir, menos
estables. Para poder calcular dicho descriptor global, Parr y Pearson determinaron la ecuacién

1 mediante el potencial de ionizacion y la afinidad electronica®®-2,

n=I1—-A (ec.l)
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Donde:
n= Dureza
I= Potencial de lonizacion

A= Afinidad electronica

3.12.4 Potencial quimico.

Es una medida de la tendencia que tienen los electrones para escapar del sistema, es decir,
corresponde a la capacidad de una molécula para donar electrones. Si el potencial quimico
entre dos moléculas es grande, se favorece la transferencia de electrones, esto se puede

representar en la ecuacion 2 mediante la afinidad electronica y el potencial de ionizacion®

54.
u=-2 (ec 2)

Donde:
u= Potencial quimico
A= Afinidad electronica

I= Potencial de ionizacién

3.12.5 indice de electrofilia.

El indice de electrofilia es un descriptor que se utiliza para determinar la capacidad

electrofilica de una molécula, es decir, mide la capacidad de una molécula para aceptar
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electrones. En términos de potencial quimico y dureza quimica, se representa como en la

ecuacion 3°1%,

W= — (ec.3)

Donde:
o= Indice de electrofilia
p= Potencial quimico

n= Dureza quimica

3.12.6 Indice de aromaticidad.

La aromaticidad es un descriptor que nos permite medir de forma indirecta si una molécula
puede ser carcinogénica, ya que segun el articulo de Barone y colaboradores, la actividad
carcinogenica de una molécula tiene relacion con la aromaticidad que presente. Esta Gltima
puede cuantificarse mediante la diferencia de los orbitales moleculares frontera HOMO y

HOMO-1%6%7,

Para evaluar si una molécula posee actividad carcinogénica, debe de cumplir con dos reglas,

las cuales son las siguientes:

1. Si la molécula tiene la estructura de un pireno y su aromaticidad es méas grande que
0.25pB (B=2.4 e.V), sera fuertemente carcinogénica®®.

2. Si la molécula no tiene la estructura de un pireno, se deben de tomar dos
consideraciones:

a. Si el HOMO es aquel que contribuye mas al LDOS (Local Density of States)

la molécula no es carcinogénica®®.
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b. Si la contribucién del HOMO al LDOS es mas grade que el HOMO-1y la diferencia
entre HOMO y HOMO-1 es mas grande que 0.15f (p=2.4 e.V), la molécula
presentara una fuerte o0 moderada actividad carcinogénica. Si la contribucion del
HOMO-1 es mas grande que la del HOMO, la molécula presentard poca o nula

actividad carcinogénica®®.

3.12.7 Cargas atdmicas

Las cargas atomicas son calculadas mediante el ajuste del potencial electrostatico molecular
(MEP, por sus siglas en inglés) por el método CHELPG**. Son de gran utilidad para analizar
sitios importantes de interacciones susceptibles a ataques electrofilicos o nucleofilicos. Los
valores negativos sugieren sitios donde se puede efectuar una interaccion nucleofilica, por lo
tanto, son susceptibles a ataques electrofilicos, en contra parte, los valores positivos sugieren
sitios donde se puede efectuar una interaccion electrofilica, por lo tanto, son susceptibles a

ataques nucleofilicos.

3.13 Acoplamiento molecular.

El acoplamiento molecular (también llamado docking), es una herramienta que surgié debido
a la necesidad de relacionar la quimica computacional y la farmacologia, como una
alternativa a la experimentacidn con animales, ya que, en el &mbito experimental, los costos
son muy elevados y se pueden presentar dificultades para extrapolar los resultados obtenidos

a los humanos®®,
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El proposito del acoplamiento molecular es predecir la interaccion de dos moléculas para
formar un complejo, ya sea proteina-ligando, proteina-proteina o proteina-acido nucleico.
Esta herramienta tiene como objetivo, la identificacion de la conformacion “correcta” de los
ligandos unidos a proteinas o enzimas y predecir su afinidad, la cual determinara su funcion

bioldgica®.

El acoplamiento molecular se puede llevar a cabo en diversos programas y el uso de estos
dependerd de que tan complejo sea el acoplamiento entre moléculas. Regularmente el
acoplamiento molecular mas complejo es entre dos proteinas, debido a que sus estructuras,

son flexibles y su espacio conformacional es bastante grande®.

Existen principalmente dos tipos de acoplamiento: acoplamiento rigido y acoplamiento
flexible. El acoplamiento flexible, permite cambios conformacionales en los ligandos y en la
proteina, es decir, no se fijan para que los angulos y longitudes de enlace no sean rigidos,
esto tiene como consecuencia que el gasto computacional y el tiempo sea superior al que

tiene el acoplamiento rigido, en el cual, no existen cambios conformacionales®.

3.14 Reqlas de Lipinski.

En los procesos de disefio, la consideracion de la farmacocinética y farmacodinamia en los
farmacos, han permitido establecer (de forma empirica) ciertas similitudes en sus parametros
fisicoquimicos de acuerdo con su estructura. En consecuencia, se crearon las reglas de
Lipinski o “regla de los cinco”, las cuales solo aplican para la administracion oral, y
establecen que un compuesto tendrd mala absorcion si se presenta alguna de las siguientes

condiciones®®°,
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1. Masa molecular mayor a 500 Da: Las moléculas que presentan esta situacion, tienen
como consecuencia una solubilidad baja y, por lo tanto, se presenta mayor dificultad
para atravesar la membrana celular®®.

2. Tener mas de 5 donadores de puentes de hidrégeno (grupos OH y NH): Si se cuenta
con un ndamero mayor de donadores a los indicados, la molécula tendrd una carga
negativa, y en consecuencia no podra atravesar la membrana celular®®.

3. Presentar mas de 10 aceptores de puentes de hidrégeno (expresados como la suma de
sus atomos de N y O): Al poseer més de los aceptores indicados, la molécula tendra
una carga predominante positiva y no podra pasar la membrana celular®.

4. Un valor del log P mayor que 5: Si se presenta esta caracteristica, se refiere a que la
molécula es poco soluble en una solucion acuosa; en consecuencia, la absorcion no

se llevara a cabo por qué no se tiene acceso a la superficie de la membrana®.

Sin embargo, Lipinski sefialé que la regla de los 5 solo se podria aplicar a compuestos que

no son sustratos para transportadores activos®®-,
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4. Planteamiento del problema y pregunta de investigacion.

La enfermedad de Chagas es una de las enfermedades tropicales olvidadas mas importantes
en los ultimos afios, con aproximadamente entre 6 y 7 millones de casos en el mundo, donde
el 30% de la poblacién infectada desarrolla complicaciones, como una cardiopatia que puede
ocasionar la muerte. Ademas, aunque dicha enfermedad es endémica de América Latina, se

han reportado casos en otros continentes por las diversas formas de transmision que tiene.

Su tratamiento consta de dos medicamentos autorizados desde hace méas de 50 afos:
nifurtimox y benznidazol, los cuales, ocasionan dafios colaterales severos. Asimismo, la
eficacia terapéutica de estos farmacos frente a la Tripanosomiasis se ve disminuida porque

su efecto depende de la fase en la que son administrados dichos medicamentos.

Debido a esta problemaética, se han investigado nuevos blancos terapéuticos que podrian ser
mas eficaces contra la enfermedad de Chagas y tengan potencial efecto tripanocida en
cualquier de sus fases que se administren, ademas, que presenten menos efectos secundarios,
y por consecuencia sean mas seguros para los pacientes infectados; uno de ellos, es la enzima
Tripanotion reductasa, la cual es responsable de contrarrestar el estrés oxidativo presente en

el ciclo de vida del parésito.

De acuerdo con la problematica actual, y a lo mencionado anteriormente, este trabajo de tesis
tiene como objetivo evaluar a través de métodos computacionales, la estructura electronica,
propiedades fisicoquimicas e interacciones intermoleculares de moléculas derivadas de

nitroimidazol, como inhibidoras de Tripanotion reductasa de Trypanosoma cruzi.

Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢Sera posible evaluar por

métodos computacionales la estructura electronica, propiedades fisicoquimicas e

39



interacciones intermoleculares de moléculas derivadas del nitroimidazol que actien como

inhibidoras de Tripanotidn reductasa de Trypanosoma cruzi?

5. Hipdtesis.
Los métodos computacionales permitiran caracterizar la estructura electrénica, las
propiedades fisicoquimicas y las interacciones intermoleculares de moléculas derivadas de

nitroimidazol que actien como inhibidoras de Tripanotion reductasa de Trypanosoma cruzi.

6. Obijetivo general.

Caracterizar y evaluar a traves de meétodos computacionales, la estructura electronica,
propiedades fisicoquimicas e interacciones intermoleculares de moléculas derivadas de

nitroimidazol, como inhibidoras de Tripanotion reductasa de Trypanosoma cruzi.

6.1 Objetivos Particulares

a) Determinar la estructura geométrica de minima energia de moléculas derivadas de

nitroimidazol.

b) Evaluar los parametros geométricos, las propiedades fisicoquimicas, y los sitios de

reactividad quimica mas relevantes de las moléculas derivadas de nitroimidazol.

c) Analizar las diferentes conformaciones e interacciones intermoleculares de las moléculas

derivadas de nitroimidazol frente a la enzima Tripanotion reductasa de T.cruzi.
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7. Materiales y métodos.

7.1 Disefio de estudio.

Actitud del sustentante: Experimental

7.2 Universo (poblacidon o muestra).

12 estructuras derivadas de nitroimidazoles.

Enzima Tripanotion Reductasa.

7.3 Variables.

No aplica.

7.4 Técnicas 0 instrumentos.

Métodos teodricos: Calculo de la estructura electronica con el uso de DFT.

e Hardware:
o Computadora Dell con sistema operativo Windows 10, 8 Gb de RAM y
procesador Intel inside 15.
o Computadora Apple Mac con sistema operativo Linux, con 12 nucleos y doble
procesador
o Supercomputadora “Miztli” de DGTIC-UNAM
e Software: GausView 6.0, Gaussian 09, DataWarrior, Moldraw 2.0, Pymol 2.0,
AutoDock Tools, AutoDock Vina 1.1.2 y Lig Plot 1.4.5.

e Software libre en linea: Molinspiration.
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7.5 Metodologia.

A las moleculas derivadas de nitroimidazol propuestas para este trabajo de tesis, se les
efectud un analisis predictivo de toxicidad con el uso del software DataWarrior, y se
obtuvieron sus propiedades farmacocinéticas con el software en linea Molinspiration.
Posteriormente, se determind la estructura de minima energia mediante la optimizacion de la
estructura electronica, utilizando el funcional M06-2X con la base 6-311+G(d,p) en fase
acuosa y la correccion de la energia vibracional del punto zero (ZPVE por sus siglas en
ingles). A partir de la estructura de minima energia se realizé un estudio conformacional de
cada molécula seleccionada con el software Moldraw, y se realizé su respectiva optimizacion
al mismo nivel de teoria, para determinar sus parametros geométricos y los orbitales

moleculares frontera HOMO-LUMO.

El acoplamiento molecular entre las moléculas derivadas de nitroimidazol y la enzima
Tripanotién reductasa, se realizo con el software Autodock Vina 1.1.2, y se analizaron las

interacciones existentes con el software LigPlot 1.4.5.

Una vez obtenidos los acoplamientos moleculares de cada molécula, se seleccionaron
aquellas que tuvieran mejor energia de acoplamiento que la molécula de tripanotién

cristalizada.

Los calculos puntuales se realizaron a nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p) para
determinar los descriptores quimico-cuanticos: potencial de ionizacion, dureza quimica,

potencial quimico, indice de electrofilia, indice de aromaticidad y cargas atdmicas.

7.6 Analisis estadisticos.

No aplica.
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8. Resultados y discusion.

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de las propiedades toxicologicas y
farmacocinéticas; ademas, se analizan y discuten los parametros geomeétricos, el
acoplamiento molecular entre las moléculas seleccionadas con la enzima Tripanotidn
reductasa y algunos descriptores quimico-cuanticos locales y globales, como el potencial de
ionizacion, dureza quimica, potencial quimico, indice de electrofilia, indice de aromaticidad
y cargas atomicas, asi como los orbitales moleculares frontera obtenidos mediante los

calculos de la estructura electrénica de moléculas derivadas de nitroimidazol.

En la Figura 25 se muestra la estructura genérica del nitroimidazol y la numeracion que se

utilizaréa para su andlisis y discusion de resultados®’.

Figura 25. Estructura genérica del nitroimidazol.

Las estructuras de las moléculas propuestas para este trabajo de tesis se muestran en la Tabla

3, donde R es el sustituyente.
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Tabla 3. Moléculas derivadas de nitroimidazol

Nombre IUPAC Abreviatura

R

2-{[4-(2-aminoetil)-2-metil-5- M1
nitro-1H-imidazol-1-
carbonil]amino}-N-(4-
fluorofenil)acetamida

3-{[4-(2-aminoetil)-2-metil-5-
nitro-1H-imidazol-1-
carbonil]amino}-N-(4-
fluorofenil)propanamida
4-{[4-(2-aminoetil)-2-metil-5-
nitro-1H-imidazol-1-
carbonil]amino}-N-(4-
fluorofenil)butanamida

M2

M3

(2E)-6-{[(E)-4-(2-aminoetil)-2-
metil-5-nitro-1H-  imidazol-1-
carbonil]amino}-N-(4-
fluorofenil)hex-2-enamida

M4

*

3-[(5E)-6-[4-(2-aminoetil)-2-
metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il]-4-etilhex-5-en-
1-il]-1-fenilurea

M5

3-[(2E)-4-{[4-(2-aminoetil)-2-
metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il]metil} pent-2-en-
1-il]-1-fenilurea

M6

3-[(2E)-5-{[4-(2-aminoetil)-2- M7
metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-ilJmetil }hex-2-en-

1-il]-1-fenilurea

TNH\J&NH@/
*/U\NH/\/[kNH@/
TNHMNH

s
NHL

F

N
NH
HsC
i
*WNH \H
CHs
CHj
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8.1 Propiedades toxicoldgicas y moleculares

En la Tabla 4 se muestran las propiedades toxicoldgicas obtenidas a traves del software

DataWarrior y las propiedades moleculares de cada molécula propuesta.

Tabla 4. Propiedades toxicoldgicas* y moleculares**.

Molécula  Mutagénico  Tumorigeno  Reproductivo Irritante Log P Peso molecular ~ Aceptoresde  Donadores de
* * *k

* * (Da)** hidrégenos **  hidrégenos **
M1 NO NO NO NO 0.37 364.36 10 4
M2 NO NO NO NO 0.28 378.36 10 4
M3 NO NO NO NO 0.38 374.40 10 4
M4 NO NO NO NO 1.30 418.43 10 4
M5 NO NO NO NO 2.49 41451 9 4
M6 NO NO NO NO 1.30 386.46 9 4
M7 NO NO NO NO 2.06 400.48 9 4

*Resultados obtenidos de software DataWarrior
**Resultados obtenidos de servidor Molinspiration

De acuerdo con los resultados antes mencionados, ninguna molécula presento toxicidad, de
acuerdo con la prediccién del software DataWarrior. Por otro lado, la prediccion de las
propiedades moleculares realizadas con Molinspiration, mostré que todas las moléculas
cumplen con las reglas de Lipinski, por lo que las moléculas propuestas son aptas para la

administracion oral.

8.2 Optimizacidén de la geometria de las moléculas propuestas y sus conféormeros.

Después de obtener los resultados del anélisis toxicoldgico, se optimizaron las geometrias
mediante la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT por sus siglas en ingles), usando
el funcional M06-2X con el conjunto base 6-311+G(d,p). Para comprobar que la estructura
se encuentra en su minimo energetico, se les realizd el célculo de las frecuencias
vibracionales a cada molécula, asegurando que la superficie de energia potencial se encuentra
en su minimo y que la optimizacion realizada es confiable. Se realiz6 el analisis
conformacional para seleccionar las conformaciones de menor energia y mayor diferencia

geométrica, los cuales estan mostradas en la Figura 26. La energia total en una molécula es
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un indicativo sobre su estabilidad, entre menor sea la energia de una molécula, mayor sera
su estabilidad, por lo tanto, las moléculas mas estables son M1, M2_cf9, M3 _cfl, M4 _cf1,
M5_cf3, M6_cf5 y M7_cfl. Las moléculas optimizadas se presentan en la Figura 26 y sus

energias en la Tabla 5.

Tabla 5. Energia total de optimizacion de Moléculas optimizadas a nivel de
M06-2X/6-311+G(d,p)

Molécula ZPVE* Energia* Energia corregida*
M1 208.84 -822611.27 -822402.43
M1 _cf3 208.96 -822609.75 -822400.79
M1_cf7 209.54 -822608.37 -822398.83
M2 226.79 -847276.51 -847049.72
M2_cf2 226.91 -847276.10 -847049.19
M2_cf9 227.35 -847279.72 -847052.37
M3 . - .
M3_cfl 244.40 -871940.49 -871696.09
M3_cf8 24559 -871940.67 -871695.08
M4 266.16 -920501.68 -920235.52
M4_cfl 266.09 -920502.16 -920236.07
M4_cf8 266.69 -920499.54 -920232.85
M5 318.85 -861095.92 -860777.07
M5_cf3 318.47 -861095.75 -860777.28
MS5_cf13 318.71 -861095.90 -860777.19
M6 283.01 -811771.75 -811488.74
M6_cf5 282.69 -811771.68 -811488.99
M6_cf10 283.18 -811772.57 -811489.39
M7 - - _
M7_cfl 300.58 -836436.82 -836136.24
M7_cf9 301.21 -836437.44 -836136.23

ZPVE: Energia vibracional del punto cero.
*Energia dada en kcal/mol
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Figura 26 A. Moléculas y sus conférmeros optimizados a nivel de M06-2X/6-311+G(d,p)
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Figura 26 B. Moléculas y sus conformeros optimizados a nivel de M06-2X/6-311+G(d,p)
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8.3 Acoplamiento molecular.

Con la finalidad de conocer las interacciones moleculares entre las moléculas seleccionadas
(a las cuales se les llamara ligando) y la proteina Tripanotion reductasa, se realizaron
acoplamientos moleculares para predecir sus energias de interaccion, las cuales son
expresadas en kcal/mol. Cuando se presentan valores negativos y se encuentren mas alejados
del cero, mayor serd la afinidad. Las interacciones pueden ser de tipo no covalente, como los
puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofobicas, que favorecen la afinidad de una
molécula con una proteina. En la Tabla 6 se muestran las 3 moléculas que tuvieron las
afinidades mas altas en el acoplamiento con la enzima Tripanotién reductasa, respecto del
tripanotion cristalizado; este ultimo fue obtenido del Banco de Datos de Proteinas (PDB por

sus siglas en inglés) con ID: 1BZL, las demas moléculas se encuentran en el Apéndice 1.

Tabla 6. Resultados de acoplamiento molecular

Moléculas Energia de interaccién (kcal/mol) *
Tripanotion cristalizado -5.3
M4 _cfl -6.0
M1 -6.0
M1 cf7 -5.9

*Energias de interaccion obtenidas de AutoDock Vina 1.1.2

De acuerdo con lo mostrado en la Tabla 6, se puede apreciar que las moléculas M4 _cf1, M1
y M1 cf7, poseen menor energia de interaccion, por lo que es probable que compitan con el

sustrato intrinseco (tripanotién) por el centro activo de la enzima Tripanotion reductasa.

En las Figuras 27A 'y 27B, se muestran las interacciones intermoleculares de las 3 moléculas
con las mejores energias de acoplamiento con la enzima Tripanotién reductasa, las cuales
estan presentes en el grupo nitro del nitroimidazol y en la amida del grupo R; las demas

moléculas estan presentes en el Apéndice 2.
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Figura 27A. Interacciones intermoleculares de puentes de hidrégeno e hidrofdbicas.

A) Tripanotion cristalizado B) M4_cfl
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Figura 27B. Interacciones intermoleculares de puentes de hidrogeno e hidrofobicas.
C)M1 D) M1_cf7
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Las interacciones intermoleculares obtenidas entre las moléculas seleccionadas y los
aminoacidos estan localizadas en el sitio catalitico de la Tripanotion reductasa, es decir, en
la ubicacion espacial donde se lleva a cabo la catélisis entre el sustrato y la enzima
Tripanotién reductasa. Dichas interacciones corresponden a las que estan reportadas en la
literatura, los cuales son: Cys53, Serl5, Cys58, Ser110, Glul9, Ser464, Glu466, Thr335,
Glu467, Thrd63, Gly459, Trp22, Hist461, Tyrlll, 1le107, Val54, 11e339, Val59, Leuls,

Met114, Lys399, Lys62, Phe396, Pro336 y Pro462°2%4,

Los puentes de hidrdgeno e interacciones hidrofobicas presentes en la mayoria de las
moléculas seleccionadas, se localizaron en los amino&cidos: Glul9, 11e339, Leul8, Serl5,
Trp22 y Tyrl1l, los cuales, de acuerdo con Maruenda y colaboradores, son aminoacidos
clave para que ocurra el acoplamiento entre Tripanotion y TR, debido a que participan en el
anclaje del tripanotion en el sitio catalitico de TR; ademas, Glul19 es uno de los aminoacidos

cuya carga es positiva y por lo tanto ayuda a neutralizar al tripanotion®?,

Una de las moléculas que tuvo una mayor afinidad fue M4_cf,1 ya que obtuvo un valor de
energia de enlace de -6.0 kcal/mol y el tripanotion cristalizado -5.3 kcal/mol. La principal
diferencia entre sus interacciones radica en que M4 _cfl tiene puentes de hidrégeno con
Tyr111, Serl110 y Serl5, por otro lado, tripanotion cristalizado, solo interacciona con un
puente de hidrogeno con Tyrlll, consecuentemente su afinidad es menor. La segunda
molécula con mayor afinidad es M1 con -6.0 kcal/mol, la cual, a diferencia del tripanotion
cristalizado, forma puentes de hidrdgeno con Serl5, ademas tiene interacciones hidrofobicas

con Cys53 y Met114.
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Cys53 es muy importante en el sitio catalitico®*®® debido a que es uno de los aminoéacidos
donde se lleva a cabo la reaccion de reduccién del tripanotion (T[S]. = T[SH].); por otro
lado, Met114 es uno de los aminoacidos que confiere caracter hidrofobico al sitio catalitico
de TR, por lo que funciona como uno de los principales aminoacidos de anclaje para el
tripanotion. Dicho lo anterior, y dado que las moléculas M1y M4 _cf1 cuentan con la misma
afinidad e interaccionan con aminoacidos semejantes, se seleccion6 a M1 como la mejor
molécula, debido a que interacciona directamente con Cys53 y, por lo tanto, tendria mayor

relevancia en la inhibicién.

Cabe destacar, que las moléculas que tuvieron una afinidad superior a la del tripanotion
cristalizado, podrian ser buenas candidatas como inhibidoras de la actividad de TR ya que,
al ocupar el sitio catalitico, no se permitiria la entrada del sustrato intrinseco (tripanotion) y

por lo tanto se llevaria a cabo una inhibicion competitiva.
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8.4 Parametros geométricos.

Para realizar el andlisis de los parametros geomeétricos, se seleccionaron las dos moléculas
con mayor y menor energia de optimizacion de cada grupo (los grupos estan compuestos por
la molécula con la geometria de minima energia y sus respectivos conférmeros). En el caso
de la molécula M6, la energia de optimizacion entre la molécula original y los conférmeros
fue muy similar, por lo que se selecciond al conformero M6_cf10, por que obtuvo la mejor
energia de interaccion en el estudio de acoplamiento discutido previamente. La misma
situacion se presentd con la molécula M3, por lo que se seleccioné al conférmero M3_cf8

bajo el mismo criterio.

Con la finalidad de comparar los valores de rayos X reportados en la literatura, con resultados
obtenidos a traves de las optimizaciones geométricas de las estructuras seleccionadas, se
analizaron algunos parametros geométricos como distancias de enlace, angulos de enlace y

angulos diedros presentes en la Tabla 7 y en el Apéndice 3.

Tabla 7. Pardmetros geométricos de derivados de nitroimidazol a nivel de
MO06-2x/ 6-311+G(d,p)

Geometria M1 M1 cf7 M4 _cfl M2 M5 M2_cf9  Histamina® Benznidazol®  Megazol®®
N;-C, 1.363 1.364 1.357 1.362 1.349 1.361 1.303 1.362 1.346
Co—N3 1.325 1.324 1.327 1.325 1.333 1.326 1.349 1.314 1.329
N3—C4 1.364 1.364 1.360 1.363 1.356 1.363 1.365 1.362 1.348
N;—Cs 1.385 1.385 -1.385 1.385 1.386 1.384 1.380 1.358 -
Co—Ng - - - - - - - 1434 -
Cs—Ns 1.406 1.406 1.405 1.405 1.402 1.405 - - 1.348
Ng—O7 1.225 1.225 1.227 1.226 1.226 1.226 - 1.232 -
N:;—R 1.452 1.451 1.456 1.455 1.443 1.456 - 1.463 1.469
N;-C2-N3 123.44 123.37 122.80 123.35 122.68 123.15 112.3 - 127.08
N;-Cs-C4 107.45 107.46 107.18 107.47 107.45 107.41 110.8 106.76 -
C2-N1-Cs 105.61 105.57 105.89 105.60 105.47 105.66 104.5 104.99 -
Cs-Ni-R 125.61 125.69 129.20 125.49 128.96 126.73 - 124.17 129.18
07-Ng-Og 123.70 123.74 123.67 123.67 123.01 123.70 - 124.07 -
C2-N3-C4-Cs -0.83 -0.82 -0.91 -0.69 -0.50 -0.82 - 0.00 0.67
N3-Cs-Cs-Ny 2.53 2.68 1.89 2.40 -0.17 2.63 - -0.46 -
C4-N3-C2-N; -1.26 -1.43 -0.46 -1.35 1.03 -1.37 - 0.48 -0.44
R-N;-C5-N3 162.96 161.60 171.45 162.18 -170.75 163.55 - -176.13 -
R-N;-Cs-C4 -163.31 -161.72 -171.22 -162.43 169.77 -163.32 - 176.45 -179.07
Os-Ng-Co-N; -5.0 -

03g-Ns-Cs-Ny -173.82 -174.26 -175.59 -174.56 175.02 -174.89 - -
Valores de longitud de enlace estan en Angstrom (A)
Valores de angulos de enlace y angulos diedros estan en grados (°)
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Para analizar la planaridad en el anillo de imidazol de cada molécula, se analizaron los
angulos diedros C2-N3-C4-Cs, N3-C4-Cs-N1 y Cs-N3-C2-Ny, los cuales, deben tener un valor
cercano de 0.00° y 180.00° para que se puedan considerar planas. Como se puede observar
en la Tabla 7, dichos requerimientos lo cumplen todas las moléculas, debido a que los valores

son muy semejantes.

Por otro lado, los angulos diedros R-Ni-Cs-C4 y R-Ni-C2-N3 muestran los grados de
desviacion que tiene el sustituyente en N1, dichos angulos parecen tener un indicativo sobre
la energia de interaccion que las moléculas seleccionadas pueden obtener con la enzima
Tripanotién reductasa, ya que aquellas moléculas que tienen un valor semejante al BZL en
los &ngulos diedros antes mencionados (176.45° y -176.13°, respectivamente) no mostraron
la mejor energia de interaccion; por el contrario, la molécula M1 con los angulos diedros
-163.31°, 162.96° y la molécula M4_cf1 con angulos diedros de -171.22°, 171.45°, tienen la
mejor energia de interaccion mostradas en la Tabla 6. Esto puede deberse a que el
sustituyente en el N1 posee mejor disposicién para interactuar con la enzima Tripanotién

reductasa.

Cabe destacar, que las moléculas que tienen el sustituyente R de mayor tamafio (M5, M5_cf3,
M6_cf10, M7_cfl y M7 _cf9), tienen los parametros geométricos ligeramente modificados
respecto de las moléculas con el sustituyente R de menor tamafio (M1, M1cf7, M2, M2_cf9,
M4 _cfl y M4_cf8), sobre todo en las longitudes de enlace, como es posible observar en la
Tabla 7 y en el Apéndice 3. Lo anterior puede deberse al efecto electro-atractor de la
fenilurea, y a la posicion del doble enlace situado en el grupo R, puesto que, las moléculas
M5y M5_cf3 tienen el doble enlace mas cercano al nitroimidazol y muestran longitudes de

enlace de N1 — R de 1.434 A y 1.443 A respectivamente. Por otro lado, las moléculas
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M6_cfl10, M7_cfl y M7_cf9, al tener el doble enlace méas cercano a la fenilurea, muestran
longitudes de enlace de 1.472 A, 1.471 A 'y 1.473 A, respectivamente.

También, se puede observar en la Tabla 7 que los valores obtenidos en los parametros
geométricos son muy semejantes a los rayos X reportados en la literatura, por lo tanto, los

resultados teodricos de la optimizacion de la geometria de las moléculas son confiables.

8.5 Descriptores de reactividad quimica

A partir de las geometrias optimizadas de las moléculas seleccionadas, se realizaron calculos
puntuales a nivel de MO06-2X/6-311++G(2df,2p) con la finalidad de determinar los
descriptores de reactividad quimica locales y globales. En la Tabla 9 se encuentran los valores
de los descriptores quimico-cuénticos como el potencial de ionizacion (PI), dureza quimica
(n), indice de electrofilia (), potencial quimico (u) e indice de aromaticidad (A), los cuales

serén analizados en su seccion respectiva.

Tabla 8. Descriptores de reactividad quimica de moléculas seleccionadas a nivel
de M06-2X/6-311++G(2df,2p)

Moléculas PI* n* o* p* A*

M1 7.04 10.22 0.18 -1.92 0.15
M1 cf7 7.02 10.22 0.18 -1.91 0.17
M4_cf8 6.39 9.56 0.13 -1.61 0.79
M4_cfl 7.16 10.35 0.19 -1.99 0.77

M2 6.75 9.93 0.16 -1.78 0.44
M2_cf9 6.88 9.93 0.18 -1.91 0.16

M5 6.36 9.46 0.14 -1.63 0.61
M5_cf3 6.37 9.44 0.14 -1.65 0.48
M3_cf8 6.73 9.91 0.16 -1.77 0.45
M6_cf10 6.57 9.62 0.16 -1.77 0.27
M7_cfl 6.56 9.58 0.16 -1.78 0.31
M7_cf9 6.28 9.31 0.14 -1.62 0.54

*Valores estan dados en e.V
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8.5.1 Potencial de ionizacién (PI).

El potencial de ionizacidn es la energia necesaria para que un electron escape del sistema, en
consecuencia, un potencial de ionizacion grande corresponde a una mayor resistencia que

tiene un sistema para desprender un electron de la molécula.

Como se puede apreciar en la Tabla 9 y Grafica 2, los valores obtenidos de las moléculas
M4_cfl, M1y M1_cf7, tienen los mayores potenciales de ionizacion (7.16 e.V, 7.04 eV y
7.02 e.V respectivamente), por lo tanto requieren mayor energia para que puedan desprender
un electrén, en consecuencia, se puede suponer que son mas estables que las demas

moléculas.
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< 6.80

9 6.60

T 6.40
6.20
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5.80

Moléculas

(‘}\’Q (s}'\, éo,
> A7 A7
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Gréfica 2. Potencial de ionizacién (PI) vs moléculas seleccionadas a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p).

8.5.2 Dureza quimica ().

La dureza quimica en el contexto del DFT, es utilizado como una medida de la reactividad
de una molécula mediante la resistencia a la distorsion de la nube electronica, por lo tanto,
valores altos representan moléculas poco reactivas 0 mas estables y valores bajos a moléculas

muy reactivas o menos estables.
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Como se muestra en la Tabla 9 y la Grafica 3, las moléculas M4_cfl, M1y M1_cf7 muestran
los mayores valores de dureza quimica (10.35 e.V, 10.22 e.V y 10.22 e.V, respectivamente),
por lo tanto, al tener mayor resistencia a la distorsion de su nube electrénica, se le atribuye
una menor reactividad, que tiene como resultado una mayor estabilidad en comparacion con
las demas moléculas en estudio, un caso contrario se presenta con la molécula M7_cf9, ya
que al tener el menor valor de dureza quimica se le considera como la molécula mas reactiva,
lo cual concuerda con lo observado en el potencial de ionizacion.
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Grafica 3. Dureza quimica () vs moléculas seleccionadas a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p).

8.5.3 Indice de electrofilia (w).

El indice de electrofilia muestra la capacidad de una molécula para aceptar electrones. Si se
relaciona con la teoria de acidos y bases de Lewis, aquella molécula que pueda recibir un par
de electrones se define como acido, por lo tanto, se puede suponer que moléculas que tengan

valores altos tienen mayor acidez, y en contraparte, valores bajos refieren a menor acidez.
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De acuerdo con los resultados obtenidos y mostrados en la Tabla 9 y Grafica 4, la molécula
con mayor valor es M4 _cf1 con 0.19 e.V, seguidos de las moléculas M1, M1 _cf7 y M2_cf9

con 0.18 e.V, estos valores sugieren que son las moléculas mas acidas respecto a las demas.
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Graéfica 4. Indice de electrofilia (o) vs moléculas seleccionadas a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p).

8.5.4 Potencial quimico (l).

El potencial quimico mide la tendencia de los electrones para escapar del sistema, si el valor
es grande, se interpreta como la capacidad para donar electrones, caso contrario, si el valor
es pequefio, la molécula no podra donar electrones, por lo que se relaciona como el inverso

de la electronegatividad.

En la Tabla 9 y Gréfica 5 se observa que la molécula que tuvo un mayor potencial quimico
fue M7_cf9, por lo tanto, cuenta con mayor posibilidad de donar electrones. En el caso de las
moléculas M4 _cfl, M1, M1_cf7 y M2_cf9, al tener los valores mas bajos de entre todas las
moléculas seleccionadas, su capacidad para donar electrones es menor que las demas, estos
valores se relacionan con los resultados obtenidos en el potencial de ionizacién, dureza

quimica (n) e indice de electrofilia (o), ya que tienen mayor requerimiento de energia para
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poder desprender un electrén, lo cual habla de su resistencia a distorsionar su nube electronica

y por lo tanto presentan dificultad para donar electrones, lo que les confiere un caracter acido.

Moléculas
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Gréfica 5. Potencial quimico () vs moléculas seleccionadas a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p)

8.5.5 Indice de aromaticidad.

El indice de aromaticidad es una forma de medir indirectamente la carcinogenicidad de una
molécula de acuerdo con las reglas propuestas por Barone y colaboradores para
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), mediante la diferencia energética de los
orbitales moleculares frontera HOMO y HOMO-1, si el valor resultante es mayor a 0.6 (0.25
donde B=2.4 e.V) se considera a la molécula aromatica y por lo tanto posiblemente

carcinogeénicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 9 y Grafica 6, las moléculas que tienen
mayor probabilidad de tener un comportamiento carcinogénico en orden ascendente son M5,

M4 _cfly M4 _cf8; por otro lado, las menos toxicas son: M1, M1 cf7 y M2_cf9.
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Gréfica 6. Indice de aromaticidad vs moléculas seleccionadas a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p).

8.5.6 Cargas atdmicas.

En la Tabla 9 se muestran las cargas atdmicas de las moléculas seleccionadas.

Tabla 9. Cargas atdmicas de derivados de nitroimidazol a nivel de
MO06-2x/6-311++G(2df,2p)*

Molécula N1 C, N3 Cs Ns NO, R CHs (CHz)z NH;
M1 -0.310 0.706 -0.738  -0.199 0.818 -0.204 0.265 -0.006 0.109
M1_cf7 -0.324 0.653 -0.726  -0.187 0.811 -0.207 0.267 0.034 0.110
M4 _cfl -0.311 0.602 -0.708 -0.125 0.778 -0.231 0.278 0.038 0.119
M4 _cf8 -0.301 0.685 -0.737 -0.178 0.793 -0.215 0.266 0.002 0.101
M2 -0.332 0.706 -0.744  -0.177 0.799 -0.212 0.275 -0.004 0.104
M2_cf9 -0.329 0.684 -0.735 -0.185 0.806 -0.213 0.298 -0.005 0.100
M5 0.038 0.548 -0.723  -0.253 0.856 -0.210 0.149 0.025 0.114
M5 _cf3 0.035 0538 -0.713 -0.197 0.843 -0.233 0.146 0.021 0.134
M3 cf8 -0.275 0.666 -0.735 -0.219 0.821 -0.202 0.256 0.012 0.107
M6 _cfl0 -0.098 0558 -0.764 -0.249 0.877 -0.227 0.219 0.045 0.052
M7 cfl  -0.106 0.598 -0.774 -0.230 0.851 -0.246 0.200 0.033 0.070
M7 cf9 -0.027 0578 -0.779  -0.282 0.876 -0.233 0.169 0.041 0.051

*Cargas atdmicas de grupos y atomos estan en unidades atomicas (u.a)

De acuerdo con los resultados obtenidos, los &tomos N1, N3, Cs y el grupo funcional NO>
tienen las cargas atbmicas mas negativas respecto a los demas atomos, por lo tanto, estos
resultados sugieren, que dichos &tomos podrian ser sitios de interaccion nucleofilica que son

susceptibles a ataques electrofilicos; sin embargo, las moléculas M5 y M5 _cf3 cuentan con
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cargas positivas en N1, lo que podria deberse al efecto electro-atractor que posee el doble
enlace situado en el inicio del sustituyente R. Cabe destacar que en todas las moléculas el N3
posee el valor més negativo que N3, debido a que el par de electrones del N3 no participa en
la resonancia del anillo, lo cual, concuerda con las propiedades anféteras que posee el
imidazol. Asimismo, los atomos Co, N, junto con los sustituyentes R, metilo y los &tomos
de carbono del 2-aminoetil de la mayoria de las moléculas, tienen cargas atdbmicas positivas,
por lo tanto, son susceptibles a sufrir ataques nucleofilicos.

Al comparar los resultados obtenidos de las cargas atomicas, con las interacciones
intermoleculares de puentes de hidrégeno e hidrofdbicas, entre las moléculas seleccionadas
y la enzima Tripanotion reductasa, se observo una relacion entre si, ya que los atomos con
las cargas atomicas mas negativas formaron puentes de hidrégeno con los aminoacidos de
dicha enzima. La mayoria de estas interacciones, se presentaron en uno de los oxigenos del
grupo NOz y en el nitrégeno del aminoetil ubicado en Cs4; en menor medida, se presentaron
otras interacciones en los atomos de nitrégeno y oxigeno de la N-fenilacetamida ¢ N-

fenilurea (segln corresponda la molécula), y en N3 del anillo de imidazol.

8.7 Orbitales moleculares frontera HOMO-LUMO

Con el propdsito de conocer la naturaleza de los sitios de interaccion susceptibles a ataques
electrofilicos y nucleofilicos en las moléculas seleccionadas, se analizaron las isosuperficies
de los orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO. En la Tabla 10 y en el Apéndice 4,

se muestran los resultados de las isosuperficies de los orbitales moleculares.
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Tabla 10. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera HOMO-LUMO a nivel de teoria
MO06-2X/6-311+G (d,p), y en fase acuosa.

Molécula Homo Lumo

M1

M1_cf7

M4_cfl

M2_cf9

M2

M5

b

Carga negativa en color verde
Carga positiva en color rojo
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De acuerdo con los resultados obtenidos de las isosuperficies, se observa que los orbitales
moleculares frontera LUMO representados en color rojo, se localizaron en el anillo de
imidazol, incluyendo al grupo nitro y los atomos de carbono pertenecientes al aminoetil
ubicado en el C4, lo cual sugiere que estos sitios podrian ser susceptibles a ataques
nucleofilicos. Por otro lado, los orbitales moleculares frontera HOMO representados en color
verde, se ubicaron en la N-fenilacetamida ¢ N-fenilurea (segun corresponda la molécula) del
sustituyente R de cada molécula, lo que sugiere que estos sitios podrian ser susceptibles a
ataques electrofilicos. Cabe mencionar que los resultados obtenidos de las isosuperficies de
los orbitales moleculares analizados, coinciden con los resultados obtenidos de las cargas

atbmicas.
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Resumen de resultados

Los resultados obtenidos mediante las plataformas virtuales sugieren que los
derivados nitroimidazol no presentaron efecto reproductivo, mutagénico,
tumorigénico ni irritante.

Las propiedades farmacocinéticas de la plataforma virtual Molinspiration, indicaron
que todas las moléculas pueden administrarse en forma oral, de acuerdo con las
Reglas de Lipinski.

El acoplamiento molecular, mostro que las moléculas M4 _cfly M1 son los ligandos
que poseen las mejores energias de interaccion con la enzima Tripanotidn reductasa.
Las interacciones intermoleculares principales se localizaron en los aminoacidos
Glul9, lle339, Leul8, Serl5, Trp22 y Tyrlll, los cuales, coinciden con los
aminoacidos esenciales reportados en la literatura para el acoplamiento del
tripanotion (sustrato intrinseco).

Los pardmetros geométricos mostraron que una mayor longitud del sustituyente R,
propicia una ligera modificacion en las longitudes de enlace en el anillo de imidazol.
El potencial de ionizacion y la dureza quimica mostraron que las moléculas M1,
M4 _cfl y M1 cf7 son las moléculas mas estables, debido a que poseen mayor
resistencia a donar electrones.

El indice de electrofilia sugiere que las moléculas M1, M1 _cf7, M4 _cfl y M2_cf9
son mas acidas que sus analogas.

El potencial quimico mostré que la molécula M7_cf9 tiene la mayor capacidad de
donar electrones, caso contrario ocurre con las moléculas M4 _cfl, M1, M1 cf7 y

M2_cf9. Dichos resultados concuerdan con los mostrados en el potencial de
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ionizacion, dureza quimica e indice de electrofilia y también con las energias de
afinidad, ya que las moléculas més acidas muestran una mayor afinidad.

El indice de aromaticidad indico que las moléculas M1, M1 _cf7 y M2_cf9 son las
moléculas menos toxicas.

Las cargas atomicas del nitroimidazol mostraron que el &tomo de N3 posee la carga
mas negativa que el Ny, lo cual corrobora el comportamiento anfotero reportado en la
literatura para los imidazoles, ademas, estas cargas atomicas favorecen las
interaccionas por puentes de hidrogeno e hidrofobicas, mostradas en el acoplamiento
molecular.

La visualizacion de las isosuperficies de los orbitales moleculares frontera HOMO y
LUMO, permitieron conocer los posibles sitios de interaccion de las moléculas

propuestas, los cuales concuerdan con las cargas atomicas obtenidas.
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10. Conclusiones.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los objetivos establecidos se cumplieron
satisfactoriamente, debido a que a través de métodos computacionales se logro caracterizar
y evaluar la estructura electronica, propiedades fisicoquimicas e interacciones
intermoleculares de moléculas derivadas de nitroimidazol como posibles inhibidoras de la

enzima Tripanotion reductasa.
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11. Perspectivas.

e Sintetizar las moléculas con las mejores propiedades fisicoquimicas descritas en el
presente proyecto para realizar estudios de actividad antichagasica in vitro e in vivo.

e Evaluar su actividad inhibitoria con la enzima Tripanotién reductasa.

e Realizar un estudio de toxicidad in vitro e in vivo de las estructuras con los mejores

resultados en los estudios tedricos y experimentales.
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12. Glosario

e abinitio: Significa “primeros principios” en espafiol

e Acalasia: Trastorno que debilita el es6fago e impide el paso de alimentos al estdmago.

e Bradicardia: Descenso de la frecuencia cardiaca respecto de lo normal.

e Disfagia: Dificultad para tragar, puede estar asociada al dolor o no.

e Enfermedad de Chagas: Padecimiento causado por el parasito Trypanosoma cruzi.

e Esplenomegalia: Inflamacién del bazo.

e Fibrosis: Crecimiento de tejido conectivo como respuesta de una lesion o dafio.

e Fision binaria: Forma de reproduccion asexual que da como resultado la formacion
de seres en multiplos de 2.

e Hematofago: Especie que se alimenta de sangre.

e Hepatoesplenomegalia: Inflamacion del higado y bazo.

e Hospedero: Organismo que en condiciones naturales permite la subsistencia o
alojamiento de un agente infeccioso o huésped.

e Linfadenopatia: Trastorno inespecifico de los ganglios linfaticos.

e Linfocitosis: Recuento de linfocitos altos respecto de lo normal.

e Necrosis: Muerte del tejido.

e Reservorio: Organismo animado donde se aloja por un largo plazo un parésito,
bacteria o virus

e Taquicardia: Aumento de la frecuencia cardiaca respecto de lo normal.

e Triatomino: Hospedero a largo plazo del parasito Trypanosoma cruzi

e Vector: Organismos vivos que pueden transmitir enfermedades infecciosas.
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14. Apéndices.

Apéndice 1.

Tabla 6. Resultados de acoplamiento molecular

Moléculas Energia de interaccion (kcal/mol)*
M4 -5.9
M4_cf8 -5.8
M1_cf3 -5.5
M2 -5.7
M2_cf2 -5.6
M2_cf9 -5.4
M5_cf3 -5.7
M5 -5.5
M5_cf13 -5.5
M3_cf8 -5.6
M3 cfl -5.6
M6_cf10 -5.5
M6_cf5 -5.5
M6 -5.4
M7_cfl -5.5
M7_cf9 -5.0

*Energia de interaccion obtenidas de AutoDock Vina 1.1.2
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Apéndice 2.
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Figura 27. Interacciones intermoleculares de puentes de hidrégeno e hidrofobicas.
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Apeéndice 3.

Tabla 7. Pardmetros geométricos de derivados de nitroimidazol a nivel de
M06-2x/6-311+G(d,p)

Geometria M3 cf8 M4 cf8 M5 cf3 M6 cfl0 M7 cfl M7 cfl9  Histamina® Benznidazol”  Megazol®®

Ni-C, 1.362 1.360 1.352 1.349 1.348 1.348 1.303 1.362 1.346
CoN; 1.325 1.326 1.334 1.334 1.336 1.334 1.349 1.314 1.329
N3-Cs 1.363 1.362 1.355 1.354 1.353 1.354 1.365 1.362 1.348
N—Cs 1.385 1.385 1.387 1.389 1.388 1.389 1.380 1.358 -
CoNs - - - - - - - 1.434 -
Cs—Ns 1.405 1.405 1.402 1.403 1.401 1.403 - - 1.348
Ns-O; 1.226 1.226 1.227 1.226 1.228 1.226 - 1.232 -
N-R 1.455 1.456 1.434 1.472 1471 1473 - 1.463 1.469

N;-C-N; 111.36 123.41 123.95 123.30 123.68 123.33 112.3 - 127.08
N;-Cs-Cy 107.48 107.40 107.51 107.60 107.65 107.63 110.8 106.76 -
Co-N;-Cs 105.58 105.69 105.46 105.10 105.12 105.09 1045 104.99 -
Cs-Ni-R 125.86 126.48 128.25 130.61 127.78 130.61 - 124.17 129.18
07-Ng-Os 123.67 123.65 122.97 122,61 122.69 122,59 - 124.07 -

C2-N3-C4-Cs -0.73 -0.92 -0.31 0.05 057 -0.03 - 0.00 067

N;-C4-Cs-Ny 251 251 1.03 0.92 0.90 -0.86 - -0.46 -

Ca-Ng-Co-N; -1.39 -1.08 -0.57 0.89 -1.93 0.97 - 0.48 -0.44

R-Ni-C-N;  163.00 165.75 17660  -17058 16547  -171.03 - -176.13 -

R-Ni-Cs-C;,  -136.15  -16597  -176.60 16941  -164.27  169.87 - 176.45 -179.07

Og-Ng-Co-N; - -5.0 -

0g-Ng-Cs-N; -174.01 -174.27 -177.11 171.97 -177.09 171.21 - - -

Valores de longitud de enlace en Angstrom (A)
Valores de &ngulos de enlace y dngulos diedros en grados (°)
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Apéndice 4.

Tabla 10. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera HOMO-LUMO a nivel de
MO06-2X/6-311+G (d,p), y en fase acuosa.

Molécula _ Homo Lumo
M3 cf8
/ é\% |
M4 _cf8 | ) A /’ P

Carga negativa en color verde
Carga positiva en color rojo
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