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1. ABREVIATURAS

TIM Triosafosfato isomerasa
ThTIM Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brusei
GITIM Triosafosfato isomerasa de Giardia lamblia
HuTIM Triosafosfato isomerasa de Humano
CAT Cloramina T
MMTS Metilmetano tiosulfonato
DTNB acido bis-nitro benzoico
MTSCE Carboxi etil metano tiosulfonato
ATP Adenosina trifosfato
MTZ Metronidazol
ICs Concentracion inhibitoria 50
DHAP Dihidroxiacetona fosfato
GAP Gliceraldehido-3fosfato
RNAI Acido ribonucleico de interferencia
RMN *H Resonancia Magnética Nuclear de Protdn
RMN *C | Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Et;N Trietilamina
THF Tetrahidrofurano
CCF Cromatografia en capa fina
\7AY% Volumen/volumen
TMS Tetrametilsilano
DMSO Dimetilsulfoxico
ppm Partes por millén
S Singulete
d Doblete
dd Doble de dobles
t Triplete
m Multiplete
pf Punto de fusion
LB Luria Bertani
IPTG isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
rpm Revoluciones por minuto
EDTA acido etilendiaminotetraacético
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo
DDT Ditiotreitol
NADH nicotinamida adenina dinucle6tido
a-GDH a-glicerol 3-fosfato deshidrogenasa

Abreviaturas
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INntroduccién

2. INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales ocasionadas por protozoarios son un problema de salud
publica principalmente en paises en vias de desarrollo, su prevalencia es variable en
paises, estados y comunidades. La frecuencia aumenta en zonas geograficas donde las
condiciones ecoldgicas, las caracteristicas socioeconémicas, infraestructura de servicios
publicos y nivel educativo de los padres son deficientes. Estos factores estan presentes en

América Latina representando en México una de las principales causas de morbilidad.

Dentro de estas infecciones, el parasito Giardia lamblia ocupa un lugar importante en las
enfermedades producidas en el ser humano. Este protozoario, también conocido como
Giardia duodenalis o Giardia intestinalis, es un parasito que se alberga en el intestino
delgado, primordialmente en el duodeno, afectando principalmente a nifios en edades de
entre 1 a 5 afios (Ali & Hill 2003). Los pacientes que la padecen presentan manifestaciones
clinicas variables, desde la sintomatologia de una enfermedad moderada, hasta la de una
grave que puede poner en riesgo su vida, en donde se produce un sindrome de mala
absorcion intestinal que afecta la asimilacion de hierro, azucares, vitaminas liposolubles,
acido fdlico y otros nutrientes. Esto provoca baja de peso y retardo en el crecimiento fisico
e intelectual (Hawrelak 2003). La giardiasis es una infeccién dificil de controlar debido a las

diferentes formas en que el agente causal se transmite entre la poblacién.

En el control de la enfermedad producida por Giardia, la prevencion y la terapia
juegan un papel muy importante. Los derivados nitroimidazolicos, en especial el
metronidazol,  [(2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etanol], contindan  siendo el

tratamiento de eleccidn contra la giardiasis (Busatti et al. 2009).

Aungue existen diversas opciones terapéuticas efectivas, estd documentado que
algunos de los medicamentos tienen considerables efectos tdxicos en el paciente (Upcroft
1998; Watkins & Eckmann 2014) ademas de existir evidencias del surgimiento de cepas
resistentes a los medicamentos usados actualmente (Upcroft & Upcroft 2001). Esto

conduce a la busqueda de nuevos farmacos que presenten mayor efectividad y
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especificidad contra el agente patégeno, pero con menos reacciones adversas en el

. . . . 3
hospedero. Esto sera posible mediante nuevas estrategias experimentales y la busqueda
de nuevos blancos bioldgicos para el disefio racional de farmacos con actividad

antigardiasica.

Algunos compuestos antihelminticos del grupo de los bencimidazoles como el
mebendazol fueron ensayados con resultados iniciales prometedores, sin embargo,
estudios posteriores demostraron una baja eficacia (Gardner & Hill 2001; Kazimierczuk et
al. 2002). Otros estudios sefialaron una buena eficacia in vitro del antihelmintico
albendazol, pero ensayos posteriores demostraron que su eficacia es inferior a la de los
farmacos antigiardiasicos de eleccion (Gardner & Hill 2001). Anélogos del albendazol y el
mebendazol se han sintetizado y probado in vitro contra G. lamblia, encontrandose que
algunos de estos anélogos son tan activos como el metronidazol (Navarrete-Vazquez et al.
2003).

La triosafosfato isomerasa como blanco terapéutico para el disefio de farmacos

antiparasitarios.

En las enfermedades infecciosas, el objetivo del disefio racional de farmacos es
identificar una biomolécula fundamental para la supervivencia de un patdgeno y que
pueda considerarse como un blanco farmacoldgico. Esta evaluacion puede realizarse
sometiendo a la biomolécula a compuestos quimicos que impidan su funcién para,
posteriormente, desarrollar compuestos altamente selectivos contra dicha region de la
biomolécula permitiendo generar farmacos mas especificos (Garcia-Torres et al. 2012;
Céceres et al. 2010)).

En ese contexto, la triosafosfato isomerasa (TIM), enzima de la via glucolitica, ha
sido ampliamente propuesta como un blanco antiparasitario. La TIM muestra un sitio
activo y su estructura de barril alfa-beta altamente conservados; sin embargo, otras
regiones son menos conservadas entre especies como la regién interfacial. Por lo que, las

diferencias estructurales en esta region se han utilizado para inhibir especificamente a la
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TIM en parasitos (GoOmez-Puyou et al. 1995; Pérez-Montfort et al. 1999; Olivares-lllana et
al. 2006).

4

En el estudio realizado por Gémez-Puyou y colaboradores en 1995 se demostré
gue es posible inactivar de forma especifica de especie a la TIM. Su hipétesis consideraba
la existencia de residuos de aminoacidos no conservados entre organismos patégenos y
hospederos, que fueran relevantes para mantener la actividad y estructura de la enzima,
al considerar tales residuos se podrian desarrollar compuestos inactivadores especificos

de especie.

Este grupo logré inactivar a la TIM de Trypanosoma brucei (TbTIM) usando
cloramina T (CAT), compuesto que modifica quimicamente residuos de Cisteina (Cys) y
Metionina (Met). Identificando de esta forma un aminoacido no conservado (Cys 14), el

cual es parte importante de la catalisis en TbTIM.

En un trabajo previo, Zubillaga y colaboradores en 1994 demostraron que, al
utilizar CAT, la TIM de conejo se inactivdo completamente, mientras que la TIM de levadura
s6lo un 50 %. Al analizar el contenido de residuos de Cys y Met de cada enzima,
encontraron dos residuos de cisteinas equivalentes en la posicion 42 y 126.
Adicionalmente observaron que la TIM de conejo tiene tres residuos de Cys y dos de Met
gue no estan en la TIM de levadura. Y concluyeron que la diferencia de sensibilidad de la
TIM de conejo al CAT se debio a la oxidacion de los residuos de Cys y Met ausentes en la

levadura (Zubillaga et al. 1994).

Por otro lado, el trabajo de Gomez-Puyou demostro que la TbTIM, se inactivd con
CAT de forma muy similar a la TIM de conejo. Este resultado sugirié que en las TIM de
conejo y de T. brucei tendrian un residuo equivalente en posicion que al modificarse
conlleva a su inactivacion, el Gnico residuo que comparten en posicién es el 14, siendo en
TbTIM una Cys y en conejo una Met y la resistencia de la levadura se deberia a la ausencia

de dicho residuo.
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A partir de estos resultados surgieron mas trabajos en otras TIM donde se
. . . . . 5
investigo la Cys 14 de interfase y otras cisteinas poco conservadas (Maithal et al. 2002;

Garza-Ramos et al. 1996; Garza-Ramos et al. 1998)

En el laboratorio de Bioquimica Génetica del Instituto Nacional de Pediatria se
comenz6 a estudiar a la TIM de Giardia lamblia (GITIM). Esta enzima posee en su
secuencia primaria cinco cisteinas: Cys14, Cys127, Cys202, Cys222 y Cys228. Se realizaron
ensayos de modificacion quimica de estos residuos con compuestos reactivos de tioles
para identificar regiones que al modificarse afectaran la actividad catalitica de la GITIM.
Los resultados indicaron que la derivatizacion de la C222 inactiva especificamente a la
enzima,; este residuo no es interfacial y tampoco esta conservado localizadndose cerca de la
superficie de la proteina (Enriquez-Flores et al. 2008). Ensayos de mutagénesis dirigida
demostraron que a pesar de que la GITIM tiene otros cuatro residuos de cisteinas (C14,
C202, C127 y C228), solo la modificacion de la C222 causa la inactivacion de la enzima
(Enrigquez-Flores et al. 2011). La inactivacién es especifica de la GITIM porque, aunque la
TIM de humano (HuTIM) tiene una cisteina equivalente (C217), su actividad practicamente
no se afecta por los compuestos reactivos de tioles (Enriquez-Flores et al. 2011). Andlisis
estructurales de la GITIM y HUTIM muestran que existen marcadas diferencias en las
regiones vecinas de la C222 de la GITIM y la C217 de la HuTIM; s6lo uno de los siete
residuos alrededor de las dos cisteinas es comun. Estos resultados apoyan la propuesta de
gue la regidén C222 puede utilizarse como un blanco especifico para el disefio racional de

farmacos (Hernandez-Alcantara et al. 2013).

Respecto al mecanismo de inactivacion de la GITIM por la modificacién quimica de
la C222, es relevante mencionar que cuando se derivatiza este residuo con pequefios
grupos tiometilos no polares, como el metilmetanotiosulfonato (MMTS), la actividad
catalitica de la GITIM se reduce a la mitad. En contraste, la actividad de la enzima fue
completamente abolida por la introduccién de grupos voluminosos como tiocarboxietil o

tionitrobenzoatos cargados negativamente. Estos resultados sugieren que la inactivacion
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se correlaciona con las propiedades fisicoquimicas del agente derivatizante (Hernandez-
Alcantara et al. 2013)

El omeprazol es uno de los inhibidores méas importantes de la bomba de protones
(PPIs), inhibe irreversiblemente la H'/K*ATPasa mediante la derivatizacion de la Cys 813.
Debido a su mecanismo de inhibicién previamente descrito para otras enzimas, se probo
su utilidad como un inactivador de GITIM y eventualmente, como un potencial nuevo
antigiardiésico. En el estudio se realizaron los ensayos de inactivacion de GITIM vs HUTIM
a concentraciones crecientes de omeprazol y se corroboré que produce un efecto de
inactivacion especie-especifico de manera similar a lo previamente reportado para
derivatizantes como el DTNB (&cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico) y el MTSCE (Carboxietil
metano tiosulfonato). De igual manera, al probar el omeprazol contra las mutantes de Cys
de GITIM, se corroboré que en ausencia de la Cys 222, GITIM no se inactiva (Patente
MX/a/2008/012900; Reyes-Vivas et al. 2014).

El omeprazol es un compuesto del tipo de los bencimidazoles, que ha mostrado
actividad como inactivador de la triosafosfato isomerasa de Giardia lamblia. Su estructura
quimica estd formada por un anillo de bencimidazol y uno de piridina, en ellos se
encuentran sustituyentes tales como un metoxilo en el bencimidazol, y dos metilos y un
etoxilo en la piridina. Tomando en cuenta los resultados mencionados anteriormente se
propone ahora la sintesis de analogos al omeprazol realizando modificaciones
estructurales con el objetivo de potenciar su capacidad inactivante. Esto debido a que la
modificacion estructural de un compuesto bio-activo puede tener repercusiones
importantes en sus propiedades fisicoquimicas y cambios en su actividad que pueden ir
desde la potenciacion hasta la desaparicion total de la misma, y en algunos casos es

posible la aparicion de propiedades bioldgicas diferentes.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Antecedentes

3. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades de Giardia lamblia

Biologia

Giardia lamblia se encuentra clasificada dentro de la clase Zoomastigophorea,
orden Diplomaida, familia Hexamitidae. Este rubro caracteriza a protozoarios que
presentan axostilo, dos nucleos, simetria bilateral y tienen flagelos como medio de

locomocion (Plutzer et al. 2010).

Este protozoario se ubica dentro del género Giardia, las especies de este
protozoario se han clasificado tomando en cuenta criterios como: la variacion
morfoldgica, la posicién de cuerpos mediales, la forma del parasito y la relacion del disco
suctor con el tamafio total del trofozoito, dividiéndose al género en tres grupos: Giardia
agilis (anfibios), Giardia muris (roedores y aves) y Giardia lamblia que infecta mamiferos

incluyendo al hombre.

Giardia lamblia tiene la capacidad de adoptar dos formas: trofozoito o forma mavil
y quiste o forma infectante (Figura 1). Los trofozoitos de G. lamblia presentan forma de
gota o lagrima con simetria bilateral, se caracteriza por ser binucleado, mide de 12 a 14
um de largo por 7a 9 um de ancho y 1 a 2 um de espesor, presentan 8 flagelos dispuestos
en 4 pares simétricos, 2 anterolaterales, 2 postero-laterales, 2 ventrales y un par caudal.
En la porcion anterior se encuentra el disco suctor que mediante mecanismos de
hidroadhesion, le confieren al parasito su capacidad de adherencia a la mucosa intestinal.
La forma quistica tiene forma ovoide y mide de 8 a 12 um en su didmetro, circundado por
una pared quistica hialina que le confiere capacidad de resistencia al medio ambiente.
Posee de 2 a 4 nucleos, dicho niumero dependera del grado de madurez quistica, los

quistes inmaduros poseen 2 nlcleos, mientras que los maduros tienen 4.
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Figura 1. Trofozoito G. duodenalis. S.J. Upton, Kansas University

Metabolismo

Giardia lamblia tiene caracteristicas aerdbicas y anaerdbicas, respira en presencia
de oxigeno y se considera un organismo aerotolerante o microaerofilico. En su respiracion
no produce hidrégeno molecular ni moléculas con enlaces de alta energia. La respiracion
enddgena es estimulada por la glucosa; su metabolismo esta basado en la glucolisis que
conduce a la produccion de acetato, etanol, alanina y CO,. Cataboliza la asparagina
mediante la dihidrolasa de arginina con la produccion de adenosin trifosfato (ATP). Es
incapaz de sintetizar colesterol, sin embargo, tiene la capacidad de sintetizar farnesilo y
geranilgeranilo en isoprenilatoproteinas. Asimismo, Giardia es incapaz de sintetizar
purinas o pirimidinas y tiene la necesidad de recuperarlas del lumen intestinal (Adam
2001; Lujan 2011).

Por mucho tiempo se consider6 a G. lamblia como un eucarionte amitocondriado,
fue en el 2003 cuando Tovar y colaboradores demostraron la presencia de reductos
mitocondriales denominados mitosomas (Tovar et al. 2003). Sin embargo, no existe
evidencia de que G. lamblia realice fosforilacion oxidativa, obteniendo su ATP
principalmente mediante la via glucolitica. Aunque se ha demostrado que el metabolismo
de la arginina también produce energia, ésta no parece representar una fuente

importante (Edwards et al. 1992;Stadelmann et al. 2013). Por todo lo anterior, se ha
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sugerido que las enzimas de la glucdlisis en G. lamblia pueden ser un buen blanco para

dirigir compuestos que logren abatir al parasito.
Epidemiologia

Giardia lamblia es el agente causal de la giardiasis, siendo uno de los parasitos mas
comunes que infecta el tracto intestinal del ser humano, mostrando una distribucion

mundial.

La infeccion por Giardia se ha asociado a condiciones higiénico-sanitarias
deficientes en los paises en via de desarrollo (Hardy et al. 2002), asi como en los paises
desarrollados donde las condiciones higiénicas favorecen infecciones relacionadas con
fuentes de agua contaminadas. La infeccién requiere de la ingestion de quistes del
parasito, por lo que los niveles de sanidad ambiental son inversamente proporcionales a la
prevalencia de la enfermedad. Por ejemplo, se ha observado prevalencias mas altas tanto
en paises en vias de desarrollo como en regiones tropicales y subtropicales, donde la
contaminacion de agua o alimentos con materia fecal es frecuente, traduciéndose en

cifras de frecuencia de infeccién elevadas en nifios y adultos (Ali & Hill 2003) ).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que aproximadamente 250
millones de personas en el mundo estan infectadas y que se presentan 2.8 millones de
nuevos casos por afio, siendo una de las causas mas comunes de diarrea en paises
industrializados, con una prevalencia del 15 — 30 % y del 20 — 60 % en paises en vias de
desarrollo (Eckmann 2003; Syed y Hill, 2003; Ag & Gre 2013). El Estado de Sonora ocupa el
quinto lugar a nivel nacional con esta parasitosis reportandose que aproximadamente el
50 % de la poblacién infantil esta infectada con G. lamblia segun el Sistema Unico de
Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica Direccion General de Epidemiologia (SSA
2005).

Otros autores informan mayor frecuencia para el grupo de lactantes con cifras muy

variables, incluso para el mismo lugar, lo que depende del grupo de poblacién estudiada o
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del método empleado; sin embargo, se observa que la infeccion es mas comin en grupos
10
escolares de poblaciones rurales en relacion a los de la urbana (Bouzid et al. 2008;

Cordero Bernabé et al. 2014).

La enfermedad puede transmitirse mediante tres mecanismos: a través del agua,
mediante alimentos contaminados y mediante transmision fecal oral directa. (Smith et al.

2006)
Ciclo Bioldgico

El ciclo biolégico de transmision se inicia con la ingestion por el humano de la
forma infectante: quistes viables de Giardia lamblia. Estudios realizados por Rendtorff,

indicaron que son necesarios entre 10y 100 quistes para provocar la infeccion.

El mecanismo de infeccion puede llevarse a cabo por medio de materia fecal
diseminada en el ambiente. Otro proceso involucrado en la transmision es el consumo de
alimentos mal lavados que fueron regados con aguas negras. Se han descrito brotes por
transmision a través del agua de consumo. En relacion a este Ultimo mecanismo de
transmision, cabe mencionar la resistencia que presentan los quistes en soluciones
hipotdnicas tales como el agua. Se ha visto que en agua a 21 °C los quistes pueden
sobrevivir alrededor de un mes y a 8 °C por mas de dos meses; sin embargo, no resisten la
desecacion ni temperaturas mayores de 50 °C durante 15 minutos, aunque tienen gran

resistencia ante los desinfectantes clorados (Bouzid et al. 2008).

En la transmisién juegan un papel importante los fomites como pasamanos,
dinero, sanitarios, juguetes, etc. Por otra parte, también se ha descrito la infeccién
adquirida mediante el contacto sexual. Asimismo, los artropodos como vectores
mecanicos son importantes en la cadena de transmisién, ya esta demostrado que los
quistes de Giardia lamblia pueden sobrevivir varios dias en el intestino de la cucaracha y
gue son capaces de atravesar el intestino de las moscas sin alteraciones (Smith et al.
2006).
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Después de ser ingeridos, las formas quisticas infectantes sufren un proceso de
desenquistamiento, mismo que es iniciado por el acido gastrico a pH 2. El trofozoito es H
intolerante a cambios de pH y sOlo acepta un intervalo entre 6.4 y 7.4. El
desenquistamiento se completa a nivel duodenal donde emerge a través de la pared
quistica, un trofozoito tetranucleado en proceso de divisién binaria dando lugar a dos

trofozoitos binucleados.

Contaminacion de agua, alimentos,
manos/fomites con quistes
infectantes

Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el

medio ambiente

A = Forma infectante
A = Forma diagnéstica

Figura 2. Ciclo de vida de G. lamblia. Una vez que el quiste entra al hospedero, este se desenquista alojandose en el
duodeno. Posteriormente se dividen los trofozoitos. Algunos de ellos se enquistan y son excretados a través de las
heces para ingerirse por un nuevo hospedero, cerrandose asi el ciclo de vida de este parasito.

Cada trofozoito se multiplica de manera activa por medio de un proceso de
division longitudinal surgiendo un gran numero de elementos en poco tiempo,

estableciéndose los pardsitos en su hébitat, constituido por el epitelio del intestino
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delgado, formado en parte por duodeno y yeyuno. En su habitat Giardia se fija a la mucosa 1
mediante su disco suctor e inicia el proceso de division binaria reproduciéndose de
manera activa comenzando a colonizar el epitelio intestinal generando “parches” de
colonias. Esto provoca en el hospedero una mala absorcion de nutrientes ademas de
producir irritacion mecanica (Hawrelak 2003). Algunas de esas formas vegetativas se
desprenden del epitelio entrando de esta manera a la corriente fecal. Asi, comienza el
enquistamiento en el intestino delgado en donde el protozoario sufre retraccion de sus
flagelos y, mas tarde, se rodea de una pared quistica; mecanismo que regularmente
ocurre en las porciones bajas del ileon (Farthing 1983). La excrecion de los quistes es a
través de las heces y permanecen en estado de latencia con baja actividad fisiologica. Los
quistes como forma de resistencia toleran hasta cierto punto condiciones fuera de su

microhabitat, lo que los hace susceptibles a ser ingeridos de nuevo por otro huésped,

completandose asi su ciclo de vida (Figura 2).

3.2 Tratamiento contra la Giardiasis

A pesar del reconocimiento de que Giardia es un patégeno del humano con
importancia médica, existen pocos farmacos de uso comdn para combatirla.
Frecuentemente se emplean los derivados del nitroimidazol, como el tinidazol y

secnidazol, que son efectivos en una sola dosis (Gardner & Hill 2001).

Nitroimidazoles. Los agentes usados dentro de esta clase para la infeccion de
Giardia lamblia incluyen el metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol. Estos
compuestos se descubrieron en 1995 y se encontrd que tienen accién sobre varios
protozoarios. En 1962 Darbon et. al., reportaron que el metronidazol podria ser usado

para el tratamiento de la giardiasis.

En el mecanismo de accion de los nitroimidazoles se ha reportado que afectan el
metabolismo anaerdbico presente en Giardia. El farmaco entra al trofozoito, una vez que

se encuentra dentro del microorganismo, la proteina piruvato-ferredoxinoxidoreductasa
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(PFOR; EC 1.2.7.1) del parésito dona electrones al grupo nitro del fArmaco, reduciendo
dicho grupo y activando al compuesto (Samuelson 1999). EI metronidazol reducido actua =
como un aceptor terminal de electrones, lo que provoca la unién covalente de este grupo
al DNA y proteinas. Esto produce dafio en el DNA haciendo que pierda su estructura
helicoidal, con la subsecuente muerte del trofozoito. La resistencia del metronidazol se

relaciona con una disminucién en la actividad de la PFOR (Leitsch et al. 2011)

Los efectos secundarios comunes en el tratamiento con metronidazol incluyen
dolor de cabeza, vértigo, nauseas y sabor metalico en la boca. En altas dosis se puede
presentar toxicidad en el sistema nerviosos central y pancreatitis (Lau et al. 2012; Lamp et
al. 1999). Incluso, se ha encontrado que el metronidazol es mutagenico en bacterias y
carcinogénico en ratones y ratas cuando se administra en dosis altas por largos periodos
(Lindmark & Mueller 1976)

Nitazoxanida. Es un derivado 5-nitrotiazol con actividad de amplio espectro contra
parasitos, relativamente nuevo que salié al mercado para su uso en humanos en 1996.
Algunos estudios en los que se ha evaluado este farmaco contra giardiasis enfatizan su
utilidad para este fin. Esta droga y su derivado, la tizoxanida han probado ser mas activas
in vitro en el aislamiento en Giardia lamblia siendo 2,5 y 50 veces mas potentes que
albendazol y metronidazol, respectivamente. El farmaco debe reducirse para formar
radicales toxicos, que inactivan varias moléculas diana incluyendo PFORs. La nitazoxanida
es generalmente bien tolerado, y no hay eventos adversos significativos observados en los
ensayos en humanos. Los eventos adversos fueron leves y transitorios y principalmente
relacionadas con el tracto gastrointestinal, tales como dolor abdominal, diarrea y nduseas
(Fox & Saravolatz 2005; Gilles & Hoffman 2002).

Bencimidazoles. Dentro de esta clase de farmacos, dos miembros han sido usados
en el tratamiento contra la giardiasis: albendazol y mebendazol (Katiyar et al. 1994). En
relacion al mecanismo de accidn de estos farmacos, se sabe que su actividad toxica sobre

Giardia es mediante union a la B-tubulina inhibiendo su polimerizacion para formar el
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citoesqueleto (Venkatesan 1998). Esto conduce un cambio ultraestructural importante
gue lleva a la pérdida de integridad del trofozoito, finalizando en muerte celular. De igual H
forma que el metronidazol, los bencimidazoles presentan desventajas en su uso como el
surgimiento de cepas de Giardia resistentes hacia el albendazol inducida in vitro (Upcroft

1998).

Aunque el farmaco de eleccién para el tratamiento de esta infeccion es el
metronidazol (MTZ), el cual ha sido utilizado por més de 40 afios, sus efectos colaterales
en el paciente y el desarrollo de cepas resistentes ha estimulado el interés por la
busqueda de nuevos antigiardiasicos utilizando diferentes estrategias. Una de ellas es la
sintesis de analogos a los farmacos que ya se encuentran en el mercado para mejorar su
actividad. Desde que se reportd la actividad antigiardidsica de compuestos 2-
metilcarbamatos bencimidazol, albendazol y mebendazol, se ha trabajado en la sintesis y
evaluacion de derivados de bencimidazoles como agentes antiprotozoarios (Valdez et al.
2002; Navarrete-Vazquez et al. 2003; Shaharyar et al. 2011). Ademas, se han realizado
estudios computacionales para buscar los requerimientos estructurales que un derivado
de bencimidazol debe poseer para mostrar actividad antiprotozoaria. Como resultado de
estos estudios, se encontrd que los sustituyentes en la posicioén 2, 5y 6 son importantes

para la actividad antiprotozoaria (Pérez-Villanueva, Medina-Franco, et al. 2011)

Otro tipo de derivados de bencimidazol que se pretende utilizar en la terapéutica
contra la giardiasis, son los inhibidores de la bomba de protones (PPIs): omeprazol,
lanzoprazol, pantoprazol y rabeprazol (Figura 3). Estos farmacos han sido ampliamente
usados para el tratamiento de ulcera péptica, reflujo gastroesofagico y erradicacion de
Helicobacter pylori en combinacion con antibidticos. Interesantemente, los PPIs

comparten caracteristicas estructurales con los derivados de benzimidazol.
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Figura 3. Inhibidores de la bomba de protones, de uso farmacéutico

Basandose en este criterio de similitud, se probo la actividad antiprotozoaria de los
PPIs por el grupo de Jaime Pérez-Villanueva y cols. contra T. vaginalis, G. intestinalis y E.
histolytica. Los resultados mostraron que todos los compuestos presentan buena
actividad contra los tres parésitos exhibiendo una ICso en el rango nanomolar, siendo los
PPIs de 12 a 78 veces mas activos contra G. lamblia que el metronidazol. (Pérez-

Villanueva, Romo-Mancillas, et al. 2011).

Considerando una nueva actividad antigiardiasica de los PPIs, estos agentes son
candidatos para su reutilizacion farmacéutica. A favor de esta propuesta esta el hecho de

gue su farmacocinética es conocida.

En resumen, considerando que las enfermedades parasitarias causadas por
protozoarios son aun un importante problema de salud publica, durante los Gltimos afios
nuestros esfuerzos se han centrado en encontrar nuevos agentes antiprotozoarios.
Derivado de lo anterior, nuestro grupo asi como otros equipos de investigacion evaltan la

pertinencia de los PPIs como potenciales agentes antigiardiésicos.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Antecedentes

3.3 La triosafosfato isomerasa como blanco de antiparasitarios 16
La triosafosfato isomerasa (TIM o TPI) es una enzima de aproximadamente 247
residuos de aminoacidos, con un patron estructural denominado barril a/B, posee 8
hebras B paralelas rodeadas por 8 helices a. La TIM estructuralmente es un homodimero
en la mayoria de las especies, cada subunidad tiene un peso molecular de
aproximadamente 27 KDa (Figura 4). No obstante, se ha reportado la presencia de
tetrameros en Pyrococcus woesei, Methanothermus fervidus, Thermotoga maritima) y

Thermoproteus tenax).

Hisg5

Figura 4. Estructura de la triosafosfato isomerasa (TIM). Se muestran las dos subunidades barril a/B

Esta enzima pertenece a la via glucolitica, cataliza la isomerizacion entre la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP) (Figura 5); ha sido
ampliamente estudiada y se considera un catalizador perfecto, ya que su catalisis se

encuentra limitada solo por la difusion de los sustratos (Stroppolo et al. 2001).
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Figura 5. Mecanismo de Reaccién de la Triosafosfato Isomerasa

La importancia de la TIM en la glucdlisis radica en la aportacion de una molécula
mas de GAP generandose 2 moléculas de GAP por cada molécula de glucosa que entra a la
via. El GAP puede continuar en la via directa de la ruta siendo el sustrato para la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, que lleva a cabo la sexta reaccion de la glucolisis.
En consecuencia, esta aportacion extra de GAP permite la produccién neta de 2 moléculas
de ATP por cada molécula de glucosa que se procesa en la glucoélisis. Una TIM ausente o
inactiva daria como resultado el consumo de glucosa sin ganancia neta de ATP, ademas,
se produciria una posible acumulacion de sustratos. Por tanto, un organismo que basa su
metabolismo en esta via, veria seriamente amenazada su existencia. Esta conclusion es de
particular importancia en G. lamblia, que es un organismo microaerofilico que depende en
gran medida de la energia que le proporciona la glucolisis. Asi, la TIM de este parasito se

ha propuesto como un blanco para el disefio de antiparasitarios.

Algunas investigaciones demostraron la importancia de las enzimas de la glucdlisis
como potenciales blancos antiparasitarios utilizando la tecnologia del RNA de
interferencia (RNAI). Por ejemplo, se ha demostrado que si se bloguea parcial 6
completamente alguna de las enzimas de esta via, se afecta significativamente al
organismo en cuestion (Yongguang et al. 2007; (Kessler & Parsons 2005). En nuestro
laboratorio se encontrd que silenciar el gen que codifica la TIM en Giardia se induce la

pérdida de viabilidad del parasito (Jaime Marcial enviado a publicacion).
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3.4 Cisteina C222 como blanco para el disefio de farmacos 18

La GITIM posee en su secuencia primaria cinco cisteinas: Cysl4, Cys127, Cys202,
Cys222 y Cys228A. Ensayos de modificacion quimica de residuos de cisteinas con
compuestos reactivos de tioles (derivatizacion de cisteinas) se realizaron para identificar
regiones que al modificarse afectan la actividad catalitica de la GITIM (Enriquez-Flores et
al. 2008b). Esto demostré que la GITIM podia inactivarse de manera especie-especifica, ya
gue al incubar a la TIM de humano (HuTIM) y a la GITIM con compuestos como el &cido
nitrobenzéico (DTNB) se encontr6 que la primera permanecia practicamente sin cambios
en su actividad, mientras que la segunda se encontraba practicamente inactiva (Figura 6).
La concentracion de DTNB requerida para obtener el 50% de inactivacion fue 180 veces
mas baja en GTIM (Csoprng = 2.8 pM) que en HuTIM (Csoprne = 500 pM). Las
concentraciones probadas de MMTS y MTSCE inducen 50 y 97% de inactivaciéon en GITIM
mientras que en HUTIM sdlo llegan a inactivar un 20% (Figura 6). Estos resultados también
mostraron que la inactivacion de la GITIM se relaciona con las propiedades fisicoquimicas
del aducto unido a la cisteina modificada. Por ejemplo, al reaccionar el MMTS con la
cisteinas de la enzima, le confiere al amino&cido un grupo metildisulfuro, relativamente
pequefio y neutro; en contraste, el DTNB adiciona un grupo voluminoso y con carga

negativa (Enriquez-Flores et al. 2008a)
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Flgura 6. Derivatizacion de GITIM (panel A) y HUTIM (panel B). Las enzimas se derivatizaron con los agentes MMTS,
MTSCE y DTNA a concentraciones crecientes durante 2 h a 25 °C. (Enriquez-Flores et al. 2008a)
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Posteriormente, se realizé un estudio estructural y funcional para determinar el

mecanismo por el cual se realiza la inactivacion de la GITIM por los compuestos reactivos
de tioles (Enriquez-Flores et al. 2011). Se construyeron cinco mutantes puntuales con el
reemplazo de cada una de las cisteinas por una alanina, se midieron sus parametros
cinéticos para asegurarse de que las perturbaciones no fueran debidas a la mutacion
(Tabla 1).

Tabla 1. Constantes cinéticas de GITIM WT y sus mutantes simples.

jifl:ﬂt kl:&'[-'lkll'l Tmapv
Ky (mAf) {(10° min ) {min"" mM ") (“C)
0.78 + 0.06 46 + 0.16 59 x 10° 575
04 + 006 5 + 0.16 12 x 10° 55.1

0.36 + 0.06 35 + 0.1 9.7 x 10° 52.6
0.8 +0.09 29 +0.14 36 x 10° 56.6
18 +03 5+ 04 28 x 10° 58.6

0.25 + 0.07 187 +£0.19 75 x 10° 57.2

Al exponer las mutantes a los agentes derivatizantes, los resultados muestran que
la inactivacion es dependiente de la concentracion de MTSCE ¢ DTNB utilizada. Ademas,
se observo que en presencia de los agentes derivatizantes, cuatro de las mutantes (C14A,
C127A, C202A y C228A) mostraron una susceptibilidad similar a la GITIM WT; sélo la
mutante C222A fue completamente resistente a los efectos del MTSCE o DTNB (Figura 7).
Esto indica que la derivatizacion de la C222 es responsable de la inactivacion de la GITIM.
Para confirmar el papel de la C222 como Unico blanco que promueve la inactivacion, se
determind la reactividad de las cuatro Cys restantes en la GITIM C222A, encontrandose

gue después de la incubacién con MTSCE o DTNB se derivatizaron tres cisteinas.
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Figura 7. Derivatizacion de GITIM WT y sus mutantes, con agentes reactivos de cisteinas.

Los ensayos de mutagénesis dirigida demostraron que a pesar de que GITIM tiene
otros cuatro residuos de cisteina (C14, C202, C127 y C228), sélo la modificacion de la C222
causa la inactivacién de la enzima (Enriquez-Flores et al. 2011). Ademas, la inactivacion de
la GITIM es especifica de la especie, aunque la HuTIM tiene una cisteina equivalente
(C217), su actividad practicamente no se afecta por los reactivos de tioles. Andlisis
estructurales de la GITIM y HUTIM muestran que hay marcadas diferencias en las regiones
vecinas de la C222 de la GITIM y la C217 de la HUTIM; s6lo uno de los siete residuos
alrededor de las dos cisteinas es comun. Estas evidencias bioquimicas soportan la
proposicion de que la region C222 puede utilizarse como un blanco especifico para el

disefo racional de farmacos.

Con el fin de entender los efectos estructurales y funcionales producidos por la
modificacion de la C222 en la GITIM, se construyeron seis mutantes para esta posicion con
cadenas laterales que poseen caracteristicas fisicoquimicas diferentes. Los datos muestran
que la mutagénesis de C222 mimetiza el efecto de la modificacién quimica. La polaridad,
carga y volumen de la cadena lateral en cada una de las mutantes alteré diferencialmente
la actividad, afinidad, estabilidad y estructura de la enzima. La cinética de las seis variantes
también se afecté de manera diferente dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de

su cadena lateral (Tabla 2). La Tabla 2 muestra los resultados cinéticos y de afinidad donde
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es importante resaltar que la introduccién de la valina, un residuo no polar ligeramente ’1
mas grande que la cisteina, no afecta las propiedades cinéticas de la enzima. En contraste,
el cambio de la cisteina por una metionina disminuy0 la eficiencia catalitica de la enzima
ocho veces, esta mutacion se asemeja estructuralmente con la modificacion quimica de la

C222 con MMTS el cual introduce un tiometilo, grupo no polar y pequefio.

Tabla 2. Constantes cinéticas de GITIM WT y mutantes C222

. KoK X 10°
Proteina Vopax (nmol min™ mg™) K (mM) Keye % 10° (min™')  (min""mM ) K; (uM) Kg (uM)

. GITIM 8050444 062022 44 7 8715 264126
Qv 9560467 096012 52 54 98=x10 574x7.1
QM 3100170 1.85:046 325%50 794185
Q2N 3653107 279073 56059 1133417
QD 37171421 488081 1479168 na

Q22F 16652163 3.9x046 . 72802010

QK 255133 31064 X na

3.5 Omeprazol como compuesto inactivador de GITIM

El omeprazol es uno de los inhibidores méas importantes de la bombas de protones
(PPIs) e inhibe de forma irreversible la H+K+ ATPasa mediante la derivatizacién de su Cys
813. Debido a su mecanismo de inhibicién previamente descrito en la bomba gastrica, se
probd su utilidad como un inactivador de GITIM y eventualmente, como posible nuevo
antigiardiasico. En el estudio, se realizaron los ensayos de inactivacion de GITIM vs HuUTIM
a concentraciones crecientes de omeprazol y se corroboré que produce un efecto de
inactivacion especie-especifico de manera similar a la que previamente se reporté para
derivatizantes como el DTNB o el MTSCE (Carboxietil metano tiosulfonato) Figura 8. De
igual manera, al probar el omeprazol contra las mutantes de Cys de GITIM, se corroboré
gue en ausencia de la Cys 222, la GITIM no se inactiva (Patente MX/a/2008/012900;
(Reyes-Vivas et al. 2014).
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Figura 8. Inactivacion de GITIM por Omeprazol

Con los resultados mencionados en los trabajos anteriores y teniendo presente
gue a pesar de que existen tratamientos eficaces actuales que utilizan farmacos del grupo
de los nitroimidazoles y nitrotiazoles para combatir la giardiasis, se ha reportado que estos
producen efectos secundarios, ademas de que han surgido cepas de Giardia resistentes a
tales farmacos. Esta situacion ha generado la bldsqueda de nuevas estrategias para
desarrollar antigiardiasicos més eficientes. La investigacion cientifica puede conducir a la
obtencion de nuevos medicamentos mediante diversas estrategias, dentro de las cuales
estan: la manipulaciéon genética de microorganismos para la produccion de moléculas bio-
activas, la sintesis quimica de analogos a farmacos que ya se utilizan en el mercado, la
busqueda de blancos farmacoldgicos, incluso la busqueda de analitos con actividad

biol6gica presente en productos naturales como plantas, fluidos biolégicos, etc.

En este trabajo se combinan dos de las estrategias mencionadas, la utilizacién de la
triosafosfato isomerasa como un blanco farmacoldgico en Giardia lamblia, y la sintesis de
analogos a compuestos con utilidad farmacoldgica, ya que al modificar estructuralmente
compuestos, se puede lograr potenciar su actividad. Por tanto, se decidié plantear la
sintesis de compuestos analogos al omeprazol realizando modificaciones estructurales

sobre los sustituyentes en el anillo de bencimidazol y piridina.
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4.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar, purificar y caracterizar por técnicas espectroscopicas compuestos
analogos al omeprazol, para su posterior evaluacién como agentes inactivantes de
GITIM.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintetizar y purificar analogos del omeprazol, modificando los sustituyentes del
anillo bencimidazélico y de piridina.

e Caracterizar espectrométricamente por Resonancia Magnética Nuclear de protony
de carbono 13 (RMN*H, RMN *3C) los compuestos sintetizados.

e Estudiar la cinética de inactivacion en la GITIM C202A recombinante para cada uno
de los compuestos sintetizados seleccionando aquellos con mejor capacidad de
inactivacion.

e Determinar la capacidad de inactivacion para HuTIM de aquellos compuestos
seleccionados.

e Probar los compuestos que presentaron mejor capacidad inactivante sobre GITIM

en cultivos de trofozoitos de G. lamblia.
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5. MATERIAL Y METODOS
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5.1 Métodos Generales

Empleando técnicas convencionales, los disolventes anhidros utilizados se
destilaron bajo atmosfera de argén antes de usarse, de la siguiente manera: Et3N, fue
destilada sobre CaH,, tetrahidrofurano (THF) sobre el cetilo de sodio de la benzofenona,
CH.CI, sobre CaH,: tolueno sobre sodio metélico. Hexano, acetato de etilo y metanol se
destilaron bajo Na,SO, previo a su utilizacion. El bafio para las reacciones a baja

temperatura fue: hielo-agua (0 °C).

El avance de las reacciones y pureza de los productos obtenidos, se determinaron
por cromatografia en capa fina (CCF) en placas de aluminio de 2.5 x 4 cm, recubiertas con
gel de silice Alugram SILG/UV254 (Macherey-Nagel). La deteccion de los compuestos se
llevd a cabo por visualizacion bajo una lampara de luz ultravioleta UV-254/366 nm y por
exposicion a vapores de iodo. Las cromatografias en columna flash se llevaron acabo de
acuerdo al procedimiento reportado por Leonard utilizando silica gel (340-400 mallas;
Macherey Nagel). Todas las mezclas de disolventes usadas como eluyentes se reportan

como soluciones v/v.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato marca SRS, modelo EZ-melt

MPA120 y no estan corregidos.

5.2 Ensayos espectroscopicos

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén y carbono (RMN'H y
RMN™C) se determinaron en un equipo Varian INOVA 200 MHz y 400 MHz, usando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna (Me4SI6= 0 ppm) dimetil sulféxido

deuterado (DMSO-d6) como disolvente, los desplazamientos quimicos (8) estan
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reportados en partes por millén (ppm) y la multiplicidad de las sefiales se indican por
medio de las siguientes abreviaturas: (s) singulete, (d) doble, (dd) doble de doble, (t)
triplete, (g) cuarteto y (m) multiplete. Los espectros de masas modalidad Cl+ y FAB+, se
determinaron en un espectrometro de masas de alta resolucion marca JOEL modelo

JMStation 700, con intervalo espectral de 1 a 5000 m/z.

5.3 Procedimiento Experimental

5.3.1 Sintesis de los intermediarios

Los tres intermediarios del tipo 5-metil-2-[(piridin-2-ilmetil)tio]-1-H-bencimidazol
BHO-4, BHO-5 y BHO-6, se prepararon empleando 5-metil-2-mercaptobencimidazol,
hidroxido de potasio, 1,2-dimetoxietano, agua y la 2-clorometilpiridina apropiadamente

sustituida.

En un matraz redondo equipado con agitaciébn magnética, se colocaron 0.5 g (3.04
mmoles) de 2-mercaptobencimidazol y se disolvi6 en 5 mL de 1,2-dimetoxietano.
Lentamente, se adiciond gota a gota 0.34 g (6 mmoles) de hidréxido de potasio disuelto
en la minima cantidad de agua, la mezcla se dejo en agitacién durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 una reaccion de sustitucion nucleofilica
sobre la 2-clorometilpiridina correspondiente, se adicionaron 0.55 g (3.3 mmoles) de la
piridina correspondiente; la reaccion se llevé a reflujo, agitacion y atmaosfera de nitrégeno.
El avance de la reaccion se monitored por CCF hasta que se comprobé la conversion total
de la materia prima (6-12 horas). El dimetoxietano se evapor6 en un rotavapor a 60°C, el
residuo se disolvio en 4 mL de agua fria, se coloco en agitacién en un bafio de hielo
durante 30 minutos, se filtr6 y el solido obtenido se purific6 por cromatografia en

columna (cloruro de metileno:metanol 95:5).

El compuesto BHO-4 6-metil-2-[(piridin-2-ylmetil)sulfanil]-1H-bencimidazol se

obtuvo como un sélido blanco con un rendimiento del 75%, pf 121.3-122.9 °C. RMN H
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(300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.45 (3H s, CH3); 4.35 (2H s, CHy); 7.05-8.72 (7H m Ar-CH); 12.52
(IH m, NH). RMN *3C (300 MHz, CDCls) & (ppm): 21.58 (CHs); 37.8 (CH.); 122 (CH); 123
(CH); 125 (CH); 132 (CH); 136 (CH); 138 (CH); 149 (CH); 151 (CH); 158 (CH).

El compuesto BHO-5 2-[[(4-metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-yl)metil]sulfanil]6-metil-1H-
bencimidazol se obtuvo como un solido color blanco con un rendimiento de 85%, pf
152.8-154.1 °C. RMN H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 2.28 (3H s, CHs); 2.32 (3H s, CH3); 2.45
(3H's, CHs); 3.78 (3H s, CH3); 4.35 (2H s, CH,); 7.0-8.30 (4H m, Ar-CH). RMN *3C (300 MHz,
CDCl3) & (ppm): 11.3 (CHs); 13.5 (CHs); 21.2 (CHs); 35.8 (CH,); 59.8 (CH3); 123.3 (CH); 125.3
(CH); 126.8 (CH); 132.5 (C); 148 (C); 151.5 (CH); 156.2 (C); 165.5 (C).

El  compuesto BHO-6  6-metil-2-[[[3-metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridin-2-
yl)metil]sulfanil)-1H-bencimidazol se obtuvo como cristales color blanco con un
rendimiento del 85%, pf 158.4-159.9 °C. RMN *H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.23 (3H s,
CHa); 2.37 (3H s, CHa); 4.36-4.37 (2H M, CHy); 4.43 (2H S, CH.); 6.65-8.31(4H M, Ar-CH).
RMN 3C (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 10.71(CHs); 21.64 (CHs); 35.49 (CH.); 39.93 (CHy);
105.9 (CH); 121.67 (C); 123.2 (CH); 131.5 (C); 147.6 (C); 150.4 (CH); 157.2 (C); 162.2 (C).

5.3.2 Sintesis de los compuestos finales

Los tres compuestos finales del tipo sulféxido BHO-1, BHO-2 y BHO-3, se
prepararon empleando acido 3-cloroperoxibenzadico como se describe a continuacion. En
un matraz bola equipado con agitaciébn magnética y bafio de hielo, se mezclaron 0.2 g
(0.78 mmoles) del intermediario correspondiente en 3.5 mL de cloroformo. Lentamente se
adicion6 gota a gota 0.19 g (1.12 mmoles) de acido 3-cloroperoxibenzéico disueltos en 7
mL de cloroformo. La reaccion se monitore6 cada 500 microlitros de adicion mediante
CCF, hasta observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la reaccion se
neutralizé con una solucion concentrada de bicarbonato de sodio y el producto se extrajo

con cloroformo. La fase cloroférmica se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a
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sequedad, produciéndose un solido color café. En todos los casos fue necesario realizar

una purificacion de los compuestos por medio de una cromatografia en columna.

El compuesto BHO-1 6-metil-2-[(piridin-2-ylmetil)sulfinil]-1H-bencimidazol se
obtuvo como un sélido café claro con un rendimiento del 75%, pf 121.3-122.9 °C. RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.45 (3H s, CH3); 4.35 (2H s, CHy); 7.05-8.72 (7H m Ar-CH); 12.52
(IH m, NH). RMN 3C (300 MHz, CDCls) & (ppm): 21.58 (CHs); 37.8 (CH.); 122 (CH); 123
(CH); 125 (CH); 132 (CH); 136 (CH); 138 (CH); 149 (CH); 151 (CH); 158 (CH).

El compuesto BHO-2 6-metil-2-[[(4-metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-yl)metil]sulfinil]6-
metil-1H-bencimidazol se obtuvo como un solido café claro con un rendimiento del 70%,
pf 221.4-222.8 °C. RMN H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.13 (3H s, CH3); 2.25 (3H s, CHa);
2.51 (3H's, CHa); 3.65 (3H's, CHs); 4.65-4.82 (2H m, CH,); 7.15-8.20 (4H m, Ar-CH). RMN **C
(300 MHz, CDCl3) & (ppm): 11.64 (CHs); 13.48 (CHg); 21.87 (CHs); 60 (CH,); 60.85 (CH3);
111.96 (C); 119.99 (CH); 126.27 (C); 126.54 (C); 127.15 (C); 148.7 (C); 149.83 (CH); 152.5
(C); 164.5 (C).

El  compuesto BHO-3  6-metil-2-[[[3-metil-4-(2,2,2-trifluoroetoxi)piridin-2-
yl)metilJsulfinil)-1H-bencimidazol se obtuvo como un sélido café claro con un rendimiento
del 75%, pf 228.5-229.8 °C. RMN H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.13 (3H's, CHs); 2.25 (3H s,
CHa); 2.51 (3H s, CHs); 3.65 (3H s, CH3); 4.65-4.82 (2H m, CHy); 7.15-8.22 (4H m, Ar-CH).
RMN *3C (300 MHz, CDCls) & (ppm): 11.64 (CHs); 13.48 (CHs); 21.87 (CHs); 60.01 (CH,);
60.85 (CHs); 111.96 (C); 119.9 (CH); 126.27 (CH); 126.54 (C); 127.15 (C); 148.7 (C); 149.83
(CH); 152.53 (C); 164.51 (C).

27
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5.4 Expresion y purificacion de la enzima recombinante GITIM C202A
28

Crecimiento celular. Para expresar las proteina recombinante, se realiz6 un
precultivo de células de E.coli BL21(DE3)pLys que contienen el plasmido mas el gen de la
TIM. El medio liquido Luria Bertani (LB) (5 mL) con 100 pug/mL de ampicilina se incubé toda
la noche a 37 °C; a este medio se denominé como precultivo. Posteriormente, se tomo
una alicuota del precultivo y se afiadi6 a 500 mL de medio LB con 100 ug/mL de
ampicilina, se incub6 a 37 °C con agitacioén constante hasta alcanzar una Aggonm de 0.8-
1.0 (6-8 horas). La incubacion permitié obtener un cultivo que se encuentra en la fase

logaritmica de crecimiento y lograr una mayor induccion.

Induccion. Para realizar la induccion se adiciond 0.4 mM IPTG y se incubé el medio
toda la noche a 30°C. Posteriormente, las células se centrifugaron a 5,000 rpm/10 min a 4
°C, el botdn obtenido se resuspendi6é en 30 mL de un amortiguador de lisis que contenia
50 mM de Tris, 1 mM de EDTA, 0.2 mM de PMSF, a pH de 7.9. Una vez resuspendidas en el
buffer, las células se lisaron por sonicacién en frio (seis ciclos de 45 seg con descansos de

75 seg) y se centrifugaron a 9,000 rpm/30 minutos a 4 °C.

Purificaciéon. La enzima fue purificada mediante cromatografia de afinidad por
niquel. Posteriormente, la enzima se incubd en presencia de la proteasa del virus del
tabaco, con el propésito de eliminar los residuos de aminoacido extra. Nuevamente se
utilizé la columna de niquel para separar a la GITIM y eliminar la proteasa y aminoacidos
extra, correspondientes a la etiqueta de histidina y sitio de reconocimiento de la proteasa.

La purezay eliminacién de la etiqueta de His se corroboro por geles SDS-PAGE al 16 %.

5.5 Reactividad de la GITIM al omeprazol y analogos

Debido a la capacidad de la GITIM para formar especies oligoméricas mayores al
dimero mediante la formacion de puentes disulfuro entre cisteinas C202 (Lopez-Veldzquez
et al. 2004) se decidio trabajar con la mutante GITIM C202A. Esta mutante también forma

enlaces disulfuro intramondmericos entre la C222 y C228, por lo que previo a cada
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experimento la enzima se incubd con ditiotreitol (DTT), mediante el siguiente

. . 29
procedimiento de reduccién.

5.5.1 Reduccion de los puentes disulfuro en GITIM

Previo a cada experimento, la enzima se incub6 con 5 mM de DTT a 4 °C durante
30 minutos, de esta forma se aseguré trabajar con la enzima en su forma reducida y asi
tener las cuatro cisteinas libres. Al término de la incubacion, la enzima se hizo pasar por
una columna de filtracion (Penefsky 1977) con el propésito de eliminar el DTT. Para
preparar la columna, se emple6 resina Sephadex G-25 fina (Amersham-Pharmacia);
previamente hidratada y se empaco en jeringas de 3 mL. Las columnas se equilibraron con
buffer TE y se centrifugaron a 2,000 rpm durante 2 minutos para compactarlas y secarlas.
Las muestras de las enzimas disueltas en un volumen de 250 L se afiadieron a la columna
y se centrifugaron durante 75 segundos a 2000 rpm. Después de la filtracion, la

concentracion de la enzima se volvio a determinar.

5.5.2 Determinacion de la concentracion de proteina.

La concentracion de la enzima se midié por su absorbancia a 280 nm. Se considero
un e230=26,600 M cm, el cual se calculé de acuerdo a la secuencia de aminoacidos como

describen Pace y colaboradores (1995).

5.6 Determinacién de la actividad enzimatica.

La actividad se determiné mediante un ensayo acoplado en direccion
gliceraldehido 3-fosfato (GAP) hacia dihidroxiacetona fosfato (DHAP). La reaccion se llevé
a cabo en una mezcla de reaccion estandar que contenia: 100 mM de trietanolamina, 10
mM de EDTA, pH 7.4, 1 mM de GAP, 0.2 mM de NADH y 0.9 U de a-glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa (aGDH) (GOmez-Puyou et al. 1995). La actividad se monitored

espectrofotométricamente, siguiendo la disminucion de la absorbancia del NADH a 340
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nm, a una temperatura de 25 °C. La concentracion de la GITIM que se utilizd para los

. _ 30
ensayos fue de 5 ng/mL. La Figura 7 muestra los pasos de la reaccion acoplada:

~ NADH NAD

GLICEROL-3-FOSFATO

Figura 7. Reaccion acoplada en direccion GAP a DHAP. La reaccion es monitoreada por el decaimiento en

la absorbancia del NADH.

Se utiliz6 un coeficiente de extincion molar a 340 nm (es40) de 6,220 M™*cm™ para
el NADH. Los resultados se expresan como el porcentaje de actividad residual vs
concentracion del compuesto. El 100 % de actividad se obtuvo por la enzima incubada en

las mismas condiciones pero en ausencia de compuestos.
5.7 Experimentos de inactivacion

Los experimentos que a continuacion se mencionan se realizaron por triplicado. Al
término de la incubacién, la enzima se filtr6 con el proposito de eliminar el compuesto
que no reacciond con la enzima, utilizando la columna de Penefsky anteriormente

descrita.

La técnica empleada para determinar el efecto del omeprazol y los anélogos
sintetizados sobre la actividad de la GITIM fue similar para todos los casos. Estos ensayos
se realizaron utilizando una concentracion de proteina de 200 pg/mL (7.2 nM), en buffer
de TE (Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, pH 7.4). Usando diferentes concentraciones
de los compuestos (0 a 500 uM) la proteina se incubd a 37 °C durante dos horas. Las

soluciones stock de omeprazol (Sigma-Aldrich) y los analogos, se prepararon al momento
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de realizar cada ensayo disolviéendose en dimetil sulfoxido (DMSO) para obtener una
solucién stock de 25 mM. Las soluciones de los compuestos usados en cada ensayo
contenian 5 % de DMSO, concentracion a la cual no se afecta la actividad de la GITIM.
Después de incubarla durante 2 h a 37 °C, se tomo una alicuota de cada muestra y se
diluy6 10,000 veces con la finalidad de detener la inactivacion. La actividad residual de la

GITIM se midié inmediatamente después de diluirla.

5.7.1 Determinacion de las constantes de inactivacion

Constantes de pseudoprimer orden. Las constantes de inactivacion de
pseudoprimer orden se obtuvieron en un intervalo de concentracion de los compuestos
de 100-500 uM; la concentracion de la GITIM fue de 0.2 mg/mL en buffer de TE a 37 °C.
Cada 10 minutos (de 0 a 120 minutos) se tomaron alicuotas de la muestra para medir la
actividad residual en una mezcla de reaccion estandar. Los datos se ajustaron a un modelo
de decaimiento monoexponencial Ag = Ao(e kt), donde Ar es la actividad residual al tiempo
t, Ag es la actividad a tiempo cero y k es la constante de inactivacion de pseudoprimer

orden.

Constantes de segundo orden. Los valores de pseudoprimer orden se graficaron
contra las concentraciones de los compuestos; las constantes de inactivacion de segundo

orden se calcularon a partir de la pendiente de las graficas obtenidas.

5.7.2 Determinacion del nUmero de cisteinas derivatizadas

Para determinar el numero de Cys derivatizadas con los reactivos, se incubaron 4
mg de la enzima con exceso del compuesto (500 uM), en buffer TE durante 2 h a 37 °C. Al
término de la incubacién, la enzima se filtr6 a través de una columna de Penefsky
utilizando el procedimiento antes mencionado . Se volvi6 a estimar la concentracion de la

enzima después de la filtracion.
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. . . _ 32
Para la cuantificacién de Cys se utilizd el método de titulacion de Ellman, éste

consiste en hacer reaccionar el DTNB con los grupos sulfhidrilos de las cisteinas, lo que
genera una molécula de TNB libre. Este compuesto tiene un méximo de absorbancia a 412
nm y puede seguirse espectrofotométricamente (Ellman 1958). La estequiometria indica

gue por cada molécula de TNB que se forme habré una Cys derivatizada.

De esta forma, el TNB se puede usar como un indicador de las Cys libres. Las
enzimas modificadas y el control (sin derivatizar) se afiadieron a una mezcla con SDS al 5 %
(p/V) y DTNB 1 mM. El SDS desnaturaliza las proteinas y expone las Cys originalmente
inaccesibles, con las que el DTNB reaccionara (grupos sulfhidrilo libres de estas Cys),
generando moléculas de TNB. El contenido de Cys, se calculd utilizando un €43,=13,600 M
Y em™ del TNB (Eyera et al., 2003), considerandose ademés el cambio de absorbancia por

dilucién producido por adicionarse la proteina a la mezcla de SDS-DTNB.

5.8 EFECTO DE UN AGENTE REDUCTOR EN GITIM PREVIAMENTE TRATADA CON LOS
COMPUESTOS.

Con el propésito de conocer si existia reversibilidad en la inactivacién de la GITIM
con los compuestos, 200 pug/mL de la proteina se incubaron con 500, 400 y 200 uM de
omeprazol, BHO-3 y BHO-2, respectivamente, a 37 °C y en los tiempos en que se
alcanzaba un 25, 50 y 75% de inactivacion. Posteriormente, se les adicioné 5 mM de DTTy

se tomaron alicuotas en distintos tiempos para determinar la actividad.

5.9 ENSAYOS ESPECTROSCOPICOS

5.9.1 Fluorescencia Intrinseca
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El experimento consistié en incubar 100 ug/mL de la GITIM C202A con 500 uM de
los compuestos durante 2 h a 37 °C en buffer de TE; se incluyd un control de la GITIM en
buffer de TE sin inactivadores incubado también durante 2 h a37°C para restar el posible
efecto que pudiera producir la incubacion sobre la actividad. Al final de la incubacion, se
registré la intensidad de la fluorescencia a distintas longitudes de onda excitando a 295
nm utilizando un fluorometro Perkin-Elmer LS-55. Los datos se expresan como porcentaje

de fluorescencia vs longitud de onda en nm.

5.9.2 Dicroismo Circular

Los ensayos de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-
810. Se obtuvieron espectros de 200 a 260 nm a intervalos de 1 nm, a 25 °C con 100

ug/mL de enzima previamente incubada con los compuestos.

La estabilidad térmica (Tmagp) de las proteinas se evaluo por el cambio en la sefial
de dicroismo circular (DC) a 222 nm, en un intervalo de temperatura de 25 a 70 °C, con

una tasa de calentamiento de 1 °C/min.
5.10 Ensayos de susceptibilidad sobre los trofozoitos de Giardia lamblia

Se realizaron ensayos de susceptibilidad in vitro utilizando cepas de Giardia lamblia
WB, mediante el método de resiembra. Cultivos con 150,000 trofozoitos/mL se incubaron
por 48 horas a 37°C en medio TYI-S-33 con cada uno de los compuestos en un intervalo de
concentracion entre 32.5 y 500 uM. Después del tiempo de incubacion, las muestras se
enfriaron durante 20 minutos y se resuspendieron en medio fresco. Posteriormente, se
tomd una alicuota de 75 pL de cada una de las muestras y se diluyo en 1.5 mL de medio
TYI-S-33 fresco sin omeprazol en donde se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Al término
de esto, los trofozoitos se contaron por método manual y posteriormente, se calculo el

porcentaje de viabilidad de las células que se incubaron en cada uno de los compuestos.
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5. RESULTADOS
34

5.1 Sintesis de los analogos del omeprazol

En este estudio, se sintetizaron y evaluaron como agentes inactivantes de la GITIM
a tres nuevos derivados 5-metil-2-[(piridin-2-ilmetil)sulfinil]-1-H-bencimidazol, analogos
del omeprazol. Las caracteristicas principales de estos compuestos fueron la sustitucion
del grupo metoxilo por un grupo metilo en la posicién cinco del anillo de bencimidazol, asi
como la sustitucidn con diferentes grupos a los presentes en el omeprazol en el anillo de

piridina (Tabla 1).

Tabla 1. 5-metil-2-[(piridin-2-ilmetil)sulfinil]-1-H-bencimidazol sintetizados

H
H3C\CE: r‘i'}
e’
R1 Rz
Compuesto R, R, R;

BHO-L H H  H
BHO-2  CHs OCH; CHs

BHO-3 CHs; CHxXCF; H

El esquema 1 muestra la secuencia de reacciones para sintetizar los compuestos.
La preparacion de los compuestos inicid con la sintesis de los intermediarios del tipo 5-
metil-2-[(piridin-2-ilmetil)tio]-1-H-bencimidazol (Esq. 1, Fig. 3), a través de una sustitucion
nucleofilica entre el 5-metil-2-mercaptobencimidazol (Esq. 1, Fig. 1) y la 2-
clorometilpiridina apropiadamente sustituida (Esg. 1, Fig. 2) en un medio fuertemente
alcalino. El avance de la reaccién se monitore6 por CCF hasta la conversion total de la

materia prima.
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Los derivados metiltio (Esq. 1, Fig. 3) se oxidaron mediante la utilizacion del
peracido 3-cloroperoxibenzéico (Esq. 1, Fig. 4) manteniendo una temperatura de 0 °C para 35
evitar la descomposicion del producto. La reaccion se monitore6 cada 30 minutos
mediante CCF hasta observar la conversion total de la materia prima en el
correspondiente sulfoxido (Esg. 1, Fig. 5). La purificacion de los compuestos se realizé por

cromatografia en columna.

Esquema 1. Sinteis general de los compuestos

KOH, Dimetoxietano

TA, 7 horas,
80-90%

N 0

E SoH

:” /@E/> S N Cloroformo

haC N \ / R4 0°C, 6 horasH
3

Cl

R2 R3

5.2 CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS

Los intermediarios obtenidos y los productos finales se caracterizaron utilizando
técnicas espectroscopicas: resonancia magnética nuclear de protén (RMN *H) y resonancia

magnética nuclear de carbono (RMN *3C).

Compuesto BHO-1. En los espectros de RMN 'H y RMN °C, se observaron
caracteristicas comunes para todos los compuestos debido a que poseen la misma
estructura base. Para fines de claridad, los atomos de carbono se encuentran enumerados

y son equivalentes en todas las figuras de los espectros. La figura 8 muestra el espectro de
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resonancia magnética nuclear de proton del compuesto BHO-1. Como sefiales
caracteristicas se encuentran un singulete a 4.37 ppm, que integra para los dos protones 36
del metileno (C11), responsable de la union entre el derivado de 2-mercaptobencimidazol
y el anillo de piridina. También detectamos un singulete a 2.5 ppm, sefial que corresponde
a los tres protones del metilo sustituyente en el anillo de bencimidazol (C19). Las sefiales

de los protones aromaticos se encontraron en el campo bajo del espectro, donde destaca

la sefial a 8.65 ppm que corresponde al protén (C15) contiguo al &tomo de nitrégeno.

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono RMN *3C (Figura 9),
observamos 12 sefiales que representan los 14 carbonos del compuesto BHO-1, esto
debido a que las sefiales de los carbonos 1y 2 se traslapan mostrando una sefial a 138
ppm, y los carbonos 3 y 4 muestran una sefial a 123 ppm. A campo alto se aprecian dos

sefales, una en 21.64 ppm correspondiente al grupo metilo (C19) sustituyente en el anillo
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de bencimidazol y la otra sefial a 37.15 ppm que corresponde al carbono de metileno

(C11). En el campo bajo del espectro se aprecian diez sefiales, las cuales corresponden a

los carbonos aromaticos de los anillos en la estructura de la molécula.

TRIECDAS 3

Flgura 9 Espectro de RMN c del compuesto BHO 1

Compuesto BHO-2. En la figura 10 se muestra el espectro de Resonancia
Magnética Nuclear de Protén RMN 'H del compuesto. De igual forma, como sefial
caracteristica se pueden observar un doblete a 4.62-4.82 ppm correspondiente a los dos
protones del metileno (C11), asi como un singulete a 2.5 ppm correspondientes a los tres
protones del grupo metilo del anillo de bencimidazol (C19). Las sefiales correspondientes
a los protones de los dos grupos metilo del anillo de la piridina al ser grupos alifaticos,

también se observan en un campo alto dando la sefial de un singulete a 2.12 (C20) y otro
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en 2.25 ppm (C21). La sefal que pertenecen a los tres protones del grupo metoxilo (C23),
se encuentra en 3.62 ppm como un singulete. Por ultimo, las sefiales de los protones

aromaticos de los anillos se encuentran en el campo bajo entre 7.25y 8.25 ppm.
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Figura 10. Espectro de Resonancia Magnética nuclear de Proton del compuesto BHO-2.

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono RMN *3C (Figura 11),
se observan 15 sefiales que representan los 17 carbonos del compuesto BHO-2, debido a
gue los carbono 3y 4 presentan una sefial a 199 ppm y los carbonos 13y 17 muestran una
sefial para ambos atomos a 126. 54 ppm . A campo alto, se aprecian tres sefiales en 11.64,

13.48 y 21.87 ppm correspondientes a los tres grupos metilo presentes en la molécula
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(C20, C21y C19), respectivamente. De igual manera, se aprecia una sefial a 60.01 ppm que
pertenece al carbono del grupo metoxilo (C23) y una sefial en 60.85 ppm correspondiente

al carbono (C11) que une el anillo de bencimidazol y piridina.
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Figura 11. Espectro de RMN **C del compuesto BHO-2

Compuesto BHO-3. De manera similar a lo anterior, este compuesto mostro las
sefiales comunes en su espectro de RMN H (figura 12): la presencia de dos sefiales entre
4.68 y 4.83 ppm correspondiente al carbonilo (C11), asi como dos singuletes a 2.20 y 2.48
ppm de los protones del grupo metilo del anillo de piridina (C20) y de bencimidazol (C19),
respectivamente. Ademaés, se observa la presencia de un multiplete en 4.33-4.39 que
corresponde a los dos protones del grupo trifluroetoxi (C22), asi como las sefiales en

campo bajo que corresponden a los protones aromaticos de los anillos.
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En su espectro de RMN **C (figura 13), se observan 10 sefiales que representan los
16 carbonos que tiene la molécula. En campo bajo se aprecian las sefiales de los carbonos
aromaticos del compuesto sobresaliendo en 148.53 y 150.69 ppm los carbonos que se
encuentran cerca del nitrégeno en el anillo de la piridina (C12 y C15). Ademas, se observa
la sefial a 123.54 ppm correspondiente al carbono aromatico que tiene como sustituyente
un grupo metilo (C14). Por otra parte, en 11.13 y 21.86 ppm, se encuentran las sefales
gue corresponden a los carbonos de los grupos metilo que tiene la molécula (C20 y C19,

respectivamente).

Figura 12. Espectro de Resonancia Magnética nuclear de Proton del compuesto BHO-3
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Figura 13. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono del compuesto BHO-3

5.3 COEFIECIENTES DE EXTINCION MOLAR Y DE ABSORTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS

Con la finalidad de preparar las soluciones stock de cada uno de los compuestos
con precision, se determind el coeficiente de extincion molar y de absortividad tanto para
el omeprazol como para los analogos. Al realizar el barrido de absorbancia en el rango de
longitud de onda de 190 a 800 nm (figura 14), se encontrd que el omeprazol presenta una
absorbancia maxima a 306 nm, mientras que para los analogos su maxima absorbancia se
encuentra en 299 nm. Con estas longitudes de onda, se procedié a trabajar para la
determinacion del coeficiente de extincion molar. Se encontré que en la literatura se
reporta una absorbancia méxima a 296 nm para el omeprazol, Gennaro 2003), sin
embargo; es conocido que diversos factores como pH, concentracién de sales y el

disolvente, alteran la carga de las moléculas y provocan desplazamientos de los espectros
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de UV. Cabe mencionar que para estos experimentos se trabajé en un medio ligeramente
. . . 42
alcalino (0.1 % NaOH), ya que el omeprazol es labil en medio &cido.
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Figura 14. Espectros de Absorcion del Omeprazol y anéalogos sintetizados,

Para determinar el coeficiente de extincion molar de cada uno de los compuestos,
trabajamos con un grupo de disoluciones con concentraciones de 2 a 10 pg/mL, rango en
el cual se cumplia la Ley de Beer-Lambert. Esto permitié obtener los resultados de
absorbancia de cada concentracion para después estandarizar dicho resultado de

absorbancia a una concentracion de 1 mg/mLy obtener el resultado final (Tabla 3).
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Tabla 3. Coeficiente de extincion molar del omeprazol y de los analogos, determinado en un medio basico
(0.1% de NaOH). 43

Compuesto Longitud de onda (nm) 0.1%,1cm g, 0 .0on

Omeprazol 306 44.8 15474
BHO1 299 45.7 15456
BHO-2 299 52.53 17 304
BHO-3 299 34.70 13790

El resultado de los coeficientes obtenidos se utilizo para preparar las soluciones de

los compuestos a la concentracion necesaria en cada uno de los experimentos posteriores.

Inactivacién de la mutante GITIM C202A por modificacion quimica de sus residuos de

cisteina por el omeprazol y analogos

Con el proposito de conocer el efecto tanto de los productos finales como de los
intermediarios sobre la actividad de GITIM, se realiz6 un primer ensayo de inactivacion
con el omeprazol, los intermediarios y los compuestos finales a una concentracion fija. La

tabla 4 muestra los resultados de la inactivacion.

Tabla 4. Actividad residual de GITIM después incubarse a 37 °C, 2 horas con los compuestos a una
concentracion de 100 uM

Compuesto 100 uM % Actividad residual GITIM % Inactivacion

Omeprazol 72 28
BHO-1 97 3
BHO-2 28 78
BHO-3 51 49
BHO-4 98 2
BHO-5 98 2
BHO-6 100 0

Los resultados muestran que los intermediarios BHO-4, BHO-5 y BHO-6 no tienen
la capacidad de inactivar a la GITIM, mientras que el omeprazol y dos de los anélogos
(BHO-2 y BHO-3) inactivaron a la GITIM un 28, 72 y 49 %, respectivamente. Estos
resultados son importantes ya que nos indican que la presencia del grupo sulféxido en la
estructura de los compuestos es importante para su reactividad sobre las cisteinas y, de
esta manera, desempefiar su actividad como agentes inactivantes en la enzima. A pesar

de que el compuesto BHO-1 no inactivd a la enzima a la concentracion probada, se
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realizaron pruebas de inactivacién con concentraciones mas altas del compuesto para
) ) . . 44
corroborar si era posible observar una inactivacion, resultados que se muestran mas

adelante.

Inactivacion de las enzimas recombinantes GITIM C202A, C222A y HsTIM.

La actividad de las enzimas se determind en direccion Gliceraldehido 3-fosfato
(GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) usando un sistema acoplado siguiendo el
decaimiento del NADH a 340 nm a 25°C; la GITIM se utilizé a una concentracion de 5
ng/mL. Es importante mencionar que las soluciones stock de omeprazol y los analogos se
prepararon en fresco antes de realizar cada ensayo; los compuestos se disolvieron en
dimetilsulfoxido (DMSO) para obtener una solucion stock 25 mM. Las soluciones de los
compuestos usados en cada ensayo contenian 5 % de DMSO, concentracion a la cual no

se ve afectada la actividad de la GITIM

Estudios previos demostraron que la modificacion quimica de la cisteina 222 con
agentes derivatizantes, induce la disminucion o pérdida total en la actividad de la enzima.
Esta inactivacion se correlaciona con las propiedades fisicoquimicas del agente
derivatizante. Para confirmar si la Cys 222 también esta implicada en la inactivacion de la
GITIM por los analogos al omeprazol, probamos los compuestos sobre la mutante de
GITIM C222A. Los datos mostraron que en ausencia de tal residuo no existe inactivacion
de la enzima sugiriendo que uno de los blancos de los compuestos es este residuo (figura
15).

La selectividad de los compuestos se corrobord probando sus efectos sobre la
HsTIM. Los resultados indican que tanto el omeprazol como los tres analogos, resultaron
ser agentes inactivantes en GITIM de manera selectiva, ya que sobre HsTIM sélo se

presenta una inactivacion maxima del 15%.

La figura 8 también muestra los resultados obtenidos con la GITIM C202A,

encontrandose que los compuestos BHO-2 y BHO-3 fueron capaces de inactivarla de
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de 200 uM; posteriormente, el porcentaje de actividad residual fluctu6 entre un5a 2 % al

aumentar las concentraciones del compuesto. Con el compuesto BHO-3 se alcanzd una

inactivacion del 94% a una concentracion de 500 uM, mientras que con el compuesto

BHO-1, la actividad de la GITIM disminuyd aproximadamente 20% con 200 uM del

compuesto; sin embargo, el uso de concentraciones mayores no modificd mas la actividad

(figura 15).
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Figura 15. Graficas de inactivacion de GITIM C202A, C222A y HsTIM, después de incubarse durante 2 horas a 37

°C con concentraciones crecientes de los compuestos.
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Estos resultados sugieren que la inactivacion de la GITIM por los compuestos
depende de sus caracteristicas estructurales y que la inactivacion es dependiente de 46
concentraciéon. En particular, el compuesto denominado BHO-2 logré un 100% de
inactivacion a las concentraciones del ensayo (figura 8B). La ICsp de este compuesto se
obtuvo sobre la GITIM siendo 3.5 veces menor que la determinada para el omeprazol; con
respecto a BHO-3, presentd una ICsy 1.5 veces menor (figura 8C), mientras que el analogo
denominado BHO-1, s6lo mostr6 una inactivacion maxima de 20 %. Esto sugiere que los
sustituyentes sobre el templado del omeprazol presentan efectos importantes sobre la
inactivacion de la enzima. La diferencia entre el omeprazol y BHO-2, es que éste altimo
posee un metilo en lugar de un metoxilo en la posicién 5 del anillo de bencimidazol,
sugiriendo que la introduccion de grupos pequefios en esta posicion aumenta la

reactividad del compuesto sobre la GITIM

A pesar de que BHO-3 también posee un grupo metilo en la posicién 5 en el anillo
de bencimidazol mostrando un incremento en la capacidad inactivante, hay una diferencia
mas sobre el anillo de piridina comparandolo con el omeprazol. BHO-3 posee un grupo
trifluoroetoxilo en la posicion 4 del anillo a diferencia del omperazol que tiene un
metoxilo. El resultado sugiere que un sustituyente de mayor volumen junto con el
reemplazo de los atomos de hidrégeno por atomos de halégeno, como es el caso del fluor,

disminuyd la capacidad reactiva de este compuesto.

Tomando en cuenta estos resultados, procedimos a calcular las constantes de

inactivacion de segundo orden para los compuestos.

5.6 CONSTANTES DE INACTIVACION

Las constantes de inactivacion de segundo orden (k;) de cada compuesto se
calcularon utilizando la estrategia de determinar primero las constantes de inactivacion de
pseudoprimer orden (k) a diferentes concentraciones fijas de los compuestos (Figura 16 A,

C y F). Posteriormente, estas constantes se graficaron en funcién de la concentracion del
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compuesto; los valores de k, se calcularon a partir de la pendiente de éstas Ultimas

- . 47
gréficas (Figura 16 B, Dy F).

Los resultados muestran que las cinéticas de inactivacion usando diferentes
concentraciones de BHO-2, BHO-3 y omeprazol, siguieron un decaimiento
monoexponencial (Figura 16 A, C y F, respectivamente). Analizando las gréaficas de las
constantes de pseudoprimer orden vs concentracion de los compuestos, se observa un
comportamiento lineal, sugiriendo que la reacciéon entre los compuestos y la enzima
presentaria un intermediario reversible efimero (Esquema 2). En ese sentido, es posible
gue el valor de k, sea muchas veces mayor que ki 0 k-1, Observando estas caracteristicas,

el sistema se puede simplificar a un esquema 3.

Esquema 3.

La Tabla 5 muestra los valores de k, calculados para cada compuesto. Como se
observa, el omeprazol mostré un valor de 0.8 M*s™. Este valor es menor con respecto a
las constantes calculadas para los anélogos sintetizados, indicando que nuestros
compuestos son mejores agentes inactivantes de la GITIM. El analogo BHO-2 resulto ser el
mejor, pues muestra una capacidad de inactivar cerca del 10% a la enzima cada minuto a
una concentracion de 1 mM, mientras que el omeprazol a la misma concentracion y

tiempo, la inactivaria s6lo un 5%.
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FIGURA 16. Inactivacién de la mutante GITIM C202A por el omeprazol (E), analogo BHO-2 (A) y BHO-3 (C). A
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas para determinar la actividad residual, las lineas obtenidas
representan los datos experimentales de la ecuacion ARon(e’kt). Las gréficas B, D y F, representan la
pendiente lineal obtenida a partir de las constantes de pseudoprimer orden.
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Tabla 5. Constantes de segundo orden

Compuesto  ky(M*s™) 49

Omeprazol  0.78+0.016
BHO2 1.6+0.10
BHO3 1.2+0.061

Con los datos obtenidos anteriormente, que incluyen los valores de las ICso v las
constantes de segundo orden para cada uno de los compuestos, decidimos corroborar si
la inactivacion de la enzima producida por los agentes probados seguia un
comportamiento irreversible. Por tanto, decidimos evaluar el efecto del DTT sobre la

GITIM incubada con cada uno de los compuestos.

ENSAYOS DE REVERSIBILIDAD

Con el objetivo de investigar si la modificacion quimica producida por los
compuestos podia revertirse, se decidio estudiar el efecto inducido por la adicién de DTT.
Se ha observado que a mayor grado de alteracién estructural por los agentes
derivatizantes, la capacidad de revertir la inactivacion disminuye. Por ejemplo, los
estudios con la TIM de tripanosomatidos tratados con MMTS mostraron s6lo un 10 % de
reversibilidad, coincidiendo con un grado de alteracién estructural muy importante

(Gomez-Puyou et al. 1995).

Para realizar estos experimentos, se realizd un ensayo comun de inactivacion,
utilizando una concentracién de 500 uM, 400 uM, y 200 uM de omeprazol, BHO-3 y BHO-
2, respectivamente. La inactivacion se monitore0 hasta obtener tres diferentes
porcentajes de inactivacién (25, 50 y 75 %) en cada uno de los compuestos, momento en
el cual se adiciond a las muestras DTT en exceso (1 mM) y se continud con la medicion de

la actividad residual.
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Figura 17.Inactivacién de la mutante GITIM C202A por el omeprazol (A), andlogo BHO-2 (B) y BHO-3 (C). El

tiempo de adicién de DTT se realiz6 cuando se habia alcanzo un 25, 50 y 75 % de inactivacion y se sefiala en
cada gréfica con una flecha,

Los resultados obtenidos muestran que al adicionar un exceso de DTT a la reaccion
de inactivacion, en ningun caso se recupero la actividad de la enzima (Figura 17), en
cambio, su actividad practicamente se conservO en el porcentaje de inactivacion
alcanzada en ese tiempo. Esto nos sugiri6 que, a pesar de que los compuestos se
separaban de la enzima, la GITIM probablemente sufria ciertos cambios conformacionales
irreversibles que no le permitian recuperar su actividad. Esta idea se generd suponiendo
gue el enlace formado entre los compuestos y la cisteinas de la enzima eran del tipo
disulfuro, como el que se reporta para la bomba de protones (Jain et al. 2007).

Posteriormente, se realizo la cuantificacion de cisteinas antes de exponer a la

enzima con los compuestos, después de modificarse con los compuestos y también
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después de incubar a la enzima modificada con DTT. Los resultados se muestran en la

1
tabla 6. S

Tabla 6. Nimero de cisteinas que se cuantificaron, antes de exponer la enzima a los compuestos, después de
derivatizar y después de adicionar DTT.

No. de Cys libres No. de Cys libres No. de Cys después
GITIM C202A después exponer a la de incubar con DTT
enzima con el
compuesto
Omeprazol 4 2 2
BHO2 4 2 2
BHO3 4 2 2

Estos resultados muestran que las cisteinas no se liberan y contindan unidas a los
compuestos, esto sugiere que probablemente se esté generando un enlace diferente a un
puente disulfuro, por lo que el DTT no lo puede romper.

DATOS ESTRUCTURALES

Es importante contar con datos estructurales que establezcan una relacion entre la
inactivacion y la posible desestabilizacion estructural en la enzima. Con este objetivo en
mente, realizamos ensayos de Dicroismo circular, Fluorescencia Intrinseca y Cromatografia

de exclusion molecular. Los resultados se describen a continuacion.

Estudio de la estructura secundaria.

Para estudiar la estructura secundaria de la GITIM, se obtuvieron los espectros de
Dicroismo circular (CD) tanto de la GITIM sin modificar (control), como de la enzima
después de incubarse por 2 horas con el omperazol y los analogos a concentraciones que
inducen la inactivacion méaxima de la enzima. Los espectros de CD de la GITIM derivatizada
con los compuestos fueron muy similares al del control, indicando que la derivatizacion no
induce cambios 0 modificaciones significativas sobre la estructura secundaria de la enzima

(Figura 18).
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Figura 18. Efecto del omeprazol y analogos sobre la estructura secundaria de GITIM.
Igualmente, la estabilidad de las enzimas modificadas se determiné siguiendo su
desnaturalizacion térmica. Se encontr6 que en ausencia de los compuestos la GITIM
presenta una Tmapp de 58.7 °C, mientras que al exponer la enzima con el omeprazol y el
compuesto BHO-2, el valor disminuye 2 °C mostrando un valor de 56.4 °C; en el caso del
compuesto BHO-3, la Tm disminuyé 1 °C. Finalmente, no se encontraron diferencias en los
valores de Tmapp entre la enzima sin derivatizar y derivatizada con BHO-1 (Figura 19). En
conjunto, estos datos indican que la termoestabilidad de la GITIM sin modificar y las

modificadas es similar.
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Figura 19. Efecto del omeprazol y analogos sobre la termoestabilidad de GITIM.
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Estudio de la estructura terciaria
53

Para estudiar la estructura terciaria de la enzima, se obtuvieron los espectros de
fluorescencia intrinseca de la GITIM C202A sin modificar y de la enzima derivatizada. La
figura 20 muestra que el espectro de emision de la enzima modificada con los compuestos
presenta una reduccion en la intensidad de fluorescencia con respecto a la GITIM control;
sin embargo, el maximo de emision no se ve afectado en ningun caso. Estos resultados
sugieren que la estructura terciaria global no se modifica una vez que la enzima se expone

a los compuestos.
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Figura 20. Efecto del omeprazol y sus analogos sobre el espectro de emisién de fluorescencia de GITIM.

Estudio de la estructura cuaternaria de la enzima

Con el objetivo de investigar si al exponer la enzima con los compuestos se
producia la disociacion del dimero y, en consecuencia, pudiera existir una mezcla dimero-
mondmero al finalizar la reaccion de derivatizacion, se llevaron a cabo experimentos de
cromatografia de exclusion molecular, obteniéndose el perfil cromatogréfico tanto de la
enzima libre de compuesto, como de la enzima derivatizada con cada uno de ellos. Los
datos indican que sélo se encuentra presente el dimero en todos los casos, ya que el

cromatograma mostré el perfil correspondiente al peso molecular del dimero sin
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observarse pico alguno que sugiriera la presencia del monémero (Tabla 7). Al comparar
estos resultados con los reportados en estudios previos donde se expuso a la enzima con >4
agentes derivatizantes de cisteinas, se encontr6 que cuando cuatro cisteinas se habian
modificado con DTNB, se producia la disociacion del dimero y en consecuencia,
aumentaba el porcentaje de mondémero. Al realizar la determinacion del nimero de
cisteinas que derivatizaban tanto el omeprazol como nuestros analogos, se encontré que
reaccionan con dos cisteinas en la GITIM C202A, probablemente por tal motivo no se

llegue a la disociacion de la enzima.

Tabla 7. Peso molecular obtenido, después de derivatizar la GITIM con el omeprazol o con sus analogos y realizar la
cromatografia de exclusién molecular.

Peso Molecular

GITIM 52980
GITIM+Omeprazol 53011
GITIM+BHO1 52598
GITIM+BHO2 53103
GITIM+BHO3 54178

ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD

Se realizaron ensayos de susceptibilidad in vitro utilizando cepas de Giardia lamblia
WB, mediante el método de resiembra. La gréafica de la figura 21 muestra que, después de
incubar los trofozoitos de Giardia con los compuestos, la viabilidad del parasito disminuy6
de una manera dosis dependiente. Por lo tanto, se concluye que tanto el omeprazol como
los compuestos tienen un efecto citotdxico en las cepas de Giardia lamblia. Sin embargo,

el efecto citotoxico es mayor con los anélogos sintetizados.
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Figura 21. Efecto citotoxico del omeprazol y analogos sobre cepas de Giardia lamblia.

Aunque los anélogos del omeprazol mostraron un mayor efecto deletéreo sobre
los trofozoitos de G.lamblia en comparacion con el omperazol, se observa que los tres
muestran el mismo comportamiento incluyendo el BHO-1, que anteriormente habia s6lo
inactivado un 20 % a la GITIM. Con estos resultados se sugiere que podrian existir otros

blancos bioldgicos sobre los que estan actuando los compuestos.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
56

Debido a que los medicamentos usados en el tratamiento para combatir la
giardiasis presentan efectos adversos, ademas de que el parasito ha generado cierta
resistencia, surge la necesidad de buscar e investigar nuevos medicamentos
antigiardiésicos. En particular, se ha enfocado principal interés en la triosafosfato
isomerasa de Giardia lamblia como un blanco molecular para el disefio de farmacos.
Anteriormente, se ha propuesto al omeprazol como farmaco con capacidad de inactivar a
la GITIM y matar a los trofozoitos. En el presente trabajo, se propuso la sintesis de
analogos al omeprazol con la intencién de mejorar la capacidad de inactivacion sobre
GITIM. Realizamos sobre los analogos modificaciones estructurales mediante la
sustitucion del grupo metoxilo por un grupo de menor tamafio y no polar, en este caso, un
metilo en la posicion cinco del anillo de bencimidazol. Este cambio se realizo en los tres
analogos que se sintetizaron; por el lado de la piridina, en BHO-1 se cambiaron los tres
sustituyentes presentes en este anillo por atomos de hidrégeno. BHO-2 conservé los
mismos sustituyentes que posee el omeprazol (dos metilos y un metoxi). Finalmente, en
BHO-3 se cambid un metilo por un hidrégeno y el metoxi se sustituyd por un grupo de

mayor tamafio y con 3 &tomos electronegativos: el trifluoroetoxi.

La sintesis de los analogos del omeprazol BHO 1-3 se muestra en el esquema 4,
inicié con la formacion de los intermediarios (BHO 4-6), empleando una reaccién de
sustitucion nucleofilica bimolecular (Sy2), donde ocurrié un desplazamiento del atomo de
cloro en la cloropiridina (Esg. 4, fig. 2) por el nucleofilo tiol del bencimidazol (Esq. 4, fig. 1),
para obtener los compuestos finales del tipo sulfuros de benzimidazoles (Esg. 4, fig. 3). La
reaccion se llevé acabo en un medio basico utilizando hidroxido de potasio, ademés de
que fue importante utilizar un disolvente polar aprotico (1,2-Dimetoxietano). De esta
forma, logramos disolver a la materia prima sin solvatar al nucle6filo dejandole libertad
para atacar al sustrato. Lo anterior permitié obtener los compuestos en rendimientos
elevados (80 al 90%), que concuerdan con los reportados en otros trabajos (Maharvi et al.

2013), donde se obtuvieron rendimientos del 95 % utilizando las condiciones antes
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mencionadas. Sin embargo, en dicho trabajo Maharvi utiliza como base trietilamina y
acetonitrilo como disolvente. En nuestro caso no fue posible utilizar acetonitrilo ya que la

materia prima era insoluble en dicho disolvente, por lo cual, se utiliz6 1,2-Dimetoxietano.

cl N\ KOH, Dimetoxietano
Z TA, 7 horas,
R2 R4 80-90%
R3
2

Esquema 4. Sintesis de los intermediarios
Bajo las condiciones antes mencionadas, se obtuvieron los tres intermediarios que
fueron purificados por cromatografia en columna. Para corroborar el peso molecular y la

estructura de los intermediarios, se emplearon técnicas espectroscopicas.

Una vez que se lograron obtener los intermediarios puros, se realizd la oxidacion
del atomo de azufre para la obtencion de los productos finales del tipo sulféxido (BHO1-
3), para lo cual se emple6 como agente oxidante acido m-cloroperbenzdico (m-CPBA)
Esquema 5. Este agente se decidio utilizar debido a que en trabajos anteriores se ha
reportado la obtencion de sulfoxidos con altos rendimientos utilizando dicho reactivo (Yan
et al. 2011), (Maharvi et al. 2013). Sin embargo, se han descrito diversos procedimientos
de oxidacion tales como el que se menciona en la patente EP-174726, que se refiere a la
sintesis del lanzoprazol usando un procedimiento de oxidacion de sulfuro con uno de los
acidos m-cloroperbenzoico, peracético, trifluoroperacético o permalico, bromito sodico o
hipoclorito sddico, o perdxido de hidrdégeno. Sin embargo, al analizar algunos de los
inconvenientes de otros agentes oxidantes, se encontrd que en algunas de las reacciones
se produce precipitacion del producto; en otras, las oxidaciones son incompletas bajando
el rendimiento, ademas de que es necesario emplear catalizadores como molibdeno o

vanadio los cuales son toxicos (Soria-Arteche et al. 2005).
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Cloroformo

0°C,6 horas

Esquema 5. Reaccion de oxidacion del grupo tioéter a sulfoxido

Normalmente los métodos generales de S-oxidacion no son faciles de llevar a cabo,
0 bien, fallan debido a problemas de insolubilidad, que a menudo conduce a mezclas de
sulfoxidos y sulfonas que son dificiles de separar. Por lo tanto, fue importante mantener la
reaccion a una temperatura de 0 °C, ademas de que la adicion de m-CPBA se realiz6
lentamente, de esta manera se logrd obtener el sulféxido como producto mayoritario.
Para la purificacion de los productos finales, fue necesario realizar la cromatografia en
columna de los productos para asegurar la eliminacion de materia prima sin reaccionar
por minima que esta fuera. Cuando sélo se emplearon recristalizaciones para purificar, los
espectros de resonancia magnética nuclear de proton y de carbono revelaban que se

encontraba materia prima mezclada con el producto.

Para la caracterizacion de la estructura de las moléculas, nos basamos en la
resonancia magnética nuclear de protén y carbono (RMN *H'y 3C). Analizando el espectro
de RMN *H podemos observar que las sefiales y desplazamientos de los protones del
bencimidazol son constantes (H4, H5 y H7), ya que en este anillo el metilo en la posicién
cinco permanece constante en los tres intermediarios. En el caso de las sefales y
desplazamientos de los protones del anillo de piridina, dependeran de los sustituyentes
incluidos sobre este anillo. Asimismo, observamos como sefales y desplazamientos

constantes a los protones del metilo del bencimidazol, los cuales mostraron una sefial
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entre 2.23 y 2.45 ppm, mientras que la sefial para el metileno se encontré en 4.35 ppm

59
para los tres compuestos.

De igual forma, en el caso de RMN *3C encontramos sefiales constantes que
corresponden a los carbonos del bencimidazol, metilo y metileno, mientras que las
sefiales de carbono para el anillo de piridina también van a depender de los sustituyentes

del anillo.

Una vez que nos aseguramos de la pureza de los compuestos sintetizados, se
procedio a realizar los experimentos para estudiar su efecto sobre la GITIM. Para probar
los compuestos, primero se hizo un screening tanto de los intermediarios como de los
compuestos finales a una concentracion fija, obteniéndose resultados de inactivacion sélo
para los compuestos finales, 50% de actividad residual con BHO-3 y 28% para BHO-2 a las
concentraciones probadas. Estos resultados indican que el grupo sulfoxido es importante
para la reactividad de la molécula y su capacidad inactivante en la GITIM. Esto
probablemente se deba a que el grupo sulféxido es una especie con mayor reactividad
comparada con un grupo tioéter. Aunque el sulfoxido posiblemente no tiene actividad
intrinseca con el azufre de la cisteina presente en la enzima, se ha postulado que bajo
ligeras condiciones acidas el sulféxido se rearregla a una especie activa denominada acido
sulfénico. Esta especie activa es de naturaleza tiofilica y es la que se une covalentemente
al grupo tiol de los residuos de cisteina generando enlaces disulfuro, causando la
inactivacion de la ATPasa, el mecanismo de reaccién se puede observar en la figura 21,
(Jain et al. 2007).

En esta propuesta, la especie activa es tiofilica uniéndose covalentemente al grupo
tiol del residuo de cisteina generando un enlace disulfuro con la enzima, causando asi su
inactivacion. La formacion del intermediario “espiro” (figura 15, estructura 8) que es el
compuesto biciclicoformado por la generaciéon de un anillo conectado a través de un
carbono cuaternario, se genera mediante una transposicion de tipo smiles, que es la
reaccion intramolecular entre el &tomo de nitrégeno de la piridina y el carbono del

bencimidazol para formar un nuevo anillo como se muestra en la figura 15.
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Posteriormente, hay un equilibrio donde se rompe un enlace S-C, abriéndose nuevamente

. . . 60
el anillo donde se genera el &cido sulfénico.

Omeprazol
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Figura 21. Mecanismo de transformacion acida de los derivados del tipo 2-(2-piridilmetil)sulfinil]obenzimidazol. Como
primer paso, en el ambiente &cido el anillo de piridina se protona para generar un intermediario. Posteriormente, por
medio de un rearreglo quimico se genera el acido sulfénico siendo este Ultimo el inhibidor de la enzima.

Al no observar actividad inactivante de los intermediarios sobre GITIM, se
encuentra que el grupo sulféxido desempefia un papel importante sobre la reactividad de
la molécula. De esta manera, pensamos que probablemente los intermediarios s6lo se
guedan en los primeros pasos de la reaccidon, donde se protona la piridina permitiendo la
formacion del anillo intramolecular; sin embargo, al no estar presente el oxigeno la
reaccion ya no continda al equilibrio donde se rompe el enlace S-C. Consecuentemente,

no se genera la sulfenamida, especie activa que es el inhibidor de la enzima.
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Con los compuestos sintetizados logramos obtener valores de 1Cso menores al del
omeprazol, con lo que se observa que los sustituyentes sobre el templado de éste altimo 61
tienen efectos importantes sobre la inactivacion de la enzima. El compuesto BHO-3
mostrd una potencia 2.2 veces mayor que el omeprazol; sin embargo, BHO-2 mostro el
mejor resultado siendo 3.5 veces mas potente que el omeprazol para inactivar a la GITIM.

El compuesto BHO-1, el cual no tiene sustituyentes sobre el anillo de piridina, sélo logré

una inactivacion del 20 % a la concentracién mas alta.

La diferencia entre el omeprazol y BHO-2 es que éste Ultimo posee un metilo en
lugar de un metoxilo en la posicion 5 del anillo del bencimidazol, lo que hace pensar que la
introduccion de grupos pequefios y no polares en dicha posicion sobre el anillo mejora la

actividad del compuesto sobre la GITIM.

A pesar de que BHO-3 también posee un grupo metilo en la posicién 5 en el anillo
de bencimidazol y que de igual forma mostré una mejoria en la capacidad de inactivacion,
hay una diferencia extra sobre el anillo de piridina comparandolo con el omeprazol. BHO-3
posee un grupo trifluoroetoxilo en la posicion 4 del anillo a diferencia del omperazol que
tiene un etoxilo. Aparentemente la presencia de un sustituyente de mayor volumen junto
con el reemplazo de los &tomos de hidrégeno por &tomos de halégeno, en el caso de los

fluor no fueron adecuados para inactivar a la GITIM.

Los resultados de inactivacién se corroboraron al calcular las constantes de
segundo orden. Se confirm6 que BHO-2 resulto6 ser el mejor compuesto, pues mostré una
velocidad de inactivacion del 10% cada minuto a una concentracion de 1 mM. En
comparacion, el omeprazol inactivé a la GITIM a la mitad de la velocidad del BHO-2. En
este sentido, también podria estar influyendo la constante de velocidad para la formacion
del intermediario “spiro” en el mecanismo de reaccion de estos compuestos, ya que su
constante de velocidad para el omeprazol y sus analogos depende de los sustituyentes en

el anillo de piridina.
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En el presente trabajo, se propuso la sintesis de analogos al omeprazol con la
intencion de mejorar la capacidad de inactivacion de la GITIM, demostrandose que fue 62
posible alcanzar dicho objetivo, ademas de que la inactivacion es especie-especifica, con
un efecto deletéreo cuando la Cys 222 es modificada por los compuestos. La inactivacién
depende de las caracteristicas estructurales de los compuestos, encontrandose que es
importante la introduccién de un grupo no polar pequefio en la posicién 5 del anillo de
bencimidazol, lograndose obtener una ICso de 64 uM siendo 3.5 veces mas potente que el

omeprazol.

Los resultados obtenidos muestran que al adicionar un exceso de DTT a la reaccion
de inactivacion, en ningun caso se recuperd la actividad de la enzima, pues una vez
agregado el agente reductor, la actividad de la enzima practicamente queda en el
porcentaje de inactivacion alcanzada en ese tiempo. Este comportamiento se obtuvo a
pesar de que el DTT actua reduciendo los posibles enlaces disulfuro formados entre los
grupos tioles de los residuos de cisteina y los compuestos, ya que se utilizé el agente
reductor en exceso para conducir el equilibrio hacia la ruptura de los enlaces y liberar a la
enzima de los agentes inactivantes. Al ser el DTT un agente reductor, consideramos que
su adicion a la enzima derivatizada liberaria a los compuestos de la enzima. Sin embargo,
al realizar la cuantificacion de cisteinas después de exponer a la enzima con los
compuestos, se encontrd que se tenian dos cisteinas libres; posteriormente, al incubar
esta misma enzima con DTT y volver a cuantificar las cisteinas, descubrimos que se tenia el
mismo numero de cisteinas libres. Estos datos indicaron que no se liberaron los
compuestos unidos a los residuos de cisteina que fueron modificados. Aln desconocemos
cuales la parte de la molécula que se esta uniendo a la enzima, sin embargo, estos
resultados sugieren que se esta generando otro tipo de enlace diferente a un puente
disulfuro. En este sentido, Wha Bin Im y colaboradores proponen dos mecanismos de
accion del omeprazol, uno en pH &cido y otro en pH neutro, examinan la reactividad
guimica del omperazol con etilmercaptano en ausencia y presencia de 2 M de HCI. Bajo
condiciones &cidas, se identifica la formacion de un nuevo compuesto que se encuentra

como una mezcla de is6bmeros (compuesto IA), siendo el N-1, C-2 y N-3 sitios de
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sustitucion para el grupo mercaptilo (Figura 22) (Im et al. 1985). Si se formara este tipo de
enlace entre los compuestos y la cisteinas de la GITIM, entonces el DTT es incapaz de

liberar a los compuestos.
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Figura 22. Reaccidn del omeprazol con etilmercaptano en pH &cido.
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El mecanismo que se ha propuesto en un medio neutro, indica que la molécula del
omeprazol se rompe, para generar un enlace carbono azufre entre el C-2 del anillo de
bencimidazol y el azufre de la enzima, generando la especie que se observa en la figura 23.

De manera similar, este tipo de enlace propuesto que se forma no lo eliminaria el DTT.

HSCH,CH,
CHy

o)
7 N
COMPUESTO II H3C \CE \>—s
N \_CH3

H

COMPUESTO Il

Figura 23. Reaccion del omeprazol con etilmercapano en pH neutro.

La inactivacion de la GITIM con el omeprazol y los analogos sintetizados no afectan la
estructura secundaria ni producen la disociacion del dimero. Sin embargo, la modificacion
de las cisteinas disminuye la estabilidad térmica de la enzima en 2 °C cuando es expuesta a
Omeprazol y a los compuestos BHO-2 y BHO-3. En conjunto, estos datos indican que no
existe evidencia de modificaciones estructurales en la enzima derivatizada, que la

perturbacidn que se realiza es Unicamente local.
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7. CONCLUSIONES
65

En este estudio se describe la sintesis de analogos al omeprazol y los cambios
estructurales que se realizaron para lograr una mayor inactivacién sobre la enzima de
GITIM, la inactivacién depende de las caracteristicas estructurales de los compuestos,
encontrandose que es importante la introduccion de un grupo no polar pequefio en la
posicion cinco del anillo de bencimidazol, lograndose obtener un compuesto 3.5 veces

mas activo, con un valor de ICso menor al que se obtiene con el omeprazol.

La enzima sufre alteraciones locales que no le permiten recuperar su actividad.

Es importante continuar con el estudio para dilucidar el mecanismo por el cual los
compuestos estan inactivando a la enzima, pues los mecanismos propuestos para la
bomba de protones son en medios fuertemente acidos, no estamos seguros de que este
mecanismo sea el mismo en la GITIM pues al realizar los experimentos de reversibilidad se
encontré que el aducto no es liberado de las cisteinas, probablemente porque lo que se

forma no es un enlace disulfuro.
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