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RESUMEN

RESUMEN

En la actualidad, las enfermedades parasitarias son un grave problema de
salud publica. Los antiparasitarios de mayor uso son los nitroderivados:
Metronidazol y la Nitazoxanida contra las protozoosis, y los bencimidazol 2-
carbamato, como el Albendazol, Mebendazol y Fenbendazol contra las
helmintiosis. El uso indiscriminado de los nitroderivados y sus efectos
secundarios pueden llevar al abandono del tratamiento, lo que conlleva a la
generacion de resistencia por los parasitos a este tipo de farmacos. Por otro
lado, debido a la pobre solubilidad de los bencimidazol 2-carbamato estos
presentan una baja absorcién y poca biodisponibilidad, razén por lo cual se
requieren de altas dosis y tiempos prolongados para el tratamiento de las

infecciones sistémicas.

Los derivados del bencimidazol contienen en su estructura un nucleo que por
sus multiples posibilidades de sustitucién se han usado para el desarrollo de
nuevos agentes quimioterapéuticos. El beneficio principal de este tipo de
compuestos ha sido en el tratamiento de las enfermedades parasitarias,
aunque también tienen actividad antiviral, antifungica, antihelmintica vy

antibacteriana.

Considerando que los derivados del bencimidazol cuentan con un amplio
espectro de actividad antiprotozoaria y que existe la necesidad de contar con
nuevos compuestos leishmanicidas, en este proyecto se estudia el
acoplamiento molecular, sintesis y actividad antiparasitaria de 9 compuestos
derivados del bencimidazol que servira para concluir con una serie de
compuestos derivados de bencimidazol con potencial actividad leishmanicida,
con la finalidad de que puedan servir como lideres en la obtencion de nuevos

farmacos para el tratamiento de la leishmaniosis.

Para la sintesis de los compuestos anteriores se parti6 de 1-cloro-2-
nitrobenceno, que se sometid a reacciones de sustitucidn nucledfilica

aromatica, reduccion catalitica, ciclocondensacién, formacion de imina (por
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calentamiento convencional y calentamiento asistido por microondas) y
reducciéon quimica. Los productos finales purificados se identificaron por
métodos espectroscépicos y espectrométricos y finalmente se evaluaron in vitro
contra los protozoarios Leishmania mexicana y Giardia intestinalis, Entamoeba

histolytica y Trichomonas vaginalis.
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1. INTRODUCCION

Las parasitosis causadas por protozoarios y helmintos siguen siendo un problema
de salud publica universal, sobre todos en zonas que carecen de instalaciones
sanitarias adecuadas y buenos habitos de higiene, como son las regiones en la
zona tropical donde se encuentran enfermedades como malaria, enfermedad de
Chagas, leishmaniasis, entre otras, causadas por parasitos protozoos. En ausencia
de vacunas eficaces, el control de estas enfermedades humanas depende en gran

medida de quimioterapia.

En la actualidad, la leishmaniasis es una enfermedad presente en cuatro
continentes y en 88 paises. La gravedad de esta enfermedad ha llevado a ser
considerada como una prioridad por la OMS en el "Programa Especial de

Investigaciones y Ensefianzas sobre Enfermedades Tropicales".

Existen tratamientos que incluyen los farmacos basados en antimonio pentavalente
(Sb V) que son el pilar de la quimioterapia contra la leishmaniasis. EIl antimoniato
de meglumina ha sido el principal farmaco en el tratamiento de las diferentes formas
clinicas de la leishmaniasis por mas de 50 anos. Sin embargo, son altamente
toxicos y causan efectos secundarios graves, tales como arritmias cardiacas, dafnos
renales, lo que aumenta el fracaso del tratamiento. Ademas, se tienen reportes de

casos clinicos donde se presentan resistencia en varias regiones del mundo.

En la actualidad la quimioterapia antiparasitaria es cara, tiene multiples efectos
adversos y no genera beneficios para las empresas farmacéuticas, por lo que éstas

se concentran en mercados mas rentables.

Los derivados de bencimidazoles son empleados contra infecciones causadas por
helmintos; como Albendazol (ABZ) y Mebendazol (MBZ), Este tipo de farmacos
tienen un amplio espectro de accion, donde varios estudios demuestran su actividad

contra protozoarios como G. intestinalis. Sin embargo, por su alta polaridad y baja



INTRODUCCION

absorcion, su uso se limita al tratamiento de infecciones del tracto gastrointestinal.
Para el tratamiento de infecciones sistémicas se requieren altas dosis y tratamientos

prolongados.

Actualmente existe un incremento en todas las medidas higiénicas, sanitarias y de
tratamientos antiparasitarios. A pesar de esto, en las zonas alejadas existen
dificultades para implementar estas medidas. Considerando la problematica de la
leishmaniasis, los tratamientos existentes, sus desventajas, asi como reportes de
casos de falla terapéutica, en este estudio se sintetizaron una serie de compuestos
derivados de bencimidazol con potencial actividad leishmanicida, con la finalidad de
que puedan servir como lideres en la obtencion de un nuevo farmaco para el

tratamiento de la leishmaniasis.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Leishmaniasis

Las zoonosis parasitarias presentan un problema de salud en todo el mundo. Las
enfermedades parasitarias tienen una distribucion mundial y son causa de una
significativa morbilidad, principalmente en regiones tropicales. Tradicionalmente son
enfermedades asociadas a un bajo grado de desarrollo, malas condiciones

higiénicas, sanitarias y determinadas condiciones ecologicas.

La familia Trypanosomatidae comprende un gran grupo de parasitos protozoos,
algunos de los cuales causan enfermedades importantes en los seres humanos,
tales como el género Trypanosoma y Leishmania. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, la leishmaniasis es una de las enfermedades mas prevalentes
con mas de 2 millones de nuevos casos cada afio, provocando 70.000 muertes
anuales y poniendo en peligro 350 millones de personas en 88 paises del tropico,

subtropico y area mediterranea europea.

Una estimacién de la prevalecia mundial de la leishmaniasis es de 12 millones
personas afectadas, con una incidencia anual de 1.5-2 millones de nuevos
casos de leishmaniasis cutanea y 500.000 de la leishmaniasis visceral.” °

Leishmania spp incluye una serie de protozoos flagelados, intracelulares obligados
del humano y otros mamiferos, los cuales producen lesiones a nivel cutaneo,
mucocutaneo y visceral. Leishmania spp es transmitido por un diptero nematdocero

Phlebotomus sp en el viejo mundo y Lutzomyia sp en el nuevo mundo.*

La forma mas frecuente de leishmaniasis en América es la cutanea. Se han
reportado casos en México, Centroamérica, Sudamérica, con la excepcion de Chile,
Uruguay e islas del Caribe. En México, la leishmaniasis se ha identificado al menos
en 20 entidades federativas, entre ellas Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca,
Guerrero, Michoacan, Jalisco, Nayarit, San Luis Potosi, Morelos, Puebla e Hidalgo.?
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Las principales zonas endémicas son: Chiapas, Oaxaca, Campeche, Quintana Roo,

Tabasco, Yucatan y Veracruz.?

En Tabasco y Veracruz se reportan casos de leishmaniasis cutanea (LC), causada
por infeccion de L. mexicana; en Nayarit y Campeche se han identificado L.

mexicana y/o L. braziliensis.

Se consideran dos cuadros clinicos cutaneos: leishmaniasis cutanea localizada
(LCL), generalmente circunscrita al sitio de inoculacion gracias a una respuesta
inmune celular protectora; leishmaniasis cutanea diseminada (LCD), caracterizada
por una pobre respuesta inmune celular, que permite la diseminacién no controlada

en piel.

La LCL es conocida en México como "ulcera de los chicleros" debido a que fue
encontrada en trabajadores que extraian la goma del arbol del chicle, con frecuencia
se observaba afectando el pabellon auricular, de curso progresivo y mutilante. Se
considera un problema de salud publica debido a su amplia distribucion geografica y

porque puede llegar a producir lesiones destructivas e incluso discapacitantes.?®

Las leishmaniasis se clasifican segun los 6rganos y tejidos dafiados, especie que
participa y su ubicacion geografica: (i) la leishmaniasis cutanea (LC), es causada por
L. tropica y L. major en los paises del Viejo Mundo; y por L. mexicana y L.
amazonensis en Centro y Sur de América; (ii) la leishmaniasis mucocutanea (LCM),
causada por el L. braziliensis en los paises del Nuevo Mundo; (iii) la leishmaniasis
visceral (LV) la mas peligrosa, a menudo fatal, causada por L. donovani y L.
infantum en personas que viven en los paises del Viejo Mundo y L. chagasi en

América.>®
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Figura 2. Distribucion geografica de la leishmaniasis cutanea.™
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2.2 Ciclo de vida

Promastigote
metaciclico

\\:‘
insecto humano ’2
@ Amastigote
’ intracelular

Promastigote
prociclico

w

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp.

La infeccién es transmitida por la picadura de Phlebotomus sp. (1). Cuando la
hembra infectada toma la sangre, introduce los promastigotes metaciclicos, los
cuales son fagocitados por los macrofagos. (2) Dentro de los macréfagos en los
fagolisosomas, los promastigotes se transforman en amastigotes. (3) Se multiplican
por fision binaria, lisan al macrofago y proceden a infectar a otras células
fagociticas. (4) Durante la extraccidon de sangre el mosquito ingiere macréfagos
infectados. (5) En el intestino del insecto los amastigotes se transforman en
promastigotes prociclicos proliferativos. (6) Se desarrollan en el intestino grueso o
intestino medio y migran a la trompa como promastigotes metaciclicos, continuando

el ciclo.®

2.3. Tratamiento de la leishmaniasis

Desde hace mas de 50 afios no se han mejorado de manera sustancial los farmacos

antiparasitarios que existen en el mercado. En la actualidad hay mayor conocimiento
6
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sobre la patologia de las enfermedades parasitarias, la relacion huésped-parasito, la
fisiologia y la bioquimica de los parasitos. Con la informacion obtenida por estos
meétodos, se pueden emplear las herramientas necesarias para un disefo racional
de farmacos, mediante los principios de la quimica farmacéutica y los métodos

computacionales.’

En el tratamiento contra la leishmaniasis se incluyen los farmacos basados en
antimonio pentavalente Sb (V) tales como estibogluconato sddico y antimoniato de
N-metilglucamina (meglumina); considerandose equivalentes en términos de
eficacia clinica, efectos secundarios, farmacocinética y mecanismos de accién. El
antimoniato de meglumina ha sido el principal farmaco en el tratamiento de las
diferentes formas clinicas de la leishmaniasis por mas de 50 afios. °

Sin embargo, estos farmacos son altamente téxicos, sus efectos colaterales se
reflejan en dolor en el sitio de la inyeccion, diarrea, dolores articulares y trastornos
electrocardiograficos que son reversibles, pero pueden causar arritmias graves, paro

cardiaco, bradicardia y polineuritis.®

 CHoNH,CHs |
H-C-OH 0,
HO-C-H 0-Sb-0
H—(IE-OH CI)H
H-C-OH
CH,OH .

Figura 4. Ejemplo de Antimoniales Pentavalentes. Antimoniato de N-

metilglucosamina.

Entre los otros farmacos para su tratamiento se encuentran: pentamidina, la
anfotericina B, la paramomicina y la miltefosina. La anfotericina B es el farmaco de
eleccidon en la leishmaniasis visceral, sobre todo en regiones con alta resistencia al
tratamiento con estibogluconato sédico, como en la India, donde las leishmaniasis
son reactivadas. También es el farmaco recomendado en los casos de

leishmaniasis de mucosa.'
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H:N
27N NH;
Anfotericina B Paramomicina
o] CH,
O\/\/\/O | | ____..CH_-!
e e P o N .
H2N NH2 - T e o “"'G."" | "",D"'-' 4 "CH,
S :
NH NH H“‘-ur‘fﬂh'mg"ﬁav"ﬁxiﬁH.J
Pentamidina Miltefosina

Figura 5. Estructura de algunos farmacos leishmanicidas.

Con los farmacos de segunda linea se pueden presentar problemas
gastrointestinales, hepatotoxicidad, cefalea, anemia, nefrotoxicidad reversible,
fiebre, hipotensién, encefalopatias y erupcion cutanea. En el caso de la miltefosina
los efectos colaterales mas frecuentemente son los gastrointestinales: nauseas,

vémitos, anorexia y diarreas.'?

Si bien los antimoniales son la primera eleccion del tratamiento, cada vez son mas
frecuentes los reportes de falla terapéutica, lo cual se traduce en la resistencia del
parasito al antimonio. En areas como la de Bihar, en la India, se reporta que el 60%
de los casos tratados de LV presentan resistencia, es asi que la OMS promueve
iniciativas para encontrar tratamientos alternativos basados en quimicos sintéticos o

en productos de origen natural.'

Dado que los tratamientos disponibles para la leishmaniasis involucran muchos
problemas y la alta morbilidad de la enfermedad persiste, el descubrimiento de

nuevos agentes leishmanicidas es de suma importancia. Por esta razon se estan

8
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buscando nuevas dianas bioquimicas con el fin de desarrollar nuevos farmacos. En
las dos ultimas décadas enfoques experimentales, tales como la clonaciéon de
genes, proteinas, ARN vy cristalografia, se han introducido, para validar y definir
nuevos blancos para los medicamentos, contra este parasito. Un enfoque de la
investigacion realizada en nuestro laboratorio fue utilizar la arginasa de Leishmania

como una diana farmacoldgica."

2.4. Arginasa

La arginasa es una metaloenzima binuclear que contiene dos iones Mn?* separados
a una distancia de 3.3 A. que estan coordinados a aspartato (Asp) e histidina (His),
que cataliza la hidrolisis de L-arginina a L-ornitina, urea y ATP. El sitio catalitico
binuclear manganeso es necesario para la estabilizacion y la orientacion del

nucledfilo catalitico, un ion hidréxido. Figura 6.

Asp
His
o - O As
HN_ _N-.__ ) AN P
7 A Mﬂ%i 24...---0
ATy Ol
O;\_\: ._.:'-.-""-H |I-"I I'x
asp /707N LS NPNH
0.0 —
Asp His

Figura 6. Esquema general del centro binuclear de Arginasa.

La simultanea coordinacién de una molécula de agua a ambos iones metalicos en el
cluster, facilita la ionizacién para formar un ion hidroxido el cual ataca al carbono del
guanidino, La presencia de los iones Mn?* incrementa la polarizabilidad del ion
hidroxilo facilitando su reactividad para ejercer el efecto catalitico,. Una vez formada
la L-ornitina se convierte en sustrato de la ornitina-descarboxilasa (ODC), enzima

clave de la biosintesis de poliaminas.™
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O ~—{EDEI— O ~O (Rl O-
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Figura 7. Metabolismo de L-arginina en el parasito Leishmania spp.

Esta enzima también esta implicada en el proceso de invasion y evasion del sistema

inmune del huésped, mediante la reduccion de la concentracion de L-arginina,

aminoacido que activa la nitrico-6xido-sintasa (NOS) del

macrofago. Como

consecuencia, la generacién de oxido nitrico en los macréfagos se reduce y la

respuesta inmune del huésped contra el parasito se retrasa.’

Aspartate
L-succinato N
l_fuﬂ arginina I_uEI

E cicle de urea ‘ f
O 0 citrulina L-arginina

Amorio carbamoil

fosfato

biosintesis de poliaminas 8]

.y

Q

L-prolina

L-metionina (0} =|_MAT_ Jas=

putrescing espe;mja’i}‘, espermina

Figura 8. Metabolismo de L-arginina en el humano.
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Existen resultados prometedores con arginasa de L. major y L. mexicana,®
indicando que una inhibicion irreversible de la arginasa del parasito puede
interrumpir el progreso de la infeccion y permitir la curacion del huésped. Estos
reportes sugieren que la arginasa del parasito desempefia un papel critico en su
proliferacion in vivo. Esto evidencia la importancia biolégica de la arginasa de
Leishmania y sugiere que podria ser utiizada como una diana del farmaco

correspondiente en contra de este parasito.’®
2.5. Los Bencimidazoles como agentes leishmanicidas

Los farmacos antihelminticos que mas se han empleado son los bencimidazoles,
como el Albendazol, Mebendazol (Figura 9). A pesar de tener un amplio espectro
antiparasitario y baja toxicidad, debido a su pobre solubilidad y absorcion in vivo,
comunmente se emplean para tratar enfermedades gastrointestinales por helmintos.
Aunque también se han utilizado en el tratamiento de infecciones sistémicas, se

requieren altas dosis y largos tratamientos.

cHy ° N\ |O
| >7NHCOOCH3 N
N | \>—NHCOOCH3
" N
H

Albendazol Mebendazol

Figura 9. Estructura del Albendazol y Mebendazol.

Recientemente se ha reportado que los bencimidazoles presentan actividad contra
el protozoario Leishmania (Tabla 1), junto con otros estudios realizados en nuestro
laboratorio (Tabla 2). Estos resultados convierten a los derivados del bencimidazol
en compuestos de gran interés para el desarrollo de moléculas activas, con la
finalidad de que pueda servir como lider en la obtencion de un nuevo farmaco para

el tratamiento de la leishmaniasis.'® "
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Tabla 1. Reportes de CI50 de algunos bencimidazoles contra Leishmania

donovani'®

Compuesto Leishmania donovani

Clso Clgo
(UM) (MM)

1.5 3.3

13.6 56.2
Pentamidina 2.2 9.8

12
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Tabla 2. Reportes de evaluacion biolégica de algunos bencimidazoles contra

Leishmania mexicana'”

R1

N
| ‘S>——CF3
N
\3

R

Compuesto L. mexicana (Clsg, uM)
la 2,3-Cl,CgH30?
1b 2,3-Cl,CgH30? H CHs 24.00
1c H 2,3-Cl,CgH30? CH3 4.10
1d 2,3-Cl,CgH30? Cl H NE
le C1oH;0P Cl H 13.78
1f C1oH;0P Cl CHs 65.23
19 Cl C1oH/,0OP CHs 50.12
1h Cl Cl H 20.80
1i Cl H CHs NE
ABZ NE
MTZ ND
Pentamidina 2.421

2,3-diclorofenoxi.
®1-naftiloxi

NE: No evaluado
ND: No determinado

Considerando estos datos, en nuestro laboratorio se realiz6 un estudio de
acoplamiento molecular (Docking), donde se buscaron moléculas con el nucleo de

bencimidazol en la base de datos de ZINC (http://zinc.docking.org/), se

seleccionaron aquellas moléculas que exclusivamente se unieran al sitio catalitico
de la enzima arginasa, estas moléculas fueron seleccionadas cumpliendo las reglas
de Lipinski (Virtual screening)“, reglas que debe presentar un farmaco para
presentar una buena absorcion oral y permeabilidad celular: peso molecular menor
o igual a 500 Daltons, 5 6 menos grupos donadores de puentes de hidrégeno, 10 6
menos grupos aceptores de puentes de hidrégeno y un coeficiente de particion

13
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octanol-agua menor 6 igual a 5. Si dos 6 mas de las propiedades se encuentran
fuera de estos valores, entonces se considera la posibilidad de que el compuesto
presenta una pobre absorcién o permeabilidad. Se seleccionaron las moléculas con
la mejor energia de unién de acuerdo a los resultados de docking para ser

sintetizadas. Tabla 3.

Tabla 3. Moléculas de bencimidazol obtenidas del estudio de Virtual screening

N

R1
R’ R? AG (Kcal/mol)
Clave Zinc L. mexicana

111419 Metilo 5-Bromo-2-hidroxibencilo -8.3
1798220 Pentilo 2-Hidroxibencilo -9.1
196189 Propilo 1,3-Benzodioxol-5-iimetilo -7.99
2073201 Butilo Piridin-4-ilmetilo -7.93
2478054  Isopropilo 4-Bromobencilo -8.23
285488 Etilo 2-Hidroxi-5-metilbencilo -8.6
285495 Metilo 5-Cloro-2-hidroxibencilo -8.19
285496 Propilo 5-Cloro-2-hidroxibencilo -8.96
3643102 Butilo 4-Clorobencilo -8.11
3643113 Propilo 4-Metoxibencilo -7.98
513985 Isopentilo Bencilo -8.52
513988 Isobutilo Bencilo -8.4
525027 Etilo 4-(Dimetilamino)bencilo -7.29
526385 Metilo 2-Metoxibencilo -7.96
532233 Metilo 4-Bromobencilo -7.68
613506 Isopropilo 2-Metoxibencilo -8.78
804806 Etilo 4-Metoxibencilo -7.38
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2.6. Métodos generales de sintesis de 2-aminobencimidazoles

La sintesis de los bencimidazoles se puede iniciar de compuestos o-
cloronitrobencenos, realizando una Sustitucién nucleofilica aromatica (SnyAr) para
obtener el grupo R'. Posteriormente se realiza una reduccion del grupo —NO; por
hidrogenacién catalitica, obteniéndose la o-fenilendiamina correspondiente y su
posterior ciclacion con bromuro de cianégeno en etanol/agua para la obtencion del

2-aminobencimidazol.

N
NO, NO, NH, :
—_— —_— —_— N
Cl NHR' NHR' L

a) Amina sustituida con R', Reactor Parr, : 2, , - (c) BrCN,
(a) Ami tituid R", Reactor Parr, 130 °C; (b) H,, Pd/C, EtOH:; (c) BrCN
EtOH/H,O

Esquema 1. Método de sintesis de los 2-aminobencimidazoles

2.7. Sintesis asistida por microondas

El uso de la irradiacion de microondas en sintesis organica es cada vez mas popular
dentro de las areas farmacéuticas y académicas, ya que es tecnologia para
disminuir considerablemente el tiempo de una reaccion organica. Las reacciones
quimicas mejoradas por irradiaciéon de microondas, especialmente bajo condiciones
libres de disolvente, han atraido mucho la atencion. Las transformaciones quimicas
que duran horas o incluso dias, ahora se pueden lograr en minutos. La energia de
microondas ofrece numerosos beneficios para la realizacion de una sintesis, tal
como el aumento de las velocidades de reaccion, rendimientos mejorados,

simplicidad en el procesamiento, mayor selectividad, manipulacion y purificacion. '®

La reaccion de aminas con carbonilos para generar iminas, también llamadas bases
de Schiff, es una reaccién bien conocida debido a su reversibilidad. Cuando una
imina se forma a partir de un aldehido y una amina primaria, una molécula de agua

es liberada. Por consiguiente, la formacion de iminas se facilita cuando el agua se
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elimina de la mezcla de reaccién. En muchos procedimientos experimentales, la

eliminacion de agua o reactivos es la técnica empleada. '

El uso del microondas ya ha sido utilizado eficientemente en la formacién de iminas,

recientes reportes demuestran la efectividad del uso de esta tecnologia,? Tabla 4.

Tabla 4. Comparacién de los rendimientos de reaccién con calentamiento
convencional y calentamiento por microondas?®

X X
R' OH ﬁ HO R'
N S N
/ g N\
X X
R R’

Rendimiento (%, Tiempo) Rendimiento
Calentamiento convencional (%, Tiempo)
Microondas

H 75 (10 min) 92 (10 seq)
H H CI 81 (15 min) 91 (20 segq)
H Br Br 78 (15 min) 90 (20 seq)
H | | 75 (15 min) 93 (20 seq)
Cl H H 70 (270min) 78 (240 seq)
Cl H CI 74 (210 min) 79 (200 seg)
Cl Br Br 70 (200 min) 80 (210 seq)
Cl 1 | 81 (240 min) 80 (180 seg)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la importancia que tienen las parasitosis en nuestro pais, en particular
la leishmaniasis y ya que los bencimidazoles son compuestos utilizados en la
terapia contra las parasitosis causadas por protozoarios y al mismo tiempo el
desarrollo de resistencia de la leishmania a los farmacos de eleccidn, es necesario
contar con nuevos agentes leishmanicidas que sean mas eficientes y seguros que

los ya existentes. Por estas razones se plantea el siguiente problema:

¢Es posible que los compuestos disefiados por acoplamiento molecular, tengan

actividad inhibitoria sobre la arginasa y los promastigotes de Leishmania mexicana?

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipotesis
e Los compuestos tendran actividad inhibitoria en la arginasa y por consiguiente
en Leishmania mexicana.
e Considerando la naturaleza de L. mexicana de protozoario anaerébico, es
factible que los compuestos sintetizados también tengan actividad contra otros
protozoarios anaerdbicos como Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y

Trichomonas vaginalis.

4.2. Objetivos Generales

e Estudiar, por técnicas computacionales, el potencial de derivados del

bencimidazol para inhibir la actividad de la arginasa de Leishmania mexicana.

e Sintetizar y evaluar in vitro las moléculas seleccionadas, con el propdsito de que
puedan servir como lideres en la obtencion de un nuevo farmaco para el

tratamiento de la leishmaniasis.
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4.3. Objetivos Particulares

* Mediante la técnica de acoplamiento molecular (docking), evaluar la afinidad al
sitio catalitico de la arginasa de Leishmania mexicana los derivados del
bencimidazol.

e Realizar un analisis relacién estructura actividad (SAR) de los derivados
bencimidazdlicos con el fin de conocer las caracteristicas estructurales para su
interaccion con la proteina.

¢ Proponer modificaciones al patron de sustitucidon del anillo de bencimidazol que
permitan aumentar la afinidad a la arginasa.

¢ Sintetizar 9 moléculas derivadas del bencimidazol y evaluar su actividad in
vitro.

e Caracterizar a los productos finales mediante técnicas espectroscopicas (IR,
RMN) y espectrométricas (EM).

e Determinar la Clsg de los compuestos en cultivos de promastigote Leishmania
mexicana.

e Evaluar in vitro los compuestos sintetizados contra Giardia intestinalis,

Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis.
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5. METODOLOGIA

Inicialmente se describe la parte computacional donde se utiliza la técnica de
Acoplamiento Molecular (Docking) para analizar el la interaccion de los
compuestos seleccionados y la arginasa de Leishmania mexicana. Para el estudio
de dinamica molecular se emplearon los equipos proporcionados por la Direccion
General de Computo y Tecnologias de Informacion y Computacién con la cuenta
solicitada por el Dr. Rafael Castillo Bocanegra bajo la asesoria y supervision del
QFB. Rodrigo Aguayo Ortiz.

Posteriormente se describe la parte quimica, la cual incluye las técnicas de
preparacion de cada uno de los compuestos intermediarios y finales. Por ultimo,
se describe la parte bioloégica que consiste en las pruebas de actividad
antiprotozoaria a las que fueron sometidos los compuestos contra Leishmania

mexicana, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis.

5.1 Parte computacional

5.1.1 Dinamica Molecular (DM)

Se realiz6 el estudio de dinamica molecular de la arginasa obtenida a partir de un
estudio de homologia desarrollado con el modulo PRIME de Schrédinger facilitado
por el Dr. Alfredo Téllez Valencia de la Universidad Juarez del Estado de Durango,
8 este modelo ya se encontraba previamente reportado en nuestro laboratorio. %
Sin embargo, se utilizé este modelo debido a que sus parametros de validacion
fueron mas favorables que el ya reportado (Apéndice 3). Esta proteina fue
solvatada con moléculas de agua en una caja cubica continua, posteriormente se
adicionaron atomos de Na® y CI' de forma aleatoria para neutralizar la carga del
sistema y llevar al mismo a una concentracion de 0.15 M. Todas las simulaciones

fueron realizadas a 1 bar de presion y 300 K de temperatura.
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Una vez preparado el sistema, se realizd una minimizacion de la energia
empleando un campo de fuerza GROMOS96, con una caja puntal en el disolvente.
Una vez hecha la minimizacion se realiz6 una Dinamica Molecular de 30 ns (30

000 ps) con la finalidad de determinar la estabilidad del sitio de union.

5.1.2 Estudio de Acoplamiento Molecular

5.1.2.1 Preparacion de la Proteina

La proteina se optimizé con la interfaz grafica Autodock Tools 1.5.4 corrigiendo las
cargas de los Mn (2+), Esta proteina fue sometida a un calculo de Dinamica
Molecular, de la cual se extrajeron 5 cluster representativos (conformaciones) en
diferentes tiempos y a todos se les realizo el estudio de acoplamiento molecular
(Docking).

De los 5 clusters obtenidos, dos de ellos mostraron una molécula de agua dentro
del sitio catalitico de modo que se realiz6 nuevamente el Docking con estas

conformaciones y se comparé con aquellas que no la tenian.

5.1.2.2 Preparacion de los ligandos

Las moléculas usadas fueron obtenidas de la base de datos ZINC, por medio de
un Virtual screenning donde se usé como base el 2-aminobencimidazol, buscando
que cumplan con ciertas caracteristicas fisicoquimicas, esta busqueda se realiz6

siguiendo la regla de los 5 de Lipinski.

5.1.2.3 Acoplamiento Molecular

Una vez preparada la proteina, se determind una caja de busqueda (GRID)
usando el mdédulo Autogrid de AutoDock Tools 1.5.4. La caja se concentrd en los
iones Mn?* con una dimensién de 90 X 90 X 90 A. Después se realizo el calculo de
acoplamiento molecular de los 17 ligandos usando AutoDock 4.2 empleando un
algoritmo genético tipo Lamarckiano con un tamafio de poblacion de 150

estructuras con 5X10° de evaluaciones y 25 corridas. Finalmente, se realizd el
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analisis de los resultados obtenidos para cada uno de los grupos generados,
seleccionando aquel grupo que presentara menor energia y el mayor numero de

conformaciones (AGynisn)-

5.2. Parte Quimica

5.2.1. Sintesis de Bromuro de cianégeno

Para la sintesis de los 9 compuestos primeramente se sintetizdé el bromuro de
cianogeno (19) a partir de cianuro de potasio (18) y bromo (17), como se muestra

en el Esquema 2.

Br, + KCN > BrCN + KBr
17 18 19

Esquema 2. Preparacion del Bromuro de Cianégeno

5.2.2. Método General de Sintesis
Posteriormente se siguié la secuencia de reacciones del Esquema 3. Para la
preparacion de las materias primas, los 2 amino-1-alquilbencimidazoles (3a-f) de

los cuales se obtendrian las 9 moléculas finales.

Se partié del 2-cloronitrobenceno comercial (1) que se sometié a una reaccion de
sustitucion nucleofilica con el clorhidrato de alquilamina correspondiente con alta
presidn y temperatura; el producto obtenido, la N-alquil-2-nitroanilina (3a-f) se
sometid a reduccion catalitica con hidrégeno y Pd/carbono para dar la N-alquil-1,2-
diaminobenceno (4a-f), que se ciclocondenso6 con (19) lo que genero el derivado

2-amino-N-alquil-Bencimidazol (5a-f).

Una vez obtenido el bencimidazol, para sintetizar el intermediario imina (7a-i), se
siguieron dos métodos, usando calentamiento convencional y el asistido por
microondas, este ultimo con ortoformiato de metilo como agente secante,
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cambiando los tiempos de reaccion y la potencia. Finalmente la imina se someti6 a

una reduccion con borohidruro de sodio con el cual se obtuvieron los compuestos
finales.

NO, " NO, o NH, © N
a C :
@ + H2N_R1 - = @ - = @ - = Q\ NH2
cl NHR' NHR' N,

R
1 2a-f 3a-f 4a-f 5a-f
H 40
RZ
3 3 (d)
R R
R
4 4
N R N R rR*
I : -~ > C -
N R? N R? 6a-i
\ 4 \ 4
R R
8-16 7a-i

(a) Ry-NH, HCI, 125 °C, presion ; (b) H,, Pd/C; (c) BrCN, EtOH/H,0, 70 °C (d) Tolueno 120 °C o DMF, MW 270 W,160 °C, ortoformiato de metilo, 15
min ; (e) NaBH,, MeOH 0 °C

2a,3a,4a,5a,7a: R'=CH,
2b,3b,4b,5b,7b: R'=CH,CH,
2¢,3c,4c¢,5¢,7¢c: R'=CH,CH,CH,
2d,3d,4d,5d,7d: R'=isopropil
2e,3e,4e,5e,7e: R'=CH,CH,CH,CH,
2f,3f,4f,5f, 7f: R'=isobutil

Esquema 3. Ruta sintética a partir del 2-cloronitrobenceno para la obtencién de

los compuestos

Tabla 5. Derivados del bencimidazol sintetizados (8-16)

R3
N R*
She
N R?
\ 1
R
COMPUESTO R R® R® R*
8 CHs H H Br
9 CHs OH Br H
10 CHs OH Cl H
11 CHs OCHjs H H
12 CH,CHs H H OCHjs
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13 CH,CH; H H N(CHs),
14 CH; CH,CH3 H H OCHjs
15 Isopropil H H Br
16 CH,CH;,; CH,CHs3 H H Cl

5.3. Parte Bioldgica

5.3.1. Evaluacion in vitro de la actividad antiprotozoaria

El ensayo para la determinacion de la actividad antiprotozoaria se realizé en la
unidad de Investigacion Médica de enfermedades Infecciosas y Antiparasitarias
del IMSS. Centro Médico Siglo XXI, por el grupo de investigacion de la Dra. Lilian
Yépez Mulia

Para la evaluacion de la actividad antiprotozoaria se siguié el método descrito por
Cedillo Rivera.?* Se incubaron 5x10* trofozoitos/mL de G. intestinalis y 6x10°
trofozoitos/mL de E. histolytica y T. vaginalis con los diferentes compuestos a
concentraciones de 0.005, 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 yg/mL, usando el DMSQO libre de
compuestos como control negativo. Los tubos se incubaron a 37 °C por 48 h.
Posteriormente, los trofozoitos se resembraron en medio fresco por 48 h.
Finalmente se determin6 el numero de trofozoitos por mililitro en una camara de
Neubauer. Los resultados se analizaron por medio de un analisis probit para
determinar la concentracion inhibitoria media (Clsg) de cada uno de los
compuestos, la cual corresponde a la concentracion del compuesto que inhibié en

50 % el crecimiento de los trofozoitos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Parte Computacional

6.1.1 Dinamica Molecular (DM)

Esta técnica se empled para determinar el comportamiento y estabilidad de los
iones Mn y aminoacidos del sitio catalitico de la proteina, con la finalidad de
validar los resultados del estudio de acoplamiento molecular (Apéndice 2).

Se evalud el comportamiento dinamico de la proteina por medio del calculo del
RMSD (Grafico 1). En el grafico del RMSD se muestran 5 estructuras (5
Clusterings), que debido a su probabilidad de incidencia son las mas

representativas a lo largo de la dinamica Tabla 6.

¢4 c3 s C1 Cc2

0 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000
Time (ps)

Gréafico 1. RMSD, Dinamica molecular 30 ns.

Tabla 6. Clusterings obtenidos de la DM de 30 ns y el tiempo al que corresponden

en la dinamica.

S No. Estructuras representativas Tiempo (ps)
1 1752 17030
2 412 28020
3 376 4630
4 167 2070
S 124 14340
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Las principales modificaciones estructurales entre cada cluster se deben a los
aminoacidos superficiales; sin embargo, dentro de estas modificaciones
principalmente se analizaron los aminoacidos del sitio catalitico: histidina (H90),
Aspartato (D113), histidina (H115), Aspartato (D117), Aspartato (D221) Aspartato
(D223) y acido glutamico (E 266) y loops vecinos (Figura 10).

Figura 10. Sitio catalitico con los principales aminoacidos. Histidina (blanco),

Aspartato (rojo) y Acido glutamico (Magenta), iones Mn (Esferas).

El analisis muestra cambios importantes del sitio catalitico, principalmente en la
Histidina H115 (en blanco), el acido glutamico E266 (magenta) y los loops vecinos
(flechas negras) al sitio catalitico y que son responsables de su apertura y cierre
donde se encuentran los iones Mn (Figura 11). El analisis conformacional muestra
la apertura del sitio al avanzar el tiempo, durante los primeros 5 ns (Cluster 4 y 3)
el sitio catalitico se encuentra cerrado, al avanzar el tiempo se abre (Cluster 5y 1)
y se mantiene asi hasta que la histidina H115 cierra de nuevo el sitio al final de la

dinamica (Cluster 2).
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Figura 11. Representacion de los 5 Clusterings, en orden cronoldgico de acuerdo
a la DM; Clustering 4 (a), Cluster 3 (b), Cluster 5 (c), Cluster 1 (d), Cluster 2 (e).

lones Mn (Esferas).

Una vez analizados los 5 clusterings, se buscd en cuéles de ellos se encontraba
una molécula de agua dentro del sitio catalitico, pues ésta forma el ion OH’,
fundamental para la actividad catalitica de la arginasa. De los 5 clusterings
obtenidos, los cluster 1 y 5 mostraban interacciones de los iones Mn con una
molécula de agua dentro del sitio catalitico (Figura 12). La presencia de la
molécula de agua dentro del cluster al parecer se debe principalmente a los
cambios conformacionales que adquiere la proteina, cambios en la histidina H115,
la cual se encuentra frente a los iones Mn; al analizar los cluster 4 y 3, la histidina
H115 se encuentra bloqueando a los iones Mn®* por lo que no permite la difusion
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del agua al interior. Por otro lado, la histidina en los cluster 5 y 1 no muestra un
cambio importante en la conformacién de la histidina ni los loops vecinos, en estos
dos el sitio catalitico se encuentra expuesto, o que permite la difusion de la
molécula de agua al sitio catalitico y que tenga interacciones con los iones Mn
(Figura 12, a). En el tiempo final de la DM (cluster 2), nuevamente no se
encuentra la molécula de agua dentro del sitio, ya que la histidina H115
nuevamente bloquea los iones Mn impidiendo la difusién de la molécula de agua
(Figura 12 b).

Figura 12. a) Cluster 1 H,O y Cluster 5 H,O (verde y rojo respectivamente),

histidina en blanco b) Cluster 1 con H,O (verde) histidina (blanco), Cluster 2
ausencia de H,O (magenta) las flechas rojas indican el cambio conformacional de
los loops vy la histidina. lones Mn (Esferas).

Estos datos se encuentran relacionados con los reportados por Nagagarajan et
al,?? un estudio realizado en la arginasa |, donde se realizé6 una DM de 50 ns,
sugiere que cuando el sustrato se una lo hara inicialmente al acido glutamico
(presente en el sitio catalitico de nuestra arginasa en Glu266, Figura 13), unién
fundamental para la organizacion de los aminoacidos del sitio activo que facilita la
difusion del agua y la formacion del ion hidroxido. Una vez formado el ion
hidroxido, la interaccion del sustrato con Glu266 sera menor, posicionando el
carbono de la fraccion de guanidino de la arginina al ataque nucleofilico del ion
hidréxido.?’
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Nuestros estudios muestran que la molécula de agua se puede introducir en el
sitio catalitico sin necesidad de que el Glu266 tenga un cambio conformacional por
la presencia del sustrato, ya que el sitio catalitico s6lo necesita que sea expuesto
para facilitar la difusidon del agua hacia los iones Mn por medio del cambio

conformacional de la H115.

Figura 13. Presencia de acido glutamico (Glu) (sefialado en negro) Histidina

(sefalado en verde), cluster 4 (amarillo) cluster 5 H,O (rojo). lones Mn (Esferas).

6.1.2 Acoplamiento Molecular (Docking)
Esta técnica se empled con la finalidad de determinar la afinidad y conformacion
de las moléculas en el sitio de union, representando la fuerza de unién, con la

finalidad de saber como y dénde se une el ligando.

La Tabla 7 muestra los resultados del tamano del cluster -Cluster size (CS)- y el
AGynisn que determinan la afinidad de los ligandos de los 7 estudios de docking
realizados en los 5 Cluster extraidos de la DM y dos Cluster que presentaban la

molécula de agua en el sitio catalitico.
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Molécula
(Clave

zinc)

111419
196189
285488
285495
285496
513985
513988
525027
526385
532233
613506
804806
1798220

Tabla 7. Resultados del acoplamiento molecular

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5

Cluster
size /
AGynion
(Kcal/mol)
4 /-6.54
7/-6.75
16/-5.78
17 /-6.28
6 /-6.22
12 /-6.71
16 /-6.51
13/-5.59
20/-6.28
11/-6.57
21/-6.43
13/-5.96
9/-6.77

ployecyiskim 9 /-6.41

2478054
3643102

16 /-6.77
9/-6.61

K[zl O /-5.95

Numero total de conformaciones por Docking: 25

Cluster
size /
AGuynion
(Kcal/mol)
71-7.16
11/-7.45
12 /-6.55
8/-6.86
8/-6.86
15/-6.36
12 /-6.31
7/-6.11
21/-6.6
18 /-7.51
7/-6.53
13/-6.52
11/-5.86
8/-6.48
9/-7.42
5/-6.84
9/-6.49

Cluster
size /
AGuynion
(Kcal/mol)
10/-6.62
9/-7.31
7/-5.91
8/-6.83
71-7.22
5/-7.37
7/-7.18
8/-6.03
9/-6.4
16 /-6.94
9/-6.27
7/-6.49
12/-7.46
19/-713
12/-71
11/-7.26
11/-6.81

Cluster
size /
AGynion
(Kcal/mol)
10/ -6.34
8/-6.13
18 /-6.48
9/-6.78
9/-6.44
10/-5.52
13 /-6.66
6 /-5.56
17 /-5.78
14 /-6.34
17 1-5.7
8/-5.55
9/-543
6/-59
10/-6.38
5/-6.02
5/-5.22

Cluster
size /
AGuynion
(Kcal/mol)
13/-7.67
7/-7.18
9/-7.29
9/-75
7/-7.06
13/-6.65
12 /-6.54
12/-6
11/-5.8
9/-6.62
12/-6.24
10/ -6.44
7/-6.86
9/-6.43
9/-6.88
12 /-6.65
9/-6.97

Cluster 1
H,O

Cluster
size /
AGuynion
(Kcal/mol)
10/-6.34
8/-6.81
14/ -6.05
12/-6.28
9/-6.28
8/-6.66
11/-6.5
9/-5.61
22 /-6.36
25/-6.2
10/-6.49
12 /-6.04
7/-6.1
11/-6.29
12 /-6.09
13 /-6.66
9/-6.11

Cluster 5
H,O

Cluster
size /
AGuynion
(Kcal/mol)
12/-6.85
10/ -6.01
6/-6.49
15/-6.64
8/-6.52
9/-6.28
7/-5.8
17 /-5.72
13/-5.87
16 /-6.01
7/-6.35
8/-5.55
5/-5.66
10/ -5.65
11/-6.15
10/-5.9
8/-5.52

Cluster size (CS): mayor cluster size mayor afinidad

AGunisn: @ menor energia, mayor afinidad

Estructuras de Moléculas Clave ZINC Apéndice 5.
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Figura 14. a) Docking Cluster 1 (17030 ps), b) Docking Cluster 2 (28020 ps), ¢) Docking
Cluster 3 (4630 ps), d) Docking Cluster 4 (2070 ps), e) Docking Cluster 5 (14340 ps).

Figura 15. a) Docking Cluster 1 con H,O, b) Docking Cluster 5 con H,0.
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Los resultados de todos los acoplamientos realizados muestran que todas las
moléculas en todos los cluster se unieron en la cavidad del sitio catalitico en
diferentes conformaciones, indicando que la arginina no podria ser usada como
sustrato; sin embargo, es de gran importancia elucidar partes importantes de la
union y asi poder sugerir cambios estructurales para mejorar la afinidad de los

ligandos.

En general los cluster muestran energias de unién desde -6.0 Kcal/mol hasta los -
7.6 Kcal/mol; ya que los valores de AG,nsn de cada molécula en cada Docking no
tenia un cambio significativo, por lo que determinamos la afinidad basandonos en
el tamano del cluster (cluster size “CS”) eligiendo como las moléculas mas afines a

aquellas que tuvieran mayor CS, debido a su importancia estadistica.

En el Docking realizado en el cluster 1 se observa que mas de la mitad de las
moléculas presentan un CS mayor a 15 (Comparado con los cluster 2, 3, 4 y 5),
indicando que las moléculas son mas afines a la arginasa en esta conformacion vy,
ya que el cluster 1 presenta la mayor probabilidad de incidencia a lo largo de la

dinamica, esto sugiere que éste seria el modo de union de las moléculas.

Debido a esto, se realizdé un analisis que mostrara la influencia de la presencia de
la molécula de agua dentro del pocket del sitio catalitico. Se encontré que no hay
una diferencia significativa del AGynsn €n la mayoria de las moléculas; sin
embargo, se observa una alteracion en los valores de CS, entre Cluster 1 y Cluster
1H,0. La disminucién del tamano del CS indica una disminucién de la afinidad a la
proteina, y las moléculas que aumentaron el CS indican un aumento de la
afinidad, por lo tanto las moléculas; 111419, 196189, 285496, 526385, 532233,
2073201 y 3643102 se encuentran dentro de las mas afines, pues en presencia de

la molécula de agua, el tamafio de los CS se incrementé considerablemente.
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Estos resultados nos indican que estas moléculas podrian tener actividad debido a
que se unen al sitio catalitico de la conformacion proteica que presenta la mayor

probabilidad de incidencia de acuerdo a los estudios de Dinamica Molecular.

Se realiz6 el mismo analisis en los Cluster 5 y Cluster 5 H0, los resultados
muestran que las moléculas: 111419, 196189, 285496, 526385, 532233 vy
2073201, tuvieron un incremento en el CS junto con: 196189, 285495, 525027 y
2478054; sin embargo, el cluster 5 mostro la menor probabilidad de incidencia de

los estudios de DM, lo que indica que esta conformacion sera la menos probable.

Una vez determinada la mejor representacion de la interaccion ligando-proteina
Cluster 1 H,O se realiz6 un analisis de las interacciones de las cinco moléculas
(1798220, 513985, 285488, 285496 y 613506) que fueron sintetizadas
previamente en nuestro laboratorio y de las cuales se tienen reportados los
resultados de actividad biolégica en Leishmania mexicana. El analisis fue
realizado junto con las moléculas sintetizadas en este trabajo que tuvieran

similitudes estructurales para poder predecir su actividad.

Tabla 8. Resultados del acoplamiento molecular y actividad biologica de los 5

compuestos previamente sintetizados

Molécula Molécula Cluster 1 Cluster 1 H,O O I(T1Y)

Clave zinc
Cluster size / Cluster size /
AGnisn (Kcal/mol) AGnisn (Kcal/mol)

285496 N HO 6/-6.22 9/-6.28 52.91
(=

>

285488 N HO 16 /-5.78 14 /-6.05 61.47
(L=
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613506 / 21/-6.43 10/-6.49 66.95

e
0

1798220 N HO 9/-6.77 7/-6.1 87.82
e

N

CH

513985 12/-6.71 8/-6.66 108.45

@Q_ L@

CHg
HsC

En las moléculas 285496 y 196189 podemos observar que la cadena del grupo
propilo es la que se integra en el pocket del sitio catalitico, en presencia y
ausencia de agua en el caso de la molécula 196189; sin embargo, en ausencia de
agua en la proteina, podemos ver que la cadena alquilica se ubica fuera del
pocket Figura 16 (a), indicando que la cadena del grupo propilo es la que
determina la afinidad al sitio catalitico. La molécula 285496 ya habia sido
sintetizada en nuestro grupo de trabajo y los datos de actividad bioloégica muestran

que ésta fue la molécula mas activa de las cinco sintetizadas.

Tabla 9. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula (Clave zinc) Cluster 1 Cluster 1 H,O
Cluster size/ AGunisn Cluster size/ AGynisn
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
285496 6/-6.22 9/-6.28
196189 71-6.75 8/-6.81
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s TN a 4
Figura 16. a) Docking Molécula 285496 Cluster 1, b) Docking Molécula 285496
Cluster 1 H,0O, c) Docking Molécula 196189 Cluster 1, d) Docking Molécula
196189 Cluster 1 H20.

La molécula 526385 no muestra una diferencia en la conformacion al unirse al sitio
catalitico entre Cluster 1 H,O y Cluster 1 Figura 17 (a y b). Comparada con
613506 la orientacion en ambas es la misma, con el grupo —OCH3; dentro del
pocket, la unica diferencia estructural entre las dos es la cadena alquilica en la
posicion 1 del bencimidazol, lo que demuestra su importancia pues altera el
tamano del CS considerablemente. Con la cadena del grupo isopropilo disminuye
el CS de 613506 en Cluster 1 H,O en cambio 526385 incrementa su CS en el
Cluster 1 H,0O, sugiriendo que tiene mas afinidad Figura 17. Los resultados de
actividad biolégica mostraron que 613506 tiene gran potencia en contra de

Leishmania mexicana, lo que sugiere que 526385 tendria una actividad mayor.
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Tabla 10. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula Cluster 1 Cluster 1 H>O
(Clave zinc)
Cluster size / Cluster size /
AGynion (Kcal/mol)  AGypisn (Kcal/mol)
526385 20/-6.28 22 /-6.36
613506 21/-6.43 10/-6.49

Figura 17. a) Docking Molécula 526385 Cluster 1, b) Docking Molécula 526385
Cluster 1 H,0, c) Docking Molécula 613506 Cluster 1, d) Docking Molécula
613506 Cluster 1 H,0.

La molécula 285495 se orienta hacia los iones Mn por medio del grupo -OH en el
cluster 1 y el cluster 1 H,O, mientras que el -Cl se orienta en ambos casos hacia
fuera del pocket Figura 18 (a y b). La molécula 285488 muestra cémo el grupo -
OH se orienta dentro del pocket hacia los iones Mn en el cluster 1 y cluster 1 H,O

Figura 18 (c y d). Sin embargo, existe una disminucién en el CS en ambas
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moléculas al comparar el Cluster 1 y el Cluster 1 H,O Tabla 11. La diferencia
estructural entre las dos moléculas son la cadena alquilica en la posicion 1 del
bencimidazol, el grupo CH3; y el sustituyente CI en la region del anillo bencénico,
por lo tanto, estos dos grupos determinan la orientacion y cambios de CS y AGnisn
de estas moléculas. Los resultados de actividad biolégica mostraron que 285488

presenta actividad en Leishmania mexicana.

Tabla 11. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula Cluster 1 Cluster 1 H,O
(Clave zinc)
Cluster size / Cluster size /
AGunisn (Kcal/mol)  AGunisn (Kcal/mol)
285495 17 /-6.28 12/-6.28
285488 16 /-5.78 14/ -6.05

Vj ’

Figura 18. a) Docking Molécula 285495 Cluster 1, b) Docking Molécula 285495
Cluster 1 H;0, c) Docking Molécula 285488 Cluster 1, d) Docking Molécula
285488 Cluster 1 H,0,
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Al comparar 285495, con un grupo metilo en la posicion 1, y 285496, con un grupo
propilo en la posicién 1, podemos observar que la segunda Figura 19 (c y d)
incrementa su afinidad en el cluster 1 H,O cuando la cadena de grupo propilo se
orienta dentro del pocket del sitio catalitico; en el caso de 285495, la afinidad cae
en el cluster 1 H,O, aqui es el grupo —OH quien se orienta dentro del pocket del
sitio catalitico. Los resultados de actividad biolégica mostraron que 285496 tiene
una potente actividad en Leishmania mexicana y de las cinco moléculas

reportadas esta es la mas activa.

Tabla 12. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula Cluster 1 Cluster 1 H,O
(Clave zinc)
Cluster size / Cluster size /
AGunisn (Kcal/mol) AGynisn (Kcal/mol)
285495 17 /-6.28 12 /-6.28
285496 6/-6.22 9/-6.28
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I 5 7 v | ., —
Figura 19. a) Docking Molécula 285495 Cluster 1, b) Docking Molécula 285495
Cluster 1 H,0, c) Docking Molécula 285496 Cluster 1, d) Docking Molécula
285496 Cluster 1 H,0,

Las moléculas 513985 y 1798220 son parte de las cinco moléculas previamente
sintetizadas que presentaron actividad biolégica, sin embargo, fueron las menos
activas, la conformaciéon de las dos en el cluster 1 H,O muestra que la cadena
alquilica se orienta dentro del pocket, mientras que en el cluster 1 se orientan

hacia afuera.

Tabla 13. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula Cluster 1 Cluster 1 H,O
(Clave zinc)
Cluster size / Cluster size /
AGnisn (Kcal/mol) AGunisn (Kcal/mol)
513985 12/-6.71 8/-6.66
1798220 9/-6.77 7/-6.1
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- T - Y 4 3 =3 » .
PE N QD o
Figura 20. a) Docking Molécula 513985 Cluster 1, b) Docking Molécula 513985

Cluster 1 H;0, c) Docking Molécula 1798220 Cluster 1, d) Docking Molécula
1798220 Cluster 1 H0,

Las interacciones de las moléculas mas afines con los iones Mn en el Cluster 1
H>0 y que presentaron actividad biolégica 613506, 285496 y 285488 presentaban
grupos -OCH3 y -OH en posicién orto en la parte bencenoide de la molécula o
cadenas alquilicas de propilo en la posicion 1 del bencimidazol, introduciéndose
estos grupo en el pocket con los iones Mn, lo que indica que estos sustituyentes
son importantes para las interacciones ligando-proteina, de modo que estas
moléculas pueden servir como lideres para disefiar modificaciones estructurales y

obtener nuevos compuestos posiblemente activos.

Por ultimo, se observé que las moléculas que presentan cadenas alquilicas de
butilo, isobutilo, pentilo e isopentilo, no mostraban diferencias significativas en el
CS ni AGynisn al comparar el cluster 1 y el cluster 1 H,O. Las moléculas 513985 y
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1798220 son moléculas que tienen cadena de isopentilo y pentilo,
respectivamente y a pesar de ser moléculas con actividad sobre Leishmania
mexicana, estas tuvieron baja actividad, lo que puede ser debido a su baja

permeabilidad celular, propiedad de moléculas con grandes cadenas alquilicas.

Figura 21. a) Docking Moléculas con cadenas de butilo, isobutilo, pentilo e

isopentilo en Cluster 1, b) Docking Molécula con cadenas de butilo, isobutilo,
pentilo e isopentilo en Cluster 1 H0.

Tabla 14. Resultados del acoplamiento molecular

Molécula Cluster 1 Cluster 1 H,O
(Clave zinc)
Cluster size / Cluster size /
AGynisn (Kcal/mol)  AGynien (Kcal/mol)

613506 21/-6.43 10/-6.49
285496 6 /-6.22 9/-6.28
196189 7/-6.75 8/-6.81
285495 17 /1 -6.28 12 /-6.28
285488 16 /-5.78 14/ -6.05
513985 12 /-6.71 8/-6.66
1798220 9 /-6.77 7/-6.1
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6.1.3. Comparacion de Modelo con estructura cristalizada

Una consulta reciente (mayo de 2013) en Protein Data Bank (PDB) mostro un
reporte sobre la estructura cristalizada de Arginasa de Leishmania mexicana, de
modo que se comparo la estructura cristalizada con la estructura de la proteina
que en base a nuestros estudios de DM se considera es el mejor modelo proteico,
cluster 1 H,O, encontrando que el modelo tiene una gran similitud estructural a la
estructura cristalizada reportada pues se puede observar que se encuentra la

mayor parte de las estructuras de alfa hélice y beta plegada (Figura 22).

Del mismo modo se compard la topologia del sitio catalitico y no se encontraron
diferencias significativas en los aminoacidos, a excepcion del acido glutamico
(flecha), cambio conformacional que corresponde al producido por la presencia del
ligando con el que la molécula fue cristalizada, como reporta Nagagarajan et al?'.
De este modo podemos observar cdmo los estudios de modelado por homologia,
si bien no son exactos, pueden ayudarnos a elucidar de manera muy cercana la

estructura de una proteina cuando no se tiene reportada su estructura cristalina.
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Figura 22. Proteina cristalizada clave 41UO (Dorado) Proteina obtenido por

estudios de modelado por homologia (azul)

—

Figura 23. Sitio catalitico de la proteina cristalizada clave 4IU0 (Dorado), Sitio

catalitico de proteina obtenido por estudios de modelado por homologia.
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6.2. Parte quimica

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos de los compuestos finales, asi
como de sus intermediarios 3a-f, 4a-f, 5a-f, 7a-f, 8a-f, se muestran en la Tabla 16.
A continuacidon se presenta una breve discusion de los resultados obtenidos
durante el proceso de sintesis, desde la preparacién de los intermediarios hasta

los productos finales.

6.2.1. Sintesis de los Intermediarios y productos finales

El BrCN se obtuvo con un rendimiento del 49%; la reaccion se realiz6 sin
problemas, no asi el aislamiento por destilacion simple debido a la naturaleza
altamente toxica del compuesto y su bajo punto de fusion; sin embargo, se pudo
obtener con alta pureza. Este compuesto es indispensable para la preparacion de

los 2-aminobencimidazoles.

Los derivados del alquil-2-amino-1H-bencimidazol se obtuvieron por una sola ruta,
Esquema 3. A partir de una misma materia prima: 2-cloronitrobenceno (1), el cual
se sometié a una reaccién de sustitucién nucleofilica aromatica con la alquilamina
correspondiente obteniéndose buenos rendimientos, todos superiores al 85%. La
reduccion del grupo nitro para la obtencion de las o-fenilendiaminas (4a-f) se
realizé6 empleando H, y Pd/C como catalizador con periodos de tiempo corto. Los
productos obtenidos por hidrogenacion catalitica se sometieron inmediatamente a
la siguiente reaccién de ciclocondensacion con BrCN, para evitar su
descomposicion, dando los derivados del 2-amino-1H-bencimidazol (5a-f), con
diversos rendimientos, en este caso conforme aumentaba la cadena de carbonos,
los rendimientos de la ciclocondensacion disminuian, obteniendo asi el mayor
rendimiento con el compuesto 2-amino-N-metil-1H-bencimidazol (5a) (79%) y con

el compuesto 2-amino-N-isobutil-1H-bencimidazol (5f) el menor (20%).
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Las reacciones de formacion de las iminas se realizaron por calentamiento
convencional y calentamiento con microondas, en ambos métodos se obtuvieron
las iminas; sin embargo, existen dos aspectos importantes:

1) Solamente en las reacciones con microondas se observo todo el consumo
de la materia prima, debido al uso del ortoformiato de metilo, que elimina el
agua liberada durante la reaccion. Este compuesto no podia utilizarse en la
reaccion con calentamiento convencional donde se usa tolueno debido a
que alcanza 120°C para el progreso de la reaccién, ya que el ortoformiato
de metilo tiene un bajo punto de ebullicién, (53°C), éste se evapora
inmediatamente, sin embargo en el microondas, este podia eliminar el agua
de la reaccion ya que se encontraba en un sistema cerrado y mas pequeno.

2) Si comparamos los tiempos de reaccion de ambos métodos podemos ver
que el uso de microondas, en la formacion de los compuestos de imina,
reduce el tiempo considerablemente, reacciones de 2 dias a 15 min 6 5
dias a 30 min, al mismo tiempo se observé que la materia prima el N-alquil-
2-aminobencimidazol se agotaba, de modo que la reaccién era completa;
en cambio, por calentamiento convencional la materia prima nunca se
consumié totalmente, de este modo no fue posible determinar el
rendimiento de estas reacciones, pues el aislamiento de la imina resultd
dificil.

Con base en estos datos podemos ver que el uso de la tecnologia de microondas
mejoro considerablemente los rendimientos, tratamientos y tiempos de reaccion.
Tabla 15. Ademas, se observd una relacion de las caracteristicas del aldehido
utilizado y su naturaleza electrofilica, ésta se ve alterada de acuerdo a los
sustituyentes presentes en el anillo aromatico del aldehido, donde un grupo
electroatractor mejora su electrofilia y por lo tanto los tiempos de reaccion son
menores, mientras que un grupo donador de carga, aumenta los tiempos de
reaccion. Todas las reacciones para la formacion de los compuestos finales

ocurrieron sin dificultad, sin importar, si provenian de la reaccion de microondas o
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por calentamiento convencional, los rendimientos al igual que su purificacion no

varian considerablemente entre ellos.

Tabla 15. Tiempo de reacciones realizadas por calentamiento convencional y

microondas.

Compuesto Rendimiento % Tiempo
7a ND 2 dias
7a* 100 15 min
7b ND 2 dias
7b* 100 15 min
7c ND 2 dias
7d ND 3 dias
7d* 100 15 min
7e ND 1 semana
7f* 100 30 min
79 ND 1 semana
7h ND 2 dias
7i ND 5 dias

*. Realizados por calentamiento en Microondas.

N.D: No determinado

Tablal6. Rendimientos y constantes fisicas de los productos finales y sus

intermediarios sintetizados

Compuesto Rendimiento % Pf. (°C). Ry (Sistema)
32 93.37 218-221.2  0.44(ll)
42 100 ND 0.24 (I1)
52 79.79 226.1-227.6 0.4 (IV)
72 ND ND 0.72 (VII)
73* 100 ND 0.72 (VIl)
3b 91.31 268-275 0.44 (111)
4b 100 ND 0.26 (Il)
5b 40.12 154-155 0.34 (IV)
7b ND ND 0.46 (VIII)
7b* 100 ND 0.46 (VIII)
3c 95 268.6-271.2 0.59 (I)
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4c
5c
7c
3d
4d
5d
7d
7d*
3e
4e
5e
e
3f
4f
5f
7f*

7h
7i

8**

9**
10
11**
12
13**
14
15
16

N.D: No determinado

*. Realizados por calentamiento en Microondas.

100
40
ND
90
100
37.71
66.53
100
87.58
100
24.59
ND
78.95
100
20.66
100
ND
ND
ND
61.66
50.61
65.60
53.32
75
56.71
42.74
48.4
15.31
43.17
77.06

** Provienen de Reaccién por microondas

Sistemas ccf en Parte Experimental (Tabla 19)

ND
134-135
ND
*270-280.3
ND
198.3-198.9
ND
ND

*261.5 - 269.5

ND
126.8-127.4
ND
268.-274
ND
155.8-156.8
ND
ND
ND
ND
189.6-190.9
189.6-191.1
211.1-211.9
215.8-216.5
209 - 209.7
107-107.8
149-150.2
188.8-191
179-180.7
197-197.6
165.2-166.4

0.4 (1)
0.38 (IV)
0.55 (VII)

0.43 ()

0.36 ()
0.47 (IV)
0.6 (VII)
0.6 (VII)

0.68 ()

0.38 (1)

0.5 (IV)
0.37 (V)

0.4 (1)

0.26 ()
0.63 (V)
0.69 (VI)
0.75 (V)

0.6 (VI)
0.84 (VI)
0.66 (VI)
0.66 (VI)
0.65 (VI)
0.65 (VI)
0.53 (VII)
0.46 (VII)
0.56 (V)
0.3 (VII)
0.54 (V)
0.46 (VII)
0.61 (V)
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6.2.2. Espectroscopiay espectrometria de los compuestos finales

Los datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales, asi
como las asignaciones realizadas para cada uno de los compuestos finales, se
muestran en la Tabla 17. Estos datos permitieron la identificacion inequivoca de

los compuestos.

6.2.2.1. Espectrofotometria de Infrarrojo

Los Espectros de IR de los productos finales mostraron bandas de estiramiento y
deformacién caracteristicas de los grupos alquilo (2975 - 2950, 1470-1435 cm™),
ademas, una banda intensa arriba de 3000 cm™ caracteristica de los grupos N-H
en todos los compuestos finales, junto con las sefiales de los grupos OH (3250 —
3450 cm™) en los compuestos 9y 10, las sefiales de los haldgenos se presentaron
en los compuestos 8, 9, 10, 15y 16. (800 — 600 cm™) y por tltimo los compuestos
11,12 y 14 mostraron la presencia de los —OCHj3 (2820 — 2850 cm™).

6.2.2.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 'H

Los datos espectroscopicos de RMN 'H de los compuestos finales fueron
concordantes con las estructuras propuestas, mostrando sefales para los
protones de los CH3 y CH, de las cadenas alquilicas unidas al N del bencimidazol,
asi como el CH; bencilico que sirve como conexién entre el NH de la posicion 2
del bencimidazol y el anillo de benceno proveniente del aldehido. Del mismo modo
en todos los espectros se observo la presencia del NH sefal que desaparecié por
intercambio con D,0.

6.2.2.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear 3c
Los espectros de RMN C de los compuestos concordaron con el nimero de
atomos de carbono esperados para las estructuras planteadas.
Sin embargo, en el caso de compuestos 8, 13, 14, 15y 16 el numero de atomos

de carbono fue menor, debido a que hay sefales traslapadas por los carbonos del
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anillo del bencimidazol y/o anillo bencénico, esto se debe a la simetria de las

moléculas.

6.2.2.4. Espectrometria de masas.

Todos los intermediarios N-alquil-2-aminobencimidazol mostraron el ion molecular
correspondiente al compuesto, como pico base en los compuestos 5a, 5b y 5e,
mientras que en los compuestos 5c¢, 5d y 5f, se encuentran como pico base la

ruptura de la cadena alquilica.

Todos los compuestos finales mostraron el ion molecular esperado
correspondiente a su peso molecular, asi como un pico con dos unidades mas de
masa, en los casos correspondientes (compuestos 8, 9, 10, 15 y 16) debido a la
presencia del halégeno, el producto de fragmentacion, de los bencimidazoles 2-
amino, formé el correspondiente pico base para los compuestos finales. El ClI
muestra la relacién de la abundancia isotépica en los dos picos 287 y 289 (75% /
25%), donde 287 muestra una sefial mas intensa, mientras que en el caso del Br
muestra la intensidad de las sefales es muy cercana mostrando nuevamente la
abundancia isotopica (55% / 45%).

Pico base ™

\ + .
R, - Aldehido

Figura 24. Sitio de ruptura para generar las fragmentaciones mas importantes de

los compuestos finales.
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Tabla 17. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales

Compuesto

Senales

N
LY
e W
CH,
N-(4-Bromobencil)-2-amino-1-metil-
1H-bencimidazol (8)

PM: 316 C,H,,BrN,

Espectro 1. IR (KBr)encm™. 3318
(A-NH-R), 2934.76 (CHs), 745.97 (CI).
Espectro 2. EM (IE*) m/z (int.%): 318
(M*+2, 15), 317 (M*, 75), 315 (80), 146
(100), 169 (45).

Espectro 3. RMN *H(DMSO-dg, 5 en
opm: 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.36 (d,
J=8.4Hz 2H), 7.28 (t, J = 5.8 Hz, 1H),
intercambiable con D,0) 7.15 (td, J =
7.4, 1.7 Hz, 2H), 6.97-6.87 (m, 2H),
4.55 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.53 (s, 3H).
Espectro 4. RMN *3C (DMSO-ds, d en
ppm: 155.39, 142.80, 140.35, 135.80,
131.45, 129.89, 120.66, 120.05,
118.81, 115.46, 107.72, 45.51, 28.70.

N Br
rpe
N

\
CHj
HO

N-(5-Bromo-2-hidroxibencil)-2-amino-1-metil-

1H-bencimidazol (9)
PM: 332 C,;H,,BrN,O

Espectro 5. IR (KBr) en cm™: 3647
(Ar-NH-R), 3317 (Ar-OH), 2933.93
(CH3), 744.97 (Br).

Espectro 6. EM (IE") m/z (int.%): 333
(M7, 14), 334 (M* +2, 5), 331 (15), 147
(100).

Espectro 7. RMN *H (DMSO-ds, & en
ppm): 12.11 (s, 1H) intercambiable con
D,0O, 7.59 (s, 1H),intercambiable con
D.0, 7.38 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.28 —
7.16 (m, 3H), 6.99 (pd, J = 7.4, 1.5 Hz,
2H), 6.76 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.42 (d, J
=4.4 Hz, 2H), 3.52 (s, 3H).

Espectro 8. RMN **C (DMSO-ds, d en
ppm: 155.96, 155.49, 140.67, 135.32,
133.04, 13153, 129.79, 121.27,
119.97, 119.69, 114.92, 110.37,
108.28, 41.95, 28.80.
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N cl
Qe
N

\
CHjy
HO

N-(5-Cloro-2-hidroxibencil)-2-amino-1-metil-1H-

bencimidazol (10)
PM: 287 C,;H,,CIN;O

Espectro 9. IR (KBr) en cm™: 3431
(Ar-NH-R), 3252.90 (Ar-OH), 2899
(CHs), 733.44 (Br).

Espectro 10. EM (IE") m/z (int. %): 287
(13) 289 (M*+2, 5), 147 (100).
Espectro 11 RMN 'H (DMSO-dg, & en
ppm): 7.23-7.15 (m, 4H), 7.09 (dd, J =
8.6, 2.7 Hz, 1H), 6.96 (pd, J =74, 14
Hz, 3H), 6.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H)
intercambiable con D,0O, 4.41 (s, 2H),
3.50 (s, 3H).

Espectro 12. RMN *C (DMSO-dg, & en
ppm: 156.01, 155.93, 140.91, 135.36,
129.86, 129.18, 128.49, 122.19,
121.19, 119.58, 114.95, 108.21, 42.06,
40.83, 28.77.

Orps

\
CH,
H,CO

N-(2-Metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-
bencimidazol (11)

PM: 267 C,H,,N,O

Espectro. 13. IR (KBr) en cm™:
3386.51 (Ar-NH-R), 2935 (OCHs).
Espectro 14. EM (IE*) m/z (int.%): 267
(10), 236 (55), 91 (100).

Espectro 15. RMN *H (CDCl3, MHz &
en ppm): 7.73 (dd, J =4.4, 3.4 Hz, 1H),
7.63 (dd, J = 7.3, 1.2 Hz, 1H), 7.57 -
7.44 (m, 1H), 7.26 (m, 3H), 7.21 — 7.09
(m, 2H), 4.97 (s, 3H), 4.10 (s, 2H), 4.10
(s, 1H), 3.66 (s, 3H).

Espectro 16. RMN 3C (DMSO-ds,
MHz O en ppm: 157.75, 154.61,
142.32, 135.03, 130.07, 129.03,
119.44, 116.43, 110.49, 106.97, 55.44,
43.68, 28.20.

H3C

2-amino-1-Etil-N-(4-metoxibencil)-1H-
bencimidazol (12)

PM: 281 C,;H,oN,O

Espectro 17. IR (KBr) en cm™
3454.25 (Ar-NH-R), 2850 (OCHj3), 2967
(CHa).

Espectro 18. EM (IE¥) m/z (int.%): 281
(25), 121 (100).

Espectro 19. RMN 'H (DMSO-dg, & en
ppm): 7.29 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.13-
7.07 (m, 2H), 6.90 (m, J = 9.0, 1.5 Hz,
4H), 6.34 (s, 1H) intercambiable con
D,0, 4.50 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 4.08-3.94
(m, 2H), 3.69 (s, 3H) 5 1.18 (td, J = 7.1,
2.2 Hz, 3H).

Espectro 20. RMN *C (DMSO-dg, & en
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ppm: 158.57, 154.96, 143.35, 143.10,
134.70, 132.81, 128.91, 120.56,
118.69, 11542, 114.02, 107.71,
107.62, 55.47, 45.59, 36.63, 14.40.

N
©I S—NH CHy
) CH,

HaC

N-[4-(Dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-
1H-bencimidazol (13)

PM: 294 C,gH,,N,

Espectro 21. IR (KBr) en om™
3184.31 (Ar-NH-R), 2899.99 (CH,),
2938.77 (CHa).

Espectro 22. EM (IE*) m/z (int.%): 294
(10), 134 (100).

Espectro 23. RMN *H (DMSO-dg, 3 en
ppm): 7.24-7.18 (m, 2H), 7.18-7.11 (m,
2H), 7.05 (t, J = 5.9 Hz, 1H) intercambio
con D,O, 6.95-6.85 (m, 2H), 6.68 (d, J
= 8.8 Hz, 2H) 4.47 (d, J = 5.9 Hz, 2H),
4.04 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 2.84 (s, 6H),
1.24-1.10 (m, 3H).

Espectro 24. RMN *C (DMSO-dg, & en
ppm: 59.54, 154.77, 147.92, 139.45,
133.37, 133.13, 125.26, 123.35,
120.10, 117.55, 112.31, 50.50, 45.55,
41.12, 19.20.

CHj

N-(4-Metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-
bencimidazol (14)

PM: 295 C,4H,,N,0

Espectro 25. IR (KBr) en cm™:
3135.63 (Ar-NH-R), 2836 (-OCHy),
2936.54 (-CH,), 1463.92 (-CH.,).
Espectro 26. EM (IE*) m/z (int.%): 295
(23) 253 (10), 121 (100).

Espectro 27. RMN *H (DMSO-dg, 3 en
ppm): 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.18-
7.02 (m, 3H), 6.95-6.77 (m, 4H), 4.51
(d, J = 5.9 Hz, 2H) intercambio con
D,0, 3.94 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 3.69 (s,
3H), 1.63 (dd, J = 14.6, 7.3 Hz, 2H),
0.86 (t, J = 7.4 Hz, 3H).

Espectro 28. RMN **C (DMSO-ds, d
en ppm: 158.56, 155.00, 142.95,
135.23, 132.83, 128.86, 120.50,
118.62, 115.36, 114.00, 107.82, 55.46,
45.58, 42.99, 22.27, 11.43.

Espectro 29. IR (KBr) en cm™: 3224
(Ar-NH-R), 2932.83 (CH;), 736.28 (Br).
Espectro 30. EM (IE*) m/z (int.%): 346
(M*+2, 15), 345 (M*+1, 80), 343
(83),302 (100), 300 (85), 132 (87).
Espectro 31. RMN *H (DMSO-dg, & en
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N-(4-Bromobencil)-2-amino-1-(isopropil )-
1H-bencimidazol (15)

PM: 344 C,,H,BrN,

ppm): 7.54-7.48 (m, 2H), 7.39-7.31 (m,
3H), 7.19 (dt, J = 7.4, 3.7 Hz, 2H)
intercambio con D,0, 6.91 (dtd, J =
23.9,7.4,1.2 Hz, 2H), 4.77-4.62 (m,
1H), 4.58 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 1.51 (d, J
=6.9 Hz, 6H).

Espectro 32. RMN *3C (DMSO-dg, d en
ppm: 154.29, 143.39, 140.47, 133.46,
131.44, 129.82, 120.41, 120.00,
118.68, 115.91, 110.07, 45.79, 45.66,
20.90.

SreUeg

H,C

2-amino-1-Butil-N-(4-clorobencil)-1H-
bencimidazol (16)

PM: 313 C,gH,,CIN,

Espectro 33. IR (KBr) encm™:
3171.64 (Ar-NH-R), 2870.72 (CH,),
747.91 (CI).

Espectro 34. EM (IE¥) m/z (int.%): 313
(23), 315 (M*+2, 10), 284 (23), 257
(30), 125 (100).

Espectro 35. RMN *H (DMSO-dg, d en
ppm): 7.50-7.26 (m, 4H), 7.28-7.20 (m,
1H) intercambio con D,0, 7.20-7.08 (m,
2H), 6.98-6.78 (m, 2H), 4.58 (d, J = 5.8
Hz, 2H), 4.00 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.71-
1.51 (m, 2H), 1.40-1.21 (m, 2H), 0.89
(dd, J=8.4, 6.4 Hz, 3H).

Espectro 36. RMN *3C (DMSO-dg,  en
ppm: *C NMR (101DMSO) & 154.81,
142.85, 140.06, 135.19, 131.55,
129.40, 128.53, 120.56, 118.76,
115.49, 107.89, 45.47, 41.47, 31.11,
19.89, 14.16.

6.2.2.5. Cristalografia de rayos X.

Ademas de los datos obtenidos por espectroscopia y espectrometria, del

compuesto 10 se pudo obtener una imagen cristalografica que sirvi6 de apoyo

para corroborar la estructura del compuesto, la interpretacion de los datos para la

obtencién de la estructura del compuesto y red del cristal fue determinada por el

Dr. Marcos Flores A. en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI)

de la Facultad de Quimica de la UNAM.

52




RESULTADOS Y DISCUSION ‘

T 02 QOmt S st
K/’) A\ S ST
Y O N Y e e O =520 08

[

7 : ) 3 2 AR o 12 |
p/h " /L\O\\ ’,j' Kﬁ\r":-'%‘d\—o—‘—‘\(q‘vyé o
> 7

Figura 25. Red cristalina y estructura del Compuesto 10.

Los datos cristalograficos se encuentran en el Apéndice 4.
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6.3. Parte bioldgica

6.3.1. Actividad biologica en los protozoarios Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica y Trichomonas vaginalis

Con la finalidad de incrementar la base de datos de compuestos en nuestro grupo
de trabajo para futuros estudios, los compuestos sintetizados fueron sometidos a
pruebas de actividad antiprotozoaria en los tres parasitos, los resultados de la
actividad de los compuestos 8-16, junto con sus controles positivos, se muestran

en la Tabla 18 y Gréfico 2.

Tabla 18. Actividad antiprotozoaria (Clsg) de los compuestos finales sintetizados

R
N Ry
@ \>—NH
N R;
\
R4
Giardia Entamoeba  Trichomonas
intestinalis histolytica vaginalis
Clso (M) Clso (M) Clso (M)
8 CHs H H Br 0.049 0.028 0.039
9 CHs OH Br H 0.058 .0.094 0.043
10 CHs OH Cl H 0.014 0.019 0.059
11 CHs OCH; H H 0.013 0.026 0.029
12 CH,CH3 H H OCHj3; 0.033 0.088 0.076
13 CH,CH3 H H N(CHs) 0.061 0.074 0.123
14 CH, H H OCHjs 0.084 0.091 0.077
CH,CH3
15 Isopropilo H H Br 0.063 0.034 0.042
16 CH,CH, H H Cl 0.058 0.047 0.054
CH.CH3

Metronidazol - - - - 1.228 0.350 0.216
Albendazol - - - - 0.037 56.60 1.592
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Con el propésito de poder visualizar los resultados de actividad antiprotozoaria

obtenidos, se calculo el inverso de Clsg (Grafico 2).

80

70

20

B Compuesto 8

B Compuesto 9

B Compuesto 10

60 B Compuesto 11
50 B Compuesto 12
40 B Compuesto 13
30

10

Compuesto 14
I P Compuesto 15
p— Compuesto 16
W m Albendazol
H Metronidazol

G. intestinalis E. histolytica T. vaginalis

Grafico 2. Actividad antiprotozoaria (1/Clsp) de los compuestos finales

sintetizados.

Contra G intestinalis, los compuestos mas activos fueron el 10 y 11, los cuales
fueron 2.6 veces y 2.8 veces mas potentes respectivamente que el Albendazol y
comparados con el Metronidazol estos fueron 87.7 y 94.4 veces mas potentes,
siendo este ultimo el farmaco de eleccion para este parasito.

Contra E. histolytica, los compuestos 10 y 11 fueron 18.4 veces y 13.46 veces mas
potentes respectivamente que el Metronidazol; comparados entre ellos el
compuesto 10 fue 1.36 veces mas efectivo, nuevamente todos los compuestos
fueron mas activos que el metronidazol.

Contra T. vaginalis todos los compuestos sintetizados presentaron mayor actividad
que el Metronidazol y el Albendazol; sin embargo, los compuestos 8, 9, 10, 11y 13
resultaron ser los mas potentes. En este caso el compuesto 11 resulto 2 veces

mas activo que el compuesto 10, destacandose como el compuesto mas activo.

55



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que todos los compuestos presentan actividad en el
orden de nanomolar y entre ellos la mayor actividad se presenta en los
compuestos 10 y 11, los cuales comparten similitudes estructurales como el 1-
metilbencimidazol y un grupo formador de puentes de hidrégeno en el anillo

aromatico bencénico

De acuerdo a estos datos podemos observar que los compuestos mas activos en
contra de estos parasitos resultan ser los compuestos con presencia de un metilo
en la posicion R4 del bencimidazol, pues al comparar los compuestos 8 y 15
podemos notar una disminucion en la actividad, por otro lado en algunos casos, al
incrementar la cadena alquilica, de nuevo se presenta una disminucidén de la

actividad, lo que se puede observar al comparar el compuesto 12 y 14.
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7. CONCLUSIONES

La formacion de iminas por calentamiento convencional resultd poco efectiva
en comparacion con el método de calentamiento con microondas, ya que el
uso de este ultimo disminuyd el tiempo de reaccion, facilitd la purificacion y al
mismo tiempo llevé a mayores rendimientos.

Se pudieron sintetizar los 9 compuestos (8-16) por las rutas de sintesis
propuestas. Estos compuestos resultaron ser moléculas novedosas que se
seleccionaron en base en un estudio de Acoplamiento Molecular.

La dinamica molecular del modelo de arginasa de L. mexicana evidencio la
presencia de una molécula de agua en el sitio catalitico con una estabilidad a
lo largo de 5 ns.

Los compuestos sintetizados resultaron tener actividad contra los protozoarios
anaerobicos Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas
vaginalis, especialmente el compuesto 11.

Los compuestos mas activos en contra de estos parasitos resultan ser los
compuestos con presencia de un metilo en la posicion 1 del bencimidazol. De
los cuales el 10 y 11 fueron los mas activos por encima de ABZ y MTZ contra
G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis.

Los resultados experimentales de los 5 compuestos reportados siguen una
tendencia similar con los resultados teoricos, lo que demuestra el potencial de
los estudios computacionales para el disefio de nuevos lideres.

El estudio computacional-quimico-biolégico juega una parte importante en
Quimica Farmacéutica para la obtencién de nuevos compuestos bioactivos o

posibles farmacos contra la leishmaniasis.
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8. PERSPECTIVAS

e Una vez que se obtengan los resultados in vitro en L. mexicana analizar los
resultados y relacionarlos con los resultados del estudio computacional.

e Para complementar estos ensayos es indispensable realizar la evaluacidn
enzimatica de la Arginasa de L. mexicana, con la finalidad de validar el modelo
computacional.

e Es recomendable volver a realizar el acoplamiento molecular con la arginasa ya
que la base de ZINC aumentdé su numero de ligandos de 8 millones en 2008 a
21 millones a la fecha, ademas de que recientemente en Protein Data Bank se
reportd la estructura cristalizada de la arginasa, lo anterior con la finalidad de
corroborar los resultados de acoplamiento molecular.

e Realizar ensayos in vitro contra el amastigote de L. mexicana, ya que es en esta
fase donde ocurre la reproduccion del parasito, la fase invasiva y lo que
ocasiona los efectos de la enfermedad.

e Es necesario realizar estudios de Microscopia Electronica de Barrido y de
transmision a los promastigotes tratados con estos compuestos. De esta forma
se pueden estudiar los efectos que ocurren en el parasito a nivel estructural,
ayudando a elucidar el posible mecanismo de accion.

e Ya que 5 de los compuestos estudiados por acoplamiento molecular presentaron
actividad contra el parasito, es recomendable realizar estudios de protedmica
para determinar si la arginasa es la responsable de la inhibicién del parasito y/o
encontrar otras enzimas que resulten afectadas con mayor fuerza en presencia
de los compuestos.

e Los resultados de acoplamiento molecular, dinamica molecular y datos
biolégicos muestran que en la posicién 1 se requieren grupos pequefios, como
metilos, etilos o propilos para que el compuesto interaccione mejor con el sitio
catalitico del mismo modo la posicién 2, 4 y 5 del bencilamino presentan gran

influencia en la actividad. Esto sugiere que se pueden hacer diversas
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modificaciones en estas regiones con la finalidad de mejorar la afinidad de las
moléculas colocando grupos formadores de puentes de hidrégeno o grupos que
formen interacciones con los iones Mn?* en el bencilamino, sobre todo en las
posiciones 2,4y 5.

Para evitar o retardar el metabolismo de los compuestos bencimidazolicos, se
pretende colocar grupos en la posicion 5 y/o 6 del nucleo de bencimidazol, como
el cloro. De esta forma puede aumentar su actividad al tener mayor cantidad del
compuesto no metabolizado. Ya que segun los resultados computacionales, no
hay interaccion de esta parte del nucleo de bencimidazol, por lo que no se afecta
directamente la interaccion del complejo ligando-enzima.

Una vez obtenidos los compuestos, someterlos al estudio computacional para
verificar que realmente tengan afinidad por la enzima del parasito mas que sobre
la del humano. Estudiar su estabilidad y energia de union del complejo ligando-
enzima, para que pueda realizarse su sintesis, evaluacion biolégica y

citotoxicidad.
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1. Instrumentacion

e Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla
IKA modelo IKAMAG RET basica con sensor de temperatura modelo
KATRON ETS-D4 fuzzy.

e El peso de las sustancias se determiné en una balanza granataria OHAUS
E4000, o bien, en una balanza analitica Sartorius A210P.

e La concentracién de las soluciones se llevaron a cabo en un rotaevaporador
marca Buchi modelo R-205 con vacio generado con bomba marca Buchi V-
800.

e Las hidrogenaciones cataliticas se llevaron a cabo en un hidrogenador marca
Parr modelo 3916EG, a 60 Ib/in? y 80 °C, y 250 mL como capacidad maxima,
adaptado a un tanque de hidrogeno INFRA y como catalizador Ni-Raney al
10% marca Aldrich.

e La determinacién de los puntos de fusion (pf) se realizé en un aparato Buchi

modelo B-540 utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.

e Los espectros de IR en pastilla de bromuro de potasio se determinaron en un
espectrofotometro de transformada de Fourier marca Perkin Elmer modelo

FT-IR-1600. Las sefiales se reportan en cm™.

e Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN 'H) se
determinaron en un equipo Varian modelo Unity Inova de 400 MHz, utilizando
como disolvente DMSOg4s. Como referencia interna se utilizé tetrametilsilano
(TMS). Los desplazamientos quimicos (&) se reportan en partes por millén
(ppm). La simbologia empleada es la siguiente: s = simple, sa = sefial amplia,

d = doblete, dd = doble de dobles, m = multiple.
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e Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (RMN '3C) se
determinaron en un equipo Varian modelo Unity Inova de 400 MHz, utilizando
como disolvente DMSOgys. Como referencia interna se utilizé tetrametilsilano

(TMS). Los desplazamientos quimicos (&) se reportan en partes por millén

(ppm).

e Los espectros de masas por impacto electronico (IE) se determinaron por
introduccion directa de la muestra (ID), en un aparato marca JEOL modelo
JMS-SX102A. La simbologia utilizada es: M+ = ién molecular, m/z = relacion

masa/carga y pb = pico base.

9.2. Sistemas cromatograficos
e El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizé por
cromatografia en capa fina (ccf), utilizando placas de vidrio cubiertas por gel
de silice 60, GF-254 (Merck). Los compuestos organicos se visualizaron con

luz ultravioleta (UV). Los sistemas utilizados fueron los siguientes:

Tabla 19. Sistemas cromatograficos.

Sistema Componentes Proporcion
I Hexano-Acetato de etilo 95:5
[l Hexano-Acetato de etilo 60:10
11 Hexano-Acetato de etilo 90:10
v CHCI3-MeOH 80:20
\% CHCI3-MeOH 85:15
VI CHCI3-MeOH 95:5
VI CHCI3-MeOH 98:2
VI Hexano-Cloroformo-Acetato de etilo 50:35:15
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9.3. Procedimientos sintéticos

9.3.1. Bromuro de ciandgeno (19)

Br, <+ NaCN > BrCN + KBr
PM 159.82 PM 49.01 PM 105.93
17 18 19

En un matraz de bola de 1000 mL con tres bocas, adaptado con bafo de hielo,
agitacion mecanica, termémetro y un embudo de adicion, se colocaron 188.12 g
de NaCN (2.88 mol) disueltos en 600 mL de agua. Poco a poco se adicionaron
147 mL (1.94 mol) de Br; sin que excediera la temperatura los 30°C, terminada la
adicion se mantuvo en agitacion por 1 hora en bafio de hielo. El sélido formado se
colecto por filtracién al vacio, y posteriormente se colocé en un matraz de 3 bocas
de 1000 mL acondicionado con un tapon de hule, agitacion mecanica, parrilla, un
termémetro y un tubo de destilacion conectado a un matraz colector de bola de 2
bocas de 500 mL, sumergido en un bafio de hielo, el cual estaba conectado con
una columna Vigreux. El producto se destilé6 a 82°C. Se obtuvieron 152.44 g

(49.96%) de cristales blancos, que se almacenaron a 4°C.

9.3.2. Método general para la sintesis de los 2-amino-l-alquil-1H-
bencimidazoles 5a-c

(a) Reaccion de Sustitucion Nucleofilica Aromatica

NO, NO,
EtOH
+ H,N-R i >
Presion y calor
Cl Exceso NH
PM 157.53 R
1 3a: R=CH,, PM 152.15

3b: R=CH,CH,, PM 166.17
3¢: R=CH,CH,CH,, PM 180.20

3d: R=CH(CH,),, PM 180.20

3e: R=CH,CH,CH,CH,, PM 194.23
3f: R=CH,CH(CH,),, PM 194.23
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En un reactor Parr de un litro se mezcld el 2-cloronitrobenceno (1) con la amina
primaria adecuada en etanol. La mezcla de reaccion se calenté con agitacion
hasta el consumo de 1. indicado por una ccf. Luego se dej6 enfriar y se tratdé con
agua y cloroformo. El producto crudo, un liquido café oscuro, se purificé por

filtracion de una solucioén cloroférmica en una columna de alimina neutra.

9.3.2.1. N-Metil-2-nitroanilina (3a)

A partir de 20.27 g (0.1270 mol) de 1y 34.3 g (3 eq) de clorhidrato de metilamina
en 150 mL de etanol, a una temperatura 135°C durante 21 horas, se obtuvieron
18.03 g (93.37%p/p) de producto crudo, del cual se obtuvieron por recristalizacién
con etanol unos cristales anaranjados (77.24%) (Rf 0.44, Sistema Il) y p. eb. 218-
221.2°C.

9.3.2.2. N-Etil-2-nitroanilina (3b)

Partiendo de 20 g (0.1269 mol) de 1y 31.04 g (3 eq) de clorhidrato de etilamina en
150 mL de etanol, calentados a 135°C durante 18.5 h, llevo 19.25 g (91.31%) de
un solido anaranjado puro, una sola mancha en ccf (Rf 0.44, Sistema Ill) y p. eb.
268-275°C.

9.3.2.3. N-Propil-2-nitroanilina (3c)

Partiendo de 15 g (0.0952 mol) de 1 y 36.40 g de clorhidrato de propilamina (3 eq)
en 150 mL de etanol, calentados a 135°C durante 18 horas, llevo 16.29 g (95%) de
un sélido anaranjado puro, una sola mancha en ccf (Rf 0.59, Sistema |) y p. eb.
268.6-271.2°C.

9.3.2.4. N-Isopropil-2-nitroanilina (3d)
Partiendo de 20 g (0.1269 mol) de 1 y 48.51 g de clorhidrato de isopropilamina (4
eq) en 150 mL de etanol, calentados a 135°C durante 18 horas, llevo a 20.58 g

(90.02 %) de un solido anaranjado puro, una sola mancha en ccf (Rf 0.43, Sistema
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[)y p. eb. 270-280.3°C.

9.3.2.5. N-Butil-2-nitroanilina (3e)

Partiendo de 20 g (0.127 mol) de 1 y 37.15 g de clorhidrato de butilamina (4 eq) en
150 mL de etanol, calentados a 120°C durante 18 horas, llevo a 21.58 g (87.58%)
de un sélido anaranjado puro, una sola mancha en ccf (Rf 0.68, Sistema I) y p. eb.
261.5-269.5°C.

9.3.2.6. N-Isobutil-2-nitroanilina (3f)

Partiendo de 20 g (0.127 mol) de 1y 37.10 g de clorhidrato de butilamina (4 eq) en
150 mL de etanol, calentados a 130°C durante 18 horas, llevd a 19.45 g (78.95%)
de un sodlido anaranjado puro, una sola mancha en ccf (Rf 0.4, Sistema I) y p. eb.
268-274°C.

(b) Reaccion de Reduccién por Hidrogenacién Catalitica.

NO, NH,
EtOH
o
TH H,,Pd/C TH
R R

4a: R=CH,, PM 122.15

4b: R=CH,CH,, PM 136.17

4c: R=CH,CH,CH,, PM 150.20

4d: R=CH(CH,),, PM 150.20

4e: R=CH,CH,CH,CH,, PM 164.23

4f: R=CH,CH(CH,),, PM 164.23
En un frasco de hidrogenacion Parr de 500 mL se suspendié la nitro-alquilamina
correspondiente en etanol con catalizador Pd/C al 5%. El frasco se acopl6 al
sistema de hidrogenacién, se realizé una carga con hidrégeno hasta 30 Ib/in® de
presion y se succiond con vacio, esta operacion se realizd 3 veces. Finalmente, el
frasco se llend con hidrogeno hasta 60 Ib/in? y se agité a temperatura ambiente

hasta que no se consumié mas hidrogeno. La mezcla de reaccién se filtré6 usando
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celita, el filtrado se concentré a sequedad a presion reducida. El producto crudo se

usé como tal en la reaccion siguiente.

9.3.2.7. N-Metil-1,2-bencenodiamina (4a)
Partiendo de 18.05 g (0.118 mol) de 3a y 0.9 g de catalizador Pd/C en 180 mL de
etanol se consumieron 500 Ib/in® de hidrogeno en 1:15 H. Se obtuvo un sélido

amorfo, una sola mancha por ccf (Rf de 0.24 Sistema II).

9.3.2.8. N-Etil-1,2-bencenodiamina (4b)
Partiendo de 5 g (0.030 mol) de 3b y 0.25 g de catalizador Pd/C en 50 mL de
etanol se consumieron 96 Ib/in? de hidrégeno en 15 min. Se obtuvo un solido

amorfo, una sola mancha por ccf (Rf de 0.26 Sistema II).

9.3.2.9. N-Propil-1,2-bencenodiamina (4c)
Partiendo de 10 g (0.055 mol) de 3c y 0.5 g de catalizador Pd/C en 100 mL de
etanol se consumieron 250 Ib/in? de hidrégeno en 1 h. Se obtuvo un sélido amorfo,

una sola mancha por ccf (Rf de 0.4 Sistema ).

9.3.2.10. N-Isopropil-1,2-bencenodiamina (4d)
Partiendo de 18 g (0.099 mol) de 3d y 0.9 g de catalizador Pd/C en 100 mL de
etanol se consumieron 480 Ib/in? de hidrégeno en 1 h. Se obtuvo un sélido amorfo,

una sola mancha por ccf (Rf de 0.36 Sistema ).

9.3.2.11. N-Butil-1,2-bencenodiamina (4e)
Partiendo de 20 g (0.102 mol) de 3e y 1 g de catalizador Pd/C en 100 mL de
etanol se consumieron 189 Ib/in? de hidrégeno en 2 h. Se obtuvo un sélido amorfo,

una sola mancha por ccf (Rf de 0.38 Sistema I).
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9.3.2.12. N-Isobutil-1,2-bencenodiamina (4f)
Partiendo de 19.45 g (0.100 mol) de 3f y 0.97 g de catalizador Pd/C en 100 mL de
etanol se consumieron 270 Ib/in? de hidrogeno en 1 h 40 min. Se obtuvo un sélido

amorfo, una sola mancha por ccf (Rf de 0.26 Sistema ).

(c) Reaccion de ciclocondensacion

NH, N
EtOH, H,0 | \>—NH2
+ BrCN >
NH N
| PM 105.93 \
R 19 R,
4a: R=CH3, PM 122.15 Ba: R=CH3, PM 147.15
4b: R=CH,CH,, PM 136.17 5b: R=CH,CH,, PM 161.17
4c¢: R=CH,CH,CH,, PM 150.20 5¢: R=CH,CH,CH,, PM 175.20
4d: R=CH(CHj),, PM 150.20 5d: R=CH(CH,),, PM 175.20
4e: R=CHZCH2CH2CH3, PM 164.23 5e: R=CHZCH2CH2CH3, PM 189.23
4f: R=CH,CH(CH,),, PM 164.23 5f: R=CH,CH(CH.,),, PM 188.23

En un matraz de bola con dos bocas, adaptado con agitador magnético,
termometro y una columna Vigreux, se mezclo la diamina correspondiente en una
mezcla de etanol y agua, enseguida se agreg6 19, cuidando que la temperatura no
sobrepasara los 70°C. Terminada la adicién se dejo en agitacion a temperatura
ambiente. Posteriormente se agregd carbon activado y se dejé en agitacion. La
mezcla de reaccion se filtr6 con succion usando celita. Al filtrado se le agregoé

hidréxido de amonio hasta pH 11. El producto obtenido se sometié a purificacion.

9.3.2.13. 2-amino-1-Metil-1H-bencimidazol (5a)

Partiendo de 18.03 (0.147 mol) de 4a en 20 mL de etanol, 80 mL de agua, y 18.64
g (0.176 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un sdlido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 17.33 g (79.79%) de un polvo blanco, (Rf 0.4, Sistema V) con un pf
de 226.1-227.6°C.
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9.3.2.14. 2-amino-1-Etil-1H-bencimidazol (5b)

Partiendo de 5 g (0.036 mol) de 4b en 20 mL de etanol, 80 mL de agua y 9.34 g
(0.440 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un solido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 2.37 g (40.12%) de un polvo blanco, (Rf 0.34, Sistema V) con un pf
de 154-155°C.

9.3.2.15. 2-amino-1-Propil-1H-bencimidazol (5c)

Partiendo de 8.5 (0.056 mol) de 4c en 30 mL de etanol, 70 mL de aguay 7.19 g
(0.678 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un solido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 3.96 g (40%) de un polvo blanco, (Rf 0.38, Sistema V) con un pf de
134-135°C.

9.3.2.16. 2-amino-1-Isopropil-1H-bencimidazol (5d)

Partiendo de 15 (0.099 mol) de 4d en 30 mL de etanol, 70 mL de agua y 12.69 g
(0.119 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un sélido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 6.52 g (37.71%) de un polvo blanco, (Rf 0.47, Sistema V) con un pf
de 198-198.9°C.

9.3.2.17. 2-amino-1-Butil-1H-bencimidazol (5e)

Partiendo de 19.72 (0.120 mol) de 4e en 30 mL de etanol, 70 mL de agua y 15.25
g (0.143 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un sdlido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 5.58 g (24.59%) de un polvo blanco (Rf 0.5, Sistema IV) con un pf
de 126.8-127.4°C.

9.3.2.18. 2-amino-1-Isobutil-1H-bencimidazol (5f)

Partiendo de 19.45 (0.118 mol) de 4f en 20 mL de etanol, 80 mL de aguay 15.05 g
(0.142 mol, 1.2 eq) de 19, se obtuvo un soélido blanco el cual se recristalizé de
agua para dar 4.63 g (20.66%) de un polvo blanco, (Rf 0.63, Sistema V) con un pf
de 155.8-156.8°C.
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9.3.3. Método general para la sintesis de las iminas intermediarias

(a) Reacciones con calentamiento convencional

H 40 R,
N
N\ R,
| NH, Tolueno N R4
+ > N/
N\ 120 °C | N
R Rs N R,
R4 R

5a: R=CH,, PM 147.15 7a: R,=CH,, R,=H, R,=H, R,=Br PM 313.02
5b: R=CH,CH,, PM 161.17 7b: R;=CH,, R,=OH, R,;=Br, R,=H PM 329.19
5c: R=CH,CH,CH,, PM 175.20 7¢: R,=CH,, R,=OH, R,=Cl, R,=H PM 284.74
5d: R=CH(CHs,),, PM 175.20 7d: R;=CH,, R,=OCH,, R,=H,R,=H PM 264.13
5e: R=CH,CH,CH,CH,, PM 189.23 7e: R,=CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=OCH, PM 278.34
5f: R=CH,CH(CH,),, PM 188.23 7f: R,;=CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=N(CH,), PM 292.37

79: R=CH,CH,CH;, R,=H, R;=H, R,=OCH, PM 292.15
7h: R=CH(CH,),, R,=H, R;=H, R,=Br PM 341.23
7i: R=CH,CH,CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=Cl PM 310.80

En un matraz de 200 mL acondicionado con una trampa Dean Stark, condensador
en posicion de reflujo, atmoésfera de nitrégeno y agitacion magnética se colocé el
bencimidazol apropiado en tolueno y se agregd el aldehido adecuado en
atmésfera de nitréogeno. Se calentd a 120°C destilando tolueno con agua y
rellenando con tolueno anhidro. El crudo de la reaccidon se concentré a sequedad y

se sometio directamente a la siguiente reaccion.

9.3.3.1. (E)-1-(4-Bromofenil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina (7a)
Partiendo de 3.0 g (0.0204 mol) de 5a y 2.167g (0.0117 mol, 1.74 eq) de 4-
bromobenzaldehido se calenté a 120°C por 2 dias. El producto de la reaccion (Rf

0.72 Sistema VIl) se sometié directamente a la siguiente reaccion.
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9.3.3.2. (E)-1-(5-Bromo-2-hidroxibencil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-
ilmetanimina (7b)

Partiendo de 0.5 g (0.0034 mol) de 5ay 0.979 g (0.0049 mol, 1.43 eq) de 5-bromo-
2-hidroxibenzaldehido se calenté a 120°C por 2 dias. El producto de la reaccion
(Rf 0.46, Sistema VIII) se someti6 directamente a la siguiente reaccion.

9.3.3.3. (E)-2-(4-Cloro)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina (7c)

Partiendo de 1 g (0.0068 mol, 1.4 eq) de 5ay 0.762 g (0.0049 mol) de 5-cloro-2-
hidroxibenzaldehido se calenté a 120°C por 2 dias. El producto de la reaccion (Rf

0.55, Sistema VII) se sometié directamente a la siguiente reaccion.

9.3.3.4. (E)-1-(2-Metoxifenil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina (7d)

Partiendo de 1 g (0.068 mol) de 5ay 1.10 g (0.0081 mol, 1.19 eq) de 2-metoxibenz
aldehido se calentd a 120°C por 1 semana. Debido a que no se consumia toda la
materia prima se paso por una columna de gel de silice usando Cloroformo-
Metanol 98:2 como fase movil, la cual se concentré a sequedad. El analisis por ccf
mostro la presencia del bencimidazol, el aldehido y la imina correspondiente (Rf
0.37 Sistema V). El producto crudo se sometié directamente a la siguiente

reaccion.

9.3.3.5. (E)-N-(1-Etil-1H-bencimidazol-2-il)-1-(4-metoxifenil)metanimina (7€)

Partiendo de 2 g (0.0124 mol) de 5b y 1.68 g (0.0123 mol) de 4-metoxibenz
aldehido se calenté a 120°C por 1 semana. Debido a que no se consumia toda la
materia prima se paso por una columna de gel de silice usando Cloroformo-
Metanol 98:2 como fase movil, la cual se concentré a sequedad. El analisis por ccf
mostro la presencia de bencimidazol, el aldehido y la imina correspondiente (Rf

0.37 Sistema V), el producto se sometié directamente a la siguiente reaccion.
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9.3.3.6. (E)-1-(4-Metoxifenil)-N (1-propil-1H-bencimidazol-2-il) metanimina (7g)
Partiendo de 2.5 g (0.0142 mol) de 5¢c y 1.93 g (1.2 eq, 0.0142 mol) de 4-
metoxibezaldehido se calenté a 120°C por 1 semana. Debido a que no se
consumia toda la materia prima se pasé por una columna de gel de silice usando
Cloroformo-Metanol 98:2 como fase mdvil, la cual se concentré a sequedad. El
analisis por ccf mostro la presencia de bencimidazol, el aldehido y la imina
correspondiente (Rf de 0.75 Sistema V), el producto crudo se sometid

directamente a la siguiente reaccion.

9.3.3.7. (E)-1-(4-Bromofenil)-N-(1-isopropil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina

(7h)

Partiendo de 2.11 g (0.0120 mol) de 5d y 2.22 g (0.0120 mol) de 4-
bromobenzaldehido se calenté a 120°C por 2 dias. Debido a que no se consumia
toda la materia prima se concentré6 a sequedad. El analisis por ccf mostro
presencia del bencimidazol, el aldehido y la imina correspondiente (Rf de 0.6
Sistema VI), el crudo de la reaccién se sometid directamente a la siguiente

reaccion.

9.3.3.8. (E)-N-(1-Butil-1H-bencimidazol-2-il)-1-(4-clorofenil)metanimina (71)

Partiendo de 1.5 g (0.0079 mol) de 5e¢ y 1.11 g (0.0079 mol) de 4-
clorobenzaldehido se calenté a 120°C por 2 dias. Destilando. Debido a que no se
consumia toda la materia prima se concentré a sequedad. El analisis por ccf
mostré presencia del bencimidazol, el aldehido y la imina correspondiente (Rf de
0.84 Sistema VI), el crudo de la reaccidon se sometié directamente a la siguiente

reaccion.
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(b) Reacciones con calentamiento de microondas

N R MW 270 W,160 °C
| \%NH2 + 2 ' N 7 R4
N ortoformiato de | \>—N
\ metilo 15 min
R, Rs N Ry
Ry R,

5a: R=CH,, PM 147.15 7a: R;=CH,, R,=H, R;=H, R,=Br PM 313.02
5b: R=CH,CH,, PM 161.17 7b: R,=CH,, R,=OH, R;=Br, R,=H PM 329.19
5c: R=CH,CH,CHs,, PM 175.20 7¢: R;=CH,, R,=OH, R,=Cl, R,=H PM 284.74
5d: R=CH(CHs),, PM 175.20 7d: R;=CH,, R,=OCH,, R;=H,R,=H PM 264.13
5e: R=CH,CH,CH,CH,, PM 189.23 7e: R;=CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=OCH, PM 278.34
5f: R=CH,CH(CH,),, PM 188.23 7f: R,=CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=N(CH,), PM 292.37

79: R=CH,CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=OCH, PM 292.15
7h: R=CH,(CH,),, R,=H, R;=H, R,=Br PM 341.23
7i: R=CH,CH,CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=CI PM 310.80

Se colocaron el bencimidazol y el aldehido en un vial adecuado con 15 mL de
DMF y 3 6 4 eq de ortoformiato de metilo. El vial se colocd dentro de un reactor de
microondas marca Anton Parr Synthos 3000 con rotor MF100-T4 y se calentd bajo
condiciones controladas. Terminado el tiempo de reaccion, la mezcla se concentré
a presion reducida obteniéndose el producto crudo de la reaccion. El analisis por
ccf mostrd el consumo total de la materia prima bencimidazdlica y la presencia del

aldehido, la mezcla se sometié directamente a la reaccion siguiente de reduccion.

9.3.3.9. (E)-1-(4-Bromofenil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina (7a)

Partiendo de 1 g (0.0068 mol) de 5a y 1.50 g (0.0081 mol, 1.19 eq) de 4-
bromobenzaldehido con 3 eq. de ortoformiato de metilo se acondicioné la reaccion
a una temperatura [.R= 160°C P= 450 Watts, con 3 min de rampa, 15 min de
reaccion y 15 min de enfriamiento. Se obtuvo un polvo naranja con Rf 0.72,

Sistema VII.
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9.3.3.10. (E)-1-(5-Bromo-2-hidroxibencil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)
metanimina (7b)

Partiendo de 1 g (0.0068 mol) de 5a y 1.245 g (0.0062 mol) de 5-bromo-2-
hidroxibenzaldehido con 4 eq de ortoformiato de metilo se acondicionoé la reaccion
a una temperatura I.R= 160°C P= 600 Watts, con 3 min de rampa, 15 min de
reaccion P= 300 Watts y 15 min de enfriamiento. Se obtuvo un polvo naranja con
Rf 0.46, Sistema VIII.

9.3.3.11. (E)-1-(2-Metoxifenil)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il) metanimina (7d)
Partiendo de 1.5 g (0.0102 mol) de 5a y 1.66 g (0.0122 mol, 1.196 eq.) de 2-
metoxibenzaldehido con 3 eq de ortoformiato de metilo se acondicioné la reaccion
a una temperatura [.R= 210°C P= 600 Watts, con 3 min de rampa, 30 min de
reaccion y 15 min de enfriamiento. Se obtuvo un polvo naranja con Rf 0.6, Sistema
VII.

9.3.3.12. (E)-4-(N,N-dimetilanilina)-(1-Etil-1H-bencimidazol-2-il)metanimina (7f)
Partiendo de 0.5 g (0.0031 mol) de 5b y 0.58 g (0.0036 mol, 1.15 eq.) de 4-
isopropilaminobenzaldehido con 3 eq de ortoformiato de metilo se acondicioné la
reaccion a una temperatura I.R=210°C P= 600 Watts, con 5 min de rampa, 30 min
de reaccion y 15 min de enfriamiento. Se obtuvo un polvo naranja con Rf 0.69

Sistema VI.
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9.3.4. Reduccion de las iminas. Compuestos finales.

Rs

SO e
| N
R

R

7a: R,;=CH,, R,=H, R,=H, R,=Br PM 313.02

7b: R,=CH,, R,=OH, R,=Br, R,=H PM 329.19

7¢: R,;=CH,, R,=OH, R;=Cl, R,=H PM 284.74

7d: R,;=CH,, R,=OCH,, R;=H,R,=H PM 264.13

7e: R,;=CH,CH,, R,/H, R;=H, R,=OCH, PM 278.34
7f. R;=CH,CH,, Ry=H, R,=H, R,=N(CH,), PM 292.37
7¢: R=CH,CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=OCH, PM 292.15
7h: R=CH,(CH,),, R,=H, Ry=H, R,=Br PM 341.23

7i: R=CH,CH,CH,CHj,, R,=H, R;=H, R,=Cl PM 310.80

NaBH, MeOH N R,
= | D—NH
CEN\ "

R

8: R;=CH,, R,=H, R;=H, R,=Br PM 316.02

9: R;=CH,, R,=OH, R,=Br, R,=H PM 332.19

10: R,=CH,, R,=OH, R;=Cl, R,=H PM 287.74

11: R,=CH,, R,=OCH,, R,=H,R,=H PM 267.13

12: R,=CH,CH,, R,=H, R;=H, R,=OCH, PM 281.34
13: R;=CH,CH,, R,=H, R,;=H, R,=N(CH,), PM 295.37
14: R=CH,CH,CH,, R,=H, R,=H, R,=OCH, PM 295.15
15: R=CH,(CH,),, R,=H, R,=H, R,=Br PM 344.23

16: R=CH,CH,CH,CH,, R,=H, Ry=H, R,=Cl PM 313.80

En un matraz de bola de 200 mL acondicionado con agitacién magnética se coloco
la imina en metanol a 0 °C y se agregé el NaBH,4 bajo atmosfera de nitrégeno. Se
dejo en agitacion a temperatura ambiente hasta que el analisis por ccf mostrara el
consumo total de la materia prima. Se concentré a sequedad y el sodlido

anaranjado amorfo se sometid a purificacion.

9.3.4.1. N-(4-bromobencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol. (8)

Se partié de 2.4 g (0.0077 mol) de 7a y 0.304 g (0.0080 mol, 2.1 eq.) de NaBHa.
Terminada la reaccion en una h se concentrd el disolvente y se recristalizé de
metanol. Se obtuvieron 1.48 g (61.66%) de cristales blancos, (Rf 0.66, Sistema
VI) y un pf de 189.6-190.9°C.

9.3.4.2. N-(5-Bromo-2-hidroxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (9)

Se partié de 0.5 g (0.0015 mol) de 7b y 0.149 g (0.0039 mol, 5.25 eq.) de NaBHa.
Terminada la reaccion en 1 h a 0°C y 1 h temperatura ambiente, se concentro el
disolvente y el producto se recristalizo de metanol. Se obtuvieron 0.330 g (65.60%)
de cristales blancos, (Rf 0.65, Sistema VI) y un pf de 211.1-211.9°C.
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9.3.4.3. N-(5-Cloro-2-hidroxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (10)

Se partié de 1.0 g (0.0039 mol) de 7c y 0.381 g (0.0101 mol, 5.16 eq) de NaBHa.
Terminada la reaccién en una 1 hora a 0°C y 1 h a temperatura ambiente se
concentro el disolvente y se recristalizo en metanol. Se obtuvieron 0.750 g (75%)
de cristales blancos, (Rf 0.53, Sistema VII) y un pf de 209-209.7°C.

9.3.4.4. N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (11)

Se partio de 0.5 g (0.0019 mol) de 7d y 0.0832 g (0.0022 mol, 2.32 eq) de NaBHa.
Terminada la reaccién en 1 h a 0°C y 2 h a temperatura ambiente, se concentré el
disolvente y se recristalizo en etanol. Se obtuvieron 0.336 g (66.53%) de cristales
blancos, (Rf 0.46, Sistema VII) y un pf de 165.4 -166°C.

9.3.4.5. 2-amino-1-etil-N-(4-metoxibencil)-1H-bencimidazol (12)

Se partio de 1.30 g (0.0047 mol) de 7e y 0.284 g (0.0150 mol, 3.21 eq) de NaBHa.
Terminada la reaccién en 1 h a 0°C y 1 h a temperatura ambiente, se concentré el
disolvente y se recristaliz6 en metanol. Se obtuvieron 0.530 g (42.74%) de
cristales blancos, (Rf 0.56, Sistema V) y un pf de 149-150.2°C.

9.3.4.6 N-[4-(dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-1H-bencimidazol (13)

Se partio de 0.5 g (0.00171 mol) de 7f y 0.111 g (0.0029 mol, 3.43 eq.) de NaBH,.
Terminada la reaccién en 1 h a 0°C y 1 h a temperatura ambiente, se concentré el
disolvente y se recristalizo en metanol. Se obtuvieron 0.242 g (48.4%) de cristales
blancos, (Rf 0.23, Sistema VII) y un pf de 188.8-191°C.

9.3.4.7. N-(4-metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-bencimidazol (14)
Se partio de 1.11 g (0.0038 mol) de 7g y 0.244 g (0.0064 mol, 3.39 eq) de NaBHa.
Terminada la reaccion se dejé en agitacion por 1 h a 0°C y 1 h a temperatura

ambiente, se concentré el disolvente y se recristalizo en metanol. Se obtuvieron

74



PARTE EXPERIMENTAL

0.169 g (15.31%) de cristales blancos, (Rf 0.54, Sistema V) y un pf de 179-
180.7°C.

9.3.4.8. N-(4-bromobencil) 2-amino-1-(isopropil)-1H-bencimidazol (15)

Se partio de 1.3 g (0.0038 mol) de 7h y 0.4958 g (0.0131 mol, 6.88 eq.) de NaBH..
Terminada la reaccién en 1 h a 0°C y 1 h a temperatura ambiente, se concentré el
disolvente y se recristalizo en metanol. Se obtuvieron 0.56 g (43.17%) de cristales
blancos, (Rf 0.46, Sistema VII) y un pf de 197-197.6°C.

9.3.4.9. 2-amino-1-butil-N-(4-clorobencil)-1H-bencimidazol (16)

Se partié de 1.26 g (0.0041 mol) de 7i y 0.261 g (0.0069 mol, 3.4 eq) de NaBH,.
Terminada la reaccién en 1 h a 0°C y 1 h a temperatura ambiente, se concentré el
disolvente y se recristalizo en metanol. Se obtuvieron 0.889 g (77.06%) de
cristales blancos, (Rf 0.61, Sistema V) y un pf de 165.2-166.4°C.
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Espectro 1. IR N-(4-bromobencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol. (8)

‘ SOU.LOAdSH




52

4 63

146

119

90

132

77
118 131

89
92 133
65 |78 104

76 116 145
Lk
L\‘\i\‘\}‘”‘m\u ‘ Ly MH \‘

129 147

158
Liyig \‘\H

160

169

171

219
184

186 206 | 221
| \ Ml

236

258

Br

312

g5 287 300

284297

314

315

317

318

319

08

100 150

200
m/z

T
250

300

Espectro 2. EM (IE) N-(4-bromobencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol. (8).
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Espectro 3. RMN 'H N-(4-bromobencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol. (8).
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Espectro 14. EM (IE) N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (11).
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Espectro 15. RMN "H N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (11).
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Espectro 16. RMN *C N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (11).
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Espectro 17. IR 2-amino-1-etil-N-(4-metoxibencil)-1H-bencimidazol (12).
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Espectro 18. EM (IE) 2-amino-1-etil-N-(4-metoxibencil)-1H-bencimidazol (12).
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Espectro 19. RMN "H 2-amino-1-etil-N-(4-metoxibencil)-1H-bencimidazol (12).
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Espectro 20. RMN "®C2-amino-1-etil-N-(4-metoxibencil)-1H-bencimidazol (12).
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Espectro 21. IR N-[4-(dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-1H-bencimidazol (13).
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Espectro 22. EM (IE) N-[4-(dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-1H-bencimidazol (13).
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Espectro 23. RMN "H N-[4-(dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-1H-bencimidazol (13).
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Espectro 24. RMN "C N-[4-(dimetilamino)bencil]-2-amino-1-etil-1H-bencimidazol (13).
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IR N-(4-metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-bencimidazol (14).
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Espectro 26. EM (IE) N-(4-metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-bencimidazol (14).
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Espectro 27. RMN "H N-(4-metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-bencimidazol (14).
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Espectro 28. RMN "C N-(4-metoxibencil)-2-amino-1-propil-1H-bencimidazol (14).
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Espectro 29. IR N-(4-bromobencil)-2-amino-1-(isopropil)-1H-bencimidazol (15).
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Espectro 30. EM (IE) N-(4-bromobencil)-2-amino-1-(isopropil)-1H-bencimidazol (15).
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Espectro 31. RMN "H N-(4-bromobencil)-2-amino-1-(isopropil)-1H-bencimidazol (15).
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Espectro 32.

RMN "*C N-(4-bromobencil)-2-amino-1-(isopropil)-1H-bencimidazol (15).
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Espectro 33. IR 2-amino-1-butil-N-(4-clorobencil)-1H-bencimidazol (16).
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Espectro 34. EM (IE) 2-amino-1-butil-N-(4-clorobencil)-1H-bencimidazol (16).
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Espectro 35. RMN 'H 2-amino-1-butil-N-(4-clorobencil)-1H-bencimidazol (16).
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Espectro 36. RMN >C RMN 2-amino-1-butil-N-(4-clorobencil)-1H-bencimidazol (16).
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Espectro 37. IR N- Metil-2-nitroanilina (3a).
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Espectro 39. RMN '"H N- Metil-2-nitroanilina (3a).
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Espectro 41. EM (IE) N- Etil-2-nitroanilina (3b).
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Espectro 42. RMN "H N- Etil-2-nitroanilina (3b).
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Espectro 58. IR 1-Etil-2-amino-1H-bencimidazol (5b).
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Espectro 61. IR 1-Propil-2-amino-1H-bencimidazol (5c¢).
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Espectro 67. IR 1-Butil-2-amino-1H-bencimidazol (5e).
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Espectro 69. RMN 'H 1-Butil-2-amino-1H-bencimidazol (5e).
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Espectro 70. IR 1-Isobutil-2-amino-1H-bencimidazol (5f)
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Apéndice 1. Fundamentos tedricos.

Este apartado fe elaborado con el fin de explicar de forma breve y concisa los
fundamentos computacionales empleados en este trabajo. En este apartado se
abordan los temas relacionados a las técnicas y principios para el acoplamiento

molecular, dinamica molecular.
A.1.1 Acoplamiento Molecular (Docking)

El acoplamiento molecular (Docking) es una técnica computacional que permite
predecir la conformacion y orientacién del ligando en el sitio de uniéon de la
proteina blanco, asi como plantear nuevas aproximaciones al disefio del
farmaco.? Esta técnica se emplea cuando la estructura de la diana es conocida,
usualmente a partir de estudio de cristalografia de rayos X, por resonancia
magnética nuclear (RMN) o bien por técnicas bioinformaticas de prediccidon
estructural. El conocimiento estructural del receptor abre la posibilidad de
examinar la inducciéon de cambios estructurales en el ligando para predecir la
orientacién mas estable dentro del sitio de union. Esto se realiza mediante una
exploracion exhaustiva del espacio conformacional del ligando, asi como una
discriminacion entre los diferentes modos de uniéon que puede adoptar el ligando
en la proteina, y finalmente se estima la energia de unién con el receptor. La
energia de union del complejo ligando-receptor, generalmente expresada en
términos termodinamicos como energia libre de Gibbs (DGnisn), considera factores
estéricos, electrostaticos, rigidez de la macromolécula, formacion de puentes de
hidrogeno, asi como energia de solvatacion y factores entrépicos rotacionales y

traslacionales.?®
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(agq

Figura 26. Esquematizacion del fundamento del acoplamiento molecular, en
donde el inhibidor (1) se une ala enzima (E) y forma el complejo inhibidor-enzima
(E +1).

Durante el estudio de acoplamiento molecular se formula una serie de valores que
contemplan la orientacion, conformacion y translacion del ligando en el receptor,
cuyo estado y coordenadas provienen de un algoritmo, al cual se le denomina
algoritmo genético.

Existen varias técnicas para la identificacién del modo de unién del ligando al
receptor, pero de forma general éstas contemplan un espacio delimitado mediante
la generacion de una malla (GRID) de energia potencial, la cual almacena la
informacion de la contribucion energética del potencial electrostatico y de van der
Waals del receptor en ciertos puntos, la busqueda del espacio conformacional del
ligando mediante la implementacion de métodos estocasticos (Monte Carlo) o
azarosos (algoritmos genéticos) , para la evaluacion y posicionamiento (RANK)

final a partir del puntaje (score)de las conformaciones finales. 2*

En el caso del programa AutoDock®, la energia de unién se describe en términos
aditivos de varios componentes que contribuyen a la energia de formacién del
complejo ligando-receptor, mostrados en la siguiente ecuacion. (Trejo-Soto, P.

2011. Tesis de licenciatura.) Sintesis de tres carboxamidas bencimidazolicas
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disefiadas por docking como inhibidores potenciales de la Tirosafosfato isomerasa
(TIM) de Entamoeba Histolytica. Facultad de Quimica, UNAM. México, D.F.)

AG unic’)n=AGdisolvente"'AGc:onformaci(')n"'AG‘interacci(’)n"'AG rotacic’m+AGt/r+AGvibracién

Doénde:

e AGgsovente ©S la contribucion debida a efectos del disolvente, como
interacciones disolvente-ligando, disolvente proteina y disolvente complejo
ligando-receptor-

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

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

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

e AGy; es la pérdida energética traslacional y rotacional debida a la asociacion de
dos moléculas.

o AG,ipracisn COrresponde a los cambio de energia libre debido a los cambios en

los modos vibracionales.

Uno de los aspectos mas criticos de esta técnica es la dificultad de explorar de
forma completa los cambios conformacionales que puedan ocurrir en el receptor,
tanto en las cadenas laterales de los residuos como especialmente en cambios
que afecten la disposicion del sitio de unién. En los ultimos afios se han producido
avances importantes en la resolucién de dichas dificultades, como el uso de
funciones de puntuacion consenso (hit consensus), que consiste en seleccionar
los conférmeros con base en resultados obtenidos por mas de dos software
diferentes, y la re-evaluacion a posteriori de las afinidades y conformaciones

mediante el empleo de técnicas de dinamica molecular o metadinamica.
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A.1.2. Dindmica Molecular.

Los métodos de simulacion dinamica son ampliamente utilizados para obtener
informacion acerca de la evolucién conformacional, cinética y termodinamica de
proteinas, o otras macromoléculas biologicas, durante un determinado periodo de
tiempo. Los diferentes procesos dinamicos que pueden ser caracterizados para
proteinas, presentan escalas de tiempo que van desde los femtosegundos hasta
las horas, para cada uno de los cuales existe un extenso rango de amplitudes y
energias obtenidos a partir de la integracion de una serie de algoritmos
matematicos a la ecuacion de movimiento. El tiempo de movimiento a designar
dependera de la funciéon bioquimica a evaluar. Las reacciones enzimaticas son
rapidas y localizadas (10-11 — 10-7 segundos); el acoplamiento alostérico y el
proceso de plegamiento son movimientos muy lentos (10-5 — 1 segundos);
mientras que la asociacion de subunidades ocurre en un mayor numero de

movimientos (>1 segundo).

Los sistemas macromoleculares son complejos y consisten de un gran numero de
particulas, por lo que este tipo de simulaciones se llevan a cabo empleando
calculos de mecanica molecular (MM) que permiten describir superficies de
energia potencial y propiedades fisicas acerca del comportamiento atomico. En
estas simulaciones se involucra un calculo numérico iterativo de las fuerzas
instantaneas presentes en el sistema MM y los movimientos correspondientes de
dicho sistema. Los modelos de MM representan a los atomos como esferas y a los
enlaces como resortes, por lo que al final el sistema macromolecular consiste en
un grupo de particulas que presentan movimiento en respuesta a sus
interacciones y distancias, de acuerdo a las ecuaciones de movimiento definidas

por la mecanica clasica.?
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El proceso de dinamica molecular (DM) considera una serie de factores entre los

que se encuentran los siguientes:

o El ambiente simulado: el reproducir las condiciones experimentales permite
evaluar el comportamiento real de la proteina en un organismo. La proteina
se puede estudiar como una entidad aislada (al vacio) o como un sistema
rodeado por moléculas de agua, iones y/o por proteinas vecinas (ambiente
cristalino). La simulacién de la solvatacion de la proteina incluye la
posibilidad de establecer un sistema electrostatico, implicito (se desprecian
las interacciones solvente-proteina para reducir tiempo de calculo) o
explicito (en el que se consideran las interacciones estéricas y electronicas
del disolvente con la macromolécula)

e Longitud de la simulacién: se encuentra delimitada por una serie de factores
a considerar, entre los cuales se encuentra el costo computacional (tiempo
de maquina) para evaluar las interacciones, el numero de interacciones
necesarias para evaluar cada periodo de tiempo, los periodos de tiempo
para ese proceso Yy el numero de grados de libertad para la propagacion.

e Condiciones experimentales: debido a la importancia de replicar las
condiciones experimentales, la DM considera factores como presion vy

temperatura para reproducir las condiciones fisicas reales.

A.1.3. Disefio de farmacos asistido por computadora.

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) es un area del diseno
racional de farmacos y consiste en aplicar algun procedimiento realizado por una
computadora con la finalidad de descubrir nuevos farmacos en un menor tiempo y
costo. ElI DIFAC tiene como objetivos principales el descubrir nuevos lideres
moleculares, optimizar a los lideres ya existentes y seleccionar, de una biblioteca

de moléculas, a los candidatos que tienen mayor probabilidad (o menor
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probabilidad) de convertirse en farmacos exitosos. Desde luego, las predicciones
obtenidas con el DIFAC, como en muchas otras disciplinas cientificas, deben

someterse a pruebas experimentales.

Los métodos del DIFAC pueden agruparse en dos areas principales: métodos
basados en el ligando, cuando se conoce la estructura de una serie de moléculas
con la misma actividad biolégica (Relaciones estructura-actividad), y métodos
basados en el receptor. Este ultimo método se emplea cuando se conoce la
estructura del receptor, determinando la zona con la cual interaccionara el ligando
mediante la identificacion del sitio activo o alostérico. Los métodos de disefio
basado en la estructura del receptor mas conocidos son el disefio de novo, el cual
consiste en construir moléculas directamente en el receptor, y el acoplamiento
molecular automatizado (Docking). Para estos métodos generalmente se ensayan
una serie de bibliotecas moleculares que permiten identificar algunas de las
estructuras que pueden ser empleadas como lideres para el disefio de nuevos

farmacos, a lo cual se le conoce como screening virtual (virtual screening)

APENDICE 2. Resultados Dinamica Molecular (DM) 30 ns.
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APENDICE 3.

Modelo obtenido por Maria Irene Betancourt Conde. Tesis de Licenciatura

Ramachandran Plot
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Number of glycine residues (shown as triangles)
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Grafica de Ramachandran para el monédmero de L. mexicana. que muestra las

regiones mas favorecidas y las desfavorecidas.?
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Comparison with non-redundant set of PDB structures Density plot for QMEAN scores of the reference set
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normalizada de QMEANG muestra la desviacion estandar del monémero. (b)
Grafica de densidad para QVMEAN."

Modelo obtenido por Carlos Méndez Cuesta. Tesis Doctoral
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Gréaficas de QMEAN para el monémero de arginasa de L. mexicana. (a) La grafica
normalizada de QMEANG muestra la desviacion estandar del monémero. (b)
Grafica de densidad para QMEAN.™

Programa Modelo Clave PDB Evaluacion (%)
Modeller Modeller-1d3v 1d3v 83.7,15.6,0.7, 0.0

APENDICE 4. Datos cristalograficos Compuesto 10.

Tabla 20. Coordenadas atémicas (x 104) y parametros de desplazamientos
isotrépico equivalentes (A2x 103).

U(eq) se define como un tercio de la traza del ortogonalizado Uil tensor.

X y zU(eq)
Cl(2) 2307(5) 6879(4) 371(2) 32(1)
0O(1) -293(11) 11752(10) -2971(6) 21(2)
N(3) 5255(13) 11969(12) -3298(7) 19(2)
C(16) 2270(18) 14300(13) -7179(8) 20(2)
C(@17) 4245(18) 13682(13) -7635(9) 22(2)
N(2) 6062(14) 12229(11) -5119(7) 18(2)
N(1) 2941(13)  13209(11)  -4424(7) 16(2)
C(3) 1490(19) 8304(14) -600(8) 24(3)
C(4) 4727(15) 12486(12) -4257(8) 15(2)
C(5) 3106(16) 13457(12) -5513(8) 15(2)
C(6) 3808(16) 12300(13) -2358(8) 17(2)
C(7) 414(16) 10659(13) -2206(8) 17(2)
C(8) 1680(17) 14192(13) -6131(8) 19(2)
C(9) 5054(16) 12878(12) -5971(9) 18(2)
C(10) -358(18) 8135(14) -961(9) 23(2)
C(11) -905(16) 9301(13) -1769(9) 21(2)
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C(12)
C(13)
C(14)
C(15)

7937(16)
2333(16)
5667(16)
2847(17)

Tabla 21. Longitud de enlace [A] y Angulo [°]

11200(14)  -5180(10)

10872(14)  -1878(8)

12970(13)  -7026(9)
9709(14)  -1068(8)

CI(1)-C(3)
O(1)-C(7)
N(3)-C(4)
N(3)-C(6)
C(16)-C(8)
C(16)-C(17)
C(17)-C(14)
N(2)-C(4)
N(2)-C(9)
N(2)-C(12)
N(1)-C(4)
N(1)-C()
C(3)-C(10)
C(3)-C(15)
C(5)-C(8)
C(5)-C(9)
C(6)-C(13)
C(7)-C(11)
C(7)-C(13)
C(9)-C(14)
C(10)-C(11)
C(13)-C(15)

1.725(11)
1.363(13)
1.365(13)
1.476(13)
1.360(15)
1.424(16)
1.374(16)
1.344(13)
1.416(14)
1.447(13)
1.310(13)
1.406(13)
1.366(16)
1.433(17)
1.389(15)
1.397(14)
1.492(15)
1.384(15)
1.393(14)
1.371(16)
1.393(15)
1.385(16)

23(2)
19(2)
21(2)
20(2)
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C(4)-N(3)-C(6)
C(8)-C(16)-C(17)
C(14)-C(17)-C(16)
C(4)-N(2)-C(9)
C(4)-N(2)-C(12)
C(9)-N(2)-C(12)
C(4)-N)-C()
C(10)-C(3)-C(15)
C(10)-C(3)-CI(1)
C(15)-C(3)-CI(1)
N(1)-C(4)-N(2)
N(1)-C(4)-N(3)
N(2)-C(4)-N(3)
C(8)-C(5)-C(9)
C(8)-C(5)-N(1)
C(9)-C(5)-N(1)
N(3)-C(6)-C(13)
O(1)-C(7)-C(11)
O(1)-C(7)-C(13)
C(11)-C(7)-C(13)
C(16)-C(8)-C(5)
C(14)-C(9)-C(5)
C(14)-C(9)-N(2)
C(5)-C(9)-N(2)
C(3)-C(10)-C(11)
C(7)-C(11)-C(10)
C(15)-C(13)-C(7)
C(15)-C(13)-C(6)
C(7)-C(13)-C(6)

119.7(8)
122.2(10)
120.8(10)

106.3(8)

127.6(9)

125.0(9)

103.9(8)
118.6(10)
123.2(10)

118.2(8)

115.1(9)

124.8(9)

120.1(9)
120.2(10)

129.4(9)

110.4(9)

112.7(9)

115.5(9)
123.0(10)
121.5(10)
117.0(10)
123.5(10)
132.2(10)

104.3(9)
120.6(10)
120.1(10)
117.7(10)

119.9(9)
122.4(10)
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C(9)-C(14)-C(17)
C(13)-C(15)-C(3)

116.2(10)
121.5(10)

APENDICE 5.
Tabla 22. Estructura de compuestos finales y clave numérica de la base de datos
ZINC.
Clave ZINC Estructura
111419 Br

(Compuesto 9)
N-(5-Bromo-2-hidroxibencil)-2-amino-
1-metil-1H-bencimidazol

N
QSha
N\ HO

196189 O
Q
N O
L+
:
285488
N
L+
; HO
285495 Cl

(Compuesto 10)
N-(5-Cloro-2-hidroxibencil)- 2-amino-

1-metil-1H-bencimidazol

N
QL
N\ HO
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285496 Cl
N
QR
} HO
513985
N
L6
N
513988
N
SRTAS
\g
525027

(Compuesto 13)
N-[4-(Dimetilamino)bencil]-2-amino-

1-etil-1H-bencimidazol

526385
(Compuesto 11)
N-(2-Metoxibencil)-2-amino-1-metil-
1H-bencimidazol

H,CO
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532233
(Compuesto 8)

N-(4-Bromobencil)-2-amino-1-metil-

s T

N
1H-bencimidazol \
613506 N
L™ a
N
)\ H,CO
804806
(Compuesto 12) | N\>_Né—©700H3
1-Etil-N-(4-metoxibencil)-2-amino-1H- N

bencimidazol

)

1798220

HO

2073201

SR

N
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2478054
(Compuesto 15)
N-(4-Bromobencil)-1-(isopropil)-2-

amino-1H-bencimidazol

ST

N

3643102
(Compuesto 16)
1-Butil-N-(4-clorobencil)-2-amino-1H-

bencimidazol

ST A%

N

3643113
(Compuesto 14)
N-(4-Metoxibencil)-2-amino-1-propil-
1H-bencimidazol

@N\H@ms

N

(
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