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RESUMEN

En esta investigacion se propuso la sintesis de nuevos compuestos
empleando la aproximacion experimental de la variacibon molecular y la
evaluacion su posible actividad antimalérica, citotoxica-antitumoral y
antimicrobiana. Se describe la sintesis de una serie de derivados benzoatos de
4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolil-4-iltio)vinil]fenilo (112a-n),
fundamentada en un procedimiento de sintesis lineal de tres pasos, en donde el
paso clave implico la reaccion de esterificacion modificada de Steglich,
mediante el uso de clorhidrato de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDCI) como agente activante. Con rendimientos entre el 30 -60 %. La
estrategia utilizada para la obtencion de los derivados 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-
N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-carboxamidas (117a-p, 118a-p), se fundamenté
en un proceso sintético lineal de dos etapas, en los que involucro una reaccion
de ciclocondensacién oxidativa empleando como agente oxidante p-
benzoquinona (BQ) y en la sintesis de las amidas finales la activacion con
EDCI. Con rendimientos entre el 31 -55 %.

En la evaluacion de la actividad antimaléarica in vitro se evidencié que los
derivados 112a, 112h, 112j, 112k, 112I, 117b, 117d,117f, 117i, 1171, 117n,
1170, 118d, 118e, 1189, 118i y 118n mostraron potencial actividad logrando la
inhibicion de la formacién de la hemozoina en un porcentaje superior al 70%.
En la evaluacion antimaléarica in vivo (Test de Peters) se encontr0 que el
derivado 112c fue el mas activo de la primera serie con 29.83 + 0,40 dias de
sobrevivencia post-infeccién y una parasitemia de 1,00+ 0,12, mientras que el
derivado 117d presentdé la mejor actividad con 20,20 + 1,95 dias de
sobrevivencia post-infeccion y una parasitemia de 3,05 = 0,09, comparables a la
cloroquina (CQ).

Con respecto a los resultados obtenidos en el efecto de estos derivados
sobre la viabilidad y proliferacion de las lineas celulares neoplasicas Jurkat

E6.1, HL60, los compuestos de la serie 117 resultaron mas activos que los
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compuestos de la serie 118, siendo mas activos inhibiendo la proliferacion de
las células de leucemia mieloide aguda HL60 que las células de leucemia
linfocitica aguda, Jurkat E6.1. Los derivados mas activos de la serie 117 y 118,
resultaron mas toxicos para las células de cancer, indicando un nivel razonable
de selectividad. Los derivados 112a y 112b mostraron la mayor actividad
inhibitoria del crecimiento de las células leucémicas HL60 después de 24h de
tratamiento con valores de Clso de 2,08 uM y 4,24 uM (hasta 3 y 34 veces mas

activos que el As;03y que la CQ, respectivamente).

En cuanto a la actividad antimicrobiana los compuestos 117a, 117c-
9,117i-l, 117p, 118a,118d,118f-k y 1180, que mostraron actividad de amplio
espectro, por ser activos contra las bacterias G+ y G- evaluadas, ademas de
ser activos contra la levadura C. tropicalis. Por su parte los compuestos 112 y
112m fueron activos contra las bacterias S. aureus (G+) y E. coli (G-). El

compuesto 112k resulto activo contra C. tropicalis.

Palabras claves: Malaria, actividad citotdéxica, antimicrobiano, hemozoina,
EDCI.
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ABSTRACT

In this research, the synthesis of new compounds using the experimental
approach of molecular variation and evaluation suggested a possible
antimalarial, antineoplastic and antimicrobial activity. Synthesizing a series of
benzoates describes substituted 4-[(E)-2-(methoxycarbonyl)-2-(7-cloroquiolil-4-
ylthio)vinyl]phenyl (112a-n), based on a method of synthesizing three linear
steps, where the key step involved the reaction of modified Steglich
esterification, hydrochloride using 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDCI) as the activating agent. Yields between 30-60%. The
strategy used to obtain derivatives 2-(5-nitrofuran/thiofen-2-yl)- N-phenyl-3H-
benzo[d]imidazole-6-carboxamide (117a-p, 118a-p), was based a linear two was
based a linear two-step synthetic process, which involved an oxidative
cyclocondensation reaction using as oxidising agent p-benzoquinone (BQ) and

concluding synthesis with EDCI amides activation. Yields between 31-55%.

The assessment of antimalarial activity in vitro was demonstrated that
derivatives 112a, 112h , 112, 112k , 1121, 117b , 117d , 117f , 117i , 117L ,
117n , 1170, 118d , 118e , 118g , 118i and 118n showed potential activity
leading to an inhibition of the formation of hemozoin a percentage higher than
70% . In vivo antimalarial assessment (Test Peters ) found that the derivative
112c was the most active of the first round with 29.83 + 0.40 days post- infection
survival and parasitemia of 1.00 + 0.12, while the 117d derivative exhibited the
best activity to 20.20 + 1.95 days post- infection survival and parasitemia of 3.05
+ 0.09, comparable to chloroquine (CQ).

With respect to the results of the effect of these derivatives on the viability and
proliferation of the neoplastic cell lines Jurkat E6.1, HL60, the compounds of the
117 series were more active than the compounds of the 118 series, being more
active in inhibiting the proliferation of acute myeloid leukemia cells HL60 cells of
acute lymphoblastic leukemia, Jurkat E6.1. The most active of the 117 and 118
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series, derivatives were more toxic to cancer cells, indicating a reasonable level
of selectivity

Derivatives 112a and 112b showed the highest growth inhibitory activity
of leukemic HL60 cells after 24 h of treatment with 1Cso values of 2.08 uM and
4.24 uyM (‘up to 3 to 34 times more active than As,O3 and the CQ , respectively).

Concerning the antimicrobial activity of compounds 117a, 117c-g,117i-l,
117p, 118a,118d,118f-k y 1180, showing activity of broad spectrum , since it
was active against bacteria G+ and G™ assessed, and be active against the
yeast C. tropicalis. While compounds 112| and 112m were active against the
bacteria S. aureus (G+) and E. coli (G-).The compound turned 112k active

against C. tropicalis.

Keywords: malaria, cytotoxic activity, antimicrobial, hemozoin, EDCI .
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I. INTRODUCCION

La busqueda de nuevos medicamentos, es una actividad humana que
de caracter interdisciplinario, en la que el quimico medicinal es un contribuyente
clave, que se apoya en la identificacibn de nuevos blancos terapéuticos, el
desarrollo de nuevas herramientas y tecnologias, asi como en el diagnostico y
necesidades de salud que ha requerido la sociedad. Uno de los retos a los que
se enfrenta el quimico medicinal, consiste en el disefio de moléculas con
estructuras prototipos o compuestos lideres, con propiedades farmacoldgicas a
partir de las cuales se efectien modificaciones en el laboratorio, con la finalidad
de potenciar su actividad, mejorar sus propiedades ADME (administracion-
distribucion-metabolismo-excrecion) y minimizar los efectos téxicos. De manera
ideal, también se persigue, que un mismo compuesto pueda tener efecto
guimioterapéutico sobre varios blancos de accién farmacoldgica, o que se
conoce como drogas de accién multiple. Enmarcado dentro de estas premisas,
en esta investigacion se propuso la sintesis de nuevos compuestos empleando
la aproximacion experimental de la variacion molecular. Esta estrategia, desde
el punto de vista quimico-medicinal, considera grupos o plantillas moleculares
gque han demostrado ser claves para mantener la actividad frente a una
determinada patologia. En esta investigacion, la estrategia se centré en el
desarrollo de nuevos compuestos, a partir de grupos farmacoféricos asociados
con propiedades antineoplasicas y antimalaricas. Con este propésito se aplican
principios de bioisosterismo y modulacion molecular que comprenden:
isomerizacion, homologia, alquilacion, ramificacion, desalquilacion, saturacién,
insaturacion, desplazamiento de una funcion, introduccion, sustitucion o
eliminacién de heteroatomos, asi como la introduccion de sistemas ciclicos y
contraccién o extensioén de anillos, entre otros.*

Apoyados en algunas analogias entre las células tumorales y los
parasitos, tales como su alta velocidad de proliferacion y la capacidad de eludir

el sistema inmunoldgico,? y la capacidad de invadir otros tejidos, (metastasis o



diseminacién, en neoplasia o malaria, respectivamente), el que en la metastasis
la célula neoplasica tenga la capacidad de invadir varios sistemas tal como en
la malaria por ejemplo, el parasito se disemine y viaje a través del cuerpo.
Indiscutiblemente, hay diferencias como la permeabilidad de la pared celular,
gue marcara dramaticamente la posibilidad de alcanzar las dianas
farmacoldgicas comunes. Sin embargo, con el desarrollo de nuevas tecnologias
y las nuevas dianas farmacoldgicas que surgen del conocimiento de la biologia
de las células neoplasicas y por el creciente conocimiento de la bioquimica y la
gendémica del parasito, se espera encontrar nuevos blancos de accion que

pudieran ser comunes a ambas enfermedades.

Recientes estudios cuantitativos de relacion estructura quimica actividad
(QSAR) han evidenciado que algunos farmacos tradicionalmente empleados en
el tratamiento antineoplasico, pueden ser promisorias estructuras lideres para el
desarrollo de nuevos farmacos antimalaricos y viceversa.® En este sentido, el
Laboratorio de Sintesis Organica de la Facultad de Farmacia UCV, ha venido
desarrollando un &rea importante en el disefio racional de farmacos para la
sintesis de nuevos agentes quimioterapéuticos basandose en los criterios de

bioisosterismo y el conocimiento de plantillas farmacoéforicas.

A continuacion se presenta una revision bibliografica que recoge puntos

importantes en el tratamiento de estas dos enfermedades:

I.1. El cancer

El organismo de los mamiferos, incluido el de los humanos esta
compuesto por millones de células que tienen funciones especificas, que crecen
y se dividen conforme a un ciclo particular. Cuando estds envejecen, mueren y
son reemplazadas por células nuevas. Sin embargo, este proceso controlado de
division celular puede verse afectado y las células nuevas se siguen formando

sin que el organismo las requiera. Este crecimiento celular indiscriminado es



caracteristica comun de las denominadas neoplasias o cancer.* El cancer es un
término genérico para un conjunto de enfermedades con etiologia, evolucion
natural, prondstico y tratamientos especificos que producto de la proliferacion
excesiva y descontrolada de células normales, provoca la formacion de masas
de tejido, conocidas como tumor.”> Cuando las células de estos tejidos son
capaces de invadir los tejidos que le rodean o diseminarse a otros 6rganos se

denominan tumores malignos, y a dicho proceso se le conoce como metastasis.

La dltima nota descriptiva de la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS)
indican que 7,9 millones de las defunciones ocurridas en el afio 2007 (13 %) se
atribuyeron al cancer,’ lo que representa una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial y un problema de salud publica importante. El cancer

causa la muerte de uno de cada cinco adultos en paises desarrollados.

Los principales tipos de cancer que contribuyen a la mortalidad general anual

son los siguientes: *°

o Pulmén (1,4 millones de defunciones)
« Estémago (866.000 defunciones)

o Higado (653.000 defunciones)

e Colon (677.000 defunciones)

o Mama (548.999 defunciones)



Cancer en el mundo

3,89% 4,04% 3,27%

5,17%

B Pulmon
M Estomago
Higado

H Colon

B Mama

Gréfico 1. Distribucién porcentual de los principales tipos de cancer en el
mundo. (Fuente OMS)

En Venezuela, el Ministerio del Poder Popular para la Salud, publicé en
el afio 2012, el anuario de mortalidad 2010°, en el cual refiere que 21.185
muertes ocurridas en 2010 se debieron a cancer, lo que representa cerca del
16% del total de defunciones reportadas en ese periodo, siendo la patologia
mas frecuente en cuanto a mortalidad el cancer de cuello uterino y de mama en

mujeres, mientras que en los hombres son el cancer de préstatay de pulmoén.’

La biologia del cancer es compleja. Se requiere de un control fino entre
los mecanismos que permiten la formacion de las células, su crecimiento, y por
otro los mecanismos encargados de controlar su diferenciacion y su periodo de
vida util. Esto nos remite a procesos importantes como el ciclo celular y la
apoptosis. Por otra parte, cuando las células normales sufren procesos de
diferenciacion y pierden los controles anteriores, se transforman en cancerosas
o malignas y dan lugar a la aparicion de tumores, los cuales para proliferar
adecuadamente, e invadir nuevos tejidos requieren de una vascularizacién
adecuada, que le permita obtener los nutrientes para garantizar su desarrollo.
La angiogenesis es el proceso que permite la formacién de los nuevos vasos

sanguineos, que le garantizan la irrigacion sanguinea y el aporte de los
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nutrientes. Tomando en cuenta, la importancia de estos procesos cruciales
para la supervivencia de las células malignas, y la relacion estrecha con los

objetivos de este trabajo, describiremos brevemente estos procesos.

[.1.1. Ciclo celular:

Se denomina ciclo celular a la capacidad de la célula para duplicar su
material genético y posteriormente dividirse en células con idénticas
caracteristicas morfolégicas y funcionales.* En él se distinguen cuatro fases

(figura 1):

Ve - . . I Vé .
Postsintesis \ G, > Mitosis | Presintesis

De ADN / A N\, deADN

ADN

ARN

v

Proteinas

Sintesis

de ADN

Figura 1. Ciclo celular

» Fase G;: Tiempo que transcurre entre el final de una mitosis y el inicio de
la fase S. En esta etapa la célula duplica su tamafio y se sintetizan las proteinas
y los sustratos necesarios para la duplicacion del ADN. Existe la posibilidad de



que la célula permanezca en una fase de reposo (Gp); en esta etapa se
presenta un punto de control en el que la célula comprueba que se ha duplicado

su masa y el material genético necesario para pasar a la siguiente fase.

» Fase S: En esta fase se lleva a cabo la duplicacién del ADN.

» Fase G,: Se producen los sustratos necesarios para la division celular
(mitosis). En esta fase existe un punto de control R-G,-M, en el cual la célula

confirma la correcta duplicacion del material genético.

» Fase mitosis (M): Se originan dos células idénticas. En esta fase existe
otro punto de restriccion (RM), que evita la formacibn de dos células
independientes con errores en el fenotipo o el genotipo.

[.1.2. Apoptosis.

La apoptosis o muerte celular programada (programmed cell death, PCD)
fue inicialmente descrita en 1972 por Kerry colaboradores,® constituye un
proceso fisioldgico que juega un papel critico en el desarrollo y mantenimiento
de la homeostasis tisular de los organismos multicelulares.’ Asi, durante el
desarrollo se produce un exceso de células que la apoptosis es responsable de
eliminar para mantener constante el numero de células en cada tejido y
contribuir a estructurar los 6rganos.’® De hecho, los primeros avances en la
caracterizacion molecular del proceso de muerte apoptética surgieron de los
estudios genéticos en el nematodo C. elegans. La activacion y regulacion de la
apoptosis en organismos superiores depende de los correspondientes
homologos a los encontrados en C. elegans, pero con un grado de complejidad

mayor.*



» Cambios morfolégicos y moleculares caracteristicos de la

apoptosis.

Durante la apoptosis, se dan una serie de cambios en la estructura celular
que afecta draméticamente a la morfologia de la célula. Algunos de ellos son: la
condensacion de la cromatina nuclear, la reduccion del tamafio celular y la
aparicion de protuberancias en la membrana plasmatica (blebbing).®*2
Asimismo, la apoptosis cursa con una serie de procesos bioquimicos que le
caracterizan, como por ejemplo la degradacion del ADN nuclear, debido a la
activacion de endonucleasas que rompen los fragmentos internucleosomales de
80-200 pares de bases,'® o cambios en la distribucién de la fosfatidilserina (PS)
normalmente presente en la cara interna de la membrana plasmatica, pero que
durante la apoptosis se expone en la superficie celular.’* Ademas, durante la
apoptosis, la endonucleasa CAD (caspase-activated DNase) se libera de su
inhibidor iICAD o DFF (DNA fragmentation factor), al que esta unida, gracias a
gue éste es procesado por las caspasas (principales efectoras de la apoptosis)
permitiendo la liberacion de la endonucleasa activa y provocando la
caracteristica rotura internucleosomal del ADN.™*’ Finalmente, el contenido
celular se empaqueta en los denominados “cuerpos apoptéticos” que envian
seflales a sus células vecinas y a los macréfagos para ser reconocidas y
fagocitadas. Una de estas sefiales es la fosfatidilserina que se expone en la
superficie de la célula durante la apoptosis.*®

» Vias apoptéticas y su regulacion

El fenGmeno apoptotico se puede activar a partir de eventos iniciadores que
se dan tanto en el exterior como en el interior celular. Asi, se han descrito dos
vias apoptoticas principales: la via extrinseca o de receptores de muerte, y la
via intrinseca o mitocondrial.®® Ambas rutas de sefializacion convergen,

finalmente, en una maquinaria comun constituida por una familia de cistein



proteasas llamadas caspasas que se consideran los efectores centrales del

proceso apoptotico.

Figura 2. Vias Apoptéticas: Intrinseca y Extrinseca.*®

En la via intrinseca la mitocondria es el eje central de la muerte celular,
caracterizandose por la activacion de algunas proteinas de la familia de la Bcl-2
(Bax, Bak y BH3), la pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, la
formacion de poros de permeabilidad mitocondrial (MMP), la liberacion del
citocromo c, la liberacion del segundo activador de caspasas derivado de la
mitocondria (SMAC/DIABLO), la liberacion del factor inductor de la apoptosis
independiente de caspasas (AIF), la liberacion de la endonucleasa G, la
activacion de caspasa 9, 3 y 7, la formacién cuerpos apoptoticos, la
fragmentacién del ADN, entre otros. En la Via extrinseca, la apoptosis esta

mediada por los llamados “receptores de la muerte” pertenecientes a la
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superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), entre los
gue se encuentran: el TNFR1, receptor del TNF; el FasR (CD95 o APO-1),
receptor del Fas ligando y los TRAIL-RI (DR4) y TRAIL-RIl (DR5), receptores
del ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL). Estos
receptores al ser activados, inducen apoptosis mediada por la activacion inicial
de la caspasa 8.

La apoptosis es un proceso altamente controlado. Cada paso en la cascada
apoptoética estd regulado por moléculas antiapoptéticas que reprimen la
activacion de la cascada sefalizadora.?’® La proteina Bcl-2 o la familia de

proteinas IAP son ejemplos de este tipo de reguladores negativos.

» Efectores esenciales de la apoptosis: las caspasas

Las caspasas son una familia de cistein proteasas aspartico-especificas
que actian como reguladores criticos del proceso de muerte celular y
constituyen la principal maquinaria apoptdtica efectora.?’Estas proteinas sobre-
expresadas en mamiferos son capaces de inducir por si solas el proceso
apoptético.?? Las caspasas son sintetizadas como formas inactivas. Asi, todas
ellas poseen un prodomino seguido de un dominio activo y otro inhibidor que, al
escindirse por un proceso autocatalitico, convierte a la procaspasa en su forma
activa.?>%°
Se han identificado hasta 14 caspasas en mamiferos, 11 de las cuales

corresponderian a proteinas humanas.*" %’

Las caspasas se pueden clasificar en tres grupos segun su funcion:
- Caspasas inflamatorias. Este grupo incluye a las caspasas-1, 4, 5, 11,

12, 13 y 14, que estan implicadas en inflamacion mediando la

maduracion de citoquinas pro-inflamatorias.



- Caspasas apoptdticas iniciadoras. Incluye las caspasas-2 y 9, que
median la interaccion con moléculas adaptadoras localizadas corriente
arriba. Estas caspasas iniciadoras procesan y activan a las proteasas

efectoras.?’

- Caspasas apoptoticas ejecutoras. A este grupo pertenecen las caspasas-
3, 6 vy; y se caracterizan por la presencia de un prodominio corto.
Proteolizan multiples sustratos celulares que desencadenan los cambios

morfolégicos y moleculares caracteristicos de la apoptosis.?®

La potente actividad proapoptética de las caspasas debe mantenerse
inhibida para que las células sanas puedan sobrevivir. Se han identificado
muchos reguladores negativos de las caspasas, tanto en virus como en
humanos. Algunos de estos inhibidores, tales como crmA, p35, v-FLIP e IAPs ,
han sido utilizados por los virus para evitar la apoptosis inducida por el

hospedador como mecanismo de defensa.?

Las proteinas IAPs (del inglés inhibitor apoptosis proteins), se consideran los
reguladores negativos de caspasas mas importantes. Hasta la fecha, se han
identificado ocho IAPs en humanos: incluyendo XIAP, c-IAP1, c-IAP2 vy
Survivina. Estas proteinas son capaces de inhibir la apoptosis inducida por una
gran variedad de estimulos a través de una unién directa a ciertas caspasas y
su consiguiente inhibicion.* Un bloqueo de estas protefnas induce la activacion
de la apoptosis. Asi, las proteinas proapoptoticas Smac (second mitochondria-
derived activator of caspases) y HtrA2/Omi, que se liberan de la mitocondria
bajo un estimulo apoptotico, promueven la activacion de las caspasas

inhibiendo a las proteinas IAPs. 3132

» Receptores de muerte: familia TNF-R

Los receptores de muerte se localizan en la superficie celular y pueden

inducir proliferacion, supervivencia, diferenciacion o muerte, dependiendo de las
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sefiales que reciben. **3 Su funcién proapoptética reside en la presencia de un
dominio de muerte (death domain, DD) en la region intracelular, que es esencial
para inducir apoptosis. Estos receptores, como TNF-R o CD95, se activan por
un grupo de ligandos que estan relacionados estructuralmente entre si, y que

pertenecen a la familia de ligandos TNF (factor de necrosis tumoral).

» Proteinas adaptadoras

Las proteinas adaptadoras conectan los receptores de muerte con las
caspasas y con miembros de la familia Bcl-2. Estas asociaciones entre
proteinas adaptadoras, caspasas y receptores como los miembros de la familia
TNF-R, estan caracteristicamente mediadas por el dominio de muerte (DD), el
dominio efector de muerte (DED) y el dominio de reclutamiento de caspasas
(CARD). *** E| DD se encuentra en la regién citoplasmatica de muchos de los
receptores de la familia TNF-R, asi como en las moléculas adaptadoras, tales
como FADD/MORT1 (Fas-associated death domainprotein/mediator of receptor-
induced toxicity), TRADD (TNF-R1l-associated deathdomain protein), y RIP
(receptor-interacting protein). La interaccion entre los DD del receptor y el
adaptador, permite el reclutamiento y agregacion de las caspasas (mediado por
los dominios DED y CARD de la molécula adaptadora) y su consecuente

activacion 6.

Las vias intrinsecas, se inician por diversos estimulos apoptéticos que
provienen del interior celular y convergen en la mitocondria. La mitocondria,
ademas de ser un importante organulo para la produccion de energia y la
homeostasis de Ca2+, participa en muerte celular como regulador central de las
vias apoptoticas intrinsecas. La permeabilizacion de su membrana externa
(MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization) es un evento crucial

40,41

en estas vias y esté principalmente mediado y controlado por miembros de

la familia Bcl-2 *+*? Una vez se induce la MOMP, se precipita el proceso de
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muerte celular a través de la liberacién de moléculas proapoptéticas del espacio

intermembrana.*>**

Entre los factores apoptogénicos que se liberan al citosol, se incluyen el

45,46

citocromo c, un componente de la cadena de transporte electronico,*

HtrA2/Omi, una serin proteasa mitocondrial, Smac/Diablo (Second mitochondria

derived activator of caspase,*” AIF (Apoptosis Inducing Factor,*®*°

y la
endonucleasa G .*° AIF se transloca al nucleo, donde desencadena cambios
nucleares independientes de caspasas,” causando condensaciéon de la
cromatina nuclear y fragmentacién de ADN.* La endonucleasa G induce
fragmentacidén del ADN internucleosomal, también de un modo independiente

de la activacion de las caspasas.’>*

Smac/Diablo activa apoptosis
neutralizando la actividad de las proteinas inhibidoras de apoptosis, las
proteinas IAPs. HtrA2/Omi también actia uniéndose a las proteinas IAP e

inhibiendo su accion.

La salida de citocromo ¢ de la mitocondria, se considera como el punto
de no retorno del proceso apoptético. Una vez liberado, el citocromo c citosélico
se une a la proteina Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor 1) aumentando
la afinidad de ésta por el ATP.>* La unién del nucleétido al complejo formado
por Apaf-1 y citocromo c, induce la oligomerizacién de Apaf-1 >> cuyo dominio
CARD queda expuesto provocando el reclutamiento de la procaspasa-9 y la
formacion del complejo proteico llamado “apoptosoma”. Dentro del apoptosoma,
se activa la caspasa-9, permitiendo el procesamiento de la caspasa ejecutora

caspasa-3 que procesa a su vez importantes sustratos intracelulares.>®

La apoptosis es un proceso esencial para los organismos multicelulares
gue estad implicado en un gran numero de patologias. Asi, su desregulacion
puede llevar a desordenes patoldgicos,”’ lo que la convierte en una diana
potencial para el tratamiento de varias enfermedades. Un incremento en la

apoptosis, puede estar asociado a enfermedades como la isquemia o trastornos
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neurodegenerativos. Por otro lado, una disminucion de su activacion, se
relaciona frecuentemente con varios tipos de cancer o enfermedades

autoinmunes.

Una caracteristica comun de la mayoria de las células cancerosas, es su
resistencia adquirida a sufrir apoptosis, ya sea como consecuencia de un
bloqueo en los sensores o en las cascadas de sefalizacion apoptotica, como
por ejemplo, mutaciones en el gen supresor de tumores, p53, 0 por una sobre-
activacion de las sefiales de supervivencia celular debida a factores
extracelulares como IGF-1/2 o IL-3,% sefiales intracelulares que provienen del
gen Ras, por pérdida del supresor de tumores pTEN® o sobreexpresién de
inhibidores apoptéticos como Bcl-2.°2%2 De este modo, la identificacion de
moléculas que puedan activar de manera directa procesos de muerte en células
tumorales, podria facilitar el desarrollo de nuevos tratamientos contra el

cancer.%
1.1.3. Angiogénesis

El termino angiogénesis literalmente significa formacion de vasos
sanguineos. Es un proceso importante que acompafia y favorece enfermedades
neoplasicas y no neoplasicas. Estos vasos sanguineos son un componente
importante del estroma tumoral y por lo tanto la angiogénesis es un factor
predictor del pronéstico en muchas neoplasias humanas® ya que existe
correlacion entre el numero de vasos sanguineos y la densidad de los mismos
con los estados metastaticos, tamafio del tumor, tipo histolégico y por ende el

grado de malignidad tumoral.

Se debe distinguir entre dos procesos:
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1.-Vasculogénesis: Relacionado con la formacion de vasos sanguineos
provenientes de células endoteliales diferenciadas, que proliferan
simultdneamente con el crecimiento del cuerpo.

2.-Angiogénesis: La cual viene dada por la formacién de nuevos vasos a

partir de capilares ya existentes.

Existen 12 proteinas antigénicas reconocidas en la actualidad dentro de
las cuales se puede mencionar el factor de crecimiento basico de fibroblastos

(Bfgf) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Estos factores atraen a las

células endoteliales de los capilares cercanos hacia el tumor y estimulan su proliferacién.®® Estos nuevos vasos formados estan
presentes en gran densidad tanto dentro como en los alrededores de la masa tumoral y presentan alta permeabilidad, siendo
entonces una via para la diseminacién de células tumorales a todo el organismo.

Por su importancia para la nutricion y desarrollo del tumor y la diseminacion de las células tumorales, este proceso
de vascularizacion, representa un blanco potencial para la terapia contra el cancer.

La importancia de este proceso para la evolucion de la enfermedad
neoplasica ha estimulado la investigacién hacia el desarrollo de esta etapa

como blanco terapéutico.®°®

I.1.2. Causas y factores de riesgo para el desarrollo de céancer.

La enfermedad cancerosa como cualquier otra, es el resultado de la
interaccion de un agente causal y la reaccion viva del organismo. Es una

enfermedad crénica y curable en un elevado nimero de casos.

Existen cuatro teorias clasicas que intentan explicar el origen del

cancer:*

1. Mutacion de una célula somatica, formulada por Bauer en 1927, modo
habitual de comenzar todos los tumores malignos.
Diferenciacién aberrante por alteraciones en la regulacion genética.

3. Actividad viral.

4. Seleccion celular de células previamente predestinadas a ser malignas.
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La transformacién de una célula normal en una tumoral es un proceso que
abarca varias fases y suele consistir en una progresion de una lesion
precancerosa a un tumor maligno. Esas modificaciones son el resultado de la
interaccion entre los factores genéticos y tres categorias de agentes

exégenos:*

1. Carcinégenos fisicos, como la luz ultravioleta y la radiacion ionizante;
2. Carcindgenos quimicos, como el asbesto, benceno o el humo del tabaco,
3. Carcinégenos biolégicos, como las infecciones causadas por

determinados virus, bacterias o parasitos.

Dentro de los factores endégenos mas importantes en el desarrollo de la

enfermedad cancerosa se incluyen:

1. Factores hereditarios.

2. Factores inmunitarios, que puede explicar la mayor frecuencia de
desarrollo de tumores en los individuos trasplantados que son tratados con
sustancias que le suprimen la inmunidad, y en los pacientes con VIH.

3. Factores hormonales, especificamente en el grupo de tumores hormono-
dependientes como: el cancer de mama, adenocarcinoma de endometrio,
cancer de préstata entre otros.

4. Factores nutritivos relacionados con la alimentacién cuya importancia es

creciente.

El envejecimiento es otro factor fundamental en el desarrollo de cancer,
probablemente porque con la edad aumenta la acumulacion de factores de

riesgo de tipos especificos de cancer.

En paises en via de desarrollo el alto consumo de tabaco, alcohol y la
baja ingesta de frutas y hortalizas, asi como las infecciones por virus de la
hepatitis B, de la hepatitis C, y por virus del papiloma humano (VPH) son los
principales factores de riesgo. En los paises desarrollados, el consumo de
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tabaco y alcohol, el exceso de peso y la obesidad son las principales causas

de cancer.®

[.1.3. Tratamientos

El conjunto de tratamientos empleados contra el cancer incluyen la

cirugia, radioterapia, trasplante de medula 6sea y quimioterapia.

1.1.3.1.Cirugia

Es el método mas empleado para aquellos tumores pequefios y
localizados en un lugar concreto. Para que sea completamente eficaz se
precisa extirpar parte del tejido que rodea el tumor para asegurar asi que todas
las células cancerosas han sido extirpadas. Si el cancer se ha extendido a otras
zonas, a través de la sangre o de la linfa, se realizan otros tratamientos, bien

sean complemento a la cirugia o Unicos y distintos a ella.®’

[.1.3.2.Radioterapia

La radioterapia emplea particulas de alta energia capaces de penetrar
los tejidos, generadas a través de un acelerador lineal, y la direccién de las
mismas hacia el lugar concreto de aplicacion. Se fundamenta en el hecho de
qgue las células cancerosas son especialmente sensibles a la radiacién. La
radioterapia utiliza particulas similares a los rayos X, empleadas para hacer una
radiografia normal, pero a dosis mayores.*°

La radioterapia puede utilizarse como tratamiento Unico en aquellos
casos en que los tumores sean especialmente sensibles a la radiacion y no
haya metéastasis.

Puede aplicarse previamente a la cirugia con el fin de disminuir el

tamafo del tumor y facilitar su extirpacion.
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El tratamiento conjunto de radioterapia y quimioterapia se utiliza con
frecuencia. A veces, el empleo de quimioterapia antes de la radioterapia hace a
las células cancerosas mas sensibles a la radiacion. Otras terapias emplean la
radioterapia después de la quimioterapia para asegurar la eliminacion de todas

las células cancerosas.

[.1.3.3.Trasplante de medula 6sea

Se realiza cuando se ha producido un dafio en la médula 6sea que le
impida realizar las funciones que, antes de la quimioterapia, estaba realizando.
Estas funciones consisten en la formacion de las células sanguineas, proceso

fundamental para la vida humana.®®

La quimioterapia se administra para destruir las células cancerosas pero,
al mismo tiempo, puede dafar la médula ésea y otros 6rganos. Por esto

generalmente no se suelen utilizar dosis muy elevadas.

[.1.3.4.Quimioterapia

Para el tratamiento del cancer existe una variedad de medicamentos los
cuales deben ser conocidos ampliamente para su adecuada formulacion y una
dosificacion que permita la menor cantidad de efectos adversos. Los diferentes
grupos de antineoplasicos pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo
celular o sobre los mecanismos de control de la proliferacion celular. Los

grupos mas importantes son los siguientes:

> Citostaticos:

Alcaloides de Ia Vinca

¥ taxanos

] ,.

Postsintesis ™\ G Mitosis / Presintesis

) - 4
De ADN 7 N [\, de ADN

e ADN N

-Agentes ARN g

alquilantes [ ¢ G
-Antibidticos ‘ Proteinas ' |- Asparragina- I a
antitiimaralee ™ u— 4 ]




Figura 3. Ciclo celular y fase de actuacion de los citostaticos (modificado

de Salinas P.%)

Los citostaticos clasicos son farmacos con diferentes mecanismos de
accion, que tienen la capacidad de alterar el ciclo celular provocando la muerte
de la célula por disminucién de la capacidad de proliferacion.>® Este efecto no
es selectivo hacia la célula tumoral; por lo que se producira toxicidad sobre los
tejidos del organismo que se encuentran en rapido crecimiento: La piel
(alteraciones cutaneas), faneras (alopecia), mucosas (Ulceras bucales,
estomatitis), médula 6sea (anemia y leucopenia), y en las células geminales
(esterilidad transitoria).

Se emplean en el tratamiento de los tumores malignos diseminados, como
las leucemias, los linfomas y el mieloma, y en algunos casos de tumores
malignos localizados, en este caso frecuentemente asociados a cirugia o
radioterapia.*’

Clasificacion de los farmacos citostaticos:* >®

- Alquilantes:
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Los agentes alquilantes se caracterizan por ser compuestos altamente
electrofilicos que reaccionan con nucledfilos enddégenos formando enlaces
covalentes. Dada su elevada reactividad, muestran escasa selectividad a nivel
celular ejerciendo su accion durante todo el ciclo celular, siendo mas activos
sobre las células en rapida divisibn y es por esta razon que las células
cancerosas son mas sensibles. Actian fundamentalmente sobre el final de la

fase G; y la fase S. No son activos sobre las células en reposo (Go).

El enlace covalente constituye la interaccién de mayor fortaleza en la escala
de energia entre dos moléculas, con valores que oscilan entre 350-450 KJ/mol
para un enlace sencillo y alrededor de 650 KJ/mol para un enlace doble. Debido
a la alta estabilidad, este enlace puede considerarse practicamente irreversible
con implicaciones importantes a escala biolégica.®

A continuacién se presentan algunas estructuras de agentes alquilantes:

0
o N NZO
OH AN |
H
NG NH, clw N \o CI/\/NTN\/\CI

S S

Figura 4. Estructura quimica de algunos agentes alquilantes: Mostazas
nitrogenadas; 1. Melfalan, 2.Ciclofosfamida, Nitrosureas; 3. Carmustina, 4. Semustina,

otros; 5. Busulfano, 6. Procarbacina.

Ejemplo de ello, las mostazas nitrogenadas (1 y 2), que deben su efecto

a la alteracion de la secuencia del ADN como resultado de la formacién de
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enlaces covalentes cruzados con un resto de guanina de cada una de las
hebras del ADN, y la posterior hidrélisis de los restos de desoxiguanosina.®
Esto trae como consecuencia la pérdida de ciertas bases nitrogenadas,
interrumpiendo la secuencia del ADN produciendo una duplicacion errénea, que

conlleva a la sintesis de proteinas no funcionales (figura 5).

7”&~

R—=N R—N

Cl

Agente
Alquilante H,0
—_—

ADN ADN con alteraciones en
la secuencia

/4 Y
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Figura 5. Mecanismo de accién de las mostazas nitrogenadas.

Con el fin de disminuir la reactividad de las mostazas nitrogenadas se
sintetizaron analogos en los que es posible la deslocalizacién del par de
electrones del atomo de nitrégeno sobre algun grupo funcional adecuado

(anillos aromaticos, éster fosférico, un grupo carbamato, entre otros).

La incorporacion de aminoacidos, como en el caso del melfalan 1 donde se
introdujo la fenilalanina, produjo mayor selectividad hacia las células
cancerosas, probablemente debido a la existencia de mecanismos de
transporte especificos para aminoacidos, importantes para la sintesis de

proteinas que estan en proceso de division.

Las N-cloroetil-N-nitrosoureas constituyen otro grupo de agentes
alquilantes (ejemplo carmustina 3 y semustina 4). Este tipo de compuestos son
metabolizados rapidamente en el organismo formando un isocianato, que con
relativa facilidad se transforma en un cation 2-cloroetilo capaz de formar
enlaces covalentes cruzados con el ADN de manera similar a las (-
haloalquilaminas.®® Ademas son responsables de procesos inespecificos de

carbamoilacion (figura 6).
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Carbamoilacion

Figura 6. Metabolismo de las N-nitrosoureas.

Una familia de compuestos que no tienen relacion estructural con los
farmacos anteriores pero que presentan mecanismos de accion relacionados,
son los complejos de platino, como el cis-diclorodiaminoplatino(ll) (cisplastino
7). La labilidad de los ligandos cloro en cisplastino (figura 7) da lugar a dos
posiciones de coordinacién por parte del a&tomo de nitrégeno N’ de los restos de
guanina, alquilando de este modo el ADN.”

2Ccl
cl /‘ N’-Guanina-ADN
H3N /
HSN\Pt/ -
/ cl / N’-Guanina-ADN
HaN 2 (N’-Guanina-ADN) MM

Figura 7. Estructura quimica de cisplastino y mecanismo de accion con
el ADN.

Sin embargo, se ha reportado resistencia a los farmacos alquilantes. Se
postulan 3 posibles mecanismos para explicar esta resistencia:

e Aumento de la capacidad de la célula para reparar los dafios producidos
en el ADN.

¢ Inactivacion de los farmacos por conjugacion con glutation.
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e Aumento intracelular en la actividad de la aldehido—deshidrogenasa,

enzima necesaria para la produccion de metabolitos no activos.
- Antibidticos:

Son sustancias naturales producidas fundamentalmente por hongos,
capaces de alterar el crecimiento de células vivas. Dentro de esta clase
encontramos la mitomicina, bleomicina, antraciclinas, actinomicina D vy
calimecheamicinas o enodiinos. Estos compuestos actian sobre las diferentes

fases del ciclo celular.*®

- Mitomicina:

La mitomicina C 8, contiene tres grupos estructurales reactivos: La quinona,
cuya reduccién metabdlica genera superéxidos que causa el dafio celular, la
aziridina y el carbamato.” Es un antibiético que acttia como antineoplasico que
da lugar a la alquilacién del ADN por un mecanismo propuesto que implica la
formacién de un sistema inddlico, por medio de una reduccién metabdlica de la
quinolona y la posterior perdida de metanol que da lugar a la formacion de una
semiquinona electrofila; ademas genera intermediarios del tipo carbamato que

puede formar enlaces covalentes con ciertas bases del ADN.
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Figura 8. Estructura quimica y activacion metabdlica de mitomicina C.

« Bleomicina:

Son un grupo de antibioticos del tipo glicoproteinas aisladas de ciertas

especies de Streptomyces. Se ha postulado que actlan por un mecanismo

radicalario que, por reaccién con oxigeno, forman perdxidos responsables de

dafiar irreversiblemente la estructura del ADN."?

o NH,

HO

NH,

OH
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Figura 9. Estructura quimica de bleomicina: bleomicina A; 9, bleomicina
B, 10

Este farmaco es empleado en carcinomas de las células escamosas,

enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin y cancer testicular.

o Antraciclinas:

Producidas por el hongo Streptomyces, presentan un nucleo plano con 4
anillos con grupos quinona e hidroquinina que les permite dar o aceptar
electrones, y cadenas laterales de aminoglicosidos que son esenciales para la
actividad citotoxica (figura 10).

HIOH

CH,

OH OH
NH, NH,

Figura 10. Estructura quimica de antraciclinas: adriamicina 11 e idarubicina 12

Su mecanismo de accion parece ser multiple. Se postula que el anillo
plano se intercala en el ADN estabilizandose por interacciones electrostaticas
de las cadenas de aminoglucdsidos con el ADN, produciendo alteraciones de la
replicacion y de la transcripcién.”

Por otro lado, estos compuestos inhiben la topoisomerasa Il, enzima
encargada de mantener la estructura terciaria del ADN dando lugar a la ruptura
del mismo, alterando asi los procesos de reparacion. Su efecto antitumoral es
especifico de ciclo e inespecifico de fase, aunque maximo sobre la fase S del
ciclo celular.

e Actinomicina D:
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Fue el primer antibi6tico que mostro cierta actividad antineoplasica, pero no
se utiliza normalmente con ese fin, debido a que es altamente téxico y provoca
dafio al material genético. Presenta un mecanismo de accion dependiente de la
intercalacion del farmaco entre las dos cadenas del ADN, que a dosis altas
impide la correcta replicacion y tanto a altas como bajas dosis altera la sintesis
del ARN.™

Figura 11. Estructura quimica de actinomicina D.

e Enodiinos:

Las calicheamicinas son miembros de la familia de antibidticos enodiinos,
antitumorales muy toxicos. Se propone que el proceso comienza con la
activacion mediante el ataque nucleofilico sobre la unidad trisulfuro, seguido de
la adiccién conjugada y cicloaromatizacion de Bergman para generar un
dirradical 1,4-bencenoide de gran reactividad, que actia rompiendo las hebras
del ADN (figura 12).”
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Figura 12. Estructura quimica de enodiinos y activacion metabdlica.

Se han aislado otros productos naturales relacionados con la especie
dirradical bencenoide, donde el grupo desencadenante de la activacion es un
epoxido, como la dinemicina A 14.

Figura 13. Estructura quimica de dinemicina A 14.
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Dos agentes intercalantes que se encuentran en la fase Il de su
desarrollo como antineoplédsicos son la mitoxantrona y el bisantreno. Estos
compuestos han demostrado una toxicidad relativamente baja, por lo cual se

espera su futura introduccién como farmacos.’®

B
N_ _OH N

oH o HN NS |

P

O 2.HCI O

OH (@] HN
\/\N/\OH
H
15 N

Figura 14. Estructura quimica de mitoxantrona 15 y bisantreno 16.

-  Metabolitos de Plantas:

Cuatro grandes grupos componen estos derivados: alcaloides de la

Vinca, taxanos, camptotecinas y epipodofilotoxinas.

e Alcaloides de la Vinca:
Son alcaloides aislados de la planta Vinca rosea, de los cuales cuatro

presentan actividad reconocida: vincristina 17, vindesina 18, vinblastina 19 y

vinorelbina 20.
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17 Ry=CHO, Ry= OC(0)CH; Ry= OC(O)CH,

18 Ry= CHg, Ry= OC(O)NH, Rg= OH

19 R;=CHj, R,= OC(O)CH; Ry= OC(O)CH,

Figura 15. Estructura quimica de alcaloides de la Vinca: vincristina 17,

vindesina 18, vinblastina 19 y vinorelbina 20.

Son agentes especificos del ciclo celular que actdan durante la metafase
de la mitosis, se unen especificamente con la tubulina (proteina que forma el
huso mitético, es decir el conjunto de microtibulos que conducen a los
cromosomas durante los procesos de reproduccion celular), alterando el
movimiento del huso celular ocasionando su destruccién y la dispersion de los
cromosomas, e impidiendo la mitosis. También, actlan inhibiendo el ARN de

transferencia.”’

Alcaloides de la Vinca

Tubulina Inhiben la Microtubulo

polimerizacion

|
=
1 Taxanos inhiben la
I I z " o

1 despolimerizacion
1 |

| |

1

1

1

1

Figun——4. na=2ani<™n de accion de taxanos
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e Taxanos

Dos farmacos representan este grupo, obtenidos de la corteza del arbol
Taxus brevifolia, el paclitaxel 21 y el docetaxel 22 (derivado semisintético).

Estos farmacos interfieren en la division celular y producen la destruccion
de la célula al unirse a la fraccion f de los microtubulos e impidiendo su
despolimerizacion (figura 16), y originando enlaces estables, es decir, tubulos
no funcionales.” Ademas, se ha propuesto que inducen la expresién génica del

factor de necrosis tumoral a (TNF a) deteniendo la célula en fase G,.

21: R;=H, R,=H O\/\
22: R]_: CH3 , R2=CH3 Ph
Figura 17. Estructura quimica de alcaloides del tejo: paclitaxel 21 vy el

docetaxel 22.

e Camptotecinas:

Son alcaloides derivados de Camptotheta acuminata. Existen dos derivados
de la camptotecina 23, el topotecan 24 y el CPT-11 25. Estos derivados actuan
sobre la topoisomerasa |, enzima que opera sobre la fase de relajacion del
ADN, durante la replicacién celular. La union de la camptotecina con la
topoisomerasa | fija las hebras del ADN y produce aumento de las fuerzas de
torsion, alterando los procesos de escisiOn—reparacion (actua sobre las fases S
y Gz).79
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23: Ry H, Ry: H, Rg:H
24: Rl: OH, Rz: CHz(NCHg)z, R3:H

25: Rl:CN—CN—'(J)-O » Roi H,

R3:C2H5

Figura 18. Estructura quimica de camptotecinas: camptotecina 23, el
topotecan 24y el CPT-11 25

e Epipodofilotoxinas:

Son derivados naturales del Podofilino, cuyo principio activo es la
podofilotoxina. Actualmente estan disponibles para su uso en clinica dos
derivados semisintéticos, el etopdsido 26 y el tenipdsido 27, utilizados como

antineoplasicos por su accién antimitética.®
Actlan sobre la topoisomersa Il, interfiiendo en los procesos de

escision-reparaciéon del ADN. Ademas, provocan la apoptosis celular por la
generacion de reacciones de oxidacion—reduccion y la consecuente lesion del

ADN (farmacos especificos de las fases Sy Gy).

OH 55,,% N
26:R= " : o

H3CO OCH,

HO

o

OR

Figura 19. Estructura quimica de epipodofilotoxinas: etopdsido 26 y el
tenipdsido 27
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Se ha reportado que las células neoplésicas presentan niveles de
topoisomerasas superiores a los de las células normales, por lo cual estos

farmacos presentan selectividad como citotoxicos.

» Antiangiogenicos e Interruptores de la vascularizacion

Por su importancia para la nutricién y desarrollo del tumor y la diseminacién de las células tumorales, la

angiogénesis representa un blanco potencial para la terapia contra el cancer.

En este sentido el sunitinib®" 28 y sorafenib® 29 han sido desarrollados
como farmacos antiangiogénicos impidiendo la formacion de nuevos vasos

sanguineos y el crecimiento del tumor, conduciendo a la muerte del mismo.

Cl
o} ( N
/ N/\/Nv O\@
| H FsC NH o
F / H O)\N/O/
O H

28 29

Iz

Figura 20. Estructura quimica de agentes antiangiogénicos: sunitinib 28 y
sorafenib 29.

Otro tipo de agentes son los llamados interruptores de la vascularizacion
(VDASs), como los flavonoides sintéticos FAA y DMXAA® (figura 21) que act(ian
una vez formados los vasos sanguineos, impidiendo la circulacion a través de la
induccion de una citoquina local, denominada factor alfa de necrosis tumoral
(TNFa)

Me O Me
COOH COOH
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Figura 21. Agentes interruptores de la vascularizacion: FAA 30 y DMXAA
31.

La combrestastatina A4,%® pertenecen a los agentes de alteracion
vascular y son una de las ultimas incorporaciones a los candidatos a farmacos
contra el cancer. Es un derivado cis-estilbeno, el mas potente de una serie de
metabolitos aislados del &rbol africano Combretum caffrum. Es un potente
inhibidor de la polimerizacion de tubulina. Ademéas ha mostrado la capacidad de
inducir la disfuncion vascular en los tumores, deteniendo su crecimiento. Se ha
encontrado que la presencia de los grupos metoxi es importante para mantener

la actividad.

MeO

MeO

OMe

OH
32

OMe
Figura 22. Estructura quimica de combrestastatina A4.

Otro importante agente citostatico es la colchicina (figura 23), ésta ha
sido trascendental en la elucidacion de las funciones y propiedades de la
tubulina y los microtiibulos.?* Se cree que este tipo de compuestos poseen un
enlace al sitio de union de la tubulina méas simple y diferente que los
presentados por los alcaloides de la vinca o el taxol. Se ha propuesto que el
anillo A de la colchicina (anillo trimetoxilado) se enlaza a una subunidad de la
tubulina y el anillo C enlazado a la otra subunidad, donde los dos sitios de
enlace de cada subunidad son encontrados en regiones homoélogas de las dos
cadenas polipeptidicas.®® Sin embargo, su aplicacion medicinal esta limitada

debido a su alta toxicidad.
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Figura 23. Estructura quimica de la colchicina.

La evidente importancia del sistema aroméatico metoxilado, ha estimulado
el disefio de nuevos compuestos que lo contengan, por esta razon dentro de la
estrategia de farmaco modulacion, en este trabajo se ha incluido dicho nucleo y
sus diferentes patrones de sustitucion que permitiran establecer estudios de

relacion estructura actividad (SAR).

» Inhibidores de las tirosinas quinasas

Recientemente, se han desarrollado farmacos inhibidores de las tirosinas
quinasas, dominios funcionales de receptores que controlan los procesos
celulares basicos tales como; proliferacion, migracion, metabolismo,
diferenciacion, supervivencia celular y procesos de regulacion de comunicaciéon
intercelular. Estos inhibidores (figura 24), han mostrado una respuesta completa
en mucho de los pacientes tratados hacia un cancer especifico y con pocos

efectos adversos.®®
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Figura 24. Farmacos inhibidores de la Tirosina Quinasa: erlotinib 34,
gefitinib 35, imatinib 36 y tykerb 37.

» Anticuerpos monoclonales:

Un innovador descubrimiento en biotecnologia fue la fusion celular,
desarrollada en 1975 por Kholer y Milstein.?” Mediante esta tecnologia se
consiguen anticuerpos monoclonales, que en esencia son el resultado de la
fusion in vitro de linfocitos B de bazo (inicialmente de ratones sensibilizados),
con antigeno especifico con una célula cancerosa (variante celular de mieloma).
El resultado de la fusion es una célula conocida como hibridoma, que combina
la capacidad de produccidon de un anticuerpo determinado, propio del linfocito B,

con la capacidad de la célula cancerosa de reproducirse indefinidamente.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glucoproteinas que se forman
en respuesta a la presencia de agentes extrafios 0 antigenos presentes en

bacterias, virus u otros invasores extrafos.
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La estructura mas sencilla de anticuerpos comprende dos cadenas
peptidicas largas, iguales (denominadas cadenas pesadas) y dos cadenas
peptidicas cortas (ligeras), interconectadas por puentes de disulfuro, presentan

una forma caracteristica tipo Y (figura 25).

Lugar de enlace
al antigeno

—M H2
Cadenas Cadenas
ligeras _— pesadas \
\ Region
| I—

variable

Region
constante

FPuentes de

; | |
disulfuro COOH COOH

Figura 25. Representacion esquematica de la estructura de un

anticuerpo monoclonal.

Se diferencian en la longitud y secuencia de aminoacidos de sus

cadenas peptidicas, con pesos moleculares que van de 150 a 900 KD.#®

En la tabla I, se mencionan algunas caracteristicas de los anticuerpos

monoclonales aprobados por la FDA (U.S. Food and Drugs Administration).®°

Como podemos observar, son muchas las estrategias que se han
empleado para tratar las neoplasias, pero, desafortunadamente estos farmacos
no solamente actlan sobre las células cancerosas, sino que también tienen
efecto sobre las células normales. Esta falta de especificidad es el principal
problema de la quimioterapia, por esta razon, hace necesario continuar con la
busqueda de nuevas estructuras que sirvan como plantilla o estructuras lideres

prometedoras como agentes quimioterapéuticos, que sean mas especificos,
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con mejor actividad y pocos efectos toxicos al paciente y que desde el punto de
vista farmacolégico puedan, ademas, ser eventualmente aplicadas en otros

tipos de enfermedades como las parasitarias.

Tabla I: Anticuerpos monoclonales

Nombre comudn Tipo de Antigeno Indicacion
anticuerpo anticuerpo
Abciximab Quimérico* Gpllb/llla Trombosis
Rituximab Quimérico CD20 Linfoma no Hodgkin
Infliximab Quimérico TNF-a Artritis reumatoide
Trastuzumab Humanizado** HER27neu Céancer de pecho
Prevencion de rechazo de
Daclizumab Humanizado CD25 transplantes de rifion.

Prevencion de rechazo de

Brasiliximab Quimérico CD25 transplantes de rifion.
Gemtuzumab- Humanizado CD33 Leucemia mieloide aguda
Ozogamicin

Leucemia linfocitica

Alemlizumab Humanizado CD52 cronica células B
Céancer colorrectal; pulmon

Cetuximab Quimérico EGFR

Cancer colorrectal;

Bevacizumab Humanizado VEGR escamoso de cabezay
cuello

* El termino quimérico se refiere a los anticuerpos que mantienen unidas las regiones

variables murinas (ratones) pero con regiones constantes humanas.

**os anticuerpos humanizados contiene solo las regiones variables del anticuerpo
murino original y se producen insertando las seis porciones que reconocen al antigeno de las
cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo murino en un anticuerpo humano (reduciendo

considerablemente la respuesta inmunoldgica en relacién con los murinos).

[.2. Malaria

La malaria, también conocida como paludismo, es una enfermedad

causada por protozoarios transmitida por la picadura de mosquitos hembras del
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género Anopheles. Hasta la fecha se conoce que cinco especies del género
Plasmodium producen la enfermedad, a saber; P. vivax,® P. falciparum,®* P.
malariae % P. ovale %y mas recientemente P. knowlesi,** siendo la infeccién

causada por Plasmodium falciparum la mas severa.

La malaria es la enfermedad parasitaria mas importante desde el punto
de vista del nimero de individuos enfermos y por su impacto socioeconémico.®
Afecta a poblaciones de las regiones tropicales y subtropicales del planeta, pero
su diseminacion a otras regiones le convierte en un problema de salud publica
en mas de 108 paises. El ultimo reporte de La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), refiere que entre 3.300 y 1.250 millones de personas viven en
areas de riesgo para contraer la malaria,”® a pesar de los esfuerzos e iniciativas
gue se han llevado a cabo para su control. Entre estas estrategias vale la pena
mencionar; la mejora de los sistemas de diagndstico, la dotacion de
mosquiteros impregnados con insecticidas, y el rociado intradomiciliario, entre

otras.
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Figura 26. Distribucién de la malaria en el mundo para el afio 2012.%

Segun las estadisticas sanitarias mundiales reportadas en 2013 por la

OMS,*® los casos de malaria notificados ascienden a 24.153.005, siendo el
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continente africano el que reporta el 84,3% del total de casos (gréafico 2). En el
grafico 2 se muestra el indice por pais.

Reportes de casos de Malaria por Regiones afio 2013

B Africana B Americana 1 Africa ‘raneo
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Gréfico 2. Reporte de casos de malaria en el mundo, datos OMS 2013.
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Grafico 3. Distribucidon de casos de malaria en Africa.

En el continente americano destaca Brasil con 267.045 casos de malaria
reportados, seguido por Colombia, Venezuela, Haiti y Guyana.
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Gréfico 4. Reportes oficiales de malaria en América.*

En Venezuela hasta agosto de 2013, se reportaron, 47.733 casos de

malaria registrando un aumento del 91,7% respecto al afio 2010 (colocandolo

como el pais que ha tenido el mayor repunte en los ultimos afios en la zona

americana), el 82,86% de los casos se debe a la infeccion por P. vivax , 8,57%

debida a P. falciparum 8,57% a infecciones cruzadas (P. falciparum + P.vivax)

% con una incidencia parasitaria anual de 14,5 por cada 1000 habitantes. Se

estima que se encuentran en riesgo 7.717.509 millones de venezolanos lo cual

representa cerca del 27% de la poblacion.
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Porcentaje de casos-especie Plasmodium responsable
malaria en Venezuela
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Grafico 5. Distribucién de casos de malaria por especie de Plasmodium

en Venezuela.

La alta morbi-mortalidad y el riesgo inminente de millones de personas
de contraer esta enfermedad, hace prioritaria la busqueda de nuevas dianas
terapéuticas y el desarrollo de nuevos antimalaricos a fin de contribuir al
tratamiento de este problema sanitario.

1.2.2. Ciclo de infeccion de la malaria %%

El ciclo de vida del agente causal de la enfermedad es muy complejo
(figura 27), e implica una fase de multiplicacibn sexuada en el vector
(hospedador definitivo), y otra asexuada en el hombre (hospedador
intermediario). Aungue la malaria puede transmitirse por transfusién de sangre
infectada, (i) la infeccion natural del hombre se produce por los esporozoitos
inoculados por la hembra infectada del mosquito Anopheles (i). Los parasitos
abandonan réapidamente la circulacion para localizarse en las células del
parénquima hepatico, donde se multiplican y evolucionan a esquizontes
tisulares (ii); este estadio tisular (exoeritrocitico) de la infeccion es asintomatico
y se extiende entre 5y 16 dias (dependiendo de la especie de Plasmodium).
Los esquizontes se rompen liberando cada uno de ellos miles de merozoitos

gue ingresan en la circulacion invadiendo los hematies, iniciando asi el estadio

41



o ciclo eritrocitico de la infeccion (iii). En las infecciones por P. falciparum y P.
malariae, los esquizontes tisulares se rompen casi de forma simultanea,
quedando el higado libre de formas parasitarias, pero en las infecciones por P.
vivax y P. ovale persisten algunos parasitos celulares, que luego proliferan y
tiempo después causan recaidas (meses o afios después). En los eritrocitos, la
mayoria de los parésitos sufren el ciclo asexuado, desarrollandose desde
formas anulares jovenes a trofozoitos, y finalmente a esquizontes maduros (iv).
La ruptura de eritrocitos que contienen esquizontes, libera los merozoitos (cada
esquizonte libera entre 6-24 merozoitos, causando la fase febril caracteristica
del paludismo); los merozoitos liberados invaden nuevos eritrocitos (v). Algunos
pardsitos eritrociticos se diferencian en formas sexuadas conocidas como
gametocitos. Tras la ingestion de sangre infectada por el mosquito hembra, se
produce la exflagelacion del gametocito macho, seguida por su gametogénesis
y fertilizacion del gametocito hembra en el intestino del insecto (vi). En esta
etapa se genera un oocineto en la pared intestinal que finalmente da lugar al
esporozoitos infectante, que invade las glandulas salivales del insecto y se

reinicia el ciclo (vii).®*

Gametogénesis

1

| Estadio

I
| exoeritrocitico
I
1

V] Vil

Figura 27. Ciclo de infeccion de la malaria (modificado de

i biomedicinaunic.blogspot.com)
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1.2.3. Estrategias para el control de la malaria

La investigacion para el desarrollo de medicamentos y vacunas contra
las grandes enfermedades parasitarias que incluyen malaria, leishmaniasis y
tripanosomiasis no ha tenido mucho interés por la industria farmacéutica
principalmente por la vida comercial muy corta de los medicamentos a causa
del establecimiento rapido de la resistencia y los bajos ingresos econémicos

provenientes de la venta de los mismos.*

Se han realizado varios esfuerzos organizados para controlar la
transmision de la enfermedad.'® '°* Estas iniciativas se han dirigido a la
eliminacién tanto del parasito como del agente transmisor. Las estrategias

consisten basicamente en:

1. Control de la transmision. Uso de insecticidas, obras de

infraestructura sanitaria, educacion:

A pesar de estos esfuerzos por reducir el impacto de la enfermedad, el
namero de casos de malaria estd en continuo aumento debido a la resistencia
del mosquito a los insecticidas y mas importante aun, al rapido desarrollo de
resistencia del parasito a los farmacos disponibles. Desde el afio 2008 la
Organizacion Mundial de la Salud establecié nuevos objetivos en el Plan de
Accién Mundial sobre el Paludismo con vistas al control de la enfermedad,
destacando la campafa de dotacion de mosquiteros y acceso a programas
terapéuticos, lo que ha mostrado una disminucién importante de la morbilidad y
la mortalidad en paises africanos como Santo Tomé y Principe, Zambia y la isla

Zanzibar en Tanzania.
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2. Preparacion de vacunas antimalaricas/Anticuerpos monoclonales:

El desarrollo de una vacuna contra la malaria supone un gran reto. En los
altimos afios se ha producido un incremento significativo en el numero de
preparaciones candidatas a vacunas, sin embargo aun no se dispone de una
vacuna efectiva. La alta variabilidad antigénica del parasito, la falta de
marcadores inmunologicos asi como la falta de modelos animales, son varios

de los factores responsables de esta demora.

El grupo de Investigacién de Patarroyo,’® desarrollaron la vacuna
prototipo SPF66 con gran expectativa por los resultados obtenidos en simios,
sin embargo no pudo demostrar ser efectiva frente a malaria por P. falciparum

en humanos.

Alonso y colaboradores, ' desarrollaron la vacuna RTS, S/AS02A contra
la fase pre-eritrocitica de la malaria, la cual proporciona una proteccién parcial
contra la infeccién en adultos voluntarios y adultos hiperinmunes. Esta vacuna
redujo el riesgo de malaria clinica, con retraso en el lapso de tiempo para la
nueva infeccion y la reduccion de los episodios graves de malaria en nifios
africanos de méas 6 meses de edad. Sin embargo aun continta en estudio.

Recientemente, Seder y colaboradores, %

reportan los estudios clinicos
de la vacuna PfSPZ, la cual resulté segura y bien tolerado cuando se administré
4 a 6 veces por via intravenosa (IV), encontrando que la respuesta de células T
de anticuerpos especificos PfSPZ eran dependiente de la dosis empleada.
Estos datos indican que existe un umbral inmunolégico dependiente de la dosis
para el establecimiento de la proteccion de alto nivel contra la malaria que se
puede lograr mediante la administracion intravenosa de una vacuna gue sea

segura y cumpla con las normas reglamentarias
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La culminacion del proyecto “Genoma del Plasmodium falciparum vy
Anopheles gambiae” ofrece nuevas esperanzas para encontrar nuevos blancos

terapéuticos para el control de la malaria.'®
3. Quimioterapia

El tratamiento quimioterapéutico de la malaria durante muchos afos se
ha basado en el uso de un numero restringido de farmacos, que presentan en
su gran mayoria limitaciones de tipo farmacol6gico y toxicoldgico, y a los
cuales el Plasmodium ha desarrollado resistencia. No obstante, recientemente
se han producido una serie de avances, que abren nuevas expectativas para el
desarrollo de de antimalaricos, como son el Proyecto Genoma, la biologia

molecular, el modelaje molecular y la quimica combinatoria.

[.2.4. Farmacos utilizados en el tratamiento de la malaria
[.2.4.1 Quinolinas

Dentro de los compuestos que se vienen utilizando durante los ultimos
sesenta afios en el tratamiento de la malaria se distinguen los derivados
aminoquinolinicos con dos grandes grupos, los farmacos que actian sobre las
formas eritrociticas asexuadas (esquizontes): Cloroquina 38 y quinina 39, y sus

derivados: mefloquina 40 y primaquina 41. 1901
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Figura 28. Estructuras quimicas de los principales derivados
aminoquinolinicos utilizados en el tratamiento de la malaria: cloroquina 38 y

quinina 39, mefloquina 40 y primaquina 41.

» Quinina

Es el alcaloide principal de la planta Cincona (Chinchona officinalis) o arbol
de la fiebre, la quinina posee un grupo quinolina unido a un anillo quinuclidina a

través de un alcohol secundario.

e Mecanismo de accioén:
La quinina actia como esquizonticida sanguineo y gametocida sobre
especies P. vivax y de P. malariae. Un posible mecanismo de accién esta

relacionado con la intercalacion con los pares de bases del ADN en el
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plasmodio, para lo que resulta indispensable la estructura aromatica plana del

sistema quinoleina. *°®

No obstante, el anillo de quinuclidina puede
reemplazarse por otros sistemas mas simples, lo que se ha empleado con éxito

en el disefio de antimalaricos sintéticos, como por ejemplo la cloroquina.

Su mecanismo de accion exacto estd sujeto a controversia aunque esta
demostrado que interfieren con la ruta de degradacion de la hemoglobina

uniéndose a la ferriporfirina 1X.*%

» Lacloroquina

Representa el farmaco antimalarico mas empleado debido a su eficacia,

tolerancia y bajo costo.

e Mecanismo de accion:

Se ha sugerido que la CQ interfiere con la biosintesis de ADN/ARN del
pardsito, mediante la inhibicién enzimatica o modificando el pH, sin embargo, el
mecanismo de accion mas aceptado estd asociado a la capacidad de inhibir la

formacion de la hemozoina.'%

La resistencia mostrada por parte del parasito a esta droga consiste en que
la cloroquina se acumula en la vacuola digestiva de los parasitos resistentes (a
pesar de que muestran incorporacion cinética idéntica a los sensibles),
disminuyendo el grado de acidez dentro de la vacuola, almacenandose
entonces la cloroquina no protonada que por procesos de transporte atraviesan

la membrana de la vacuola.

» LaPrimaquina

Poco se conoce de la actividad esquizonticida de las 8-aminoquinolinas,
dados que son mas activas frente a formas tisulares y gametos que frente a

formas sanguineas asexuadas del Plasmodium.
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e Mecanismo de accién:

La primaquina actia mediante la formacion de parejas de 6xido-reduccion
que interfieren con la ubiquinona y ubiquinoina reducida, inhibiendo la sintesis
de poliaminas al interferir con el transporte de electrones en las mitocondrias de
Plasmodium y en la sintesis de pirimidinas. Posee accién gametocida y es el
antipaludico mas eficaz para prevenir la transmision de la enfermedad en las
cuatro especies de Plasmodium, reduciendo el reservorio humano del
Paludismo.

Las reacciones adversas mas frecuentes son las molestias
gastrointestinales, puede aparecer metahemoglobinemia en sujetos con déficit

de nicotin-adenindinucleotido (NADH) metahemoglobin reductasa. * %

[.2.4.2 Antifolatos

Otro conjunto de compuestos de extrema utilidad en el tratamiento de la
malaria lo forman los antifolatos que actian a distintos niveles del metabolismo
del acido folico. Asi se distinguen las sulfamidas (figura 28) que inhiben a la
dihidropteroato sintasa, enzima clave implicada en la sintesis del acido félico o
compuestos como el cicloguanilo 43 y la pirimetamina 44 que son inhibidores de
la dihidrofolato reductasa una enzima responsable de la regeneracion del
cofactor en estado reducido y que se encuentra asociada a la timidilato sintasa

en una enzima bifuncional esencial para la sintesis celular de timidilato.*®
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Figura 29. Estructura quimica de antifolatos: La sulfadoxina 41,
sulfametoxipiridazina 42, cicloguanilo 43 y la pirimetamina 44

La asociacion de ambos tipos de farmacos ha resultado eficaz en el
tratamiento, pero las mutaciones en la proteina blanco (DHFR) han generado
multiples casos de resistencia, o que unido a casos de hipersensibilidad a las

sulfamidas hace que su uso presente limitaciones.*'%**!

1.2.4.3 Artemisinina y derivados

La artemisinina y sus derivados constituyen una clase de farmacos que
se vienen empleando desde hace mucho tiempo en el tratamiento de la
enfermedad.!*? La artemisinina 45 es una lactona sesquiterpenica aislada por
primera vez en 1971 por quimicos chinos a partir de la planta Artemisia annua,
su potencial terapéutico esta limitado por su baja solubilidad.

Se han preparado derivados semisintéticos como el artesunato 46, el
artemeter o el arteeter 47, entre otros, empleados en la clinica con elevada

eficacia.
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Figura 30. Estructura quimica de artemisinina y derivados: Artemisinina 45,

artesunato 46 y artemeter 47.

Su mecanismo de accion no estd muy claro sin embargo, se propone que
su actividad biolégica es dependiente de la ruptura del enlace peroxido tras la
interaccion con el Fe'" del grupo hemo en el interior de la vacuola digestiva,
generandose radicales libres con capacidad alquilante, tanto para el grupo
hemo como de otras proteinas del parasito.*****

Fe'-heme 2

i. Activacién reductiva

del peroxido. .
ii. Clivaje C3-C, Aducto artemisina- Fe( Heme)

(heme)Fe''—

\”/O’ “,

Figura 31. Mecanismo de activacion reductiva de artemisinina por

complejo Fe'-Hemo
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Estudios recientes apuntan que la artemisinina es un inhibidor de la
SERCA (Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmatico, PfTAP6) de Plasmodium,

sin embargo poco se sabe de este proceso de inhibicion.***
» Uso de Combinaciones

La OMS recomienda el uso combinado de farmacos para el tratamiento de la
malaria no complicada por Plasmodium falciparum, con la finalidad de
incrementar la eficacia terapéutica. Adicionalmente las combinaciones de
farmacos antimalaricos pueden reducir la duracién del tratamiento, por ende,
aumentar su cumplimiento y prolongar la aparicion de la resistencia, que surge

por mutaciones de genes de los parasitos durante la terapia.***

Algunas combinaciones entre antimalaricos de comprobada efectividad
son: Artesunato-Mefloquina (Artequin), Artesunato- amodiaquina (Arsucan),
Artemeter-Lumefantrina (Coartem), Amodiaquina-Sulfadoxina- Plrimetamina.'*
Dihidroartemisinina-piperaquina (DP), usada en malaria por Plasmodium

116y Cloroquina-Pirimetamina-Sulfadoxina en nifios

falciparum multiresistente
las combinaciones basadas en Artesunato-Mefloquina han mostrado mutua
proteccion contra la resistencia del parasito, gran eficacia y excelente

tolerabilidad. **" 8
» Compuestos de organometalicos

La quimica de coordinacion ha incorporado compuestos con potencial
para ser empleados como antipaludicos. De hecho, la ferroquina 48 ha
resultado ser mas eficaz que la cloroguina en cepas resistentes, ademas

presenta pocos efectos adversos y gran viabilidad de administracién oral.**°

Aunque la accién de la porcién ferrocenil no es bien entendida y se han

propuesto varias hipoétesis, es un hecho que la ferroquina restaura totalmente la
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actividad de la cloroquina en cepas resistentes. Investigaciones recientes han
incorporado complejos de oro, rodio y rutenio para el estudio como potenciales

drogas antimalaricas.'®

HN NMe,

M 48 M= Fe

P @ 49 M=Ru

Cl N

Figura 32. Estructura quimica de complejos metélicos con cloroquina:

porcion ferrocenil 48 y porcidn rutenocénica 49.

Otros compuestos heterociclicos a los que se le han incorporado una
unidad de ferrocenil en la posicibn 2 son las quinolinas 50-55.
Se han sintetizado a partir de ferrocenil-o-nitrochalconas a través de una simple
hidrogenacién / ciclacién intramolecular. *?* Todos los heterociclos ferrocenilo
inhibieron el crecimiento de cepas D10-W2 (susceptibles a cloroquina) de
Plasmodium falciparum en rango de dosis 1,5uM a 100 puM. (Figura 33).
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Figura 33. Sintesis de analogos 2-ferrocenilquinolinas

El tratamiento de la malaria ha sido posible durante muchos afios con los
farmacos antes mencionados, sin embargo, debido a una serie de limitaciones
de tipo farmacologico y a la aparicion de mecanismos de resistencia a estos
tratamientos tradicionales, se hace necesaria la busqueda de nuevos
compuestos que contribuyan efectivamente al tratamiento de esta endemia. La
expectativa al respecto es creciente, debido a que los avances en los
conocimientos de la bioquimica y la gendmica del parasito, sefialan nuevas
dianas terapéuticas.

Al respecto, una de las dianas terapéuticas de interés para el desarrollo
de nuevos farmacos antimalaricos esta relacionada con el metabolismo de la
hemoglobina de las formas intraeritrociticas de los parasitos del Genero
Plasmodium. Entre los objetivos de esta investigacion se incluye la evaluacion
del potencial de los nuevos compuestos sintetizados para inhibir la formacion
de la Hemozoina o pigmento malarico, un producto formado por el parasito para
controlar la toxicidad producida por el grupo hemo liberado durante la digestion
de la hemoglobina del eritrocito hospedador por parte del parasito. La presencia
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del anillo quinolinico en una de las series de derivados, sugiere su evaluacion

como inhibidores de la formacion de este producto.

A continuacion se describe brevemente este proceso.

Degradacién de Hemoglobinay Formacion de Hemozoina

El proceso de degradacion de la hemoglobina del hospedante por parte
del parésito, constituye un blanco para el desarrollo de nuevos antipalldicos,
dada la relevancia que tiene este mecanismo para la supervivencia del

paréasito.*?°

La digestién de la hemoglobina del eritrocito hospedador se desarrolla en
la vacuola digestiva del parasito donde estan presentes enzimas proteoliticas
como las proteasas asparticas, cisteinicas y metaloproteasas, que son activas
bajo condiciones acidas. De este modo el parasito adquiere los aminoacidos
requeridos para la sintesis de sus propias proteinas, y se liberan los grupos
hemo. Paralelamente se desarrolla un proceso de desintoxicacién del hemo
libre, para evitar la toxicidad producto de la acumulacién del mismo, debido a su
capacidad para promover la generacion de especies reactivas de oxigeno
(superoxidos y peréxidos) que conllevan a modificaciones de aminoacidos, asi

como dafios a las membranas celulares y del ADN.***

El proceso de desintoxicacién consiste en oxidar el hemo libre a
hematina (figura 34), para generar posteriormente el pigmento malarico
denominado hemozoina. Este pigmento esta constituido por B-hematina y otros

componentes que aun no han sido completamente caracterizados.®’
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o OH o OH
Hemo libre (Fe(Il)PPIX) Hematina (OH-/H,OFe(lIl)PPIX)

Figura 34. Estructura quimica de hemo libre y hematina

El producto formado, por la unién mediante puentes hierro—carboxilato de
los grupos hemo libres, es un cristal inerte y no téxico.'®” Este proceso es
crucial para la supervivencia del Plasmodium, por tanto, la interferencia por
efecto de farmacos, representa una opcion para el desarrollo de nuevos

antimaléaricos.
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II. ANTECEDENTES

El nucleo quinolina es una de las estructuras privilegiadas en
guimica medicinal, ya que muchos compuestos que contienen esta plantilla han
mostrado ser activos frente a diferentes enfermedades, que incluyen como se
ha evidenciado las enfermedades parasitarias. Ademas, ha despertado gran
interés en la busqueda de estructuras que la contengan para el desarrollo de

nuevos compuestos citotoxicos antitumorales.

Recientemente, se ha reportado el potencial antitumoral de compuestos
gue contienen el nucleo de la quinolina, contra células humanas de cancer de
mama MCF-7, siendo la cloroquina el agente que presentdé el mayor efecto
inductor de la apoptosis. Todas las quinolinas antimalaricas estudiadas fueron
capaces de inducir la diferenciacién causando la supresién del crecimiento en
lineas celulares MCF-7 y MCF10A, mostrando actividad anti-proliferativa similar
a cisplastino.*??

3

En el afio 2004 Santelli—-Rouvier y colaboradores,'?® sintetizaron

derivados tioacridinas analogos a la cloroquina y demostraron la importancia del

atomo de cloro en el anillo acridinico para mantener la actividad.

NH,

S

OMe
\
/
Cl N
56

Figura 35. Estructura quimica de tioacridina 56.

En ese mismo afio Martirosyan y colaboradores,*** reportan la actividad

de nuevos derivados quinolinicos (figura 36) como compuestos antiproliferativos
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y estimulantes de la diferenciacion celular in vitro sobre células MCF-7,
resultando 3 a 10 veces mas potentes que otros compuestos quinolinicos
empleados en el tratamiento de la malaria como la cloroquina, hidroxiquinolina,
la amodiaquina y la quinina, causando la apoptosis celular mediante la

inhibicion de la histona deacetilasa (HDAC).
OH

/

=z
V/4
(@]
Z
72
AN
@]
(@)
T
w

Figura 36. Estructura quimica de los derivados quinolinicos: NSC3852
57, NSC69603 58 y NSC86371 59.

En 2007 Jasinski y colaboradores*®? mediante screening de topologia
molecular lograron identificar la quinoleina MT477 60, compuesto con
capacidad para interferir con la actividad de las isoformas de proteinas quinasas
(PKC) e inhibir la proliferacion celular en lineas de cancer H226, MCF-7, U87,
LNCaP, A431 y A549.

S /NH
\/

Figura 37. Estructura quimica de quinoleina MT477
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Posteriormente Shi Aibin y colaboradores en 200 reportaron la

sintesis de nuevos derivados 8-amino-5-ariloxi-6-metoxi-4-metilquinolina.

FsC
o) CH,
MeQ,
\
»Z
N
NHR
HC N H,C
P = 65: 67 ®)
61: R = CH,CH,CH,NH, ) : [
N

62: R :CH2CH2CN
63: R =CH,CH,C(=NH)OCH,CHs H,C

66: S
64: R =CH,CH,C(=NH)NH, W,

Figura 38. Formulas estructurales de 8-aminoquinolinas sustituidas con

heterociclos de 5 miembros.

Este grupo de compuestos mostr6 una potente actividad antitumoral
sobre células de cancer de mama T47D, siendo la quinolina 67 la més activa
(Cls:15,6 £3,0 nM).

En ese mismo afio M6l W y colaboradores,*?® reportan la sintesis de
nuevos compuestos tioquinolil acetilénicos que contienen en sus estructuras
propargilo, 2-butinilo, 4-bromo-2-butinilo, y los grupos 4-hidroxi-2-butinilo, que
mostraron actividad antiproliferativa in vitro frente a un amplio grupo de lineas
celulares humanas SW707 (adenocarcinoma colorrectal, CCPR/CEM: leucemia)
como de ratones P388 (leucemia); B16 (melanoma), con valores de IDsp que
van desde 0,2 hasta 4,6 pg/mL comparable a la de cisplatino utilizado como

compuesto de referencia.
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69: R1: CH,C ==CH, R,: CH,C=—=—=CCH,Br, X:Se
70: R1; CH,C ==CH, R,: CH,C=—=—=CCH,0H, X:Se

Figura 39. Formulas estructurales de tioquinolinas sustituidas.

También hay evidencia de la actividad antitumoral sobre cancer de
préstata (CaP) por parte de linomide, un derivado de quinolina-3-carboxamida
que tiene la capacidad inhibir el crecimiento de tumores en ratones. La eficacia

de este compuesto se correlaciona con la inhibicién de la angiogénesis.*?’

N o
/ N
OCHs OH _ ©

CF3

Figura 40. Estructura quimica de Linomide.

En el afio 2007 Ferrer®® desarrolla la sintesis de derivados 4-
sulfanilvinilquinolinas en el laboratorio de Sintesis Organica de la Facultad de
Farmacia, que presentaron una actividad inhibitoria de la hemozoina superior al
50%. El compuesto 75 redujo significativamente la parasitemia en ratones

infectadas con Plasmodium berghei.
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P
Cl M cl N/
72 X:p-F 73 X:p-F 76 X:p-F 77 X:0-F
74 X:m-Cl 75 X:p-OH 78 X:m-Cl 79 X:p-OH

Figura 41. Formulas estructurales de derivados 4-sulfanilvinilquinolinas.

Mas recientemente estos compuestos fueron evaluados sobre lineas de
cancer de prostata tanto in vitro como in vivo,**® destacando el compuesto 75
con ICsp< 20ug/mL. Este compuesto fue activo inhibiendo la adhesion celular,
migracion e invasion celular. También inhibié la neovascularizacion en
embriones de pollo y formacion de colonias de células tumorales. Estos
resultados sugieren la potencial actividad de derivados tioacrilatos sobre el

cancer de préstata humano.

En 2009 Ferrer y colaboradores,'® reportaron la sintesis de una variedad
de 7-cloroquinolinil-4-aminofenilchalconas con propiedades antimalaricas y
antineoplasicas. Los compuestos 80-84 mostraron efectos potenciales como
inhibidores de la formacion de B-hematina e inhibidores de la proliferacién de

células humanas de cancer de prostata.
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80: R=4-N (CH,) ,

81: R=4-Cl
82:R=2-Cl
83:R=3-F

N 84:R=H

/

Cl N

Figura 42. Formulas estructurales de 7-cloroquinolinil-4-

aminofenilchalconas

En 2013 Arafa y colaboradores,’®! reportan varios derivados de
quinolina como scaffold o plantilla con cadenas laterales, semi-rigido o flexible
en la posicién 8 del anillo de quinolina. Estos nuevos compuestos se evaluaron
in vitro sobre lineas celulares HT29 (cancer humano de colon) y sobre
la linea celular de cancer humano de mama MDA-MB231. El compuesto 85
(figura 43) resulté ser el derivado mas activo frente a las dos lineas celulares,
con valores de Clsgp de 4,7 uM y 4,6 uM frente a HT29 y MDA-MB231,

respectivamente.

Br

=
Z

Br 0O N

OCH-CHNHN

OH

85 OCH;

Figura 43.Estructura quimica de quinolina 85.

61



Otros nucleos que han mostrado ser importantes en la busqueda de
compuestos lideres para el tratamiento de estas dos enfermedades son los
nacleos bencimidazol y benzotiazol. De hecho en las dltimas dos décadas, se
han ensayado diversos derivados de estos tipos de compuestos con
propiedades antimicrobianas, antialérgicas, anti-inflamatorias y citotdxica-

antitumoral, entre otras.'*?

Por otra parte, los compuestos nitroaromaticos, ampliamente utilizados
en el tratamiento de infecciones, han mostrado actividad antitumoral,
antiparasitaria y antimicrobiana.****3* Se propone su participacién en muchas
reacciones de radicales libres, y actualmente se estudian con interés. En este
sentido destaca el trabajo de Hranjec y colaboradores,** quienes sintetizaron
una serie de benzimidazoles con acrilatos-furilo-fenil/ tienilo-fenil, y
naftofuranos/naftotiofenos que mostraron ser activos frente a la linea celular de
carcinoma de mama (MCF-7). Los compuestos 86-91 mostraron una notable
selectividad respecto a los fibroblastos normales (W1 38), ademas exhibieron la

capacidad de enlazarse al ADN de varios modos.

Ry R,

Rs R3 N

N/

N
N X

_ _ _ . L. Ro R
86 X=0, Ry=H, R,= COOMe, Ry=/-pr-amidina 89X=0, R,=H, R,= COOMe, Ry=/pramidina 2
87 X=0, Ry=CN, Ry= COOE!, Ry=F-pr-amidina 90 X=0, R,=CN, R,= COOEt, Ry=/-pramidina
88 X=8, Ry=H, Ry= COOMe, Ry=/-pr-amidina 91X=8, R;=H, R,= COOMe, Ry=/-pramidina

Figura 44. Formulas estructurales de derivados 4-sulfanilvinilquinolinas.

Recientemente Racané y colaboradores,**®

reportaron la actividad de
distintos benzotiazolil furanos/tiofenos conteniendo el zwtterion amidino (figura

45), que mostraron un fuerte efecto antiproliferativo y capacidad para inhibir el
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crecimiento celular de células HeLa, MCF-7 y MiaPaCa-2 a concentraciones
menores de 50 uM, presentando ademds baja citoxicidad sobre fibroblastos

humanos normales.

| \ %\ml-gl

N\

x

S

NH

NH
96: Xx=0, Am= X N J\ 98: x=0, Am=L N
H H

NH NH
92: x=0, Am=H NJ\ 94: x=0, Am=H N J\
H H

HAM &1 ede

93 x=0, Am:/\-Nj 95. x=0, Am=/"Nj 97: x=0, Am=/<Nj 99: x=0, Am=/<Nj
H H H H

Figura 45. Formulas estructurales de derivados fenilbenzotiazil y
furanos/tiofenos dibenzotiazolil.

Gowda y colaboradores **" en 2008 reportan la actividad de una serie de
bencimidazoles trisustituidos y sus precursores (3-7) como inhibidores de la
proliferacion de las células de cancer de mama MDA-MB. Los resultados
revelaron que la carboxamida 100, fue el inhibidor mas potente, destancando la
naturaleza electron atrayente en los sistemas aroméaticos en las posiciones 2, 3
y7. CF3

NC

Cl

Vi

Cl

100 F

Figura 46. Estructura quimica de 1-(4-fluorobencil)-2-(2,4-diclorofenil)-N-(4-
ciano-3-(trifluorometil)fenil)-1-H-benzo[d]imidazol-5-carboxamida 100.

63



En el afio 2011 Camacho y colaboradores,*®

reportan la actividad
antimalérica y citotéxica antitumoral de derivados 5-nitrofuran y/o 5-
nitrotiofenilbenzoimidazol, con capacidad para inhibir la formacién de la B-
hematina por encima del 92%, un valor comparable al mostrado por la CQ en el

mismo sistema.

ZT

/ \

X
H 101=X:0, Ry: H
J/ 102=X:0, R;: 3,4-MeOPh
N 103=X:S, R;: 3,4,5-MeOPh

Figura 47. Estructura base de derivados de 5-nitrofuran y/o 5-

NO,

Z\

nitrothiofenilbenzoimidazol.

Sin embargo, dichos compuestos presentaron bajo efecto como
inhibidores de la hidrélisis de la globina de raton.**° Por otra parte, mostraron
actividad citotéxica de moderada a débil (7.81 a 250 pg / mL) frente a lineas
celulares cancerosas H460 (cancer de pulmén de humanos); DU145
(carcinoma de prostata humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano),
M-14 (melanoma humano), HT-29 (adenocarcinoma de colon humano) y células

humanas de leucemia mieloide crénica K562.1%1%*

Gowda y colaboradores*? reportan la actividad de analogos del
bencimidazol como potenciales agentes antileucemicos. Destaca el compuesto
metil 1 - (4-metoxifenetil) -2 - (4-fluoro-3-nitrofenil)-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de etilo que indujo la muerte celular en las células leucémicas con
una Clsp de 3 uM. Este compuesto actua en la fase S/G; del ciclo celular,

deteniendo la proliferacion celular.
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C,H50

0
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104 ’
Figura 48. Estructura quimica de metil 1 - (4-metoxifenetil) -2 - (4-fluoro-

3-nitrofenil)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de etilo 104.

Noolvi y colaboradores en 2012,'* reportan la actividad de una serie de
2-aminobenzotiazoles obtenidos mediante un disefio racional empleando una
variedad de ligandos estructuralmente similares presentes en los sistemas 4-
aminoquinazolina de erlotinib, lapatinib, gefitinib y canaratinib. Los compuestos
presentaron diversas propiedades biologicas, incluyendo la actividad

antineopléasica.

R;
N
e
S
R Ry
105

Figura 49. Estructuras generales de 2-aminobenzotiazoles 105.

En 2013, Alka y colaboradores,*** reportaron la sintesis y la evaluacion
citotoxica de una serie de nuevos hibridos regioisémericos de gquinazolina-
bencimidazol. ElI Compuesto 106, mostr6 actividad importante hacia
una variedad de lineas de tumorales. Mostrando los porcentajes de inhibiciéon
de crecimiento: Células LOX IMVI (melanoma; 97,5%), Células K562
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(Leucemia;98%), KT29 (colén; 94,3%), RXF (cancer renal, 48%), MDA MB-231
(cdncer de mama; 58%).

HN N

106 =

Figura 50. Estructura quimica de N-(2-metil-1-vinil-1H-benzo[b] imidazol-

6-il)-2-(1H-pirrol-1-il)quinazolin-4-amina 106.

Los antecedentes antes descritos indican que los nucleos tioquinolil
acrilato, benzotiazol y nitro furil/tienil pueden considerarse entidades quimico-
farmacoforicas interesantes para la busqueda de estructuras lideres promisorias
para el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de

la malaria y del cancer .

Con base en estas consideraciones, de forma racional, en esta

investigacién nos trazamos los siguientes Objetivos:
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. OBJETIVOS

[ll.1. Objetivos generales

1.-Sintetizar y caracterizar quimicamente derivados de benzoatos de 4-
[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolil-4-iltio)vinillfenilo y  analogos del
bencimidazol y benzotiazol, y evaluar su potencial actividad antimalérica,

citotoxico-antitumoral y antimicrobiana.

[11.2. Objetivos especificos

1.- Sintetizar derivados de benzoatos de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolil-4-iltio)vinillfenilo (112a-s).

0

T

NO
NH N X :

AN \

=

R X=0,85
117a-r, 118a-1

2.- Sintetizar derivados de 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenil-3H-

benzo[d]imidazol-6-carboxamidas (117a-r, 118a-r).

112a-s
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3.- Sintetizar derivados de 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenilbenzo[d]tiazol-

6-carboxamidas (123a-p, 124a-p).

3”
i@ 4!!
TR
\ 5”
HN 6"
NO,
o) 3>_<j/
V4
7\
xX=0, 8
123a-p, 124a-p

4.- Caracterizar los compuestos a sintetizar mediante técnicas
espectroscopicas de RMN'H, RMN¥C, DEPT, COSY, HETCOR, IR,

espectrometria de masas y de sus propiedades fisicas.

5.- Evaluar la capacidad de los nuevos derivados para inhibir la

formacion de la B-hematina in vitro.

6.- Determinar el efecto antimalarico in vivo de los compuestos

sintetizados
7.- Determinar el efecto de los compuestos sintetizados sobre el proceso
de viabilidad y proliferacion celular en las lineas celulares neoplasicas Jurkat

E6.1y HL6O.

8.- Determinar el efecto de los compuestos sintetizados sobre el proceso

de apoptosis, en las lineas celulares neoplasicas Jurkat E6.1 y HL60.
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9.- Determinar la actividad antimicrobiana in vitro sobre microorganismos
Gram-positivos, Gram-negativos y levaduras, empleando el método de difusion
sobre placas de agar.

Para cumplir los objetivos quimicos se propusieron los siguientes

esquemas sintéticos:

Esquema 1. Estrategia sintética para la obtencion de derivados de

benzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolil-4-iltio)vinil]fenilo 112a-s.

H o
OCH
o S/Y 3
0
\\ OCH \\
+ Hs/\H/ i +
/
ol N o cl N/
OH
107 108 109 J 110
]
OH
H
H
‘ HO s} ‘
OCH;
OCH, 5
5 | |
B " o]
5 i = 2 + N
Sy - . ‘
S g
/
L 4n cl N
cl M
112as 111as 7h

M) EtsN, MeOH (reflujo). (ii) 1.- p-hidroxibenzaldehido, piperidina-
acido acético (glacial), benceno, A, 2.-HCI 10%, MgSO,. (iii) 1.-Acido
benzoico correspondiente, EDCI, CH,Cl, DMAP 2.- NaHCO3 3.- MeOH
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Esquema 2: Sintesis de 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenilbenzo[d]tiazol-

6-carboxamidas. Serie (117a-p, 118a-p).

COOH

o NH,
X ~ Hooc H X NO; - i
H i 2
+ \ NO, —™ ‘ +
Ny / 7\ o .
4 R

NH, X=0,8
113 114a, 114b

115a, 115b 116a-p

NH H X NO;
PN 7\

117a-p, 118a-p

(i) 1.- 1,4-benzoquinona, etanol, 2.-H,0, etanol; (ii) 1.-EDCI,
DMF,5% DMAP, anilina correspondiente 2.-Hielo/H,O
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Esquema 3: Sintesis de 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenilbenzo[d]tiazol-6-

carboxamidas. Serie 124a-r, 125a-r.

COOH GOOH COOH
0
NH,SCN —= — Lo o
2
S SH \ /
N§<
NH, X=0, 8
NH,
119 121 122 114a, 114b
3” mmm
2”/ 4" ll“
NH»
HOOC NG
o LT
v +
HJ/ 0
w R
X=0,8
124a-p, 125a-p 116a-p 123a, 123b

()1.- Bry, Acido acético glacial, 0°C(30 min), t.a 2.-H,0, etanol; (ii)
1.-KOH (30%), reflujo 2.-Hielo/HCI;(iii) 1.- 1,4-benzoquinona,
etanol,2.-H,O, etanol; (iv) 1.-EDCI, DMF,5% DMAP, anilina

correspondiente 2.-Hielo/H,O 3.-Etanol
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1. Materiales, equipos y reactivos:

La caracterizacion de los compuestos obtenidos se realizé empleando los

procedimientos que a continuacion se describen:

Los espectros IR, fueron tomados en espectrofotbmetros marcas Nicolet
IS5 con celda ID3 Zn-Se y Shimadzu modelo 470, usando pastillas de KBr,
las absorciones mas importantes son reportadas en reciprocos de
centimetros (cm™).

Los espectros de Resonancia magnética nuclear de *H ,**C, DEPT, COSY,
HETCOR, fueron determinados en un espectrometro JEOL ECLIPSE 270
(270MHz/67.9 MHz). Como solventes se emplearon: DMSO-dg y CHCI;-d.
Los desplazamientos quimicos (&) son reportados en partes por millon
(ppm), como patron interno trazas de DMSO y CHCI3, respectivamente. El
valor de las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz); las abreviaturas
empleadas para indicar la multiplicidad de las sefiales son: singlete (s),
singlete ancho (sa), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd) y
multiplete (m).

Los espectros de masas fueron obtenidos en un sistema de trampa de
iones lineal, modo positivo y un equipo Finnigan TSQ Quantum Ultra AM de
cuadrupolo con fuente de ionizacién quimica.

Los analisis elementales para algunos compuestos, fueron determinados en
analizador Perkin Elmer 2400 CHN, los resultados estan en el orden de
0.4 % de los valores calculados.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no
fueron corregidos.

El monitoreo de las reacciones se realizé por cromatografia en capa fina
(CCF), empleando cromatofolios de silica gel marca Merck tipo 60F25H, de
un espesor de capa de 0,2 mm. El andlisis de las placas se llevé a cabo

mediante una lampara de UV de 254/365 nm o empleando camara de yodo.
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Se utiliz6 Silica Gel, 60 A 0,06-0,2 mm, para las separaciones
cromatograficas en columna (70-230 mesh ASTM)

Los solventes utilizados fueron destilados y secados: El diclorometano
(CH.CI,) sobre hidruro de calcio, éter dietilico (C;Hs),O sobre sodio y
benzofenona, etanol (Co,HsOH) sobre magnesio.

Se emplearon los siguientes reactivos comerciales: piperidina (Aldrich
99%); acido acético glacial (Aldrich 100%); metanol (Merck 99,9%);
trietilamina (Fisher Scientific 95%); sulfato de sodio (Merck), piridina
(Aldrich), bisulfito de sodio (BAKER ANALYZED), 4,7-dicloroquinolina
(Aldrich 99%), hexano (Aldrich 96%), carbonato de potasio (Science), 4-
dimetilaminopiridina (Aldrich), cloroformo (Merck 99%), pirrolidina (Aldrich),
morfolina (Aldrich), tiomorfolina (Aldrick), EDCI (Aldrich), los diferentes
acido benzoico metoxilados asi como los compuestos cloronitrobenceno
son de la marca (Aldrich).

La evaluacion de la posible actividad antimalarica se realiz6 de acuerdo a
protocolos reportados in vitro mediante el ensayo de inhibicién de la
formacién de R-hematina (IFBH) e in vivo mediante el Test supresivo de
cuatro dias (Test o Prueba de Peters), en la Unidad de Bioquimica,
Facultad de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela.

La determinacion de la posible actividad antineoplasica se realizé mediante
evaluacion del efecto sobre el proceso de viabilidad y proliferacion celular a
través de la reduccion colorimétrica de la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-
difeniltetrazolio (MTT). En el Instituto de Inmunologia “Dr. Nicolas E. Bianco
C”. Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela.

La actividad antimicrobiana in vitro se determind midiendo el halo de
inhibicion sobre placas de agar, empleando microorganismos:Gram-
Positivos (G+), Gram negativos (G-) y levaduras. En el Departamento de
Biologia Molecular, Departamento de Biologia. Universidad Simén Bolivar,

Venezuela.
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IV.2. Seccién Quimica

IV.2.1. Sintesis de acetato 2-[4-(7-cloro-quinolinilsulfinil] de metilo
(109).

OCH;
ol s/\f
o
AN OCH; AN
. HS/\H/

/

cl N 0 =
107 108

Cl N
109

En un balén de 100 mL provisto de un agitador, se agrego 3,3 mmol de
metiltioglicolato y 2,15 mmol de EtzN en 15 mL de MeOH seco, se dejé
reaccionar por 10 min y se adicionaron 2,6 mmol de 4,7-dicloroquinolina. La
reaccion se dejo a reflujo por 24 h. Transcurrido ese tiempo, el solvente se
elimind a vacio y se agregd 25 mL de diclorometano, seguidamente se lavo tres
veces con agua destilada. El diclorometano se elimin6 a presion reducida y se
procedio a recristalizar por cambio de temperatura empleando metanol, para un

rendimiento del 90%.%8
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IV.2.2. Sintesis de acrilato 2-(7-cloroquinolinil-4-iltio)-3-(4-
hidroxifenil) de metilo (75)

H o} |

s /ﬁr s |
0 o

= N

+
= =
Cl N cl N
OH
109 110 75

En un balén de dos bocas provisto de un agitador y una trampa Dean-
Stark, se disolvieron 1,86 mmol de 109 y 2,26 mmol de p-hidroxibenzaldehido
110 en 25 mL de benceno seco, seguidamente de agregé 1 mL de piperidina y
0,75 mL de &cido acético glacial. La mezcla se reflujo por 24 h, el solvente se

128

elimind a presién reducida, " el producto de interés se obtuvo por precipitacién

al agregar una mezcla 1:1 de acetona-agua, con un rendimiento del 95%.

75

OH



Cl

IV.2.3. Procedimiento general para la sintesis de benzoatos de 4-

[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolil-4-iltio)vinil] fenilo (112a-s).

OH

o
. |
\\ Ny
‘ HO o}
OCH; ‘
3 OCH;8
Cl B = | |
; 5
T Ty + ‘ E—— 0
5 la D ¥ oS
P L \R
" * cl N/
75 111as 112as

En un balén de 100 mL provisto de un agitador, se agregaron 0,40 mmol
de clorhidrato de 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) y 0,32 mmol
del acido correspondiente en 20 mL de diclorometano seco. La mezcla se agitd
a temperatura ambiente por 30 min. Seguidamente se agregé 0,08 mmol de 4-
dimetilamino piridina (DMAP) y 0,27 mmol de 75 disueltos en 10 mL de
diclorometano seco. La reaccion se dejé bajo atmosfera inerte, temperatura
ambiente y agitacion continua por 48 h. Transcurrido este tiempo se lavo con
tres porciones de 15 mL de agua destilada y tres veces con 15 mL de NaOH
(10%). El solvente de la fase organica se eliminé a presiéon reducida y los

compuestos de interés se obtuvieron al lavar con metanol.
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Tabla II. Acidos de partida 111a-s para la esterificacion de la serie 112a-s

HO 0

5" \\ 3"

4" R
111a-s
Acido de Ry Ra R4 Rs» Re-
partida
a OMe OMe OMe H H
b H OMe OMe OMe H
c OMe H OMe OMe H
d OMe OMe H OMe H
e H OBz OBz OBz H
f OMe OMe H H
g OMe H OMe H
h OMe H H H OMe
i H OMe OMe H
J H OMe OMe H
k OMe H H H
[ H OMe H H
m H H OMe H H
n H H H H
o H Cl H H
p F H H H
q H H ] H H
r Cl H Cl H H
S Cl H H Cl H
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IV.2.3a. 2,3,4-trimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112a).

Sélido amarillo; Rendimiento 38%; Punto de Fusion 132-134°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1742, 1715, 1556, 1198,1082. RMN'H (CDCls) 8: 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s,
3H, OCHj3), 3.92 (s,3H,0CHs), 3.94 (s,3H,0CH:), 6.74 (d,1H,HsJ= 8.9), 7.07
(d,1H,Hs, J= 4.7), 7.23 (d, 2H, Hgy, J= 8.6 Hz), 7.76 (d, 1H, He, J= 8.9), 7.56
(dd,1H,Hs, J= 9.5y 1.7 Hz), 7.90 (d, 2H, Hy, J= 8.6 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg),
8.52 (s, 1H,=CH), 8.63 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz), RMN3C (CDCl;) 5: 53.68

(CO,CHs), 56.42 (OCH3), 61.09 (OCH3), 107(Cs-,Cs), 122(Cz), 125 (Cs) 128
(Cs, Cs), 132(Cp),131 (Cg), 143(Cs"), 153 (C1), 155(Cy, C4r), 163 (C=0), 165
(C=0). EM (m/z): 566,06 (M+1), 506,06 (M-60), 194.95 (M-371).

Analisis: Co9H,4CINO;S PM: 566,022

Calculado: C61.54% H4.27% N 2.47%
Encontrado: C 61.87 % H 3.97% N 2.63%
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IV.2.3b. 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112b).

Solido amarillo; Rendimiento 41%; Punto de Fusién 140-142°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1742, 1703, 1557, 1198,1082. RMN'H (CDCls) : 3.75 (s, 3H, OCHzs), 3.91 (s,
6H, OCH3), 3.92 (s,3H,0CHg), 7.09 (d,1H,Hs3,J= 4.9), 7.22 (d, 2H, Hz, J= 9.2
Hz), 7.39 (s, 2H, Hy6), 7.59 (dd,1H,Hs, J= 9.0 y 2.0 Hz), 7.90 (d, 2H, Hy2, J=
9.2 Hz), 8.18 (d, 1H, Hs, J= 9.0 Hz), 8.20 (d,1H,Hs, J= 2.0 Hz), 8.53 (s, 1H,=CH),
8.63 (d, 1H, H,, J= 4.9 Hz), RMN*3C (CDCls) 5: 53.68 (CO,CHs), 56.42 (OCHs),

61.09 (OCHs3), 107 (Ce), 122 (C3,C5),125 (Cz", Cs), 126 (Cs), 129 (C»),152 (C»),
164 (C=0), 165 (C=0). EM (m/z): 566,09 (M+1), 506,09 (M-60), 195,09 (M-371).
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IV.2.3c. 2,4,5-trimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)fenilo] (112c).

Sélido amarillo; Rendimiento 43%; Punto de Fusién 120-122°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1734, 1704, 1576, 1132, 1017. RMN*H (CDCI3) 6: 3.74 (s, 3H, OCHy3), 3.86 (s,
3H, OCHs), 3.89 (s, 3H, OCHs), 3.95 (s, 3H, OCHs3), 6.54 (s, 1H, Hs), 7.08 (d,
1H, Hs, J= 4.7 Hz), 7.22 (d, 2H, Hz, J= 8.7 Hz), 7.51 (s, 1H, He), 7.57 (dd, 1H,
He, J= 8.8, 2.0 Hz), 7.88 (d, 2H, Hy, J= 8.6 Hz), 8.17(m, 2H, Hs, Hg), 8.53 (s,
1H, =CH), 8.62 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN*C (CDCl5) &: 53 (OCHs), 56
(OCHg), 57 (OCHg), 57 (OCHs), 97 (Csz), 112 (Cg), 166, 122 (C3), 125(Cs),
126 (=CH), 127(Cs), 129 (C,+), 132 (Cy), 152 (C,), 163 (ArC=0), 165
(HsCOC=0).
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IV.2.3d. 2, 3, 5-trimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio) vinil)]fenilo (112d).

Solido amarillo; Rendimiento 47 %; Punto de Fusién 152-154°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1711, 1696, 1557, 1152, 1005. RMN*H (CDCls) d: 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.86 (s,
3H, OCHj3), 3.89 (s, 3H, OCHj3),3.94 (s, 3H, OCH3), 6.52 (s, 1H, Hy»), 7.10 (d,
1H, Hs, J=4.7 Hz), 7.20 (d, 2H, Hz, J= 8.7 Hz), 7.32 (s, 1H, He’), 7.50 (dd, 1H,
He, J= 8.9, 1.8 Hz), 7.89 (d, 2H, Hx, J= 8.4 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg), 8.52 (s,
1H, =CH), 8.62 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN*C (CDCl;) &: 53 (OCHs),
56(5°0OCH3) 57 (2°0OCHg;, 3"OCHgs), 97 (C4-), 108 (Cs-), 112 (Cs), 122 (Cg3),
122(Ce¢), 126 (=CH), 127(C3), 129 (Cy), 132 (Cy), 152 (C,), 163 (ArC=0),
165 (H3COC=0).

Analisis: C29H24C|N07S PM: 566,022
Calculado: C61.54% H4.27% N 2.47%
Encontrado: C 61.47 % H 4.33% N 2.72%
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IV.2.3e. 3,4,5-trifeniloxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112e).

OBz

"SoBz

Sélido amarillo; Rendimiento 36%; Punto de Fusion 226-228°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1730, 1703, 1584, 1557, 1121. RMN*H (CDCls) &: 3.76 (s, 3H, OCHs), 5.13 (s,
6H, CH,), 7.13 (d, 1H, Hs, J=4.7 Hz), 7.21 (d, 2H, Hs, J=8.1 Hz), 7.31(m, 15H,
Hpn), 7.46 (s, 2H, Hy He), 7.60 (dd, 1H, He, J= 8.1, 1.9 Hz), 7.89 (d, 2H, Hy, J=
8.1 Hz), 8.21 (d, 1H, Hs, J= 8.1 Hz), 8.27 (d, 1H, Hg, J= 1.9 Hz), 8.55 (s, 1H,
=CH), 8.66(d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN*C (CDCl3) &: 54 (OCHg), 75 (OCH,),
112 (Cs), 122 (Cs, Co~ Cg~), 128 (Cpn), 126 (=CH), 127(C3), 132 (Cz), 152 (Cy),
163 (ArC=0), 165 (HsCOC=0). EM (m/z): 794,11 (M+1).
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IV.2.3f. 2,3-dimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112f).

Sélido blanco; Rendimiento 50 %; Punto de Fusién 166-168°C; IR IR 1733,
1696, 1569, 1164, 1012. (Zn-Zr) cm™; RMN'H (CDCls) &: 3.74 (s, 3H, OCHs),
3.89 (s, 3H, OCHs), 3.91 (s, 3H, OCHj3), 7.07 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.12 (m,
1H, Hy), 7.25 (d, 2H, Hz, J= 8.1 Hz), 7.47 (m, Hs" He), 7.57 (dd, 1H, He J= 9.0,
1.5 Hz), 7.90 (d, 2H, Hy, J= 8.4 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg), 8.52 (s, 1H, =CH),
8.64 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN®C (CDCl;) &: 53 (H3COC=0), 56
(27,6"0OCH3), 1076(C4-), 107 (Co-Ce), 117 (C3), 123(Cs), 127 (=CH), 128(Cs
Cg), 132(Cx), 135(Cs-), 152 (C,), 164 (ArC=0), 166 (HsCOC=0).
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IV.2.3g9. 2,4-dimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (1129).

Solido blanco; Rendimiento 50%; Punto de Fusién 130-132°C; IR (Zn-Zr) cm’
11730, 1696, 1568, 1163, 1013. RMN'H (CDCls) &: 3.73 (s, 3H, OCHs3), 3.88 (s,
3H, OCHj3), 3.86 (s, 3H, OCHgs), 6.51 (m, 2H, Hs» Hs’), 7.08 (d, 1H, Hs, J= 4.9
Hz), 7.22 (d, 2H, Hs, J= 8.1 Hz), 8.00 (d, 1H, He», J= 8.1Hz), 7.56 (dd, 1H, He J=
9.0, 1.5 Hz), 7.88 (d, 2H, Hy, J= 8.4 Hz), 8.15 (m, 2H, Hs, Hsg), 8.51 (s, 1H,
=CH), 8.61 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN*C (CDCl;) &: 53 (OCHs), 55(4”OCHy)
57 (2’0OCHg), 99 (Cs), 105 (C3-), 117 (C3), 123(Cz), 128 (=CH), 128(Cs Cs),
132(Cy), 135(C¢-), 152 (C,), 163 (ArC=0), 165 (H;COC=0).
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IV.2.3h. 2,6-dimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112h).

Sdlido blanco; Rendimiento 51 %; Punto de Fusién 200-202°C; IR 1732, 1696,
1569, 1164, 1012. (Zn-Zr) cm™; RMN*H (CDCls) &: 3.75 (s, 3H, OCH3), 3.84 (s,
6H, OCHs), 6.58 (d, 2H, Hs+, Hs, J= 8.7 Hz), 7.06 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.29
(m, 4H, Hs,Hy), 7.56 (dd, 1H, Hs J= 9.0, 1.5 Hz), 7.89 (d, 2H, Hx, J= 8.1 Hz),
8.15 (m, 2H, Hs, Hg), 8.51 (s, 1H, =CH), 8.61(d, 1H, H,, J= 4.7 Hz). RMN**C
(CDCIl3) &: 53 (HsCOC=0), 57 (2", 6” OCHs), 99 (Cz, Cs", C4), 105 (C3), 117
(Cs), 123(Cz), 128 (=CH), 128(Cs, Csg), 132(Cz), 135(Cs), 152 (C), 163
(ArC=0), 165 (H;COC=0).

Analisis: CpgH22CINOsS PM: 535,996

Calculado: C62.74% H4.14% N 2.61%
Encontrado: C 62.98 % H 4.46% N 2.99%

85



IV.2.3i. 3,4-dimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112i).

5”

Solido blanco; Rendimiento 35%; Punto de Fusién 178-180°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1711, 1696, 1545, 1175, 1074. RMNH (CDCl3) &: 3.73 (s, 3H, OCHs), 3.84 (s,
6H, OCHj3), 6.92 (d, 1H, Hs», J= 8.1 Hz ), 7.09 (d, 1H, Hs, J= 4.7 Hz), 7.22 (d,
2H, Hz, J= 8.4Hz), 7.58 (m, 2H, He, Hy+), 7.80 (d, 1H, He, J= 7.4 y 1.7 Hz), 7.89
(d, 2H, Hy, J= 8.4 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg), 8.52 (s, 1H, =CH), 8.63(d, 1H, H,,
J= 4.5 Hz). RMN*3C (CDCls3) &: 53 (OCHs), 56 (3"OCHs, 4”OCHa), 97 (C3+), 110
(Cs~), 112 (Cp), 122 (C3), 125(Cs-), 126 (=CH), 127(C3), 129 (C,~), 132 (Cy),
152 (Cy), 163 (ArC=0), 165 (H3COC=0).

Analisis: CosH2oCINOgS PM: 535,996
Calculado: C62.74% H 4.14% N 2.90%
Encontrado: C 63.02 % H 4.39% N 2.99%
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IvV.2.3). 3,5-dimetoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112)).

Solido blanco; Rendimiento 47%; Punto de Fusién 198-200°C; IR 1728, 1696,
1568, 1165, 1015. (Zn-Zr) cm™; RMN*H (CDCls) &: 3.75 (s, 3H, OCHj), 3.83 (s,
6H, OCH3), 6.70 (s, 1H, Hy), 7.10 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.23 (d, 2H, Hz, J=
8.1 Hz), 7.27 (s, 2H, Ho» Hg»), 7.59 (dd, 1H, He, J= 9.0, 1.5 Hz), 7.90 (d, 2H, Ho,
J= 8.4 Hz), 8.19 (m, 2H, Hs, Hg), 8.54 (s, 1H, =CH), 8.63 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz).
RMN®C (CDCls) &: 53 (HsCOC=0), 56 (3”,5”0OCHs), 106 (Cs4), 117 (C3), 122
(C»-Cs~), 123(Cz), 127 (=CH), 128(Cs), 132(C>), 152 (C,), 164 (ArC=0), 166
(HsCOC=0).
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IvV.2.3k. 2-metoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112Kk).

5..

Solido blanco; Rendimiento 53%; Punto de Fusién 148-150°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1734, 1703, 1580, 1198,1105. RMN'H (CDCls) d: 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.90 (s,
3H, OCHg), 7.02 (m, 2H, H4», Hs»), 7.10 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.24 (m, 2H, Hs",
Hs), 7.55 (m, 2H, Hs» Hg), 7.89 (d, 2H, Hy, J= 8.4 Hz), 7.97 (dd, 2H, He", J= 8.4,
1.6 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg), 8.54 (s, 1H, =CH), 8.62 (d, 1H, H,, J= 4.7 Hz).
RMN®C (CDCl;) &: 53 (HsCOC=0), 56 (2’OCHs), 107 (C4-), 107 (Co-Cs-), 117
(Cs), 123(Cg), 127 (=CH), 128(Cs Cg), 132(Cy), 135(Cs-), 152 (Cp), 164
(ArC=0), 166 (H3COC=0). EM (m/z): 506,08 (M+1).
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IvV.2.3l. 3-metoxibenzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112l).

5.

Sélido blanco; Rendimiento 53 %: Punto de Fusién 154-156°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1732, 1706, 1580, 1196,1105. RMN*H (CDCls) &: 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.90 (s,
3H, OCH3), 7.02 (m, 2H, Hy, Hs*), 7.10 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.12 (m, 1H,Hs),
7.24 (m, 2H, Hs», Hz), 7.59 (dd, 1H, He, J= 9.0, 1.5 Hz), 7.89 (d, 2H, Hy, J= 8.4
Hz), 7.97 (m, 2H, He», Hy), 8.16 (m, 2H, Hs, Hg), 8.54 (s, 1H, =CH), 8.62 (d, 1H,
H,, J= 4.7 Hz). RMN'C (CDCl3) &: 53 (HsCOC=0), 56 (3”"OCH3), 106 (C4),
107 (Co-Cg), 117 (Cs), 123(C3), 127 (=CH), 128(Cs Cs), 132(C»), 135(Cs"),
152 (C,), 164 (ArC=0), 166 (H3COC=0).
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IV.2.3m.  4-metoxibenzoato de  4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-
cloroquinolin-4-iltio)vinil)]fenilo (112m).

57

Solido blanco; Rendimiento 37%; Punto de Fusién 130-132°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1734, 1703, 1580, 1198,1105. RMN*H (CDCls) d: 3.74 (s, 3H, OCHj3), 3.86 (s,
3H, OCHj3), 6.94 (d, 1H, Hsz», J= 8.1 Hz), 7.11 (d, 1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.22 (d,
2H, Hg, J= 8.1 Hz), 7.59 (dd, 1H, He, J= 9.04, 1.9 Hz), 7.88 (d, 2H, Hy, J= 8.1
Hz), 8.08 (d, 2H, H», J= 8.1 Hz), 8.20(m, Hs, Hg), 8.54 (s, 1H, =CH), 8.61 (d, 1H,
H,, J= 4.9 Hz) , RMN*3C (CDCl3) &: 53 (CO,CHs), 56 (OCHs), 61 (OCHa), 107
(Ce), 122 (C3,C3),125 (Cy7, Cs), 126 (Csg), 129 (Cy),152 (Cy), 164.29 (C=0),

165.59 (C=0).

Analisis: C27H20C|N05S PM: 505,970
Calculado: C64.09% H 3.98% N 2.77%
Encontrado: C 63.81 % H 4.15% N 3.01%
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IV.2.3n. Benzoato de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolin-4-
iltio)vinil)]fenilo (112n).

5,

Sélido blanco; Rendimiento 50%; Punto de Fusién 138-140°C; IR (Zn-Zr) cm™;
1734, 1692, 1568, 1165, 1015. RMN*H (DMSO-d6): 3.65 (s, 3H, OCHs), 7.14 (d,
1H, Hs, J= 4.9 Hz), 7.31 (dd, 1H,H4 J= 8.4, 1.4 Hz), 7.24 (m, 3H, Hz,Hs",H3),
7.66 (dd, 1H, He J= 9.0, 1.5 Hz), 7.89 (d, 2H, Hy, J= 8.4 Hz), 7.97 (dd, 2H,H>",
He», J= 8.4, 1.7 Hz), 8.16 (m, 2H, Hs, Hsg), 8.56 (s, 1H, =CH), 8.64 (d, 1H, H,, J=
4.7 Hz). RMN®C (DMSO-d6) &: 53 (HsCOC=0), 107 (C»Cs), 117 (Cy),
123(C3), 127 (=CH), 128(Cs Csg), 132(C2), 135(Cg), 152 (C,), 166 (ArC=0),
166 (H;COC=0).EM (m/z): 476,06 (M+1).
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IV.2.4. Sintesis general para los &cidos 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-3H-
benzo[d]imidazol-6-carboxilico (115a, 115b).

COOH
O
X HOOC H X NG,
+ H \ NO, ———* |
NH, / N \
x=0,8

NH,
113 114 a, 114 b 1154, 115b

En un balon provisto de 2 bocas y un sistema de agitacion se disolvieron
3,30 mmol de &cido 3,4-diaminobenzoico, 2,24 mmol de p-hidroquinona y 3,26
mmol del correspondiente carbaldehido: 5-nitrofuran-2-carbaldehido 6 5-
nitrotiofen-2-carbaldehido en 40 mL de etanol seco, la reaccion se reflujo por 24
h. La mezcla de reaccién se dejo reposar y se le agregd hielo. El sdlido
resultante se filtré y lavo con suficiente agua destilada, secado y recristalizado
de etanol. El punto de fusién para cada compuesto, asi como los andlisis
espectroscopicos se relacionan con los reportados previamente por nuestro

grupo.'3®
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IV.2.5. Procedimiento general para la sintesis de 2-(5-nitrofuran-2-il)-
N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-carboxamidas (117a-p, 118a-p).

o}

X=0, 8

2

115a (X=0) ,115b( 116ap 117a-p, 118a-p

En un bal6on de dos bocas provisto de un agitador y bajo atmosfera
inerte, en un bafo de hielo se disolvieron 0,37 mmol de 115a-b y 0,97 mmol de
EDCI en 10 mL de DMF seca, al término de 1 h se adicion6 0,5 mmol de la
anilina correspondiente (tabla IIl) y 0,20 mmol de DMAP, la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente por 48 h. Se agregdé agua para detener la reaccion, el
sélido resultante se lavo con NaOH (10%) y se recristalizé en etanol. El

producto recristalizado fue lavado con éter dietilico y se seco a vacio.
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Tabla Ill. Anilinas de partida 116a-p

H2
6 N 2
5" \ 3"
4"
Anilina de Ry~ Rs» Ry Rs» Re»
partida 116
a H OMe OMe OMe H
b OMe H OMe H
c H OMe H H
d Me H Me H
e Me H H Me H
f Me Me H H
g Me Me H
h Me H
i Me H
i NO, OMe H
k H Cl OMe H
I OMe H Cl H
m Cl H H H
n Cl H H
o] Br H H
p CFs3 H H H
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IV.2.5.a N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117a)

Solido marrén; Rendimiento 55%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
11678 cm™(C=0), 3500 cm™ (NH) RMN'H (DMSO0-d6,270 Hz): 3.64 (s, 3H,
4”0CHs) , 3.78 (s, 6H, 3”, 5°0OCHs), 7.27(s, 2H,H2, He»), 7.74 (d,1H, Hs, J= 8.6
Hz), 7.90 (m, 2H, He H3), 8.25 (d,1H, Hy, J= 4.4Hz), 8.29 (sa, 1H, Hg), 10.18
(s,1H, NH).

RMN'3C (DMSO-d6) &: 56 (3”,5"0OCHz), 61 (4’OCH3), 99 (C»Ce), 124, 126,
130(Cs), 131, 134,136(Cg), 151, 153, 166(NHC=0).
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IV.2.5.c N-(3-metoxifenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117c)

OCH;4

Sélido verde; Rendimiento 45%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
1-1652cm™(C=0), 3578 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.76(s, 3H,
3”0OCH3), 6.67 (d,1H,H,, J= 8.2Hz), 7.25(t, 1H, Hs", J= 8.2Hz), 7.40 (d, 1H,
He» J= 7.4 Hz), 7.51 (s, 1H, Hy"), 7.74 (d, 1H, Hs, J= 8.2 Hz), 7.89 (m, 2H Hg,
Hs), 8.24 (d, 1H, Hy, J= 3.7Hz), 8.28 (sa, 1H, Hg), 10.24 (s, 1H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 56 (3"OCHs), 107 (Cy), 110(Cs), 113 (Cg), 123,

126,130 (Cs), 131 (Cg), 141, 147, 152, 160, 165(NHC=0). EM (m/z): 377,11 (M-
1).
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IvV.2.5.d N-(2,4-dimetilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117d)

Solido verde; Rendimiento 40%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1652cm™(C=0), 3570 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.22 (s, 3H,
4”CHs) , 2.29 (s, 3H, 2”CHa), 7.02( d,1H, Hs:, J= 8.2 Hz), 7.08 (s, 1H, H3")
7.22(d,1H, He», J= 8.1 Hz), 7.55(d,1H, Hy, J= 4.0 Hz), 7.73 (d,Hs, J= 8.2Hz),
7.90 (m, 2H, Hg Hs), 8.30 (s, 1H, Hg), 9.80 (s,1H,NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 18 (4”CHs), 21(2"CHs), 110 (Cg), 127, 131(Ce),
165(NHC=0).

Anéalisis: Con16N404 PM: 376.366

Calculado: C63.82% H 4.28% N 14.89%
Encontrado: C 64.12 % H 4.63% N 15.27 %
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IV.2.5.f N-(3,4-dimetilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117f)

Solido marrén; Rendimiento 45%; Punto de Fusiéon >300°C; IR (KBr) cm’
1-1650cm™(C=0), 3568 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.19 (s, 3H,
3"CH3) , 2.22(s, 3H, 4’CHg), 7.10 (d, 1H , Hs» J= 7.9 Hz), 7.54 (m,3H,
Ho+,Hz,He), 7.73 (d,1 H, Hs, J= 8.6 Hz), 7.91 (m, 2H, Hg, Hy) 8.27 (s, 1H, Hg),
10.15 (s, 1H, NH).

RMN*C (DMSO0-d6) &: 19 (4’CHs), 20(3”CHs), 99 (C»-Ce),114, 115, 118, 122,
130, 131(Cs), 137, 165(NHC=0). EM (m/z): 375,07 (M-1).
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IV.2.5.9 N-(3,5-dimetilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (1179)

Solido marrén; Rendimiento 39%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11650 cm™*(C=0), 3565 cm™ (NH). RMN*H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.28 (s, 6H,
3”,5”CHa), 6.75 (s,1H, Hy»), 7.44 (s,2H, Ho»,Hg»), 7.56 (d,1H,Hs, J=3.5Hz), 7.73
(d, 1H, Hs, J= 8.4Hz), 7.91 (m, 2H, Hs, He), 8.28 (s, 1H,Hs), 10.14 (s, 1H, NH).

RMN™3C (DMSO-d6) &: 22 (3”,5”CHs), 99 (C2-Cg), 131(Cs), 163(NHC=0).
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IV.2.5.h N-(3-metilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117h)

Solido marrén; Rendimiento 37%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
1-1650 cm™(C=0), 3565 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.23 (s, 3H, 3”
CHa3), 7.10 (d,1H,Hs, J= 8.2Hz), 7.50 (d, 1H, Hs+,J= 8.2 Hz), 7.58 (s,1H, Hy),
7.72 (d,1H, Hs, J= 8.6 Hz), 7.90 (m, 3H, He Hz, He ), 8.22 (d, Hs,J= 3.9 Hz),
8.28 (s, 1H, Hg), 10.01 (s, 1H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 22 (3”"CHs), 112 (C»Cg), 120, 123, 124, 126,
127, 128, 131(Cs), 141, 147, 152, 163(NHC=0).
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IV.2.5.i N-(2-metilfenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117i)

Solido verde; Rendimiento 39%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11659 cm™(C=0), 3563 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.32 (s, 3H, 2”
CH3), 6.91 (d,1H , Hs», J= 8.2Hz), 7.23 (t,1H, Hg», J= 7.9Hz), 7.59 (m, 3H
Haz, Hs', He*), 7.73 (d,1H, Hs, J= 8.9 Hz), 7.90 (m, He, Hs ), 8.29 (s, 1H, Hg),
10.19 (s,1H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 22 (2°CHs), 114 (Cg), 115 (Cg), 118 (Cs), 122
(Cs), 125 (Cs), 129, 131 (C4),138, 140, 143, 147, 152, 163(NHC=0). EM (m/z):
362,95 (M+).
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IV.2.5.] N-(4-metoxi-2-nitrofenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117j)

Solido verde; Rendimiento 31%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1660cm™(C=0), 3572 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.32 (s, 3H,
4”0CHs) , 7.03( m,2H,Hz, Hs*), 7.22(m,1H, Hg*), 7.56 (s,1H, Hz+), 7.73 (d,Hs, J=
8.2Hz), 7.2 (m, Hg), 8.30 (M, Hs,Hs), 9.78(s,NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 56 (4’OCHs), 108(Ce), 115, 121, 124, 127, 129,
131(Cs), 134, 135, 165(NHC=0).
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IV.2.5.k N-(3-cloro-4-metoxifenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-
5-carboxamida (117k)

Solido verde; Rendimiento 33%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
1-1650cm™(C=0), 3568 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.85 (s, 3H,
4”0CHg), 7.15 ( d, 1H, H5»J=7.9 Hz ), 7.56 (s,1H, Hy?), 7.72 (m,1H, Hz He"),
7.76 (d,Hs, J= 9.8 Hz), 7.91(m, Hg, Hs), 8.28 (sa, 1H, Hg), 10.24 (s, 1H, NH).
RMN®C (DMS0-d6) &: 57 (4”OCHjs),113 (C»Ce), 115, 120, 121, 123, 131(Cs),
134, 148, 152, 165(NHC=0).
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IV.2.5.1 N-(5-cloro-2-metoxifenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (1171)

Solido marrén; Rendimiento 35%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1656cm™(C=0), 3565cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.87 (s, 3H,
2"0CHs), 7.12( m,1H, Hz), 7.19 ( m,1H, Hg), 7.55 (m,1H, He), 7.74 (d, Hs, J=
8.2 Hz),7.87 (m, 2H, He Hs), 8.27(m, 2H, Ha,Hsg), 9.46 (s,1H, NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 57 (4’0OCHs), 113 (Cg), 115, 123, 131(Ce),
165(NHC=0).

Analisis: C19H13C|N405 PM: 412.783

Calculado: C55.28% H3.17% N 13.57%
Encontrado: C 53.21 % H 3.06% N 13.06 %
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IV.2.5.m N-(2-clorofenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117m)

Solido marrén; Rendimiento 32%; Punto de Fusiéon >300°C; IR (KBr) cm’
11652 cm™(C=0), 3568 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.27 (
d,1H,Hs, J= 8.2Hz), 7.39 (t,1H,H4, J=7.9Hz), 7.55 (d, 1H, He", J= 8.1Hz) 7.66 (
t,1H,Hs», J= 7.8 Hz), 7.75 (d, 1H, Hs, J= 8.9 Hz), 7.93 (m, He Hz), 8.25( m,2H,Hg,
Hy), 10.02 (sa,1H, NH).

RMN*3C (DMSO0-d6) d: 115 (Cg), 118 (Cs), 122 (Cs), 125 (Cs), 127,
128, 130, 131 (C4), 166 (NHC=0).
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IV.2.5.n N-(4-clorofenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (117n)

Sélido negro; Rendimiento 36%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11652 cm™(C=0), 3568 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.41 (
d,2H,Hs», Hs», J=9.1Hz), 7.74(d,Hs, J= 8.4 Hz), 7.84( d,2H,Hs, He» J-8.2 Hz),
7.91 (M, He), 8.29 (M, Hy,Hg), 10.32(s,NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 115 (Cg), 118 (Cs"), 122 (Cs), 125 (Cs), 131 (C4), 166
(NHC=0).

Andlisis: C1gH11CIN4,04 PM: 382.757

Calculado: C54.48% H 3.38% N 15.10%

Encontrado: C 56.48 % H 2.90% N 14.28 %
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IV.2.5.0 N-(4-bromofenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (1170)

Solido negro; Rendimiento 38%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11656 cm™(C=0), 3549 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.52 (
d,2H,Hs", Hs», J= 8.9 Hz), 7.77 (m,3H,Hs, Hy», He» J= 8.1 HZz), 7.92 (m, 2H, He
Hs), 8.29 (m, 2H, Hy, Hg), 10.37 (s,1H, NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 115 (Cg), 118 (Cs), 122 (Cs), 125 (Cs’), 131
(Cs), 166 (NHC=0).
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IV.2.5.p Datos espectroscépicos compuesto N-(3-(trifluorometil)fenil)-2-(5-
nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-carboxamida (117p)

/,

Sélido marrén; Rendimiento 36 %; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm™;1656
cm™*(C=0), 3549 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.44 (d, 1H,Hy J-7.4
Hz),7.61 (t, 1H, Hs», J= 8.2Hz), 7.76 (d,1H, Hs, J= 8.4 Hz), 7.92 ( m, 2H,Hz, Hy.
Hg), 8.08 (d,1H, He J= 8.4 Hz), 8.24 (d, 1H, Hs, J= 3.9 Hz), 8.33 (sa,1H, Hs),
10.55 (s,1H, NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 106, 114 (Cg), 117 (Cs),121(Cs), 124(Cy), 129,
130(Cy), 140, 152, 165(NHC=0).

Analisis: Ci9H11F3N404 PM: 416.310

Calculado: C54.82% H 2.66% N 13.46%
Encontrado: C 55.07 % H 3.01% N 14.28 %
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IV.2.6.a N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118a)

/,

Solido marrén; Rendimiento 52%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1680cm™(C=0), 3550 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6,270 Hz): 3.63 (s, 3H,
4”0OCHj3) , 3.76 (s, 6H, 37, 5°0OCHs), 7.24(s, 2H, Ho» Hg*), 7.70 (d, 1H, Hs, J= 8.5
Hz), 7.87 (m, 2H, Hg Hs), 8.23(m, 1H, Hy), 8.26 (sa, 1H, Hpg).

RMN'3C (DMSO0-d6) &: 56 (3”,5"0OCHz), 61 (4’OCH3), 99 (C»Ce), 124, 127,
131(C¢), 134, 136(Cs), 140, 147, 152, 153, 166 (NHC=0).

Analisis: C21H1sN406S PM: 454.457

Calculado: C55.50% H 3.99% N 12.33%
Encontrado: C55.91% H 4.28% N 12.78 %
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IV.2.6.b N-(2,4-dimetoxifenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118b)

Solido verde; Rendimiento 51%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
1-1650cm™(C=0), 3572 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.70 (s, 3H,
4”0CHj3) , 3.77 (s, 3H, 2°0OCHs), 6.71( d, 1H, He», J= 8.4Hz), 7.01(dd,1H, Hs,
J=8.4, 1.5 Hz), 7.62 (d, 1H, Hs, J= 1.5 Hz), 7.74 (m, 2H, Hs,Hz ), 7.88 (d, 1H,
He, J= 8.4 Hz), 8.23 (m, 2H, Hg, Hg), 9.29 (sa, 1H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 56 (4’OCHs), 57 (2°OCHs), 109 (Cg), 110, 112,
124,127, 131(C¢),132 , 165(NHC=0).
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IV.2.6.c Datos espectroscopicos compuesto N-(3-metoxifenil)-2-(5-
nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-carboxamida (118c)

Solido marrén; Rendimiento 51%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
1-1648cm™(C=0), 3581 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 3.75(s, 3H,
3”0OCHj3), 6.67 (d, 1H, Hs, J- 6.2Hz), 7.25 (t, 1H, Hs, J- 7.7Hz), 7.40 (d, 1H,
He» J- 7.7Hz), 7.51 (s, 1H, Hy), 7.74 (d, 1H, Hs, J= 8.4 Hz), 7.89 (m, 2H, He ,
Hs), 8.24 (d, 1H, Hy, J= 4.5 Hz), 8.28 (sa, 1H, Hsg), 10.25 (s, 1H, NH).

RMN*C (DMSO0-d6) &: 56 (3"OCHs), 107 (C2), 110(C4), 113 (Cg), 126, 130
(Cs), 131 (Cg), 141, 152, 160, 165(NHC=0). EM (m/z): 393.03 (M-1), 345,96
(M-48)
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V.2.6.d N-(2,4-dimetilfenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118d)

Solido marrén; Rendimiento 48%; Punto de Fusiéon >300°C; IR (KBr) cm’
1-1652cm™(C=0), 3570 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.21 (s, 3H,
4"CHs) , 2.28 (s, 3H, 2"CHs3), 7.03( d,1H, Hs», J=8.2 Hz), 7.07 (s, 1H, Hs)
7.21(d,1H, He», J= 8.1 Hz), 7.55(d,1H, Hy J= 4.0 Hz ), 7.72 (d,Hs, J= 8.2Hz),
7.92 (m, 2H, Hg Hy), 8.28 (s, 1H, Hg), 9.79 (s, 1 H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 18 (4”CHs), 21(2”CHs), 103 (Ce?), 114, 115, 116, 127,
130, 131(Ce),134, 135, 165(NHC=0).

Analisis: CooH16N403S PM: 392.432

Calculado: C61.21% H4.11% N 14.28%
Encontrado: C 59.97 % H 3.94% N 14.56 %
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IV.2.6.f N-(3,4-dimetilfenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118f)

Solido marrén; Rendimiento 45%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1648cm™(C=0), 3570 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.19 (s, 3H,
3”"CHs) , 2.21(s, 3H, 4’CH3), 7.09 (d, 1H , Hs J= 7.9 Hz), 7.52 (m,3H,
H,Hs,He?), 7.73 (d,1 H, Hs, J= 8.6 Hz), 7.91 (m, 2H, He, Hs) 8.27 (s, 1H, Hg),
10.16 (s, 1H, NH).

RMN3C (DMSO-d6) & 19 (4°CH3), 20(3"CHs), 99 (C»Cs), 131(Ce),
165(NHC=0).
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IV.2.6.9 N-(3,5-dimetilfenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (1189)

Solido marrén; Rendimiento 51%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1652cm™(C=0), 3568 cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.27 (s, 6H,
3”,5"CHa), 6.74 (s,1H, Hy»), 7.44 (s,2H, Ho+,He»), 7.57 (d,1H,Hz, J= 3.5Hz), 7.73
(d, 1H, Hs, J=8.5 Hz), 7.91 (m, 2H, Hy, He), 8.28 (s, 1H, Hg), 10.15(s, 1H, NH).

RMNC (DMSO-d6) &: 22 (3”,5"CHa), 99 (C»Cg), 118, 124, 127, 135, 143,
152, 155, 163(NHC=0).
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IV.2.6.h N-(3-metilfenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118h)

Solido marrén; Rendimiento 37%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1650 cm™(C=0), 3565 cm™ (NH). RMN*H (DMSO0-d6, 270 Hz): 2.24 (s, 3H, 3”
CHs), 7.10 ( d,1H,H4, J-8.2Hz), 7.51( d, 1H, Hs,J= 8.2 Hz), 7.58 (s,1H, Hy"),
7.72 (d,1H, Hs, J= 8.6 Hz), 7.90 (m, 3H, Hg Hz, He ), 8.22 (d, Hs,J= 3.9 Hz),
8.28 (s, 1H, Hg), 10.01 (s, 1H, NH).

RMN®C (DMSO0-d6) &: 22 (3”, CHs), 99 (C»-Cg), 118, 122, 127, 130,131(Ce),
132,136, 138, 152, 163(NHC=0).
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IV.2.6.i N-(2-metilfenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118i)

Solido marrén; Rendimiento 45%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11658 cm™(C=0), 3562 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 2.28 (s, 3H, 2”
CHs), 6.92 (m,1H , Hg), 7.15 (t,1H, Hs», J= 7.9Hz), 7.69 (m, 4H ,Hs, Hs, Hs,
He?), 7.94 (M, 2H, He, Ha'), 8.23 (s, 1H, Hg), 10.19 (sa,1H, NH).

RMN*3C (DMSO-d6) &: 22 (2”CHs), 114 (Ce), 115 (Cg), 116, 123 (Cs), 133, 138,
143, 156, 131 (C4), 163(NHC=0).
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IV.2.6.k N-(3-cloro-4-metoxifenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-
5-carboxamida (118k).

Solido marrén; Rendimiento 46%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
1-1656 cm™(C=0), 3565cm™ (NH) RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz):

3.84 (s, 3H, 4’0OCH3), 7.18 (d, 1H, HsJ= 7.9 Hz ), 7.55 (s,1H, Hy), 7.72
(m,1H, Hz Hg), 7.76 (d,Hs, J= 9.8 Hz), 7.92(m, He Hs), 8.29 (sa, 1H, Hg), 10.21
(s, 1H, NH).

RMN®C (DMSO-d6) &: 57 (4”OCHs), 99 (C»-Ce), 131(Cs), 165(NHC=0).

117



IV.2.6.m N-(2-clorofenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118m)

Sélido negro; Rendimiento 37%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11652 cm™*(C=0), 3568 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.28 (
d,1H,Hs, J= 8.2Hz), 7.39 ( t,1H,Hs, J= 7.91Hz),  7.65( m,2H,Hs", He), 7.73
(d,Hs, J= 8.9 Hz), 7.92(m, He), 8.24(m,Hs), 8.30 (m,Hsg), 10.03 (s,NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 115 (Cg), 118 (Cs?), 122 (Cs), 125 (Cgz), 131
(Cs), 166 (NHC=0).
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IV.2.6.n N-(4-clorofenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (118n)

Solido negro; Rendimiento 39%; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm’
11652 cm™(C=0), 3568 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.41 ( d, 2H,
Hs», Hs, J= 8.4 Hz), 7.74 (d,1H, Hs, J= 8.4 Hz) 7.84 ( m, 4H, Hs, H3 Hs», H3»),
8.23 (d,1H,Hy, J= 4.2 Hz), 8.29 (s,1H, Hg), 10.41(s,1H, NH).

RMN*3C (DMSO-d6) : 115 (Cg), 118 (Cs?), 122 (Cs), 124 (Cs),127, 129, 132
(C4), 139, 166 (NHC=0).

Analisis: C18H11C|N403S PM: 398.824

Calculado: C54.21% H 2.78% N 14.05%
Encontrado: C 54.56 % H 3.12% N 14.50 %
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IV.2.6.0 N-(4-bromofenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-
carboxamida (1180)

Solido marrén; Rendimiento 35%; Punto de Fusion >300°C; IR (KBr) cm’
11660 cm™(C=0), 3565 cm™ (NH). RMN'H (DMSO-d6, 270 Hz): 7.53(
d,2H,Hs, Hs», J= 8.9 Hz), 7.73 (d,1H, Hs, J= 8.1 Hz), 7.80 (d, 2H, Hz, Hg J-8.1
Hz), 7.89 (m, 2H, He Hsz), 8.23 (d, 1H, Hs, J= 4.4 Hz), 8.29 (s,1H, Hg),
10.32(s,1H, NH).

RMN*C (DMSO0-d6) &: 115 (Cg), 118 (Cs), 123 (Cs), 125 (Cs+), 131 (C4), 132,
166 (NHC=0).
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IV.2.6.p N-(3-(trifluorometil)fenil)-2-(5-nitrotiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-
5-carboxamida (118p)

Sélido marrén; Rendimiento 36 %; Punto de Fusién >300°C; IR (KBr) cm™;1656
cm™*(C=0), 3549 cm™ (NH). RMN*H (DMSO0-d6, 270 Hz): 7.44 (d, 1H,Hs J= 7.4
Hz),7.61 (t, 1H, Hs», J= 8.2Hz), 7.76 (d,1H, Hs, J= 8.4 Hz), 7.93 ( m, 2H,Hz, Hy.
Hg»), 8.07 (d,1H, He J= 8.4 Hz), 8.24 (d, 1H, Hs, J= 3.9 Hz), 8.32(sa,1H, Hp),
10.56 (s,1H, NH).

RMN*C (DMSO-d6) &: 106, 114 (Cg), 117(Cs),120(Cs), 123(Cy), 124, 125,
127, 130(Cy4), 132, 134, 165(NHC=0).

Anéalisis: ClgH11F3N403S PM: 432.377

Calculado: C54.78% H 2.56% N 12.96%
Encontrado: C53.20% H 2.89% N 13.43 %
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IV.2.6. Sintesis de 2-aminobenzol[d]tiazolil-6-carbonitrilo (121)

cN CN

N=<
NH,

119a 120 121

En un bal6n provisto de con un agitador y un bafio de hielo se disolvieron
14,2 mmol (2g) de p-aminobenzonitrilo 119a y 46,6 mmol (3.5 g) de tiocianato
de amonio 120, en 40 mL de acido acético glacial, seguidamente se agregé
lentamente desde un embudo de adicion una solucion de 2 mL de Br;
disueltos en 5 mL de &cido acético glacial. Finalizada la adicién de Br,, se
procedi6 a retirar el bafio de hielo y la mezcla se dej6é reaccionar por 18 h. Se
agrego agua, el solido resultante se filtr6 y se descart6. El filtrado se neutralizé
con Na,COgss) precipitando un solido blanco, que fue recristalizado de etanol. El
compuesto de interés se obtuvo con un 70% de rendimiento. El punto de fusion
y los analisis espectroscépicos concuerdan con los reportados por nuestro

grupo.'3®

Adicionalmente se empleo como agente activante el bromuro de N-n-
butilpiridinio, bajo las condiciones de reaccién previamente descritas, sin
embargo el porcentaje de rendimiento fue de 71%, no lograndose una mejora

significativa al rendimiento de esta reaccion.
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IV.2.7. Sintesis de 4-amino-3-mercaptobenzonitrilo (122)

CN COOH
—_—l
S SH
N=<
NH-
NH-
121 122

En un balén provisto con un agitador se disolviéo 1 g (5,70mmol) de 121 en una
solucion al 30 % de NaOH/H;0O, la mezcla se dejé a reflujo por 24 horas,
finalizada la reaccién, la mezcla se coloc6 en un bafio con hielo, se agrego
HClonc) hasta la aparicion de un precipitado. El sélido resultante se filtro y
recristaliz6 de etanol. El punto de fusion y los andlisis espectroscopicos

concuerdan con los reportados por nuestro grupo.**

IV.2.8. Procedimiento general para la sintesis de los &cidos 2-(5-
nitrofuran/tiofen-2-il)benzo[d]tiazol-6-carboxilico (123a, 123b).

COOH

e T
NH X=0,S5
122 114a, 114b 123a, 123b

En un balon provisto con 2 bocas y un sistema de agitacion se disolvieron 0.5 g
(2,95 mmol) de 122, 0.450 g (2,87 mmol) de 5-nitrofuran/tiofen-2-carbaldehido
(114a/114b) y 0.405 g (2,87 mmol) de p-hidroquinona en 40 mL de etanol seco,
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la reaccion se dejo bajo reflujo por 24 h. Finalizada la reaccion, se agrego hielo.
El sélido resultante se filtr6 y lavd con suficiente agua destilada. EI compuesto
resultante se recristalizé de etanol. Se lavo 4 veces con éter dietilico y se seco
a vacio. El punto de fusion y los analisis espectroscopicos concuerdan con los

reportados por nuestro grupo.t313°

IV.2.9. Procedimiento general para la sintesis de los analogos 2-(5-

nitrotiofen-2-il)-N-fenilbenzo[d]tiazol-6-carboxamidas (124a-p , 125a-p).

2”/ I4”
NH, TSR
HOOC NO, HN \6,,
\@18 X 6 &~ | 2
8 X 2
/ \ | o . 50
\ 3
N el 7\
X=0,5

X=0, X=S
123 a, 123b 116a-p 124a-p, 125a-p

En un bal6n de dos bocas provisto de un agitador y bajo atmosfera
inerte, en un bafio de hielo se disolvieron 100 mg (0,35 mmol) de (123a, 123b)
y 150 mg (0,97 mmol) de EDCI en 10 mL de DMF seca, al término de 1h se
agregaron (0,5 mmol) de la anilina correspondiente (tabla IIl) y 0,10 mmol de
DMAP, la mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 48 h. Se
agregd agua para detener la reaccion, el sélido resultante se lavo con NaOH

(10%) y se recristalizo de etanol.

Bajo esta metodologia no se logro obtener los compuestos de interés, a
pesar de hacer variaciones en las relaciones estequiometrias y ampliar los
tiempos de reaccioén biolégicamente. hasta por 120 horas. Los compuestos se
obtuvieron en forma de aceite color oscuro, se aplicaron sucesivas
recristalizaciones y lavados con metanol, sin lograr obtenerlo bajo un nivel de

pureza que permitiera caracterizarlo y ensayarlo.
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IV.3. Pruebas biolbégicas
IV.3.1. Evaluacion antimalarica

La evaluacion de la posible actividad antimalarica de los compuestos
sintetizados se realiz6 mediante: La Inhibicién de la formacion de hemozoina

(ensayo in vitro) y la Prueba o test supresivo de Peters (ensayo in vivo).
Ensayo de inhibicion en la formacion de hemozoina (IFH):

El ensayo de IFH se realizé de acuerdo al protocolo reportado por Baelmans y
colaboradores.’* Para ello, se emple6 una solucién 4 mM de clorhidrato de
hemina en dimetil sulféxido (5,2 mg/mL), la cual se distribuy6 en microplacas de
96 pozos, (50 uL/pozo). Se adicionaron los compuestos a ensayar disueltos en
DMSO (a concentraciones entre 100 uM y 1 uM) por triplicado (50 uL), en los
pozos contentivos de hemina para obtener concentraciones finales por pozo
entre 2,5 mM y 125 uM. Los solventes se emplearon como controles negativos:
agua (50 uyL) y DMSO (50 pL).

La formacién de la B-hematina se inici6 mediante la adicién de buffer fosfato
(100 L, 0,2 M, pH 4,4) a cada uno de los pozos. Las microplacas se incubaron
a 37 °C por 48 horas para permitir la completa reaccion, se centrifugaron a 4000
rpm por 15 min. en una centrifuga IEC-CENTRA, MP4R, el sobrenadante se
descarté (hemina no cristalizada) mediante inversion de la placa y el sedimento
hemozoina), se lavé dos veces con DMSO (200 pL) para eliminar totalmente la
hemina libre. Finalmente, se disolvié con hidréxido de sodio (200 uL, 0,2 N)
para hidrolizar la hemozoina a hemina. En otra placa, se diluyeron los
agregados solubilizados 1:2 con hidréxido de sodio (0,1 N) y se les determind la
absorbancia a 405 nm en lector de placas Microplate Reader, BIORAD-550. Se
utilizé la CQ como control positivo.**®

El porcentaje de inhibicion de la formacion de la hemozoina se determind de

acuerdo a la siguiente expresion matematica:
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% Inhibicion = 100 x ( 1-[DO Muestra]405nm/ [DO Control] 405nm)
Donde:

DO Muestra = Dispersion Optica de la Muestra
DO Control = Dispersion optica del Control
Prueba de Peters’*®

Ratones INH machos, con un peso entre 18-22 g, mantenidos con una dieta
comercial de Ratarina® y agua ad libitum, se infectaron con el P. berghei por
via intraperitoneal (ip) usando un inoculo de 1 x 10° eritrocitos infectados,
diluidos en buffer fosfato (PBS, 10 mM, pH 7,4, 0,1 mL). El curso de la infeccién
se evalué mediante el examen de extendidos de sangre tomada a través de un
pequefio corte de la cola del raton, coloreados con Giemsa, por microscopia de
luz.

El dia del inicio de la prueba de Peters, se preparé un inoculo similar (10°
parasitos/0,1 mL) a partir de la sangre de un raton donante con parasitemia alta
(>60%). Se infectaron 5 ratones (n = 5) para cada grupo experimental (para
cada compuesto a ensayar), el control positivo (CQ) y los controles infectados
sin tratamiento (Grupo control, que reciben el vehiculo). Los compuestos a
ensayar se disolvieron en DMSO (100-200 pL) y a partir de esta solucién, se
prepararon dispersiones en solucién Salina-Twen 80 al 2 % (vehiculo), a fin de
tratar a los animales con una dosis de 20 mg/Kg de cada compuesto, por
administracion ip. de 0,1 mL de la dispersion. La CQ se preparé en agua
destilada y se administré en una dosis de 20 mg/Kg por via ip de 0,1 mL de la
solucion.

En cada grupo, el tratamiento se inicia el dia 0, dos horas después de la
infeccion, y a partir de entonces, se tratan diariamente, una vez al dia, a la
misma hora, durante 4 dias, por administracion de 0,1 mL de la preparacion del
compuesto, o vehiculo, hasta el dia 4. Dos horas después del ultimo
tratamiento, se procede a la preparacion de extendidos de sangre obtenida de
la cola de cada ratdn, teflidos con Giemsa a fin de determinar la parasitemia
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(parasitemia al 4° dia), mediante examen del extendido de sangre de la cola
coloreado con Giemsa por microscopia de luz. La parasitemia observada se
expresa en términos de porcentaje (parasitos por cada 100 eritrocitos). Durante
el experimento, se lleva un registro de la mortalidad de los ratones a fin de
calificar efectos toxicos y de calcular el tiempo de sobrevivencia post infeccion
expresado en dias (DSPI), de los ratones tratados, en relacion al grupo control.

Andlisis estadistico: Para determinar si se presentan diferencias
significativas entre los grupos de tratamiento y los controles no tratados, los
resultados se analizaron por una Prueba de T (t-student) no apareada y por un
Andlisis de Varianza de una sola via (ANOVA) asumiendo un 95% de intervalo

de confianza.
IV.3.2. Evaluacion citotoxica-antitumoral

Los ensayos citotdxicos-antitumorales se realizaron en el Instituto de
Inmunologia los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo, Facultad de
Medicina, Universidad Central de Venezuela, utilizando la Prueba del MTT. De

Mosmann y colaboradores en 1983.*%

Ensayo del MTT (Bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolio]):

La proliferacion de las células se determind mediante el ensayo descrito
por Mosmann'*’ en 1983, para lo cual se utilizaron cuatro lineas celulares
humanas neoplasicas: Células leucémicas Jurkat E6.1, células leucémicas
HL60, y linfocitos humanos normales obtenidos de sangre periférica. Para
realizar este procedimiento se colocaron las células en crecimiento de forma
exponencial en placas de 96 pozos fondo plano (5x104/pozo) en 200 yL de
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB)
inactivado por calor, y conteniendo 1x10° M-1x102 M de los compuestos y
tratadas durante 24, 48 y 72 h a 37 °C. Las células normales se trataron con
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concentraciones crecientes de los compuestos seleccionados por 24h y las
células controles se trataron con vehiculos acuosos, DMSO 0,1%; y como
controles positivos se utilizaron el triéxido de arsénico (As;O3) en cantidades 1
MM, 2,5 uM, 4,5 uM, 7,5 pM, 10 uM y 25 uM y la quercetina, en cantidades 1
pM, 5 uM, 10 pM, 25 pM, 50 uM y 100 uM. Al finalizar los periodos de
incubacion, se anadié 50 pL de una solucion de MTT de 0,5 mg/mL en PBS
(0.15 uM NaCl, 0.1 M fosfato de potasio pH 7.4) a cada pozo, las placas se
incubaron a 37 °C por 4h adicionales. Al finalizar el tiempo de incubacion se
centrifugaron las placas a 1800 rpm durante 5 min., seguidamente se
removieron los sobrenadantes cuidadosamente, se disolvieron los cristales de
formazan (azul purpura) en 200 yL de DMSO puro y se agité durante 10
minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente se determind la absorbancia de las soluciones de formazéan
sobre un lector de microplacas de elisa a una longitud de onda de 540 nm, para
cada concentracion de los compuestos se realizaron cuatro réplicas, se
calcularon y reportaron los promedios mas o menos la desviacion standard (x
SD) como el porcentaje de crecimiento contra el control. Se determind la
reduccion en un 50% del numero de células en relacion a los controles (Clsp)
por una regresion no lineal de las curvas de dosis-respuesta usando el

programa Graph Pad Prism version 5.

Luego se preciso el indice de selectividad (IS) de los derivados seleccionados el
cual es definido como la relacion de citotoxicidad entre las células normales y
las células Jurkat E6.1: Clsg (linfocitos T normales) / Clsg células neoplasicas).
Cuando el IS es > 1 la citotoxicidad para las células neoplasicas supera a la

citotoxicidad en las células normales. %149
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Ensayo de union de Anexina V

La actividad sobre el proceso de apoptosis de los derivados se identifico
mediante la presencia del fosfolipido fosfatidilserina de la interfase
citoplasmatica de la membrana en la superficie celular y su unién con la
proteina anexina V, la cual se encuentra conjugada con el colorante
fluorescente isotiocianato de fluoresceina (FITC). La metodologia seguida
consistié en tratar 5 x 10 células con los derivados sintéticos, con As,03 y con
guercetina como controles positivos, que son inductores de la apoptosis en las
células leucémicas Jurkat E6.1 y HL60. Este tratamiento se llevo a cabo durante
24 y 48h a 37 °C, al finalizar los tiempos de incubacién las células se lavaron en
una oportunidad con PBS y se resuspendieron en 200 uL del buffer de unién
(150 mM NacCl, 1.8 mM CaCl,;, 10 mM HEPES, 5 mM KCI, 1 mM MgCI2)
conteniendo anexina V-FITC, e incubaron durante 15 minutos a 4 °C en la
oscuridad. Finalmente, se adicionaron 100 uL yoduro de propidio (PI) (50
pMg/mL) durante al menos 10 minutos a 4 °C en la oscuridad y se analizé el

doble marcaje, dentro de 1 hora, por citometria de flujo.*>****

ANALISIS ESTADISTICO: Todos los experimentos fueron llevados al menos
tres veces por cuadriplicado. Los valores de Clsg fueron determinados por una
regresion no-lineal de los experimentos individuales, utilizando el programa

Graph Pad Prism®, version 5.
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IV.3.3. Evaluacién antimicrobiana

Los ensayos in vitro se realizaron utilizando el método de difusion sobre
placas de agar® Las muestras fueron resuspendidas en la mezcla de
solventes: Las series 117a-p y 118a-p fueron resuspendidas en la mezcla
DMSO/H,O/EtOH/Acetona 30:50:10:10. La serie 112a-m fue resuspendida en la
mezcla: CHCI3/H,O/EtOH/Acetona 50:30:10:10.

Se prepararon soluciones de aproximadamente 2 - 5 mg en 1 mL (C= 1-3

mg/mL).

Las referidas muestras fueron colocadas en discos de papel absorbente (& =5
mm, 5 pL).

La actividad biolégica se evalué contra los microorganismos Gram-positivos:
Staphylococcus aureus (ATCC 25963) y Bacillus cereus (ATCC 14579), y los
microorganismos Gram-negativos: Escherichia  coli (ATCC 35218) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145). Se evalué la actividad antimicoética
utilizando la levadura Candida tropicalis MLDM 345611. P. aeruginosa, B.
cereus y C. tropicalis fueron incubados a 30 °C, mientras que E. coliy S. aureus

fueron incubados a 37 °C.

Como controles positivos se utilizaron los antibiéticos comerciales: Amikacina,
Ampicilina-Sulbactam, Ofloxacina, Tilmicosin y Polimixina B (BBL-Sensi-Disc);
como control negativo se empled la mezcla de solventes utilizada para

solubilizar las muestras.

0,1 mL de los cultivos microbianos crecidos en placas LB preparado en el
laboratorio™3, y ajustados en solucién salina (0,85% v/v) a la concentracién
correspondiente al Standard de McFarland N° 0,5, fueron sembrados en

superficie en agar Mueller-Hinton (Merck 1.05437).

En el caso de Candida tropicalis se utilizé una placa de YPD para la evaluacion,
ya que las levaduras crecen mejor en este medio.
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Sobre el césped microbiano se colocaron los discos de papel de filtro con las

diferentes muestras y los controles. Se midi6é el halo de inhibicién a las 24 h,

reportando esos valores en diametro de inhibicion en mm.

ATCC: American Type Culture Collection
MLDM: Micoteca Lorenzo De Montemayor (USB)

IV.4. Calculo de propiedades, construccion y optimizacion de la geometria

En esta seccién, se describen los programas computacionales vy

servidores web para el calculo de algunas propiedades estimadas para las

series sintetizadas.

Programa de modelado molecular CAChe WorkSystem PRO version 3.0
(CAChe group, Fujitsu America)

Programa ProjectLeader (CAChe WorkSystem PRO version 3.0, CAChe
group, Fujitsu America)

Programa Accord para Excel version 7.1.5, Accelerys.

Programa ACD/CHEMSKETCH, Modulo LogP v.12.01.

IV.4.1 Optimizacion y célculo de energia

Para los calculos de energia las estructuras se construyeron y

optimizaron, para ello se procedi6 de la siguiente manera:

Las estructuras fueron construidas a partir de la libreria de fragmentos del

modulo fujitsu del programa CAChe 3.0. Se verifico que la hibridacion y la

valencia de cada atomo en la molécula construida fuera la correcta. La

geometria se optimizo empleando mecanica molecular (MM), en un campo de

fuerza MM3 aumentado.

Se emplearon como algoritmos de minimizacion:

a) Gradiente conjugado

131



b) Block diagonal Newton-Raphson.
Como valor de convergencia se estimo 0.001Kcal/mol.

Una vez optimizadas las estructuras segun lo descrito anteriormente, se
procediéo a la busqueda del conformero de menor energia, empleando las
siguientes condiciones:
a) Campo de fuerza CAChe MM3 aumentado.
b) Condiciones de simulaciéon: Temperatura 300K, Periodo de equilibrio 5
ps, duracion de la simulacion: 20 ps, Timestep:0.001 ps.

IV.4.2 Calculo de propiedades

- La estimacion del coeficiente de particion octanol-agua LogP, Programa
ProjectLeader (CAChe WorkSystem PRO versién 3.0.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1l. Seccidén quimica

La estrategia disefiada para la sintesis total de los derivados planteados
(112a-n), involucré un proceso lineal de tres pasos que permitid la preparacion
de 14 compuestos finales. En el disefio de estos derivados se incorporé uno o
varios grupos metoxi, sobre la base de que este grupo funcional proporciona
propiedades electrénicas-lipofilicas favorables para las actividades bioldgicas
citotoxicas-antitumorales, antimaléricas y antimicrobianas, esto de acuerdo con

los reportes encontrados en la literatura.®

La estrategia sintética disefiada para las series 117a-p, 118a-p se
fundament6 cada una en un proceso lineal de tres pasos que permitio la
obtencion de 32 compuestos. Se incorporaron sustituyentes como grupos
metilo, metoxi, nitro, cloro, bromo y trifluorometil en la estructura final para
establecer la dependencia de su naturaleza electron dador-atrayente, sobre las
actividades bioldgicas evaluadas.

El disefio del total de todos los compuestos se realizo con la intension de
que puedan actuar como profarmacos, herramienta eficaz ampliamente utilizada
en quimica medicinal para aumentar la potencia y superar inconvenientes
asociados a formulacion y administracion de farmacos. En el primer grupo de
derivados se incorporé la funcién éster (112a-n) mientras que en los derivados
117a-p, 118a-p se incorporo la funcion amida. Basados en el uso de una
estrategia de profarmaco que con frecuencia, mejora las propiedades
fisicoquimicas y/o farmacocinéticas de un farmaco.*®* De hecho, los beneficios
combinados asociados con los profarmacos lo han convertido en una
herramienta muy usada, al punto que hoy en dia cerca del 10 % de todos los

medicamentos aprobados en todo el mundo se clasifican como profarmacos.**®
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V.1.1.Sintesis de 2-[4-(7-cloro-quinolinilsulfinil] acetato de metilo
(109)

La sintesis del compuesto 109 procede selectivamente via sustitucion
nucleofilica aromética sobre el cloro de la posicion 4, reaccion reportada por
nuestro grupo de investigacion. El mecanismo propuesto se puede apreciar en

la figura siguiente:

o
o s /\H/ ~
o] Et3N o
AN - . N
. HS ~ rf, MeOH
F ° =
cl N cl N

/\ a SCH,COOCH; o SCH,COOCH;

bv - COOCH
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SCH,COOCH
cl 2 3 a SCH;COOCH; o SCH,COOCH; SCH,CO0CH;
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\> cl =7 AN al N 1@ N

Figura 51. Mecanismo propuesto para la sintesis de 2-[4-(7-cloro-
guinolinilsulfinil] acetato de metilo (109).

El compuesto de interés se obtuvo en forma de agujas blancas con un
rendimiento del 97% y punto de fusion de 96-98°C, coincidiendo con lo
reportado en la literatura.'?®

134



V.1.2.Sintesis de 2-(7-cloroquinolinil-4-iltio)-3-(4-hidroxifenil) acrilato
de metilo (75)

La sintesis del compuesto 75 fue reportada por nuestro laboratorio en el
afo 2009, la misma involucra una reaccion de condensacion tipo Knoevenagel,
catalizada por un buffer piperidina-acido acético glacial. ElI mecanismo

propuesto se muestra en la figura 52, por medio de difraccion de rayos X se

determino la configuracién (E) del acrilato resultante.?®
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Figura 52. Mecanismo de la reaccion de condensacion Knoevenagel.

Un aporte significativo de este trabajo al reporte previo de esta reaccion

lo representa el procedimiento de aislamiento y purificacion del compuesto de
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interés, para ello reemplazamos el método de cromatografia en columna en
fase normal (empleando mezcla acetato de etilo:Hexano, 3:7) que presentaba

un 48% de aislamiento del compuesto de interés, por dos procedimientos:

1-Extraccion con bisulfito de sodio al 15 %:
Con este método se extrae el p-hidroxibenzaldehido remanente mediante
una reaccion de adicion de bisulfito al grupo carbonilo, mediante este

procedimiento se logré aumentar la recuperacion del compuesto 104 a un 85%.

(|3 R H,0 R

Ho—l + >:0 NaHOOS%/WOH

ONa H H

Figura 53. Reaccion general de una adicion bisulfitica a un carbonilo.

2- Precipitacion:

Buscando un procedimiento sencillo y eficaz, luego de eliminar el
solvente (benceno) a vacio, al producto crudo de reaccién se le agregd una
mezcla acetona:agua (1:1), a fin de eliminar las trazas de buffer y reactantes
remanentes. Obteniendo el compuesto de interés en un 96% de rendimiento,
permitiendo asi preparar a una mayor escala el compuesto de interés,
minimizando los gastos y tiempo.

El compuesto 75, se obtuvo en forma de un sélido amarillo con punto de

fusién 210-212°C, coincidiendo con lo reportado en la literatura.*?®

136



V.1.3. Sintesis de benzoatos de 4-[(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-

cloroquinolil-4-iltio)vinil]fenilo (112a-n).

Para la sintesis de la serie 112a-n, inicialmente se propuso la
preparacion de los correspondientes cloruros &cidos empleando cloruro de
tionilo (SOCI;) como agente clorante y benceno como solvente, estrategia
ampliamente utilizada para la preparacion de ésteres, esta transformacion

permitiria activar los acidos haciéndolos mas reactivos frente al fenol 75, ver

figura 54.
COCH CoOoCl

SOCl,

qn Benceno Calor 5" 3"

1. DMAP, CH2 Cl,
OCH; OCH,

\

Cl N

Figura 54. Reaccion de esterificacion propuesta para la sintesis de la

serie 112a-n.

Sin embargo, bajo las condiciones presentadas la reaccion de

esterificacion no se consiguié con éxito.
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A pesar de que en esta investigacion no se hizo un estudio de
velocidades de reaccion, se evaluaron una serie de parametros con el fin de
estudiar si la reaccion podia llevarse a cabo. Para ello se procedié a variar
sistematicamente cada condicion:

1. Temperatura.

2. Orden de afadir los reactivos.
3. Relaciones estequiométricas.
4. Tiempo de reaccion.

5. Solvente.

La reaccion es denominada sustitucion acilica y consiste en una
secuencia de dos reacciones:

1. El ataque del nucledfilo al carbono acilico el cual cambia su hibridacion de
sp? a sp°.

2. La salida del grupo -X, restableciéndose la hibridacién sp® del carbono.

La velocidad neta y éxito de la sustitucion acilica depende de la facilidad con la
cual los grupos X o Nu se pierdan a partir del intermediario tetraédrico. Si Nu
sale mas rapido que X la reaccion se revierte a los reactantes; si por el

contrario, X sale mas facil que Nu la reaccién de sustitucién procede. **°

R &+ Cl

Coordenada de reaccion

Figura 55. Perfil de energia para una reaccion de sustitucion acilica
general.
Esto implica que las energias de activacion Eiy Ed, es decir, las energias

necesarias para alcanzar los dos estados de transicion a partir del intermediario
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tetraédrico, controlan la reaccion de descomposicion del intermediario. La
reaccion se ve favorecida en la medida que exista un buen grupo saliente, en
este caso se transformo el grupo hidroxilo del acido al correspondiente
halogenuro de acilo (—Cl).

La naturaleza del nucledfilo juega un papel importante en esta reaccion y
a ello se le adjudico la no obtencion del producto de interés, al ocurrir la
reaccion acido-base entre el fenol 75 y el DMAP, se obtiene una base
conjugada altamente estabilizada hacia el sistema fenilacrilato, lo cual
disminuye la nucleofilicidad de la misma impidiendo asi que el ataque al
carbono acilico pueda llevarse a cabo. Estas estructuras las podemos apreciar

en la siguiente figura:

Figura 56. Estructuras resonantes de la base conjugada del compuesto 75.
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Cl

En vista a la no obtencion de los fenilbenzoatos correspondientes, se
procedi6 a emplear como agente activante el hidrocloruro de 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI o EDAC), mediante la reaccion de
esterificacion modificada de Steglich (ver figura 57). Una reaccion suave, que
permite la conversion de sustratos estéricamente exigente y labiles en medio
acido o compuestos con baja capacidad nucleofilica, este Ultimo es el caso de

la sintesis anteriormente presentada.®’

OH

H —
LT N
T -
oS HC]
o] COOH T2 ' .
s \ s !
Rs Ry
o 1. A, EDCI
X . CH,Cl,, agitacion,
—_—
_ Ry R,  2.JR-2, DVMAP
N CH,CL, N=—C=—N

R3

Figura 57. Reaccién modificada de Steglich, sintesis de serie 112a-n.

Dentro de la propuesta mecanistica, se ha reportado que el EDCI y el
acido carboxilico son capaces de formar un intermedio de O-acilisourea, que
ofrece una reactividad similar a la del anhidrido de acido carboxilico
correspondiente. Se propone gue la reaccion inicie con una reaccion acido base
entre el 4cido carboxilico y uno de los nitrégenos del EDCI, seguida por una
reaccion de adicion del carboxilato resultante al carbono diimidico, generando
asi el intermediario O-acilisourea. Una vez formado este intermediario, el
fenéxido generado entre el compuesto 75 y el DMAP, puede adicionarse al
carbono acilico promoviendo la reaccion de trans-esterificacion, liberando la sal
de urea correspondiente y el compuesto de interés (figura 58). En este tipo de

reacciones se ha encontrado que la presencia de al menos 5-10% de DMAP es

140



importante para que la reaccion pueda llevarse a cabo, se propone que el
DMAP actué como base para formar el fenéxido y ademés tenga como funcion
actuar como reactivo de transferencia de acilo, al adicionarse al intermediario
O-acilisourea formando una “amida activa”,’*’ de esta manera y subsiguiente

reaccion con el fenéxido da el éster (figura 59).

\ HCI \NEIH\N/\

Mol A~ d L~
MK 5

Figura 58. Mecanismo propuesto para la reaccion modificada de Steglich.

N
HC M <~ AN
N o [ .
G G A
\/N\H

PN ®

?

Figura 59. Mecanismo propuesto para la catalisis con DMAP, formacion de

“amida activa”.
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La tabla 1V, resume las condiciones optimas encontradas, para la obtencion de
los esteres 112a-n.

Tabla IV. Condiciones optimas encontradas en la esterificacion de la serie
112a-n

Relacion estequiométricas
75:109a-n:EDCI:DMAP 1:1,2:1,5: 0,3
Tiempo 48 h
Temperatura Ambiente

La purificacion de los compuestos se realiz6 empleando como método la

recristalizacion en metanol. Con rendimientos entre 30-60%.

Tabla V. Porcentajes de rendimiento y caracteristicas fisicas y quimicas de la

serie 112a-n.
Compuesto | Ry» | Rs» | Rg» | Rs» | Rg» | Punto de | Rendimiento Color *LogP
fusion °C
%
1122 OMe [ OMe |[OMe | H H 132-134 38 Amarillo 4.602
112b H | OMe |[OMe |OMe| H 140-142 41 Amarillo 4.602
112¢c OMe| H OMe |OMe| H 120-122 43 Amarillo 4.602
112d OMe|OMe| H |OMe| H 152-154 47 Amarillo 4.602
112e H |OBz OBz |OBz| H 226-228 36 Blanco 9932
112f OMe|OMe | H H 166-168 50 Blanco 4.855
1129 OMe| H |OMe H 130-132 50 Blanco 4.855
112h OMe| H H H [OMe| 200-202 51 Blanco 4.855
112i H | OMe | OMe H 178-180 35 Blanco 4.855
112j H |OMe| H |OMe| H 198-200 47 Blanco 4.855
112k OMe| H H H H 148-150 53 Blanco 5107
112| H |OMe| H H H 154-156 53 Blanco 5107
112m H H |OMe| H H 130-132 37 Blanco 5107
112n H H H H H 138-140 50 Blanco 5.360

#Calculado a partir del modulo Project Leader del Programa CaChe 3.0
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Las estructuras de los derivados 112 fueron establecidas de manera
inequivoca mediante el anélisis de los espectros IR, RMN'H en una y dos
dimensiones, RMN*C, experimentos HETCOR y FLOCK, asi como algunos

espectros de masas y analisis elementales.

a7 8a
1

Figura 60. Estructura general y numeracion de los derivados 112.

En el analisis de los espectros IR de la serie 112a-n, en general, se
observan las bandas caracteristicas del estiramiento C=0O de los ésteres
metilicos y del sistema benzoato. En intervalos de 1705-1690 cm™ y 1735-
1711cm™ respectivamente. Ademas la ausencia de la banda de estiramiento
OH del fenol o &cido de partida en la zona de 3400-3000 cm™, con lo cual se
confirma el acoplamiento. Se pueden identificar otras bandas que carecen de

importancia practica.

En los espectros de RMN'H, se pueden identificar de forma general a
campo alto las siguientes sefiales: Los protones del grupo metoxi presente en el

éster metilico, en forma de singlete con desplazamientos entre 3.76-3.74 ppm,
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asi como las sefiales de los protones de los grupos metoxi del anillo benzoato
segun el patrén de los diferentes ésteres sintetizados, con desplazamientos de
los singletes entre 3.94-3.86 ppm, exceptuando los compuestos 112e y 112n
gue no presentan grupos metoxilados sobre el sistema benzoato.

En la region aromatica se evidencian la mayoria de las sefiales,
comenzando con los protones del sistema benzoato que presentan
desplazamientos entre 7.46-6.40 ppm dependiendo del patron de sustitucion.
En general se desplaza a campos mas bajos los protones en 2” y 6” en
comparacion con los protones en 4” y 3" y §” por la presencia del cono de
anisotropia del carbono acilico.

Las sefales caracteristicas del anillo quinolinico se pueden encontrar
alrededor de 7.10 ppm, se identifica un doblete asignado al proton H-3 con una
constante de acoplamiento tipica de 4.7 Hz, acoplado con un doblete alrededor
de 8.63 ppm asignado al protén H-2.

De forma caracteristica se puede observar alrededor de 7.56 ppm un
doblete de doblete asignado al proton H-6, con constantes de acoplamiento
orto y meta Js5=9.5Hz, Jgs.g=1.7Hz respectivamente, acoplado con los protones
H-5 y H-8 cuyas sefiales se ven inmersas en un multiplete alrededor de 8.15
ppm, otro sefial caracteristica para todo el grupo de compuestos de esta serie
es un singlete alrededor de 8.52 ppm y se asigna al proton olefinico del sistema
acrilato H-b.

Las sefiales caracteristicas del sistema A’'B’ fenilico se centran en 7.23
ppm a modo de doblete asignado al proton H-3’ con constante de acoplamiento
J2.3=8.6 Hz desdoblado con el proton H-2’ asignado al doblete en 7.90 ppm del

sistema A'B” fenilico.

En el caso del compuesto 112e, se puede identificar la seiial

caracteristica de los protones metilenicos del grupo bencilo en 5.13 ppm.
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En los espectros de RMN'C, se observan las sefiales caracteristicas de
los 21 carbonos de la estructura general, y adicionalmente para cada derivado
en especifico se observan las sefiales correspondientes a los carbonos de los
grupos metoxi a campo alto, alrededor de 60 ppm. A campo ligeramente mas
alto en 56 ppm se identifica el carbono de la porcion alcohdlica del éster
metilico. Con ayuda del experimento en dos dimensiones de correlacion
heteronuclear proton-carbono (HETCOR) y el experimento a larga distancia
FLOCK se identificaron inequivocamente los siguientes carbonos; C-3’ (107
ppm), C-3 (116ppm), C-2’° (122 ppm), C-5 (125 ppm), C-6 y C-8 (128 ppm),
carbono vinilico =CH (132 ppm), carbono C-2 (153 ppm). Ademas, se asigno la
senal en 153 ppm al carbono cuaternario C1’ mediante la correlacion con los

protones H2'.

En cuanto a los espectros de masas se identificaron los picos mas
resaltantes entre ellos el pico correspondiente al fragmento M+1 que se
relaciona con la masa molecular de los compuestos evaluados. Se identificaron
ademas los picos correspondientes a las escisiones tipicas de los ésteres, se
presenta un pico caracteristico de (M-60) atribuido a la pérdida del grupo acetilo
y el correspondiente pico asignado a la escision del enlace carbono acilico-
oxigeno del benzoato, atribuida a la pérdida de la parte fendlica del éster (M-
371).

Figura 61. Escisiones principales encontradas en los espectros de masas de

los derivados 112.
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Para la discusion espectroscopica de la serie se selecciono el
compuesto 112a: 2,3,4-trimetoxibenzoato de 4-(E)-2-(metoxicarbonil)-2-(7-

cloroquinolin-4-iltio)vinil)fenilo.

Figura 62. Estructura quimica del compuesto 112a.

En el espectro IR, (espectro 1), tomado con un equipo Nicolet IS5 con
celda iD3 Zn-Zr, destacan dos bandas agudas atribuidas a las vibraciones C=0
de los carbonos acilicos. A 1742cm™ banda asignada al carbono acilico del
éster metilico y en 1715 cm™ la banda asignada al carbono acilico del benzoato.
Ademas la ausencia de la banda de estiramiento OH del fenol de partida o
acido de partida en la zona de 3400-3000 cm™.

146



118
116—3
114—3
112—3

110

108

106

2831,15

300081

104 ]

Y Transmitancia

102

1742,54

100

CEN

o5}

171552

a4 ]

52

ELE

88 ]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Ondas (em-1)

Espectro 1. Espectro IR del compuesto 112a.

En el espectro de RMN*H, (CDCls, 270 MHz) (espectro 2) se identificaron
las siguientes sefiales, comenzando a campo mas alto: se observa un singlete
en 3.74 ppm que integra para 3 protones que corresponden a la porcién
alcohodlica del éster metilico. Seguidamente se evidencia los protones
correspondientes a los metoxidos del benzoato para un patron de sustitucion 2,
3, 4. Cada sefial se observa como singletes integrando para 3 protones cada

uno, el singlete a 3.87 ppm, 3.92 ppm y 3.94 ppm.

En 6.74 ppm se observa un doblete que integra para un proton y es
asignado al proton H-5" con Js-6-=8.9 Hz, acoplado con H6”que es asignado al
doblete encontrado en 7.76 ppm. En 7.07 ppm se observa una sefial en forma
de doblete que integra para un protén asignada a H-3 del sistema quinolinico,

acoplado con el doblete a 8.63 ppm del sistema estudiado, que integra para un
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protén y es asignado a H-2 con J de acoplamiento de 4,7 Hz. En 7.23 ppm se
identifico un doblete asignado al proton H-3’ con constante de acoplamiento Jy.
3=8.6 Hz desdoblado con el proton H-2' asignado al doblete en 7.90 ppm del

sistema A’B’ fenilico.

En 7.56 ppm se observa un doblete de doblete asignado al proton H-6,
con constantes de acoplamiento orto y meta Je5=9.5Hz, Jgs=1.7Hz
respectivamente, acoplado con los protones H-5 y H-8 cuyo desplazamiento se
asignd al multiplete en 8.16 ppm (sefiales solapadas). A 8.52 ppm se observo
un singlete que integra para un proton y es asignado al protdén olefinico del
sistema acrilato. Los acoplamientos se corroboraron con el experimento COSY.

(Espectro 3).
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Espectro 2. Espectro RMNH de 112a y su ampliacién
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Espectro 3. Espectro COSY de compuesto 112a y su ampliacion.
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En el espectro de RMN**C, (CDCls, 67,94 MHz) (espectro 4), se pueden
distinguir a campo bajo dos sefiales en 163 ppm y 165 ppm asignadas a los
carbonos acilicos de los esteres benzoato y metilico respectivamente.

Con ayuda del experimento en dos dimensiones de correlacion
heteronuclear protones-carbono (HETCOR, espectro 5), se identificaron
inequivocamente los siguientes carbonos; C-3° y C-5" (107 ppm), C-3
(116ppm), C-2’ (122 ppm), C-5(125 ppm), C-6 y C-8 (128 ppm), carbono vinilico
=CH (132 ppm), C-6"(131ppm), carbono C-2 (153 ppm).
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Empleando el experimento a larga distancia FLOCK se identificaron el
resto de los carbonos (ver espectro 6): Los protones del grupo 3”’-OCH3; se
correlacionan con el carbono C-3” asignado a la sefal en 143 ppm. Se asigné
la sefial en 153 ppm al carbono cuaternario C-1’ mediante la correlacién con los
protones H-2'. El carbono C-4"correlacionado con los protones del metoxi 4”-
OCHj3 se asigno a la sefial en 155 ppm, en cuyo desplazamiento también se

asigno al carbono cuaternario C-1" correlacionado con el protén H-6".
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Espectro 6. Espectro FLOCK de compuesto 112a.
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En el espectro de masas del compuesto 112a (espectro 7), se
identificaron los picos mas resaltantes entre ellos el pico correspondiente al
fragmento M+1 en 566,06 m/z que se relaciona con la masa molecular del
compuesto 112a. Se identificaron ademas los picos correspondientes a las
escisiones tipicas de los ésteres, se presenta un pico en 506.06 m/z (M-60)
atribuido a la pérdida del grupo acetilo. En 194,95 m/z se identifica un pico
asignado a la escision del enlace carbono acilico-oxigeno, atribuida a la pérdida

de la parte fendlica del benzoato (M-371).
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=
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Figura 63. Patron de fragmentacién propuesta para el espectro de masas del

compuesto 112a.
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Espectro 7. Espectro masas de compuesto 112a.

En relacion al andlisis elemental, fueron determinados para algunos
derivados. Los resultados fueron entre +0.4 de los valores calculados.

Para el compuesto 112a se encontrd lo siguiente:

Calculado: C61.54% H4.27% N 2.47%
Encontrado: C 61.87 % H 3.97% N 2.63%

Inicialmente dentro de la estrategia de farmacomodulacién, se considero
s6lo la incorporacion de sistemas metoxilados en los benzoatos finales,

motivado por los reportes en la literatura de la importancia que estos grupos
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han tenido dentro de estructuras que presentan actividad antimalérica y
citotdxica-antitumoral.**"**! Sin embargo, en vista de los resultados biol6gicos
obtenidos (V.2. Seccion bioldgica) se propuso la incorporacion de halégenos
con el fin de variar la lipofilicidad y caracteristicas electronicas en posiciones
claves que permitieran profundizar un estudio estructura quimica actividad. Para
ello se procedié a ensayar con los siguientes &cidos carboxilicos disponibles en

el laboratorio:

Tabla VI: Patrén de sustitucion de los acidos halogenados ensayados

Compuesto R,» R3» R4 Rs» Re» COOH
1120 F H H H H

112p Cl H H H H 6" =~ o
112q H cl H H H |
112r Cl Cl H H H 5" \\ 3"
112s Cl H Cl H H g R

Al someter a los acidos mostrados en la tabla VI con el compuesto 75, a
las condiciones de esterificacion encontradas en la reaccion modificada de
Steglich, (tabla VI, pagina 142), no se pudo obtener un acoplamiento efectivo.

Se propone que por la naturaleza electrén atrayente de los sustituyentes
del &cido, la formacion del éster activo o del intermediario O-acilisourea se
puede ver disminuida. Como se propuso en el mecanismo para la formacioén del
intermediario, es necesario una adicion del carboxilato al carbono diimidico, de
esta manera el caracter nucleofilico de este carboxilato lo podemos relacionar
con la energia total de la molécula, para ello se calculé mediante métodos in-
silico la energia de los carboxilatos a fin de dar una explicacion teodrica a las
evidencias experimentales encontradas. El calculo de la energia se realizé
empleando mecanica molecular para un campo extendido MM3, utilizando el
programa Cache3.0. Se realiz6 una primera optimizaciéon empleando un campo

de fuerza MM3 aumentado por gradiente conjugado. Un método que describe a

157



una molécula como una coleccién de atomos mantenidos juntos por fuerzas.
Basados en esta descripcion, cada una de las muchas estructuras moleculares
en 3D es caracterizada por un valor de energia. Este valor es luego usado para
optimizar la geometria de la estructura 3D. Este campo de fuerza se compone
de lista de tipos de atomos, de cargas atdmicas asociadas, pardmetros de

referencia y funciones mateméticas asociadas a cada término.

Se fijo una restriccion con un maximo de interacciones de 500 y/o
0,001 Kcal/mol. Siendo en todos los casos la convergencia a 0,0001 cut off.
Seguidamente se sometié a un proceso de optimizacién con un nivel de célculo
mas fino empleando Block-Diagonal con un maximo de iteraciones de 500 y/o
0,001 Kcal/mol.

Una vez optimizadas las estructuras segun lo descrito anteriormente, se
procedi6 a la busqueda de la conformacibn mas estable, mediante un
procedimiento de dinAmica molecular con campo de fuerza MM3-Aumentado y
un set de pardmetros estandar. La simulacién se realiz6 a una temperatura de
300 K, con un periodo de equilibrio de 5 ps, y una duracién de 20 ps, estos
pardmetros se escogieron con el fin de no acelerar tanto la particula y lograr

simular o reproducir el movimiento natural de los atomos.
Una vez obtenido los mapas correspondientes se consideraron las

estructuras que presentaron los minimos valores de energia, las cuales se

muestran en la tabla VII.
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Tabla VII. Energias asociadas a los carboxilatos correspondientes.

Estructura carboxilato Energia
Kcal/mol
2.,4-diclorobenzoato 0,0700
]
2,5-diclorobenzoato 1,7965
2-fluorobenzoato 1,8680
3-clorobenzoato 4,1484
2
"
2-clorobenzoato 4,6494

Estructura carboxilato Energia
Kcal/mol
3-metoxibenzoato 10,2453
@
2
3,4-dimetoxibenzoato 10,4229
2,3-dimetoxibenzoato 13,0158
)
J
v
)
2-metoxibenzoato 13,1428
&
2,6-dimetoxibenzoato 14,2715




4-metoxibenzoato 6,8400 3,4,5-trimetoxibenzoato 14,4466

=

Benzoato 7,6315 2,4-dimetoxibenzoato 15,1792

3,5-dimetoxibenzoato 8,5035 2,3,4-trimetoxibenzoato 16,7792

* -]

2,3,5-trimetoxibenzoato 9,0881 3,4,5-tribenzoilbenzoato 24,0926

2,4,5-trimetoxibenzoato 9,2938
*La energia de estas estructuras se

calculo empleando el modulo CAChe
3.0, mediante mecanica molecular y

dinAmica molecular. Empleando un

campo MM3.
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En la tabla VII, se puede observar que la energia total de los
carboxilatos es menor en el caso de sustituyentes como cloro y flaor, siendo el
efecto aditivo al aumentar el nimero de heteroatomos en la estructura. Debido
a la naturaleza electron atrayente, los halégenos estabilizan el carboxilato
disminuyendo asi su nucleofilia y por tanto la formacion del intermediario O-
acilisourea se ve disminuida, que aunado a la baja reactividad del fenoxido de
75 previamente discutida, no permiten la obtencion de los ésteres halogenados.
En el caso de los derivados sintetizados a partir de los benzoatos metoxilados y
benzoilados, la energia total de la molécula es en todos los casos mayores a
6.84 Kcal/mol; evidencias que son interesantes a considerar, en estrategias

sintéticas futuras que empleen reactantes similares.

Se evaluaron las condiciones de reaccién tal como en la optimizacion
inicial, ensayandose otras condiciones que incluyeron cambio de solvente
(tolueno, benceno y DMF), relaciones estequiométricas, ademas de ampliar los
tiempos de reaccién (monitoreo hasta 120 horas). En las reacciones que
involucran EDCI el aumento de temperatura para favorecer los choques
moleculares efectivos o energia al sistema no se puede realizar, puesto se ha
reportado que tanto el EDCI como los intermediario tipo O-acilisourea se
descomponen por encima de 25°C. Realizado este estudio de condiciones de
reaccion no se obtuvieron los compuestos deseados 1120-s. Esto motivo al
planteamiento de una nueva estrategia de sintesis, en funcion al esquema de
retrosintesis mostrado en la (figura 64). Es importante sefialar que se considerd
como equivalentes sintéticos los acidos 1110-s a pesar de lo antes descrito, ya
gue se emplea un compuesto con mayor capacidad nucleofilica como lo es la
base conjugada del p-hidroxibenzaldehido, en relacion al fenoxido de 75 (figura
65).
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Figura 64. Esquema retrosintesis para la sintesis de la serie 1120-s
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Figura 65. Estructuras de resonancia propuestas para la base conjugada de
110.
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La sintesis del primer grupo de intermediarios se llevo a cabo mediante
las condiciones encontradas en la sintesis de la serie 112a-n, empleando EDCI
como agente activante y DMAP como catalizador. La purificacion de los
compuestos se realizd por medio de cromatografia de columna en fase normal
empleando como fase moévil una mezcla acetato de etilo: Hexano (4:6), con

rendimientos entre el 50-60%.

o
EDCI DMAP | S o
CH, Cl X//

Figura 66. Sintesis de la serie 1120-s
Sin embargo el acoplamiento final entre el aldehido esterificado y el

compuesto 2-[4-(7-cloro-quinolinilsulfinil] acetato de metilo 109 en presencia del

buffer piperidina-acido acético (Glacial), fue fallido.

//\

o OCH3 S

S T

Figura 67. Reaccion propuesta tipo Knoevenagel para la sintesis de 1120-s.

OCH;
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V.1.4. Sintesis de analogos del bencimidazol

V.1.4.1. Sintesis de Acido 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-6-
carboxilico (115a-b)

Empleando como material de partida el acido 3,4-diaminobenzoico y los
nitrofuril-tienil aldehidos correspondientes, se procedio a la preparacion de los
bencimidazoles (115a-b). Para la sintesis del ndcleo bencimidazol se han
reportado varios métodos, en todos los casos es indispensable un ambiente

oxidante a fin de obtener el nlcleo bencimidazol.*®®

COOH
0
NH
X .
¥ NO i
H E X

NH;

Figura 68. Sintesis de Acido 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-6-
carboxilico (115a (X=0) y 115b (X=S))

Se propone que la reaccibn se lleve a cabo mediante una
ciclocondensacion-oxidacion, mediante la adicion del dinucledfilo al carbono
carbonilico del aldehido. Se propone la formacion de una enamina por la
deshidratacion del sistema y la posterior adicion del grupo amino al carbono de
la enamina recién formada. Seguidamente la reaccion acido-base entre el grupo
carbonilo de la p-benzoquinona y el protdbn del anillo 2,3-dihidro-1H-
bencimidazol promoviendo la oxidacion de este ultimo sistema y la reduccion-
aromatizacion de la p-benzoquinona a la hidroquinona correspondiente, este

mecanismo se puede apreciar en la Figura 69.
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Figura 69. Mecanismo propuesto para la sintesis de bencimidazoles 115a-b
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La reaccion de ciclo condensacion entre dinucledfilos arométicos vy

159164 5e ha reportado por ejemplo el

aldehidos ha sido ampliamente estudiada,
empleo de agentes oxidantes, el tratamiento de nitroanilinas con aldehidos en
presencia de Na,S,0, (ditionita de sodio), asi como el tratamiento de 2-
haloanilinas con aldehidos en presencia de cloruro de cobre (l) y azida de
sodio. Para la sintesis del nacleo bencimidazol en este trabajo se evaluaron

tres agentes oxidantes:

1) Nitrobenceno
2) Aire

3) p-benzoquinona.

Estos dos ultimos empleando etanol como solvente. De los sistemas
estudiados el que presenté mayor ventaja en su utilizacion y rendimientos fue el
agente oxidante p-benzoquinona (95 %) frente a un 65 % empleando

nitrobenceno y un 15 % empleando aire (con tiempos de reaccion de 48 horas).
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V.1.4.2. 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-
carboxamidas (117a-s, 118a-s)
Para la sintesis de las series 117a-s, 118a-s se propuso la siguiente reaccion

general (Figura 70).

R
HOOC NH; @7%
R

O—0

)I},NOQ N;IX}/NOQ

Figura 70. Reaccién general, sintesis de 117a-s, 118a-s.

En la sintesis propuesta se evaluaron como agentes activantes el
pentacloruro de fosforo (PCls), cloruro de tionilo (SOCI;) y 1-Etil-3-(3-
imetilaminopropil)carbodiimida (EDCI o EDAC).

-Empleo de Pentacloruro de fosforo (PCls):*¢>*°®

La reacciéon de un acido carboxilico con pentacloruro de fésforo produce
un cloruro de acido. La reaccion va en primer lugar por un estado de transicién
ciclico con la eliminacion de HCI. A continuacion, a través de una adicion
nucleofilica de cloruro de donde el grupo acilo esta protonado simultaneamente.
El paso final es un estado de transicion ciclico para formar el cloruro de acido,

HCI y oxicloruro de fosforo. Como se puede apreciar en la figura 71.
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Figura 71. Mecanismo propuesto para la formacion de cloruro acido empleando

pentacloruro de fésforo.

A pesar del amplio reporte de este tipo de reaccion para la formacion de
cloruros acidos, la obtencion de los productos no es tan eficiente, motivado a la
alta reactividad del halogenuro de fosforo empleado y a la generacion de
productos colaterales. Una vez formado el cloruro de acilo correspondiente se
tratd de incorporar las anilinas correspondientes, sin lograr aislar con un grado
de pureza que permitird caracterizar el producto de interés. Motivo por el cual
se ensayo con cloruro de tionilo, un reactivo un poco mas selectivo.

-Empleo de cloruro de tionilo (SOCI,):*%>'%°

Se propone que la primera etapa de reaccion es una esterificacion del
acido carboxilico con cloruro de tionilo obteniendo un éster clorosulfénico,
liberandose HCI. En esta primera etapa ocurre una activacion del carbono
acilico. Seguidamente se puede proponer la protonacion del oxigeno del

carbono acilico. Posteriormente, un cloruro que haya sido eliminado
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previamente a partir de cloruro de tionilo, se adiciona al éster clorosulfonico. El
intermediario resultante finalmente elimina un anion cloruro, diéxido de azufre y

un protén, produciendo el cloruro de acilo correspondiente.

e o
¥ X NO; H NG,
HO al N X
\ | + soc, —= \ |
§ X=0, 8 N
et X=0, S
(&\\ T'
s—cl /8\
Y/ o 0 ©
cl
H NO; H NO;
N X N X
H ‘ -HCl M
N\ == \ |
L N o N
cl o = —
NP X=0, $ | X=0, $
s
| cl o o HCl
)
Ca N X NO2 H NO
H——0 ‘ o 5
\ Cl \
N N
X=0, 8
’ X=0, 8
cl
H NO
N X 2
)
\ ‘ + so, + HC
N
X=0, §

Figura 72. Mecanismo propuesto para la formacién de cloruro acido empleando

cloruro de tionilo (SOCIy).

Los productos de acoplamiento entre las anilinas correspondientes y el
cloruro de &cido, no se lograron purificar, obteniéndose compuestos con
caracteristicas oleosas muy dificiles de manipular. Por tal razén, se ensayo el
acoplamiento de Steglich, utilizando como agente activante el reactivo EDCI.

Obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla VIII. Porcentajes de rendimiento y caracteristicas fisicas y quimicas
de la serie 2-(5-nitrofuran-2-il)-N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-carboxamidas
(Serie 117a-p)

Compuesto| R; R2 R3 Rs | Rs | Punto | Rendimiento | Color ®Log P
d_e’ %
fusion
°C
117a H OMe | OMe [ OMe | H >300 55 Marrén 2375
117b OMe H | OMe H >300 53 Negro 2628
117c H OMe | H H >300 45 Verde 2 880
117d Me H Me H >300 40 Verde 4.067
117e Me H H Me H >300 45 Marrén 4.067
117f H Me Me H H >300 45 Marrén 4.067
1179 H Me H Me | H >300 39 Marrén 4.067
117h H Me H >300 37 Marrén 3.600
117i Me H >300 39 Verde 3.600
117j NO; H | OMe H >300 31 Verde 2834
117k H Cl | OMe H >300 33 Verde 3.398
1171 OMe H H Cl H >300 35 Marrén 3.398
117m Cl H H H H >300 32 Marrén 3.651
117n H Cl H H >300 36 Negro 3.651
1170 H Br H H >300 38 Negro 3.925
117p H CF3 H H >300 36 Marrén 4.016

Calculado a partir del modulo Project Leader del Programa CaChe 3.0
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Tabla IX. Porcentajes de rendimiento y caracteristicas fisicas y quimicas
de la serie 2-(5-nitrotiofen-2-il)-N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-

carboxamidas (Serie 118a-p)

Compuesto | R: R2 R3 R4 Rs Punto de |Rendimiento| Color ®Log P
fusion °C %
118a H OMe OMe OMe H >300 52 Marron 2718
118b OMe H OMe H H >300 52 Marrén
2.971
118c H OMe H H H >300 51 Marrén
3.224
118d Me H Me H H >300 48 Marrén
4.411
118e Me H H Me H >300 49 Marrén 4.411
118f H Me Me H H >300 45 Marrén
4.411
118g H Me H Me H >300 51 Marron 4.411
118h H Me H H >300 46 Marrén
3.944
118i Me H H H H >300 45 Marrén 3.944
118k H Cl OMe H H >300 46 Marrén 3.177
118m Cl H H H H >300 37 Negro 3742
118n H Cl H H >300 39 Negro 3742
1180 H Br H H >300 35 Marron 3.994
118p H CFs H H >300 46 Marron 3.994

& Calculado a partir del modulo Project Leader del Programa CaChe 3.0
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Las estructuras de los derivados 117a-p y 118a-p fueron establecidas de
manera inequivoca mediante el andlisis de los espectros IR, RMN'H en una y
dos dimensiones, RMN'C, experimentos HETCOR, asi como algunos

espectros de masas y analisis elementales.

Figura 73. Estructura general y numeracion de los derivados 117a-p
(X=0) y 118a-p(X=S).

En el analisis de los espectros IR de la series mencionadas, en general,
se observan las bandas caracteristicas del estiramiento C=0O de las amidas
resultantes en intervalos de 1705-1640cm™. A 3690-3200cm™, se observan
bandas caracteristicas del alargamiento N-H atribuidas a la amida y amina.
Destacan ademas las dos bandas caracteristicas del grupo nitro presentes
entre 1535-1510 y 1350-1340 cm™. Se pueden identificar otras bandas que

carecen de importancia practica.

En los espectros de RMN'H, se pueden identificar de forma general a
campo alto las siguientes sefales: Los protones del grupo metoxi que estan

presentes en algunos derivados, en forma de singlete con desplazamientos

172



entre 3.78-3.74 ppm, asi como las sefiales de los protones de los grupos metil
que estan presente en algunos derivados con desplazamientos alrededor de

2.30 ppm.

En la region aromética se evidencian la mayoria de las sefales,
comenzando con los protones del sistema de la benzamida que presentan
desplazamientos entre 7.70-6.40 ppm dependiendo del patron de sustitucion y
de los sustituyentes, los derivados 117k-p y 118I-p presentan desplazamientos
a campo mas bajo que las descritas por el efecto apantallante de los
sustituyentes como halégenos, grupos nitro, y trifluorometil. Las seial del
grupo amino secundario se sitia alrededor de los 8.28 ppm en forma de
singlete ancho, quedando inmersa en algunos derivados en forma de multiplete
con la sefial del protén H-8. La sefial del proton de la amidas se desplazan a
campo bajo en alrededor de 10.25 ppm, sefial caracteristica para todos los

derivados en forma de singlete bien definido.

En los espectros de  RMN'3C de las series 117a-p y 118a-p, la sefial
mas caracteristica es el desplazamiento a campo alto de la sefial del carbono
acilico de la amida formada, pasa de un desplazamiento tipico de 168 ppm en
los acidos de partida 115a-b a 165 ppm aproximadamente para todos los

derivados sintetizados.

En cuanto a los espectros de masas se identificaron los picos mas
resaltantes entre ellos el pico correspondiente al fragmento M-1 caracteristicos
de las amidas. La perdida de M-45 atribuida a la fragmentacion del anillo de

cinco miembros, con la pérdida del grupo —NO,.
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Figura 74. Escisiones principales encontradas en los espectros de
masas de los derivados 112.

Para la discusion espectroscopica de las series se seleccioné el
compuesto
N-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-(5-nitrofuran-2-il)-3H-benzo[d]imidazol-5-carboxamida
(117a)
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En el espectro IR, (espectro 10), tomado con un espectrofotdmetro
Shimadzu modelo 470, usando pastillas de KBr, destaca la banda aguda
atribuida a la vibracion C=0 del carbono acilico de la amida resultante en 1678
cm™. A 3500 cm™ banda asignada al estiramiento NH de la amida y amina
correspondiente. Destacan ademas las dos bandas caracteristicas del grupo
nitro presentes entre 1525y 1350 cm™.

100.9
o9 |
"o
- .
’.e .
.0
o 3000.0 00,0 Y
MNCIoN. 400. 0 OFDINATE »

Espectro 10. Espectro IR del compuesto 117a.

En el espectro de RMN'H, (DMSO-d6, 270 MHz) (espectro 11) se
identificaron las siguientes sefiales, comenzando a campo mas alto: se observa
un singlete en 3.64 ppm que integra para 3 protones y es atribuido al grupo
metoxi en posicion 4”. En 3.78 ppm se observa un singlete que integra para 6
protones que corresponde a los protones de los grupos metoxi en posicidén 3” y
5.

En 7.27 ppm se observa una sefial en forma de singlete que integra para
dos protones y es asignado a los protones equivalente H-2” y H-6" de la
benzamida correspondiente. A 7.74 ppm se observa una sefal en forma de
doblete que integra para un proton asignada a H-5 del sistema bencimidazol,

con J de acoplamiento de 8.6 Hz, acoplado con el proton H-6 asignado al
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multiplete en 7.90 ppm, sefial atribuida ademas al protén H3’. En 8.25 ppm se
identifico un doblete asignado al proton H-4’ con constante de acoplamiento J-
4.4Hz desdoblado con el proton H-3'.

En 8.26 ppm se observa un singlete ancho asignado al proton H-8. A
campo mas bajo en 10.18 ppm se observo un singlete que integra para un
proton y es asignado al proton del grupo amido. Los acoplamientos se

corroboraron con el experimento COSY. (Espectro 12).

3”7, 5”0CHj3

40C
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Espectro 11. Espectro RMN'H de 117ay su ampliacién
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Con ayuda del experimento HECTOR (espectro 13), correlacién **C
y 'H se identificaron inequivocamente los siguientes carbonos. La sefial en 56
ppm es atribuida a los carbonos de los grupos metoxi en posiciones 3” y 5”. La
senal en 61 ppm atribuida al carbono del grupo metoxi en posicion 4”.
La sefal en 99 ppm se asigno a los carbonos equivalentes C-2” y C-6”. En 130
ppm se puede observar una sefial que se correlaciona con el protén H-6 y es
asignado al carbono C6. En 136 ppm se encuentra una sefal que se
correlaciona con el proton H-8 del anillo de becimidazol (C8). En 166 ppm se

observa una sefial caracteristica del carbono acilico del grupo amida.
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Espectro 13. Espectro HETCOR de 117a
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Espectro 13. Espectro RMN*C de 117a
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V.1.5. Aproximacion a la sintesis de analogos del benzotiazol

V.1.5.1 Sintesis de 4-amino-3-mercaptobenzonitrilo (121)

Inicialmente la propuesta sintética involucraba como material de partida
el p-aminobenzonitrilo sin embargo, al iniciar el trabajo no se contaba con el
mismo, por tal razén se empleo el acido p-aminobenzoico (PABA) y su éster
etilico (benzocaina) para la sintesis. No obstante los rendimientos de estas

reacciones fueron bajos comparados con el p-aminobenzonitrilo.

Esquema 4. Aproximacion a la sintesis de series 124 y 125.

()1.- Etanol, H,SO,4 (5%): (ii)1.- Br,, Acido acético glacial, 0°C(30
min), t.a 2.-H,0O, etanol; (iii) 1.-KOH (30%), reflujo 2.-Hielo/HCI;(iii)
1.- 1,4-benzoquinona, etanol,2.-H,0, etanol; (iv) 1.-EDCI, | 1238, 1230

DMAP, anilina correspondiente 2.-Hielo/H,O 3.-Etanol
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Los intermediarios 123a y 123b, se obtuvieron con rendimientos del 80 y
82 % respectivamente, coincidiendo con los datos espectroscépicos Y fisicos
reportados por nuestro grupo de investigacion.*® El paso final en la sintesis
propuesta para las series 124 y 125, que incluian la formacion de las amidas
como objetivo en esta investigacion, no se logré satisfactoriamente, puesto no
se obtuvo una separacion con un nivel de pureza que permitiera caracterizar de
manera inequivoca a cada uno de los derivados propuestos y ensayar

biol6gicamente a los mismos.
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V.2. Pruebas biolégicas
V.2.1. Evaluacién antimaléarica

Para determinar el potencial como antimalaricos de los compuestos sintetizados

se utilizaron:
Prueba in vitro: Inhibicion de la Formacion de Hemozoina (IFHz)

Prueba in vivo: Prueba de Peters, para estimar el efecto de los
compuestos ensayados sobre la reduccién de la parasitemia post-
tratamiento y la sobrevivencia de los animales tratados en relacién a los

controles no tratados.

Nota. Se establece como criterio, que los compuestos con %IFH =270 %,

se incluiran en la evaluacion in vivo, mediante la Prueba de Peters.

V.2.1.1. Evaluacién de inhibicion de la formacién de hemozoina serie
112a-n

Los protozoos del género Plasmodium, en su fase eritrocitica hidrolizan
la fraccion proteica de la hemoglobina a través de un conjunto de enzimas
proteoliticas (cisteinicas, asparticas y metaloproteasas), de esta forma consigue
los aminoacidos necesarios para la sintesis de sus propias proteinas y a su vez
se generan grupos hemo, altamente toéxicos, principalmente sobre los
componentes de sus membranas, y otros blancos moleculares. La toxicidad del
grupo hemo, es controlada por el parasito mediante el desarrollo de
mecanismos que lo transforman en productos de degradaciéon no téxicos o
mediante su biomineralizacion o cristalizacion en las condiciones acidicas de su

vacuola digestiva bajo una forma inocua e insoluble, denominada hemozoina.*®’

La hemozoina presenta caracteristicas espectrales, en el infrarrojo
idénticas a la de la B-hematina y se ha demostrado que es un cristal de
unidades de hemo enlazadas a través de puentes Fe-carboxilato entre i6n
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férrico central de un hemo y el grupo carboxilo del propionato del proximo
hemo, formando dimeros que se enlazan unos a otros mediante puentes de
hidrégeno dando origen al cristal de la B-hematina.'®® Existen evidencias de que
este proceso puede darse espontaneamente bajo las condiciones de acidez
imperante en la vacuola digestiva del parésito. Sobre la base de este hecho, se
evalud la actividad de los compuestos sintetizados durante esta investigacion,
para interferir con este proceso, considerando que aquellos que inhiban la

cristalizacion del hemo, tal como la CQ, podrian ser antimalaricos potenciales.

Como ya se ha mencionado la inhibicion de la formacion de hemozoina
ha sido uno de los blancos claves en el desarrollo de farmacos con actividad
antimalarica; por tal razén se evalu6 como ensayo preliminar la capacidad de
los analogos sintetizados para inhibir la cristalizacion de la hemozoina. En la
tabla X se muestran los resultados obtenidos al evaluar la serie 112a-n.

Tabla X. Porcentajes de inhibicion de la polimerizacion de hemina in vitro

COMPUESTOS % IFH + D.S.
75 72,40 + 0,03
112a 85,06 + 0,01
112b 2,48 +0,11
112c 39,62 + 0,16
112d 47,71 + 0,08
112e 23,02+ 0,16
112f 38,58 + 0,13
112g 49,17 + 0,12
112h 927+0.1
112i 12,65 + 0,13
112j 85,58 + 0,14
112k 94,6 +0,17
112 87,13+0,21
112m 12,24 + 0,12
112n 33,6 +0,2
Control CQ 98,52 + 0,01

Los valores representan la media + DS . Cada muestra se ensayo0 por triplicado.
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Como puede apreciarse cinco compuestos 112a, 112h, 112j, 112k y 112|
lograron aumentar la inhibicion de la formacién de la hemozoina entre un 17 y
30% en relacion al compuesto hit 75. De estos resultados se puede proponer un
estudio relacion estructura quimica propiedad preliminar, en la cual
sustituyentes metoxilados sobre las posiciones 2 y 3 del anillo aromatico
potencia la actividad, mientras que sustituciones en las posiciones 3 disminuyen

la misma.

V.2.1.2. Test supresivo de Peters serie 112a-n

Esta prueba se fundamenta en la determinacion del potencial como
antimalarico de un compuesto en base a su capacidad para reducir la
parasitemia al cuarto dia post-infeccion de los ratones en paralelo con la
extensidon de su sobrevivencia en relacion al grupo control infectado y no
tratado. Los compuestos de la serie que presentaron capacidad de inhibir la
formacion de R3-hematina/lhemozoina con valores superiores al 70% en pruebas
in vitro, como son 112a, 112h, 112j, 112k y 112l, se les realiz6 el Test

supresivo de Peters usando un modelo murino de Plasmodium berghei.

En la Tabla XI y en el gréfico 7, se muestran las modificaciones del
porcentaje de parasitemia al cuarto dia post-infeccion y de supervivencia de
ratones de los diferentes tratamientos, respecto al grupo control, al cual, para

efectos de calculo se le asigna, el valor 100%.

En la Tabla Xl, se muestran los resultados obtenidos después del
tratamiento de los ratones con 1 dosis de 20 mg/kg de los compuestos
seleccionados, en relacion con los dias de sobrevivencia de los animales y los
valores de parasitemia observados el dia 4 post-infeccion, asi como los
obtenidos para los controles sin tratamiento y con tratamiento con CQ. Con
estos datos y tomando los valores observados en los controles sin tratamiento
como 100% para ambos parametros (DSPI y %P), se graficd el porcentaje de
aumento de los dias de sobrevivencia post-infeccion y el porcentaje de
disminucion de la parasitemia (Gréfico 7).
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Tabla XI. Modificaciones del porcentaje de parasitemiay dias de supervivencia
post infeccion de ratones infectados con Plasmodium berghei, tratados con la

serie 112, a una dosis de 20mg/Kg.

Tratamientos ( 20mg/Kg) Dias de supervivencia + % Parasitemiat S.D
SD

Control infectado 8,0 £1,58 58,80 £ 1,92
CQ 29,89+ 0,20 1,0+0,70

75 7,20+ 1,30 21,80+ 1,48

112a 9,0+ 3,80 21,0158

112h 7,40 £ 1,67 15,0 + 4,74

112j 742 +1,14 23,0+£5,43

112k 5,83 +2,48 25,0+ 2,82

112 6,0+1,41 27,40+ 2,70

Los resultados obtenidos en el ensayo de Peters se muestran en la tabla
Xl. Se observa que los compuestos son capaces de reducir la parasitemia al
cuarto dia post infeccion, pero no tan eficientemente como lo hizo el control
positivo CQ. El compuesto 112h, redujo, de una manera estadisticamente
significativa la parasitemia (p<0,001).

Ninguno de los compuestos ensayados fue capaz de aumentar la
sobrevivencia de los ratones infectados y tratados en relacién a los controles
no tratados, lo que da cabida a la interpretacion de que la dosis ensayada
podria ser toxica. Sin embargo, tomando en consideracibn que estos
compuestos resultaron ser efectivos en el ensayo de inhibicién de hemozoina y
redujeron la parasitemia en forma estadisticamente significativa en relacion a
los controles infectados no tratados, se ensayo una concentracion mas baja de

los compuestos.

185



300 - 300
M 1 % DSPI
o N
200 {200 Em 9% Parasitemia
| EE , 2—
E I ] E
o 100 ~100 2
= @
g
ﬂ 1 I“'I 1 UI !o )
1 1 ]
00 | e 100

ca 5 112a 112h 112§ 112k 112

Compuestos (20mg/Kg)

El valor cero (0,0), representa el control. Las barras representan la media + S.D. *** p<0,001,
comparado con el control infectado; " p<0,001 con respecto al control positivo CQ y “'p<0,05

comparado con CQ.

Grafico 6. Modificaciones de la parasitemia (%) al cuarto dia post-infeccion y de

los dias de supervivencia post-infeccién (DSPI) de ratones tratados con los

diferentes compuestos a 20mg/kg

Tomando en consideracion esta hipétesis, se procedid a realizar una
segunda Prueba de Peters, pero, disminuyendo la concentracion de los
compuestos a 10mg/kg de peso, obteniendo los resultados que se presentan en

la (Tabla XIlI) y el grafico 8.
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Tabla XII. Modificaciones del porcentaje de parasitemia y dias de supervivencia

post infeccion de ratones infectados con Plasmodium berghei, tratados con la

serie 112, auna dosis de 10mg/Kg.

Tratamientos ( 10mg/kg) Dias de supervivencia + % Parasitemia+ S.D
S.D

Control infectado 8,40 + 0,15 65,80 + 4,38

CQ 29,98 + 0,30 0,80 + 0,08

75 24,80+1,43 1,40+ 0,14

112a 29,83+0,40 1,00 £ 0,12

112h 23,00 £2,12 2,60 £ 0,67

112j 28,50 = 3,20 1,40+ 0,14

112k 28,83+ 2,40 1,20+ 0,83

112] 27,16 + 6,46 1,50 £ 0,15
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El valor cero (0,0), representa el control. Las barras representan la media + S.D. *** p<0,001,
comparado con el control infectado; " p<0,001 con respecto al control positivo CQ y “'p<0,05
comparado con CQ.

Grafico 7. Modificaciones de la parasitemia (%) al cuarto dia post-infeccion y de
los dias de supervivencia post-infeccion (DSPI) de ratones tratado con los
diferentes compuestos a 10mg/kg.
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Los valores de la reduccion de la parasitemia, como consecuencia del
tratamiento de los ratones infectados con los compuestos ensayados, son
estadisticamente significativos y comparables a la CQ. El maximo valor se
alcanzé cuando los ratones infectados fueron tratados con el compuesto 112a,

donde el porcentaje de parasitemia y dias de sobrevida son similares a los de la

CQ.

Comparando la serie de compuestos 112, con el compuesto “hit” 75, a
partir del cual se realizé la farmacomodulacion, se puede observar que todos
los compuestos aumentaron los dias de supervivencia de los ratones post
infeccion entre un 67 y 79%. Adema4s, lograron reducir la parasitemia en
relacion al control infectado entre un 96 y 99 % con valores comparables a la
cloroquina (CQ).

De manera general, se puede afirmar que todos los compuestos,
especialmente el 112c (% parasitemia 1,00 = 0,12), redujeron la parasitemia y
aumentaron la sobrevida de los ratones infectados con Plasmodium berghei.
Estos efectos se correlacionan con la capacidad de estos derivados, para inhibir
la polimerizacion de la hemina in vitro, sugiriendo que su efecto antimalarico in

vivo, podria estar relacionado con este mecanismo.
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V.2.1.3. Evaluacién de inhibicién de la formacion de hemozoina
series 117y 118.

Tabla XIll. Porcentajes de inhibicion en la formacién de hemozoina
serie 117y 118

COMPUESTOS % IFH +S.D. |COMPUESTOS| % IFH +S.D.
*115a 76,45 0,03 *115b 75,41 0,003
117a 10,38 0,161 118a 12,03 0,037
*117b 84,24 0,027 118b 20,43 0,127
117¢ 57,4 0,128 118c 60,6 0,079
*117d 86,49 0,044 *118d 74,8 0,04
117e 36,45 0,088 *118e 74,63 0,04
“117f 85,62 0,066 118f 65,54 0,044
1179 35,15 0,04 *118g 82,51 0,001
117n 39,22 0,027 118h 39,04 0,015
*117i 84,15 0,053 *118i 74,19 0,116
117] 17,4 0,591 118k 20,43 0,062
117k 67,27 0,105 118m 62,62 0,058
1171 87,53 0,001 *118n 95,58 0,081
117m 1,99 0,009 1180 21,07 0,178
*117n 88,74 0,008 118r 12,82 0,286
1170 76,96 0,005
117p 5,19 0,08 Control CQ 98,52 0,01

*Compuestos candidatos a ensayos in vivo, de acuerdo a los criterios

empleados en esta investigacion %IFH= 70.

En base al criterio antes descrito, diecisiete (17) de los compuestos
sintetizados resultaron candidatos a evaluar en el test de Peters (modelo in

vivo), incluyendo los &cidos 115a-b. Sin embargo, debido a la poca
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disponibilidad de ratones cepa INH, solo se evaluaron 6 compuestos en modelo
murino.

Los 10 compuestos mas activos y seleccionados para el Test de Peters

se listan a continuacion.

Tabla XIV. Compuestos candidatos a ensayos in vivo-test de Peters

Compuestos/Patron| Ry Rs» Ry Rs» Re
sustitucion %IFH +S.D
118n H H cl H 95,58 0,08
117n H H cl H 88,74 0,01
117] OMe | H H cl H 87,53 0,01
117d Me H Me H 86,49 0,04
117f H Me Me H 85,62 0,07
117b OMe | H | OMe H 84,24 0,03
117i H Me H 84,15 0,05
118g H Me H Me H 82,51 0,01

*Compuestos seleccionados para el ensayo in vivo (Test de Peters).

Como se puede observar el compuesto 118g fue el octavo mas potente,
sin embargo se decidi6 ensayarlo a pesar de tener menor porcentaje de
inhibicion de la formacién de hemozoina en comparacion con los compuestos
117b y 117i para aumentar el niumero de compuestos de la serie nitrotienil
(118). De manera general los analogos que contenian oxigeno fueron mas
potentes que los isOsteros de azufre. Excepto el compuesto 118n el cual resulto

ser el compuesto mas activo de toda la serie.
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V.2.1.4. Test Supresivo de Peters series 117 y 118.

Los resultados del test de Peters de los compuestos seleccionados se

presentan en la tabla XV.

Tabla XV. Modificaciones del porcentaje de parasitemia y dias de supervivencia post
infeccidn de ratones infectados con Plasmodium berghei, tratados con la serie 117 y

118, a una dosis de 10mg/Kg.

Tratamientos ( 10mg/kg) Dias de % Parasitemia *
supervivencia S.D
S.D

Control Infectado (CI) 8,20 £ 0,20 61,33 £ 1,40
Cloroquina (CQ) 29,20+ 0,80 0,80 + 0,037
117d 20,20 + 1,95 3,05 + 0,09

117f 8,80 + 1,53 49,66 £ 1,76

1171 9,40 £ 0,92 69,67 £1,87

117n 10,00+ 1,14 63,00 + 1,32

118g 8,80+0,14 52,00 = 0,36

118n 10,20+ 1,98 44,66 + 0,69
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Grafico 8. Modificaciones de la parasitemia (%) al cuarto dia post-infeccion y de los
dias de supervivencia post-infeccion (DSPI) de ratones tratados con los diferentes
compuestos.

Valor (0,0) representa el control infectado, que corresponde el 100%
Las barras representan la media *E.E.M., ***p<0,001, comparado con el control
infectado.

El compuesto que presento el mejor comportamiento tanto en el porcentaje
de inhibicion de parasitemia (3,05 = 0,09), como en un mayor numero de dias de
supervivencia post-infeccién (20,20 + 1,95) fue el compuesto 117d, comparado
con el control positivo (CQ), los 6 compuestos restantes no lograron mejorar las
variables antes mencionadas, y los resultados observados son cercanos al grupo

gue no recibié tratamiento (control negativo).

Es recomendable realizar un mayor nimero de ensayos in vivo incluyendo
los derivados restantes que segun el protocolo establecido mostraron un
porcentaje de inhibicién en la formacién de hemozoina superior al setenta por
ciento (IFH>70%), considerando que el enfoque discriminante de la actividad
antimalarica en esta investigacion esta orientada hacia posibles mecanismos
relacionados con la inhibicion de la formacién del pigmento antimalarico o
hemozoina. Esto con el fin de obtener un mayor niumero de resultados, que

permitan establecer una relacion estructura quimica actividad.
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Es importante sefialar que el modelo empleado en el test de Peters, se
realiza infectando ratones con cepas sensibles a la cloroquina, por lo que no se
descarta la posibilidad de que los compuestos sintetizados puedan presentar
actividad frente a cepas resistentes. Para estudios posteriores seria importante
realizar analisis histologico a los ratones para evaluar posibles dafios a tejidos,
ademas de ensayos sobre un modelo de malaria humana como los cultivos in
vitro sobre cepas de Plasmodium falciparum que a pesar de que no reproduzca
los factores ADME (administracion, distribucién, metabolismo y eliminacién), asi
como factores inmunologicos, es importante para dar continuidad a esta

investigacion a fin de encontrar un compuesto lider.
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V.2.2. Evaluacién citotéxica antitumoral

El ensayo del MTT Bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-
difeniltetrazolio] esta basado sobre la habilidad de una enzima deshidrogenasa
mitocondrial de las células viables para clivar los anillos de tetrazolio del MTT
de color amarillo palido y formar cristales de formazan azul oscuro los cuales
son en su mayor parte impermeables a las membranas celulares, resultado asi
en su acumulacién dentro de las células viables. El color puede ser entonces
cuantificado al disolver los cristales de formazan con DMSO, usando un lector

de microplacas.™*’

S~ SUCCINATO-DH | i
A " Células Vivas ©_< "
N N = N

Figura 75. Formacion del formazan, ensayo del MTT.

Los cultivos celulares han resultado ser la manera mas apropiada y
ampliamente utilizada para evaluar la capacidad antiproliferativa y/o citotéxica
de los compuestos, los cuales pueden ser indicadores de actividad
carcinogénica y mutagénica.’®® La determinacién del efecto de los derivados
sintetizados sobre la viabilidad y proliferacion celular se realiz6 en dos lineas
celulares neoplasicas humanas y en linfocitos humanos normales obtenidos de
sangre periférica y sobre el proceso de apoptosis en las dos lineas celulares

neoplasicas.

La linea celular Jurkat clon E6.1 (Leucemina linfocitica humana) fue
establecida de la sangre periférica de un adolescente de 14 afos de edad con

leucemia aguda de células T en la primera fase de recaida en el afio 1976. La
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linea celular HL60 (leucemia humana promielocitica) se derivé de una mujer de

36 afos con leucemia promielocitica aguda en el Instituto nacional del cancer.

La evaluacion de la viabilidad celular por el método del MTT de los derivados
112 se pudo lograr solo con los compuestos 112a, 112b, 112c, 112i y 112m ya
que el resto de la serie precipitd en el medio de disolucién. Los compuestos
evaluados ejercieron una significativa actividad antiproliferativa sobre las lineas
celulares Jurkat E6.1 y HL-60 la cual fue comparable a la obtenida para los
compuestos antineoplasicos de referencia, doxorubicina, el As,O3 y la
cloroquina (CQ) (tablas XVI, XVII).

Tabla XVI. Efectos de los derivados 112a-n sobre la proliferacion de

las células leucémica HL60

Compuesto Cls
24h 48h
112a 2,08 1,61
112b 4,24 3,87
112c 6,26 5,19
112d 10,71 8,27
112f 13 11,35
1129 7,64 7,25
112h 37,18 38,25
112i 5,29 4,38
112] 19,04 15,4
112k 44,49 50,37
112 25,54 20,19
112m 9,09 8,75
112n 30,24 28,2
Cloroquina > 100 (40,48%) 87,08
Doxorubicina 1,6 0,072 (72,17nM)
As;,03 4,97 3,23
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Los compuestos 112a, 112b, 112c, 112d y 112i presentaron una
actividad antiproliferativa comparables al trioxido de arsénico, el resto de la
serie presento potencia moderada. EI compuesto 112e no se evalué por
inconvenientes en la solubilidad. EI compuesto 112a presento la menor
concentracion inhibitoria, mostrando una mayor potencia a las 48 h. Los
resultados preliminares sobre células leucémicas HL60 sugieren que el efecto
aditivo de los grupos metoxi es importante para aumentar la potencia, sin
embargo no se descarta la posibilidad de que la funcién éster con el patrén de
sustitucion descrito, pueda estar actuando como grupo transportador,
permitiendo liberar mas cantidad del fenol 75, estructura a partir de la cual se

inicio la farmacomodulacion.

Tabla XVII. Efectos de los derivados 112a-n sobre la proliferacion de

las células leucémica Jurkat E6.1.

Compuesto Clsg
24h 48h
112a 2,41 1,57
112b 4,57 3,19
112c 9,65 6,47
112d 15,61 13,56
112f 25,78 26,9
1129 10,17 9,68
112h 37,45 30,58
112i 8,29 6,79
112j 28,85 25,59
112k 44,65 39,85
112] 33,25 29,72
112m 11,02 10,25
112n 35,74 31,5
Cloroquina 83,64 67,92
Doxorubicina 1,03 0,64 (639,6nM)
As,03 7,32 6,45

196



En cuanto a la actividad antiproliferativa sobre la linea celular leucémica
Jurkat E6.1 los compuestos ensayados mostraron una menor potencia, sin
embargo presentan la misma tendencia en cuanto al comportamiento que se

aprecia en el caso de las células HL60. (Tabla XVII).

La evaluacion de la viabilidad celular por el método del MTT, mostré que
algunos de los compuestos bencimidazol de las series 117 y 118, ejercieron
una moderada actividad antiproliferativa sobre las lineas celulares Jurkat E6.1 y
HL-60 cuando se compara a la obtenida para los compuestos antineoplasicos
de referencia, doxorubicina, el As,O3 y la cloroquina (CQ) (tablas XVIII, XIX, XX,
XXI). A excepcion del compuesto 117a que resultd ser el mas activo de la serie
con una Clsp de 2,95uM a las 24h de tratamiento, siendo tan activo como la
doxorubicina (Clso de 2,48uM), dos veces mas activo que el As,O3 (Clsy de
6,04uM), y 30 veces mas activo que la CQ (Clso de 94,63uM) (tablas XVI, XVII).

Por otra parte, el resto de los derivados mostraron una actividad que
podemos catalogar como débil (Clsp > 10 pM y < 100 puM) ( XVII, XIX),
mientras que los derivados 115a-b; 117b; 117d-e; 117i-j; 117n; 118b; 118d-e;
118i-j y 118n resultaron inactivos después de 24 y 48h de tratamiento (Clso >
100 uM) (tablas XVI, XVII).

En lo que respecta a las células Jurkat E6.1, s6lo el compuesto 117a exhibio
una actividad inhibitoria de la proliferacion celular con una Clsy de 7,05 y
7,31uM comparable al As,O3; después de 24 y 48h de tratamiento,
respectivamente (tablas XXVIII, XIX). El derivado 117a con una Clsg de 7,05uM
a las 24h de tratamiento, fue tan activo como el As,03 (Clso de 8,86uM). El resto
de los derivados se pueden considerar como débiles.

Adicional al efecto sobre la viabilidad celular evaluado en las lineas
celulares de leucemia humana HL60 y Jurkat E6.1, fue determinada la viabilidad
celular en cultivo primario de linfocitos humanos totales para determinar el
efecto de los derivados mas activos de bencimidazol sobre células normales.

Como puede ser observado en la tabla XXII, los compuestos 117a; 117c; 117k;
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117p; 118a; 118c; 118k; 118n-p, fueron mas activos inhibiendo la viabilidad
celular de las células de cancer humano que las células normales (tabla XXII).
Los cocientes de selectividad obtenidos al dividir la concentracion inhibitoria
media (Clsp) en los linfocitos humanos entre las células de leucemia linfocitica
humana, HL60 mostraron una mayor selectividad para los derivados evaluados,
que para los compuestos de referencia, doxorubicina; cloroquina y As,O3 (tabla
XXII), con valores de indice de selectividad (IS) >3. Destacan en este grupo los
analogos 117a, 117p, 118a y 118p con IS de 18,7; 13,5; 9,7 y 184
respectivamente, valores que le confieren un gran interés como candidatos para

continuar con estudios posteriores mas especificos.

Los resultados obtenidos sobre la viabilidad celular de los derivados 2-(5-
nitrotiofen-2-il)-N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-carboxamidas 117 y 118, en las
lineas celulares Jurkat E6.1 y HL-60, mostraron que los compuestos de la serie
117, especialmente 117a, 117c y 117h (Clsp de 2,95; 7,35 y 8,59 uM),
exhibieron una mayor actividad inhibitoria del crecimiento de las células HL60,
que los compuestos 118, indicando que el isostero (X=0), proporciona mayor
actividad bioldgica que el patron (X=S). Adicionalmente, en la serie mas activa,
la presencia de grupos metoxi aumentd significativamente la actividad
antiproliferativa, como puede ser observado de la actividad de los derivados
metoxilados 117a-c; 117j-k vs los derivados con sustituyente metil 117d-h y
117k.
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Tabla XVIII. Efectos de los derivados 117a-p sobre la proliferacion

de las células leucémica HL60

Compuesto Clso (UM)
24h 48h
115a > 100 > 100
117a 2,95 6,15
117b 20,82 41,29
117c 7,35 20,13
117d > 100 > 100
117e 26,74 50,37
117f 75,11 > 100
1179 > 100 > 100
117h 8,59 17,17
117i > 100 > 100
117] 16,87 64,38
117k 11,15 14,43
117m > 100 > 100
117n > 100 > 100
1170 > 100 > 100
117p 4,29 29,88
Cloroquina > 100 (40,48%) 87,08
Doxorubicina 1,60 0,072 (72,17nM)
As;03 4,97 3,23
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las células leucémica HL60

Tabla XIX. Efectos de los derivados 118a-p sobre la proliferacion de

Compuesto Clso (UM)
24h 48h
115b > 100 > 100
118a 6,64 6,76
118b > 100 > 100
118c 18,05 28,53
118d > 100 > 100
118e > 100 > 100
118f 38,99 > 100
118g 28,39 > 100
118h 33,16 66,53
118i > 100 > 100
118k 9,38 14,25
118m > 100 >100
118n 7,5 17,75
1180 18,5 32,29
118p 3,68 8,05
Cloroquina > 100 (40,48%) 87,08
Doxorubicina 1,60 0,072 (72,17nM)
As,03 4,97 3,23
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Tabla XX. Efectos de los derivados 117a-p sobre la proliferacion de
las células leucémica Jurkat E6.1.

Compuesto Clso (UM)
24h 48h
115a > 100 > 100
117a 7,05 7,31
117b 46,26 30,01
117c 12,11 23,58
117d > 100 > 100
117e 41,53 51,51
117f > 100 > 100
117g > 100 > 100
117h 20,78 24,01
117i > 100 > 100
117 50,93 25,34
117k 26,39 12,07
117m > 100 >100
117n > 100 >100
1170 >100 > 100
117p 10,79 16,11
Cloroquina 83,64 67,92
Doxorubicina 1,03 0,64 (639,6nM)

As,03 7,32 6,45
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Tabla XXI. Efectos de los derivados 118a-s sobre la proliferacion de
las células leucémicas Jurkat E6.1.

Compuesto Clso (UM)
24h 48h
115b > 100 > 100
118a 11,88 12,61
118b > 100 > 100
118c 44 46,67
118d > 100 > 100
118e > 100 > 100
118f 81,32 85,56
118g 53,97 > 100
118h 67,49 79,85
118i > 100 > 100
118k 21,86 29,1
118m > 100 > 100
118n 12,08 21,02
1180 23,6 33,86
118p 12,12 18,84
Cloroquina 83,64 67,92
Doxorubicina 1,03 0,64 (639,6nM)

As,03 7,32 6,45
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Tabla XXII. Concentraciones inhibitorias medias e indices de selectividad de los

derivados

de

2-(5-nitrotiofen/furan-2-il)-N-fenil-3H-benzo[d]imidazol-6-

carboxamidas mas activos en los linfocitos humanos normales obtenidos de
sangre periférica y las células de leucemia linfocitica humana Jurkat E6.1,
después de 24h de tratamiento

Compuesto Clso (UM) IS IS
HL60 Jurkat Linfocitos | Clso Linfocitos Clsp Linfocitos
E6.1 Humanos |normales/ Cls normales/ Clsg
Norma|es HL60 (24h) Jurkat E6.1 (24h)
117a 2,95 7,05 55,29 18,7 7,8
117c 7,35 12,11 83,55 11,4 6,9
117k 11,15 26,39 79,34 7,1 3,0
117p 4,29 10,79 57,99 13,5 5,4
118a 6,64 11,88 64,18 9,7 5,4
118c 18,05 44,00 >100 55 >2.3
118k 9,38 21,86 >100 >10,7 >4,6
118n 7,50 12,08 75,01 10,0 6,2
1180 18,5 23,60 87,16 4.7 3,7
118p 3,68 12,12 67,78 18,4 5,6
Cloroquina >100 83,64 >100 >1,0 >1,2
Doxorubicina 1,6 1,03 4,36 2,7 4,2
As,03 4,97 7,32 15,27 3,1 2,1

En cuanto al ensayo de doble tinciéon con Anexina V-FITC/IP, para los derivados

seleccionados de las series 117 y 118, se muestran los graficos de densidad

de puntos obtenidos en las lineas celulares HL60 y Jurkat E6.1 (gréaficos 9, 10,

11y 12).
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Grafico 9. Graficos de densidad de punto de las células apoptoticas despues
del tratamiento por 24 h de las células leucémicas HL60 con los derivados
seleccionados de la serie 117. Marcadas con Anexina V-FITC e IP y analizadas
por citometria de flujo. (Los datos son expresados como el porcentaje de las
células positivas para la anexina V-FITC).
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Grafico 10. Graficos de densidad de punto de las células apoptéticas despues
del tratamiento por 24 h de las células leucémicas HL60 con los derivados
seleccionados de la serie 118. Marcadas con Anexina V-FITC e IP y analizadas
por citometria de flujo. (Los datos son expresados como el porcentaje de las
células positivas para la anexina V-FITC).
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Grafico 11. Graficos de densidad de punto de las células apoptoticas después
del tratamiento por 24 h de las células leucémicas Jurkat E6.1 con los derivados
seleccionados de la serie 117. Marcadas con Anexina V-FITC e IP y analizadas
por citometria de flujo. (Los datos son expresados como el porcentaje de las
células positivas para la anexina V-FITC).
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Grafico 12. Gréficos de densidad de punto de las células apoptéticas después
del tratamiento por 24 h de las células leucémicas Jurkat E6.1 con los derivados
seleccionados de la serie 118. Marcadas con Anexina V-FITC e IP y analizadas
por citometria de flujo. (Los datos son expresados como el porcentaje de las
células positivas para la anexina V-FITC).
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En el andlisis de los graficos dot plot, para las dos lineas celulares
ensayadas, se evidencia que el tratamiento con los derivados 117 y 118, al
igual que la doxorubicina (1 uM), la quercetina (50 uM) y la CQ (100 uM),
gener6 un aumento dependiente de la dosis en el porcentaje de células
positivas para la Anexina V-FITC (apoptosis temprana y tardia). Mientras el
tratamiento con la doxorubicina indujo un 32,2 % (HL60) y 20,6% (Jurkat E6.1)
de células marcadas exclusivamente con el IP (células necréticas), la gran
mayoria de los derivados presentd porcentajes de necrosis <1% comparables al
porcentaje de necrosis del control (tablas XXI, XXII, XXIII, XXIV).

El compuesto mas potente de las series 117 y 118 (10uM) fue el
compuesto 117a para la linea celular HL60, el cual produjo apoptosis temprana
y tardia de manera significativa respecto al control, este compuesto presenta en

Su estructura un sistema trimetoxilado con patrén de sustitucion 2, 3y 4.

Por otra parte, es importante resaltar que los porcentajes de apoptosis
temprana para las dos lineas celulares estudiadas en algunos compuestos,
fueron superiores a los resultados en los controles positivos. Ademas, la
selectividad mostrada por estos compuestos hacia la inhibicion de las células
cancerosas (IS>3) y la evidencia demostrada en los graficos dot plot, de la no
induccion de la necrosis, sugieren que estos compuestos actlan via proceso
programado como lo es la apoptosis. Evidencias que permitiran desarrollar a
futuro nuevos experimentos para dilucidar posibles mecanismos de accion,
estos experimentos pueden incluir: Externalizacion de la fosfatidilserina,
evaluacion de diferenciacion celular, activacion de caspasas, fragmentacion del
ADN, perturbacién del potencial mitocondrial y/o influencia sobre el ciclocelular.
A su vez mediante herramientas quimio-informaticas se podra establecer
algunas caracteristicas moleculares y quimico-cuanticas que permitan realizar
modificaciones estructurales de estos derivados para continuar en la busqueda

de estructuras promisorias a farmacos.
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Tabla XXIIl. Resultados obtenidos después de 24 h, de las células leucémicas
HL60 con los derivados seleccionados de las series 117.

Compuesto |Concentracion|Apoptosis |Apoptosis [Apoptosis |Necrosis
temprana total (%)
(M) (%) Tardia (%) (%)
117a 5 43,10 9,07 52,17 0,31
10 39,80 53,40 93,20 1,32
25 83,20 9,17 92,37 0,07
117b 10 17,40 1,76 19,16 0,12
25 50,01 2,94 52,95 0,17
117c 5 29,80 2,95 32,75 0,23
10 54,20 8,45 62,65 0,25
25 35,50 61,80 97,30 0,29
117e 25 32,30 4,77 37,07 0,44
50 48,70 36,70 85,40 0,41
117f 50 30,40 2,62 33,02 0,18
100 48,10 5,81 53,91 0,40
117h 5 18,20 1,77 19,97 0,17
10 50,70 6,29 56,99 0,17
25 35,40 57,60 93,00 0,34
117j 10 14,60 1,71 16,31 0,10
25 52,70 3,19 55,89 0,05
117k 10 24,70 2,04 26,74 0,08
25 70,00 9,73 79,73 0,77
50 71,10 24,50 95,60 0,78
117p 5 44,40 4,85 49,25 0,10
10 58,90 5,43 64,33 0,05
25 61,50 34,60 96,10 0,11
Control 2,96 1,02 3,98 0,13
Cloroquina |100 16,60 8,22 24,82 5,41
Doxorubicina|1 4,47 53,80 58,27 32,20
Quercetin |50 39,40 21,90 61,30 1,04

% Apoptosis total= Apotosis temprana + apoptosis tardia
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Tabla XXIV. Resultados obtenidos después de 24 h, de las células leucémicas

HL60 con los derivados seleccionados de las series 118.

Compuesto |Concentracion |Apoptosis |Apoptosis |Apoptosis |Necrosis
temprana total (%)
(M) (%) Tardia (%) (%)
118a 5 21,30 3,82 25,12 0,34
10 57,60 14,10 71,70 0,93
25 35,10 51,60 86,70 8,61
118c 10 19,70 2,35 22,05 0,18
25 51,20 7,10 58,30 0,22
50 63,00 13,40 76,40 0,35
118f 25 26,90 1,88 28,78 0,88
50 53,00 4,34 57,34 0,24
118g 25 35,50 1,56 37,06 0,12
50 81,80 7,84 89,64 0,06
100 63,60 2,95 66,55 0,06
118h 25 33,10 7,13 40,23 0,41
50 47,90 16,40 64,30 0,46
100 45,60 17,00 62,60 0,58
118k 10 37,70 8,24 45,94 0,89
25 37,60 51,20 88,80 1,05
50 70,10 10,80 80,90 0,27
118n 5 17,00 2,49 19,49 0,19
10 56,20 9,74 65,94 0,19
25 21,80 76,30 98,10 0,22
1180 10 9,82 1,69 11,51 0,15
25 59,30 9,91 69,21 0,09
50 45,40 46,90 92,30 0,29
118p 5 44,60 7,00 51,60 0,23
10 62,70 9,56 72,26 0,13
25 51,80 44,90 96,70 0,12
Control 2,96 1,02 3,98 0,13
Cloroquina [100 16,60 8,22 24,82 5,41
Doxorubicina|1 4,47 53,80 58,27 32,20
Quercetin |50 39,40 21,90 61,30 1,04

% Apoptosis total= Apotosis temprana + apoptosis tardia
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Tabla XXV. Resultados obtenidos después de 24 h, de las células leucémicas

Jurkat E6.1 con los derivados seleccionados de las series 117.

Compuesto |Concentracion |Apoptosis |Apoptosis |Apoptosis |Necrosis
temprana total (%)
(M) (%) Tardia (%) (%)
117a 5 12,40 3,58 15,98 1,11
10 35,10 25,40 60,50 0,39
25 7,02 77,90 84,92 11,40
117b 25 15,60 2,12 17,72 0,18
50 36,10 4,79 40,89 0,20
100 60,60 9,88 70,48 3,26
117c 10 25,90 3,02 28,92 0,22
25 52,80 19,30 72,10 0,35
50 44,80 39,20 84,00 0,48
117e 25 14,30 2,24 16,54 0,19
50 36,80 6,10 42,90 0,39
100 40,30 40,90 81,20 1,11
117h 10 14,10 2,36 16,46 0,35
25 48,10 18,20 66,30 0,96
50 38,20 40,30 78,50 0,85
117j 50 31,40 4,08 35,48 0,23
100 64,00 11,40 75,40 0,13
117k 10 10,09 2,02 12,11 0,30
25 34,60 5,96 40,56 0,32
50 49,30 19,00 68,30 1,09
117p 10 33,80 3,73 37,53 0,19
25 64,30 14,90 79,20 0,09
50 45,90 51,30 97,20 0,21
Control 1,77 1,48 3,25 0,74
Cloroquina [100 21,40 2,84 24,24 0,74
Doxorubicina|1 33,70 40,90 74,60 20,60
Quercetin |50 18,90 21,20 40,10 3,53

% Apoptosis total= Apotosis temprana + apoptosis tardia
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Tabla XXVI. Resultados obtenidos después de 24 h, de las células leucémicas

Jurkat E6.1 con los derivados seleccionados de las series 118.

Compuesto |Concentracion |Apoptosis |Apoptosis |Apoptosis |Necrosis
temprana total (%)
(M) (%) Tardia (%) (%)
118a 5 22,90 6,61 29,51 0,45
10 22,90 6,61 29,51 0,45
25 44,30 32,00 76,30 3,96
118c 25 24,80 3,49 28,29 0,50
50 36,50 6,11 42,61 0,34
100 40,00 13,30 53,30 1,42
118f 50 21,10 1,81 22,91 0,21
100 34,10 8,72 42,82 1,22
118g 25 11,20 1,53 12,73 0,67
50 19,70 1,43 21,13 0,77
100 55,30 3,34 58,64 0,41
118h 25 15,70 4,28 19,98 0,90
50 17,20 6,51 23,71 2,37
100 16,90 10,20 27,10 511
118k 10 9,78 4,96 14,74 1,39
25 19,90 21,30 41,20 2,44
50 12,40 52,50 64,90 14,00
118n 5 8,75 3,69 12,44 0,85
10 21,90 14,40 36,30 1,53
25 33,20 52,60 85,80 1,90
1180 10 7,80 2,41 10,21 0,77
25 22,00 7,21 29,21 0,54
50 48,10 33,70 81,80 0,72
118p 5 14,10 2,28 16,38 0,60
10 34,60 4,02 38,62 0,38
25 60,00 18,80 78,80 0,19
Control 1,77 1,48 3,25 0,74
Cloroquina |100 21,40 2,84 24,24 0,74
Doxorubicina|1 33,70 40,90 74,60 20,60
Quercetin |50 18,90 21,20 40,10 3,53

% Apoptosis total= Apotosis temprana + apoptosis tardia
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V.2.3 Evaluacién antimicrobiana

En base a los reportes de amplia actividad antimicrobiana de los nucleos
acrilatos y bencimidazol.**** |as series sintetizadas fueron ensayadas a fin de
estudiar la potencial actividad sobre los microorganismos Gram-Positivos (G+);
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Bacillus cereus, los microorganismos
Gram negativos (G-); Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, y la levadura
Candida tropicalis.

Las bacterias son organismos microbianos con tendencia a mutaciones
genéticas que las hacen resistentes a los farmacos que se desarrollan afio tras
afo, ocasionando enfermedades graves en hospitales, clinicas y ambulatorios,
siendo un grave problema en intervenciones quirdrgicas, tratamientos
especiales inmunosupresores y pacientes con VIH, para los cuales es
prioritario el caracter aséptico y estéril de instalaciones e implementos.**"*"° A
pesar de los grandes esfuerzos en la busqueda de compuestos con actividad
antimicrobiana, la incidencia de estas infecciones siguen siendo dificiles de

erradicar y se han visto incrementadas en las Gltimas dos décadas.'

Como control positivo se emplearon antibiéticos comercialmente
disponibles, como lo son AN: amikacina (30mcg), SAM: ampicilina/sulbactam
(20mcg), O: ofloxacina (5mcg), TIL: tilmicosin (15mcg), PB: polimixina B: (300

Ul) y como control negativo S = mezcla de solventes o vehiculo.
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Los resultados obtenidos se resumen en las Tablas XXVII, XXVIII, XIX 'y
XXX se expresan como diametros del halo de inhibicién reportados en mm.

Tabla. XXVII. Evaluacién de la actividad antimicrobiana en funcién del halo

de inhibicion (mm) de la serie 112a-n

Muestras/ Bacterias Bacterias Levadura
Microorganismos |Gram-positivas Gram-negativas
B. S. E.coli [P. _ C. tropicalis
cereus |aureus aeruginosa
75 8 8 - - -
112a 8 8 8 - -
112b - - - - -
112c - - - - -
1l12d - - - - -
112e - - - - -
112f 8 10 - -
1129 - - - - -
112h - - - - -
112i - - - - -
112 - - - - -
112k 8 10 - - 10
112 - 8 12 - -
112m 8 8 - - -
112n - - - - -
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Tabla. XXVIIl. Evaluacién de la actividad antimicrobiana en funciéon del

halo de inhibiciéon (mm) de la serie 117a-p.

Bacterias Bacterias Levadura
Muestras/ Gram-positivas Gram-negativas
Microorganismos | B. cereus S. aureus E. coli P. C. tropicalis
aeruginosa

115a 10 8 10 12 12
117a 12 10 14 12 14
117b 15 15 12 15 12
117c 14 12 14 15 14
117d 15 8 15 15 12
117e 14 14 12 15 14
117f 12 8 14 20 14
1179 12 8 12 14 12
117h 10 8 10 - -

117i 10 8 14 15 16
117j 15 15 12 15 12
117k 15 16 12 16 15
1171 15 12 12 12 12
117m 10 10 - 14 15
117n 8 10 - 12 10
1170 8 10 12 - -

117p 15 14 15 14 15
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Tabla. XXIX. Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana en funcién del halo
de inhibicion (mm) de la serie 118a-p.

Bactérias Bactérias Levadura
Gram-positivas Gram-negativas
Muestras/
Microorganismos |, S. aureus |E. coli |[P. aeruginosa |C.

cereus tropicalis
115b 12 16 15 14 15
118a 14 12 14 14 12
118c 14 - 12 14 10
118d 14 - 10 8 10
118e - - 12 12 12
118f 10 10 14 10 10
118g 10 10 12 12 10
118h 14 12 12 15 13
118i 18 14 14 15 12
118k 12 - 10 10 12
118| 12 12 12 2 8
118m 10 10 8 10 10
118n 8 8 - 8 10
1180 12 12 14 10 10
118p 14 12 15 12 12
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Tabla. XXX. Evaluacién de la actividad antimicrobiana en funciéon del halo

de inhibicion (mm) del grupo control.

Muestras/ Bacterias Bacterias Levadura
Microorganismos Gram-positivas Gram-negativas
B. cereus S. aureus E. coli P. C.
aeruginosa | tropicalis
AN 17 18 20 16 17
SAM 18 - 15 12 -
@) 24 25 25 25 23
TIL 20 28 20 20 25
PB - - - - -
S - - - - -

Didmetros de inhibicion reportados en mm
Concentracion = 1-5 mg/mL
- =no inhibicién

C = controles: AN: amikacina (30mcg), SAM: ampicilina/sulbactam (20mcg), O:

ofloxacina (5mcg), TIL: tilmicosin (15mcg), PB: polimixina B: (300 UI)

S = mezcla de solventes.

218




Diametro de inhibicion series 117 y 118 sobre B. cereus
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vitro sobre B. cereus. Series 117 y 118.

Didmetro de inhibicion series 117 y 118 sobre S. aureus
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Gréafico 14. Didmetros de inhibiciobn en mm

vitro sobre S. aureus. Series 117 y 118.
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Diametro de inhibicion series 117 y 118 sobre E. coli
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Grafico 15. Diametros de inhibicion en mm, obtenidos de la evaluacioén in

vitro sobre E. coli. Series 117 y 118.

Diametro de inhibicién series 117 y 118 sobre P. aeruginosa
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Gréafico 16. Diametros de inhibicién en mm, obtenidos de la evaluacion in

vitro sobre P. aeruginosa. Series 117 y 118.
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Diametro de inhibicion series 117 y 118 sobre C. tropicalis
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Grafico 17. Didmetros de inhibicibn en mm, obtenidos de la evaluacion in

vitro sobre C. tropicalis. Series 117 y 118.

Los compuestos muestran actividades biolégicas muy variadas, siendo la
mayoria de amplio espectro. Series 117 y 118.

Especial atencion es de prestar a aquellos compuestos que son activos
contra P. aeruginosa por ser esta una bacteria oportunista de gran resistencia, y
aguellos activos contra la levadura C. tropicalis, ya que se esta en presencia de
un antimicético activo contra un patdgeno muy resistente también.

En todos los casos se observa actividad moderada, destacandose los
compuestos 115a-b, 117a, 117c-g,117i-l, 117p, 118a,118d,118f-k y 1180, que
mostraron actividad de amplio espectro, ya que fueron activos contra las
bacterias G+ y G- evaluadas, ademas de ser activos contra la levadura C.

tropicalis.

Los compuestos 75, 112a y 112| presentan una débil actividad contra las
bacterias S. aureus (G+) y E. coli (G-). EI compuesto 112k fue activo contra
bacterias (G+) ademas contra C. tropicalis.

Los compuestos 112f, 112k, 117i, 117n, 1170 y 117p mostraron poseer

actividad predominante contra las bacterias G+ evaluadas, siendo 117i y 117p
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ademas activos contra E. coli (G-), mientras que 117m y 117n fueron activos
ademas contra P. aeruginosa y C. tropicalis.

Los antibidticos utilizados como control mostraron tener actividad
biolégica especifica contra los microorganismos empleados, inclusive contra C.
tropicalis.

Finalmente, no se observo actividad inhibitoria por parte de la mezcla de

solventes que se utilizo.

En base a los resultados presentados, podemos inferir dos aspectos

importantes:

i)La estrategia de farmacomudulacion realizada, logro mejorar la actividad
biolégica, destacando la presencia de los grupos metoxi como herramientas
claves en la construccion de una estructura molecular principalmente en los
estudios antimalaricos y citotoxicos antitumorales (compuestos 112a, 117a y
118a). Probablemente este grupo presenta caracteristicas electronicas y
lipofilicas que le confieren la capacidad de interactuar o alcanzar diferentes
receptores al ser comparadas con las plantillas de partida o compuestos “hit”.
Este aumento lipofilico lo podemos observar en las tablas V, VIII y IX mediante
la relacion con el LogP, aumento que puede ser favorable para la absorcién
biol6gica.t’**"?

i) Otro factor que se ha considerado basado en los resultados obtenidos y
gque fue mencionado a principios de este capitulo es la caracteristica de
profarmacos, prodrogas o con una denominacibn mas amplia para esta
investigacién “prohit”, bajo la cual se disefaron los compuestos sintetizados.
Herramienta ampliamente usada en quimica medicinal para superar algunos
problemas de formulacion, solubilidad, estabilidad, problemas asociados a una
absorcion incompleta (principalmente biodisponibilidad), o debido a un extenso

metabolismo de primer paso.!’? Con la estrategia de profarmaco con frecuencia,
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se mejoran las propiedades fisicoquimicas y/o farmacocinéticas de un
farmaco.™?

Bajo esta premisa en importante considerar que muchos compuestos que
han sido identificados como potentes en actividades in vitro, se han encontrado
inactivos in vivo y viceversa.!”® Un ejemplo de ello lo representan los
compuestos de las series 117 y 118 ensayados en el Test de Peters, los cuales
fueron muy potentes inhibiendo la formacion de la hemozoina %IFH>70, pero
mostraron moderada actividad al comparar con los resultados obtenidos en el
Test supresivo de cuatro dias (Tablas Xlll y XV). Probablemente las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestos no le permiten llegar al sitio de
accion o interactuar 6ptimamente con los receptores especificos, desde luego
en pruebas biolégicas in vivo, un compuesto quimico (xenobidtico) puede
experimentar una serie de transformaciones que pueden potenciar o desactivar
su efecto biolégico.

Como ejemplo asociado a problemas de formulacion en este trabajo, se puede
incluir la dosis administrada, variable estudiada en el caso de la serie 112 en el
Test de Peters, en la cual para una dosis de 20 mg/Kg los compuestos
presentaron una disminucion cercana al 50% de la parasitemia (comparada con
el control negativo). Sin embargo, los dias de supervivencia fueron similares al
control negativo. Al disminuir la dosis en un 50% (10 mg/Kg), los dias de
supervivencia de los ratones infectados aumentaron a valores comparables al

grupo control positivo.

Los compuestos sintetizados pudieran estar actuando como profarmacos
transportadores (éster y/o amida) que puede tener como funcion aumentar la
liberacion del compuesto lider, farmaco o mas adecuadamente compuesto “hit”
en este trabajo, ejemplo liberacion del fenol 75 o los acidos 115a-b. Por lo
general la activacion metabolica de los profarmacos transportadores, puede ser
alcanzada a través de la mediacion de enzimas hidroliticas, procesos oxido-

reductores o proceder mediante procesos quimicos no enzimaticos, "
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procesos que estdn presentes tanto en los cultivos celulares como en los
ensayos in vivo realizados en este trabajo.

La activacion de estos “pro hit” puede involucrar muchas enzimas
incluyendo oxido-reductasas, como CYP450 y DT-diaforasa, enzimas
hidroliticas como carboxilesterasas, transferasas, hidrolasas, liasas vy
glucoronidasas. 317177

En la figuras 77 y 78 se puede apreciar algunos ejemplos de las
activaciones de prodrogas encontradas donde actlan algunas de las enzimas y
que pudieran dar ejemplo de alguna hidrélisis de los ésteres y/o amidas

presentes en los compuestos evaluados en este trabajo.

CH
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OH OH
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0 NH HO NH
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Figura 77. Activacion de prodrogas tipo éster y carbamato mediante

Carboxilesterasas.
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Figura 78. Activacion de prodrogas mediante Acetilcolinesterasa (AChE)
y Butirilcolinesterasa (BChE).

Un punto importante a considerar en el desarrollo de promisorias
estructuras a farmacos esté relacionado con la prediccion de las propiedades
de la absorcién oral a partir de las propiedades fisicoquimicas, un método
empirico sencillo y ampliamente utilizado lo representa las reglas de Lipinski,*"®
en el cual se ha establecido por medio de ciertas similitudes que presentan la
mayoria de los farmacos activos por via oral, que determinados parametros
estructurales y fisicoquimicos pueden condicionar este tipo de absorcién. Estas
reglas de Lipinski también son conocidas como la regla de los 5, por la relacién
de multiplos de 5 que han de cumplir las propiedades consideradas.

Dentro de los descriptores se tiene:

LogP<5 (Calculado segun Hansch)

Peso moleculars500

Grupos dadores de enlace de hidrogenos<5

Grupos aceptores de enlace de hidrogeno<10
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Se estima que mientras una molécula se aleje mas de los parametros
indicados por las reglas de Lipinski, menor es la probabilidad de poder superar
con éxito las etapas mas avanzadas en el desarrollo de un medicamento.

En la actualidad la quimioinformatica ha desarrollado muchas aproximaciones
para predecir modelos de absorcion oral, sin embargo la sencillez de regla de
Lipinski puede ser usada de manera rapida para dicha estimacion.

Estas reglas relacionan la capacidad que tiene una sustancia para atravesar las
membranas lipidicas con el balance entre el peso molecular y la solubilidad en
lipidos y en agua. A pesar, de que en esta investigacion los resultados
bidlogicos no indican una dependencia directa con el coeficiente de particion
LogP, sigue siendo una variable importante en los estudios quimico
medicinales, de los compuestos sintetizados sélo cuatro compuestos violan
mas de 1 de las reglas de Lipinski, compuestos 112e, 112k, 112| y 112m. De
los cuales los compuestos 1121 y 112k presentaron excelentes resultados en el
Test supresivo de los cuatro dias. El resto de los compuestos satisface las
reglas de Lipinski (tablas XXXI, XXXII).

La estimacion de estos descriptores se realizo empleando el modulo

ProjectLeader del programa CaChe 3.0.

226



Tabla. XXXI. Descriptores evaluados para la serie 112a-n, regla de Lipinski

Grupos aceptores de

er]la(;es de Grupos dad.ore,s de enlaces de Violaciones
Hidrégeno Hidrégeno
Atomos Atomos Grupos ﬁg:ﬁ sdk?
Peso de de Grupos amino Grupos
Compuestos | molecular | Log P | Nitrégeno | Oxigeno amino | secundarios | Hidroxilos

75 371.838 | 3.664 1 3 0 0 1 0
112a 566.024 | 4.602 1 7 0 0 0 1
112b 566.024 | 4.602 1 7 0 0 0 1
112c 566.024 | 4.602 1 7 0 0 0 1
112d 566.024 | 4.602 1 7 0 0 0 1
112e 794.317 | 9.932 1 7 0 0 0 2
112f 535.998 | 4.855 1 6 0 0 0 1
1129 535.998 | 4.855 1 6 0 0 0 1
112h 535.998 | 4.855 1 6 0 0 0 1
112i 535.998 | 4.855 1 6 0 0 0 1
112j 535.998 | 4.855 1 6 0 0 0 1
112k 505.972 | 5.107 1 5 0 0 0 2
1121 505.972 | 5.107 1 5 0 0 0 2
112m 505.972 | 5.107 1 5 0 0 0 2
112n 475.946 | 5.360 1 4 0 0 0 1
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Tabla. XXXII. Descriptores evaluados para las series 117a-p y 118a-p, regla

de Lipinski.
Grupos aceptores de
enlaces de Grupos dadores de Grupos
Hidréger]o enlaces de Hidrégeno | Hidroxilos
. Atomos Grupos Violaciones
Peso Atomos de de Grupos amino Grupos reglade
Compuestos | molecular | Log P | Nitrbgeno | Oxigeno| amino |secundarios | Hidroxilos | Lipinski
117a 438.396 2.375 4 7 0 2 0 1
117b 408.370 | 2.628 4 6 0 2 0 1
117c 378.343 | 2.880 4 5 0 2 0 0
117d 376.371 4.067 4 4 0 2 0 0
117e 376.371 | 4.067 4 4 0 2 0 0
117f 376.371 4.067 4 4 0 2 0 0
1179 376.371 | 4.067 4 4 0 2 0 0
117h 362.344 | 3.600 4 4 0 2 0 0
117i 362.344 | 3.600 4 4 0 2 0 0
117j 423.341 | 2.834 5 7 0 2 0 0
117k 412.789 | 3.398 4 5 0 2 0 0
1171 412.789 3.398 4 5 0 2 0 0
117m 382.762 3.651 4 4 0 2 0 0
117n 382.762 3.651 4 4 0 2 0 0
1170 427.213 3.925 4 4 0 2 0 0
117p 416.316 4.016 4 4 0 2 0 0
118a 454.456 2.718 4 6 0 2 0 1
118b 424.430 2.971 4 5 0 2 0 0
118c 394.404 3.224 4 4 0 2 0 0
118d 392.431 4.411 4 3 0 2 0 0
118e 392.431 4.411 4 3 0 2 0 0
118f 392.431 4.411 4 3 0 2 0 0
118g 392.431 4.411 4 3 0 2 0 0
118h 378.405 3.944 4 3 0 2 0 0
118i 378.405 | 3.944 4 3 0 2 0 0
118j 439.402 3.177 5 6 0 2 0 1
118k 428.849 3.742 4 4 0 2 0 0
118l 428.849 3.742 4 4 0 2 0 0
118m 398.823 3.994 4 3 0 2 0 0
118n 398.823 | 3.994 4 3 0 2 0 0
1180 443.274 4.268 4 3 0 2 0 0
118p 432.376 | 4.359 4 3 0 2 0 0
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En vista de la amplia actividad biolégica encontrada en las series
sintetizadas y la distribucién de los valores (datos biologicos), se recomienda
estudiar mediante métodos in silico a un estudio QSAR (relacion estructura
guimica actividad), donde se establezca a diferentes niveles de calculo la
contribucion de los conjuntos de descriptores tanto moleculares como quimico-
cuanticos, a fin de predecir modelos mateméaticos que nos permitan proponer
con una mayor aproximacion los factores moleculares que favorecen dichas

actividades.

Con esta informacion y los estudios bilégicos posteriores se espera contar
con nuevos datos tanto en los mecanismos de accion bilégica como de
informacion quimica que nos permita continuar afinando el disefio molecular, lo

que nos permitird continuar con la sintesis de nuevos anélogos.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- ElI empleo de una mezcla 1.1 acetona:agua permiti6 mejorar el
aislamiento y purificacion del compuesto 2-(7-cloroquinolinil-4-iltio)-3-(4-
hidroxifenil) acrilato de metilo (104) en un 100% proporcionando un método

sencillo y econémico, en relacién al procedimiento reportado.

- El hidrocloruro de 1-Etil-3-(3-imetilaminopropil)carbodiimida (EDCI o
EDAC) demostro ser el agente activante mas conveniente para la esterificacion

de los sustratos estudiados.

- Se sintetizaron satisfactoriamente 14 compuestos benzoatos de 4-[(E)-2-
(metoxicarbonil)-2-(7-cloroquinolil-4-iltio)vinil] fenilo (106 a-n), con rendimientos
entre el 30 -60 % de rendimiento, mediante la reaccion de esterificacion

modificada de Steglich.

- Los compuestos 112a, 112h, 112j, 112k y 112l potenciaron la actividad
antimalarica logrando mejorar la inhibicién de la formacion de la hemozoina

entre un 17 y 30% en relacion al compuesto 75 (72,4%).

- Aguellos compuestos que poseen sustituyentes metoxilados en las
posiciones 2 y 3 del anillo benzoato parece ser importantes para mantener la

actividad en la serie 112.

- Los compuestos 112a, 112h, 112}, 112k y 112| presentaron resultados
similares al control infectado en relacidon a los dias de supervivencia post
infeccibn a una dosis de 20mg/Kg, logrando disminuir el porcentaje de
parasitemia en mas del 50%. Lo que podria significar que la dosis ensayada es

toxica a esta concentracion.
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- Los compuestos 112a, 112h, 112j, 112k y 112| a una dosis de 10 mg/Kg
aumentaron los dias de supervivencia de los ratones post infeccion entre un 67
y 79%. Ademas, lograron reducir la parasitemia en relacion al control infectado.
Esta reduccion de parasitemia es mas significativa con el tratamiento de 112a,
cuyo porcentaje de parasitemia se reduce en valores similares a la de la CQ.

- Se sintetizaron 28 compuestos del tipo 2-(5-nitrofuran/tiofen-2-il)-N-fenil-
3H-benzo[d]imidazol-6-carboxamidas (series 117 y 118) con rendimientos entre

31-55 porciento.

- En las células leucémicas humanas HL60 y Jurkat E6.1, los compuestos
de la serie 117 resultaron mas activos que los compuestos de la serie 118
(tablas XVI a la XIX).

- Los derivados de bencimidazol fueron mas activos inhibiendo la
proliferacion de las células de leucemia linfocitica aguda, Jurkat E6.1 que la

células de leucemia mieloide aguda HL60.

- Los derivados mas activos de la serie 117 y 118, resultaron mas téxicos

para las células de cancer, indicando un nivel razonable de selectividad.

- Los compuestos que fueron mas activos inhibiendo la proliferacion
celular de la HL60 y Jurkat E6.1, a su vez fueron los mas potentes induciendo el

proceso de apoptosis en estas lineas celulares.

- Los resultados de Anexina V, indican que la actividad antiproliferativa se
correlaciona con un mecanismo via apoptosis.
- Los compuestos de las series 117 y 118 muestran actividades

antimicrobianas muy variadas, siendo la mayoria de amplio espectro.
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- Los compuestos 115a-b, 117a, 117c-g,117i-l, 117p, 118a,118d,118f-k y
1180, que mostraron actividad de amplio espectro, ya que fueron activos contra
las bacterias G+ y G- evaluadas, ademas de ser activos contra la levadura C.

tropicalis.

- Los compuestos 75, 112] y 112m fueron activos contra las bacterias S.
aureus (G+) y E. coli (G-), el compuesto 112k fue activo contra bacterias (G+)

ademas contra C. tropicalis.

- Los compuestos 118a, 118b, 118d y 118n mostraron poseer actividad
predominante contra las bacterias G- evaluadas E. coli y P. aeruginosa, siendo

ademas activos contra B. cereus (G+), y la levadura C. tropicalis.

- Se recomienda hacer estudios QSAR para predecir una ecuacion
matematica que permita continuar con el disefio de nuevos analogos a los

compuestos ensayados.
- Realizar ensayos bioldgicos para evaluar la actividad antimalarica en
cultivos de P. falciparum, inhibicion de proteasas y aumentar el numero de

compuestos ensayados en el Test de Peters.

- Continuar con los estudios citotoxicos a fin de proponer bajo que via

apoptética pudieran estar actuando los compuestos.

- Evaluar en otras lineas celulares de cancer como cancer de mama y

préstata.
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