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Resumen

Los heterociclos son estructuras que constituyen una unidad clave en algunos farmacos y
muestran una amplia variedad de actividades bioldgicas. Entre este tipo de compuestos se
encuentran los azoles que son compuestos heterociclicos de cinco miembros, planos y que
contienen en sus anillos uno o mas heteroatomos de los cuales al menos uno, es nitrégeno.
Por otro lado, en la busqueda de nuevas entidades quimicas biolégicamente activas, una
estrategia utilizada, es la insercibn de residuos de aminoacidos, porque son los
componentes fundamentales y juegan un papel primordial en los organismos vivos.
Ademas, que presentan ventajas como: baja toxicidad, biocompatibilidad y diversidad
estructural. Considerando los antecedentes antes mencionados el presente trabajo
describe la sintesis de 6 derivados de valina; 5 compuestos N-alquilados (20a-b, 22a-c) que
se prepararon por la alquilacién del derivado bromado del éster valilmetilico (18) con un
azol y 1 acilaminoéster derivado de imidazol 16a, ademds la evaluacion de la actividad
antifangica frente a hongos filamentosos (A. fumigatus, F. temperatum y F. falciforme) y
levaduras (C. krusei, C. glabrata y C. parapsilosis). Sélo el compuesto 16a mostro inhibicion
frente a hongos filamentosos (A. fumigatus 44.3%); mientras que, todos los demas
compuestos mostraron actividad antifingica frente a las levaduras siendo los mas activos
20a (C. krusei 61.9%, C. glabrata 87.2%, C. parapsilosis 45.9%), 20b (C. krusei 21.2%, C.
glabrata 74.3%, C. parapsilosis 14.3%) y 22b (C. krusei 22.7%, C. glabrata 71.7%, C.
parapsilosis 24.5%). Por otro lado, se efectlo un estudio de acoplamiento molecular que se
llev6 acabo utilizando como receptor a la proteina CYP51 (PDB:5HS1) y como ligantes los
compuestos sintetizados (16a, 20a-b, 22a-c). Se observo que los compuestos con mayor
porcentaje de inhibicion (20b y 22b) mostraron interacciones tipo m-alquil y n-n con los
residuos Tyr 126, el complejo hemoglobina 601 y Leu 380, lo que posiblemente mejoro la
interaccion con el sitio activo de la enzima y la selectividad hacia C. glabrata. Finalmente,
todos los compuestos sintetizados se caracterizaron por técnicas espectroscépicas (RMN
de 'Hy C) y espectrométricas (IR y ESI-MS).
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Abstract

Heterocycles are key structural units present in a vast number of drugs with diverse
pharmacological activity. In this respect, azoles are a class of heterocycles characterized by
at least one nitrogen atom in its structure. The coupling of amino acids with heterocycles
have interesting advantages, for example, low toxicity, biocompatibility and structural
diversity. The present work reports the synthesis of six valine derivatives; five target
compounds (20a-b, 22a-c) were prepared by means of alkylation of the brominated
derivative of the valilmethyl ester (18) with an azole and one acylamino ester derived from
imidazole 16a. Next, the synthesized compounds were evaluated as antifungal agents in
against filamentous fungi (moulds: A. fumigatus, F. temperatum and F. falciforme) and yeast
(C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis). The compound 16a showed inhibition against
moulds (A. fumigatus 44.3%); while, all the other compounds showed antifungal activity
against yeasts, being the most active 20a (C. krusei 61.9%, C. glabrata 87.2%, C.
parapsilosis 45.9%), 20b (C. krusei 21.2%, C. glabrata 74.3%, C. parapsilosis 14.3%) and
22b (C. krusei 22.7%, C. glabrata 71.7%, C. parapsilosis 24.5%). In other instances, we
carried out a molecular docking study using the CYP51 protein (PDB: 5HS1) as a receptor
and the synthesized compounds as ligands (16a, 20a-b, 22a-c). It was observed that the
compounds with the highest percentage of inhibition (20b and 22b) showed n-alkyl and n-rt
type interactions with the residues Tyr 126, the complex hemoglobin 601 and Leu 380, which
probably enhanced the interaction ligand-receptor and the selectivity towards C. glabrata.
Finally, all the synthesized compounds were characterized by spectroscopic (*H and 3C
NMR) and spectrometric (IR and ESI-MS) techniques.
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l.  INTRODUCCION

En las dltimas décadas las infecciones fungicas con falla terapéutica han ido en
aumento, esto puede deberse a una baja biodisponibilidad del farmaco en sangre,
alteraciones en el metabolismo de los antifingicos,! asi como el uso indiscriminado
de los antibidticos, lo que ha propiciado la resistencia in vitro o in vivo.? Ademas,
existen otros factores que han convertido a los hongos en uno de los principales
agentes patdogenos como es el aumento progresivo de pacientes
inmunocomprometidos e individuos infectados con VIH (segun la OMS en 2016
habia 36.7 millones y en 2017 aumento 1.8 millones méas de infectados en el

mundo), cancer e intervenciones quirdrgicas (cirugias y trasplantes).34

Dentro de la préactica clinica las levaduras Candida spp. y Cryptococcus spp son los
agentes que se han aislado con mayor frecuencia en pacientes
inmunocomprometidos. Mientras que los hongos filamentosos comuUnmente
encontrados son: Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium
spp. Y Zygomycetes spp. Los primeros antifungicos utilizados fueron griseofulvina y
nistatina, no obstante, hoy en dia existen un sin nimero de antimicoticos
clasificados en: polienos, azoles, alilaminas, lipopéptidos, pirimidinas fluoradas,
entre otros.* Sin embargo, se ha observado un defecto en la terapia antimicética a
diversos farmacos que incluyen a el ketonazol, fluconazol e incluso la anfotericina
B.:

Una nueva herramienta en la busqueda de nuevos compuestos de uso terapéutico
es el acoplamiento de moléculas bioactivas con aminoacidos o residuos de péptidos
con el fin de incrementar su actividad biolégica.>’ Por lo cual, en el presente trabajo
se propone la sintesis de nuevas moléculas derivadas de imidazol y triazol

acoplados a aminoécidos con el fin de ser evaluados como agentes antifungicos.
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. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas generales de los hongos

El reino de los hongos comprende muchas especies que estan vinculadas a un
amplio espectro de enfermedades en los seres humanos. Los hongos son
organismos eucariontes que poseen muchos de los organelos e inclusiones
citoplasmaticas que estan presentes en las células de organismos eucariéticos
superiores y crecen en dos formas basicas: levaduras (unicelulares) y mohos que

son filamentosos (pluricelulares).®

La composicion estructural de la célula fungica varia por especies pero comunmente
se han encontrado carbohidratos, ergosterol y B-1,3-glucano-quitina en la pared
celular, excepto en la especie Zygomycetes que tiene quitosano en su estructura en
lugar de quitina, ademas de contener otras proteinas.® El sitio blanco en la célula
fungica, frecuentemente es la membrana celular, la cual presenta ergosterol, a
diferencia de las células de mamiferos que contienen colesterol. Adicionalmente, la
célula fungica presenta organelos intracitoplasmicos membranosos con el contenido
de ergosterol similar al de la membrana citoplasmica. Al afectar la sintesis del
ergosterol, el dafio celular serd considerable, debido a que forma parte de los
organelos intracitoplasmicos de la célula fungica (reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi, vacuolas, membrana nuclear, etc.), este efecto aumenta la permeabilidad de

la célula e impide el crecimiento del hongo.*

2.2 Antimicético

Existen compuestos que intervienen con el ciclo normal de vida de la célula fungica

o inhiben sus funciones y se les conoce como antimicéticos o antifingicos. Los
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antifingicos pueden clasificarse de acuerdo a su mecanismo de accién (Tabla 1),

estructura, interaccion con el sitio activo y su toxicidad.*

Tabla 1. Mecanismos de accién de antif(ingicos y actividad.*°

Sitio de accion en la Agente ] »
i o o Mecanismo de accién
célula fungica antifingico
: Se une al ergosterol causando la muerte
Membrana Polienos
celular
Inhibe la enzima CYP 450 responsable de la
Membrana Azoles .
sintesis de ergosterol
5 - Interfiere con la sintesis de DNA al inhibir
Nucleo Fluocitosina - :
timidilato sintetasa
Inhibe la sintesis de glucano, destruye la
Pared celular Equinocandinas estructura de la pared celular causando lisis

celular.

Los antifungicos tienen una amplia diversidad estructural (Fig. 1) y existe una
relacion directa entre una unidad de la molécula con la actividad que presentan y se
conoce como grupo farmacaoforo; por ejemplo, al efectuar la evaluacion biologica de
una libreria de compuestos relacionados se observé que las moléculas que
contienen un heterociclo de cinco miembros son las que presentan actividad, por lo

gue este motivo estructural es el grupo farmacéforo.*

——
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¢ N NS
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Fluconazol
N
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cl Voriconazol
Ketoconazol
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70
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(NN H
R N_O HO
X
o H} o+ P
OH N=/ F NH, Posaconazol
Flutocitosina
ltraconazol

HZN_\—NH OH

Caspofungina

Figura 1. Estructuras quimicas representativas de agentes antifingicos

Existen diferentes farmacéforos tales como: anillos bencilicos halogenados cerca
del anillo imidazol o triazol, las pirimidinas, lipopéptidos, entre otros. Todos estos

farmacoéforos han sido de gran importancia para el disefio de nuevos antiflingicos.*

——
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Sin embargo, una preocupante desventaja del uso de farmacos terapéuticos frente
a hongos patégenos, es que estos organismos estan formados por células
eucariotas que tienen procesos biologicos parecidos a las células humanas y por

esto generan cierta toxicidad provocando asi efectos adversos.!

Debido a esto es necesario la busqueda y disefio de nuevas entidades quimicas
gue combatan la infeccion generada por las nuevas cepas multirresistentes a los

antifingicos comunes.

2.3 Quimica medicinal

También llamada farmacéutica, la quimica medicinal tiene como objetivo el estudio
guimico de las entidades nuevas, partiendo de propiedades fisicoquimicas, grupos
funcionales, tratando de elucidar las relaciones entre su estructura, propiedades

guimicas y su respuesta biolégica.

Debido a que la mayoria de los farmacos son de naturaleza organica, la quimica
medicinal tiene sus fundamentos en la quimica organica y en la farmacologia

principalmente.

2.3.1 Disefio de sustancias bioactivas

En los dltimos afios, el disefio de nuevos farmacos ha cambiado gracias al avance
en muchas disciplinas. El desarrollo de nuevos farmacos tiene su inicio en la
formacion del complejo entre la molécula de farmaco y un sitio receptor en una
macromolécula biologica, lo que ha hecho posible la identificacion de

macromoléculas diana.?

Una metodologia, es el uso de componentes matematicos y computacionales con
el propoésito de analizar el comportamiento dinamico de los complejos. Lo que
contribuye al disefio de nuevas moléculas bioactivas. Uno de los enfoques del uso

de técnicas computacionales consisten en estimar la solubilidad y la permeabilidad
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del farmaco, en este contexto existe “la regla de 5 o regla de Lipinski” la cual predice
gue la mala absorcibn o permeacion es mas probable cuando hay mas de 5
donadores de enlaces hidrogeno, 10 aceptores de enlaces hidrégeno, un peso

molecular superior a 500 Da y el valor calculado para Log P sea mayor a 5.3

Otra estrategia, es el modelado molecular, la cual busca moléculas candidatas a
farmacos, mediante la eleccion de moléculas denominadas ‘cabezas de serie’,
simula el comportamiento de las moléculas que poseen gran probabilidad de exhibir
una accion especifica.'**® De la misma forma, dentro de las herramientas de
modelado molecular se encuentra el acoplamiento molecular (docking), técnica que
es de gran utilidad para predecir la estructura de los complejos intermoleculares que
se establecen entre dos o mas moléculas (ligando-receptor, proteina-ligando, etc.).
Uno de los casos mas estudiados es la interaccion proteina—ligando, cuyo objetivo
principal es predecir energias y modos de enlace, y que suele hacerse previamente
a un estudio experimental.'® En estudios donde se aplica el acoplamiento molecular,
usualmente se considera que la mejor conformacién es aquella que reporta la menor
energia de union.'%” Alternativamente, puede ser seleccionada del clister mas
poblado entre los cluster obtenidos después del acoplamiento molecular y en
ocasiones, también se selecciona aquella con el menor valor de RMSD (Root Mean
Square Deviation) con respecto a una estructura de referencia.'® Finalmente, el uso
de esta metodologia permite obtener, la interaccion proteina-ligando con la
probabilidad mas alta de unién al sitio activo de su receptor para cada ligando y con
energias de unibn menores a las reportadas por los criterios de seleccion ofrecidos

por el programa de docking.

2.4 Laenzima CYP51

La CYP51 (esterol-14a-desmetilasa) es una enzima perteneciente al complejo de
enzimas P51, es esencial para la supervivencia de los hongos debido a que su

funcion es la biosintesis del ergosterol que es el componente basico de la
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membrana de los hongos (Esquema 1), por lo tanto, se considera un objetivo en el

desarrollo de nuevos inhibidores antifungicos.

N\
k L . O;S:g\/g/
CYP51 varios pasos
E— —_—
HO HO HO

Lanosterol 14a-demetilanosterol Ergosterol

Esquema 1. Biosintesis del ergosterol

Por otra parte, los antifungicos del tipo azol se disefiaron para inhibir a la enzima
CYP51, debido a que ésta proporciona integridad a la membrana fungica, por esta
razon su inhibicion detiene el crecimiento de

los hongos. El modo de accidn de los azoles

implica la coordinacion directa del nitrégeno

nucleofilico del anillo heterociclico como el

sexto ligando del ion férrico hemo y las

cadenas laterales de los farmacos azolicos

interactlan con la estructura polipeptidica

CYP51.

Sin embargo, debido a que el enzima objetivo

es esta unida a la membrana, es dificil de

. . v Figura 2. Enzima CYP51 (PDB: 5HS1)
cristalizar para efectuar el analisis de rayos X;
por lo tanto, no se encontraron datos experimentales disponible para la estructura
de esta enzima por lo que en la simulacién del estudio molecular de este trabajo se
utilizé una enzima del banco de datos de proteinas (PDB) con un 65% de identidad;

la CYP51 de Saccharomyces cerevisiae (PDB: 5HS1, Fig. 2).

2.5 Métodos para el estudio de la sensibilidad de los antifungicos

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosina eran de los Unicos tratamientos para
el tratamiento de las infecciones fangicas, no estaba muy justificada la realizacion
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de pruebas de sensibilidad antifiangica. Sin embargo, a medida que la industria
farmacéutica fue introduciendo en el mercado nuevos antifingicos o nuevas
formulaciones de los ya conocidos, se hizo necesaria la realizacion de pruebas de
sensibilidad con el fin de comparar la actividad de los mismos y detectar las posibles

resistencias.

Con base a esto, el “Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio” (CLSI, por
sus siglas en inglés), cre6 un comité para el estudio y la estandarizacion de las
pruebas de sensibilidad a los antifingicos, se propusieron los métodos de macro y
microdilucion y difusién en disco para levaduras, como el M27-A3 y M44-A y para
hongos filamentosos M38-A. Basicamente consisten en cuantificar la inhibicion de
crecimiento producida por el antifangico comparada con el crecimiento de la
levadura o moho en el mismo medio, pero sin antifiungico. El medio de cultivo, pH,
indculo, tiempo y temperatura de incubacion deben ajustarse estrictamente a lo
recomendado en estas técnicas debido a que cualquier variacion puede afectar los
resultados.!?

Tomando esto como referencia en el presente trabajo se hizo un énfasis en el
método M38-A debido a que el interés de la evaluacién bioldgica fueron los hongos

filamentosos.
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.  ANTECEDENTES

3.1 Heterociclos

Los heterociclos son estructuras que tienen un rol importante en distintas areas,
como la farmacologia, agricultura, sintesis, entre otras; constituyen una unidad
clave en algunos farmacos y muestran una amplia variedad de actividades
biolégicas; consecuentemente existe un gran interés en ellos. Entre este tipo de
compuestos se encuentran los azoles,?® que son compuestos heterociclicos de
cinco miembros, planos, que contienen en sus anillos uno o mas heteroatomos, de
los cuales al menos uno es nitrégeno.2?? El imidazol presenta en su estructura dos
nitrégenos; uno en la posicion 1 y otro en 3; mientras en el triazol se localizan en
las posiciones 1, 2, 4 y también pueden ser 1, 2, 3 (Fig. 3). Ambos compuestos son
solubles en disolventes polares, poseen actividades antibacterianas,
antiinflamatorias, antifingicas, analgésicas y antimalaricas.??23
4 3 4 3
5 ['\\1)2 5 z__\\N 2
¥ i
N

H
Imidazol Triazol

Figura 3. Imidazol y triazol

3.2 Enlace amida

Por otro lado, la funcionalidad amida es una caracteristica comun en moléculas
naturales o sintéticas; es omnipresente en los organismos ya que las proteinas
juegan un papel crucial en todos los procesos biolégicos y aparece en el 25% de los
farmacos conocidos.?* Ademas de que la estructura basica del enlace amida

proporciona un grupo aceptor y un donador de puente de hidrégeno (Fig. 4)
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Aceptor de puente

Sc? 0
,R2 _ )J\ H

R1 ’}l 2.5 Kcal/mol R1 ’}l .
H R,
Donador
de puente

Figura 4. Estructura béasica del enlace amida

Una singularidad del enlace amida es la isomeria cis-trans que presenta debido al
caracter sp® (60:40) del enlace C-N. Se sabe que los enlaces amida planares
ocurren en la conformacion trans, esta planaridad es mantenida debido a una
energia de barrera rotacional causada por el caracter parcial del doble enlace de la

amida, la diferencia de energia entre una isomeria cis y trans es de 2.5 kcal/mol.

Una razén importante del uso de aminoacidos acoplados con moléculas bioactivas
es su especificidad en moléculas dianas in vitro, selectividad, permeabilidad celular
y baja toxicidad, que ademas en muchas investigaciones realizadas ha

proporcionado una mayor potencia de accién a las moléculas ensayadas.’

En la literatura existen muchos reportes de la sintesis de esta funcionalidad. Por
ejemplo, la reaccidn tipica entre un acido carboxilico y una amina no ocurre de forma
espontanea a temperatura ambiente, se necesitan temperaturas elevadas (200 °C)

para que esto se pueda llevar a cabo.

Por esta razén existen otras rutas de sintesis para obtener esta funcionalidad de
forma mas eficaz, para lo cual se efectia la activacion del acido carboxilico
mediante el uso de reactivos de acoplamiento que generan intermediarios activos
tales como: cloruros de acido, anhidridos (mixtos), anhidridos carbdnicos o ésteres

activos.24-26

10
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3.3 Sintesis

En 1975, Moussebois et al,?’ realizé la sintesis de derivados N-cloroacetilados de
aminoacidos, disefiados como agentes alquilantes que permiten la fijaciéon de
grupos voluminosos como sustituyentes, tales como polipéptidos artificiales, o los
grupos tiol de las proteinas. En el primer paso el grupo amino libre del aminoacido
funciona como iniciador o punto de partida, en el segundo el cloruro del cloroacetilo
Il ahora forma la cabeza del polipéptido lo que le permite reaccionar con el grupo

tiol de cisteina de forma selectiva (Esquema 2).

R o R
| Cc
OH Cl cl C|\/U\ OH ys S\/U\NJﬁ(OH
HoN = at’ I H
O 30 min 2N COOH O

Esquema 2. Sintesis de derivados N-cloroacetilados

El Dr. Abdel-Rahman hizo una modificacion del reordenamiento de Curtius y
sintetiz6 derivados de aminoacidos N-protegidos utilizando acil azidas (Esquema
3),2 partid6 del derivado IV tratdndolo con etil cloroacetato para obtener V,
posteriomente lo traté con el hidrato de hidrazina para obtener VI. Finalmente, utilizé

el método via azidas para efectuar el acoplamiento con otro aminoécido.

o
0} R R
NHBOC C‘\)Loa NHBoc NHBoc NH2
\ K ,CO3, NyHs HyO/E10H NaNOZ/HCI AA \
H acetona N

OEt NHNH2 HN
v v vi \S/\
0

Esquema 3. Sintesis de amino&cidos N-protegidos

11
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Por otro lado, el grupo de investigacion del Dr. Gathergood,?® sintetiz6 liquidos
ionicos basados en sales de imidazolio utilizando ésteres de aminoacidos (Esquema
4). El primer paso fue una esterificacion de Fischer—Speier con cloruro de tionilo en
presencia de alcoholes alquilicos y obtuvieron VIII, en el segundo paso hicieron la
acilacion de VIII con bromuro de bromoacetilo para obtener el intermediario -
bromoamida IX y por ultimo éste (IX) lo hicieron reaccionar con una amina

(metilimidazol) y obtuvieron el liquido iénico X.

0]

Br
HoN /R2—> ﬁ)J\ Re IQ/N’ < W)k e
T)ko /Y “en N NW
R1 12h
VIl IX X

Esquema 4. Sintesis de liquidos iénicos de imidazolio

Asimismo, Hernandez-Fernandez et al,*® sintetizaron p-hidroxiacetamidas
(Esquema 5), utilizando diferentes aminas heterociclicas, partiendo del derivado
cloroamida XI y mediante una N-alquilacion obtuvieron el producto deseado XII.
O Ph
ayL )\/OH Sl -\\_’,N\)J\”)\/OH

K,CO3 CH4CN
25°C

Xl Xl

Esquema 5. Sintesis de p-hidroxiacetamidas

El grupo de trabajo del Dr. Georghiou y Abdel-Wahab?®! sintetizaron acetamido
benzoimidazoles partiendo del clorhidrato del éster del aminoacido XllII tratandolo
con trietilamina en dimetilformamida para liberar la amina XIV (Esquema 6),
posteriormente el compuesto se hizo reaccionar con cloruro de cloroacetilo para
obtener el intermediario cloroamida XV y mediante una N-alquilacién obtener el

respectivo acetamido benzoimidazol XVI.

12
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CIH-H,;N” ~COOR H,N~ “COOR o COOR % 7
X XIv XV /:/

Esquema 6. Sintesis de acetamidobenzoimidazoles

Otra metodologia utilizada para la formacion del enlace amida es el uso de una
carbodiimida como agente acoplante (Esquema 7). En 1955,32 Sheehan y su grupo
de trabajo con el fin de obtener un tripéptido, se utiliz6 por primera vez la N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), obtuvieron buenos resultados y en menor tiempo.
Esta metodologia parte del acido XVII que reacciona con XVIII para obtener el
intermediario O-acilisourea XXI, posteriormente el éster activo recibe un ataque
nucleofilico por parte del grupo amino de otro aminoacido XXII y se obtiene el enlace
amida XXIII y como subproducto la dialquilurea de la respectiva carbodiimida

XX|V_24,26,33
R R o N yR
N 0 N
i &_’)K@/\&@—’ J A = R, )L/“‘)\@
HG , R” 07 NH
R O R (0] NH I
| R1 R1
R2 R2
XVII XVII XIX XX XXI XXl
0]

J

R,—HN" “NH-R;
XXIV

Esquema 7. Mecanismo de reaccion por el método de la carbodiimida
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3.4 Actividad biol6gica de derivados de imidazol y triazol

Diversas sales de imidazolio derivados de aminoacidos como fenilalanina y valina
fueron sintetizadas en 2012 por el Dr. Gathergood y colaboradores.?* Estos
compuestos fueron evaluaron frente a diversas cepas de bacterias y hongos. Dentro
de los mejores resultados el compuesto 1 (Fig. 5), mostré muy buena actividad
inhibitoria frente a T. mentagrophytes, que es un hongo filamentoso dermatofito de

interés meédico y veterinario.

Br
©

(@)
o _N_N
N - o
Naﬁof/:\
1

IC50=62.5 uM T.mentagrophytes

Figura 5. Sal de imidazolio

La Dra. Banfi y su grupo de investigacion,® obtuvo nuevos derivados de imidazoil-
piridincarboxamidrazona (Fig. 6) en donde modificaron el sustituyente en el anillo
aromatico, estos compuestos mostraron actividad antifingica frente a cepas de
Candida albicans y Candida glabrata, algunos con MICS por debajo de los

compuestos de referencia; anfotericina B (1 y 4 mg/mL) y miconazol (8 y 32 mg/mL).

R R
NH NH S
N N )
A NT N\ N,N\ =~
| J H | ) H
@ a
- -
2 3
R=H, Br, Cl, CH3 Ph R=Br, CI
MICg9=0.5-4 mg/L C. albicans MICg9=1-16 mg/L C. albicans
=8 mg/mL C. glabrata =16 mg/mL C. glabrata

Figura 6. Derivados de imidazol

14
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El grupo de trabajo del Dr. Gowda y Prakasha,® sintetizaron compuestos en donde
el grupo farmacologico fue ariltiazol con derivados de aminoéacidos (Fig. 7),
presentando efectos antibacterianos y antifungicos. Los analogos 4,5 sustituidos
con cloro (X=CI) en el anillo aromatico, presentaron los mejores halos de inhibicién
para actividades antibacteriana y antifingica, mientras que los analogos de 6
mostraron la actividad antifingica mas alta, comparado con otros derivados de

aminoécidos (Arg, Trp, Tyr, Phe) conjugados con un anillo tiazol.

NH,* HCI

NH,* HCI NH,* HCI
/>—NH J: />_NH % />7NH i
>:NH
NH, Hz
5 6
06-08 mm 05-06 mm 04-05 mm

Figura 7. Compuestos conjugados de aminoacidos con un anillo de tiazol

Derivados de triazol

El Dr. Rayes®® sintetiz6 y evalud triazoles acoplados a diferentes aminoacidos frente
a dos especies de hongos y dos especies de bacterias, siendo el compuesto 7 (Fig.
8), el unico compuesto activo frente a Colletotricum gloeosporioides y Bacillus

subtilis.

Figura 8. Derivados de triazoles acoplados a aminoacidos

En 2011 Hasan et al,®” sintetizaron derivados donde el grupo farmacéforo fue el
1,2,4-triazoltioéster (Fig. 9) y los evaluaron frente a Aspergillus flavus, Mucor

species, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus siendo los compuestos 8 y 9 los

15
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mas activos frente a las cuatro especies de hongos al mostrar un mayor porcentaje

de inhibicién.
0 @)
-N
e 0 )
N A\
3 Y
N \
‘NH2 NH,
O,N
2 NO,
8 9
96% A. flavus 84% A. flavus
97% A. fumigatus 100% A. fumigatus

Figura 9. Derivados de 1, 2, 4-triazoles-tioéster

La Dra. Castellano et al,® sintetizé una serie de derivados (Fig.10) de 3-fenil-1-(1,1’-
bifenil-4-il)-2-(1H-imidazol-1-il)propano (10a y 10b) que fueron evaluados in vitro
frente a levaduras (C. albicans, C. parapsilosis, y C. neoformans), mediante el

método de microdilucién en placa con resultados positivos (0.9-5.5 uM).3°

10a 10b
MIC MIC
0.9 uM C. parapsilosis 3.2 uM C. parapsilosis
5.5 uM C. neoformans 5.5 uM C. neoformans
1.6 uM C. albicans 5.5 uM C. albicans

Figura 10. Derivados de 3-fenil imidazolpropano

En otro proyecto el Dr. Abdel-Wahab et al,3! evaluaron nuevos benzoimidazoles

(Fig. 11) en donde el grupo farmacoéforo fue el acetamidobenzoimidazol y

——
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modificaron el aminoéster, siendo el mas activo, el compuesto 11a, utilizando como

referencia anfotericina B (MIC=0.49 ng/mL)

o)
H
//\N/\H/N\)kNHNHZ
o)

i N
gr g

11a 11b
MIC=0.98 ng/mL A. fumigatus MIC=3.9 ug/mL A. fumigatus
1.98 ug/mL C. albicans 15.65 ug/mL C. albicans

Figura 11. Esteres de benzoimidazol

3.5 Derivados de valina

Chiguils y colaboradores en 2016,° sintetizaron derivados N-acilaminoésteres y
dipéptidos en donde el farmacéforo fue benzamida modificando el aminoacido y los
sustituyentes del anillo aromético (Fig. 12). Estos compuestos se evaluaron frente
a diferentes cepas de levaduras, hongos filamentosos y bacterias en donde el

compuesto 12 mostr6 un mayor porcentaje de inhibicién frente a hongos

(@)
©*NIW°\
H (@)
12

70.4% A. fumigatus
68.9% F. temperatum

filamentosos.

Figura 12. Ester N-benzoilvalilmetilico
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IV. JUSTIFICACION

El uso irracional de los antibioticos y antifiungicos, ha ocasionado la aparicion de
cepas resistentes a los tratamientos terapéuticos. Este hecho se ha convertido en
un problema de salud publica, agravado por; la facilidad con la que se adquieren
estos medicamentos, la automedicacion y la falta de voluntad para terminar el
tratamiento antifingico y/o antibacteriano, por lo que esta tendencia continuara
incrementandose en el presente siglo paralela al aumento de enfermos de SIDA, el
uso de farmacos inmunosupresores Y la sobrevida de pacientes con enfermedades

metabdlicas degenerativas.
Debido a esto es necesario efectuar la busqueda de nuevas moléculas que inhiban

el crecimiento de cepas multirresistentes. Estos nuevos antimicéticos deben de ser

mas especificos, menos toxicos y de bajo costo.

V. HIPOTESIS

Los ésteres imidazolil y triazolilacetilvalilmetilicos sintetizados presentaran actividad

antifangica.

18
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VI. OBJETIVOS

6.1 General

» Sintetizar, evaluar y efectuar el docking molecular de los derivados de ésteres
N-imidazolilacetilvalilmetilicos, = N-imidazolilcarbonilvalilmetilicos 'y N-

triazolilacetilvaliimetilicos con la enzima CYP51 (PDB: 5HS1).

6.2 Especificos

1. Realizar la sintesis de ésteres N-imidazolilacetilvaliimetilicos, N-

imidazolilvalilmetilicos y N-triazolilacetilvaliimetilicos.

2. Efectuar la caracterizacion mediante RMN, espectrometria de masas e IR,

de los compuestos sintetizados.

3. Evaluar la actividad antifungica de los ésteres N-imidazolilacetilvalilmetilicos,
N-imidazolilcarbonilvalilmetilicos y N-triazolilacetilvaliimetilicos frente a
Aspergillus fumigatus, Fusarium temperatum, Fusarium falciforme, Candida

glabrata, Candida krusei y Candida parapsilosis.

4. Efectuar un estudio de acoplamiento molecular de los compuestos activos

frente a la enzima CYP51.

19

——
| —



Maestria en Ciencias Quimicas | 2018

VIl. METODOLOGIA

7.1 Materiales y reactivos

Los reactivos como: acido benzoico, acido 3-metoxibenzoico, 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) son marca Meyer. El imidazol, triazol, bromuro de bromoacetilo, valina,
carbonato de sodio (Na2CQO3), acido 1,4-dimetil-1H-imidazol-5-carboxilico, cloruro
de trimetilsilano (TMSCI), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC),
hidroxibenzotriazol (HOBt), trietilamina (TEA), diisopropiletiamina (DIPEA),
dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO) y acetonitrilo (CHsCN), se
adquirieron comercialmente con Sigma-Aldrich. Los disolventes como
diclorometano (CH2Cl2), metanol (MeOH), acetato de etilo (AcCOEt), hexano y

acetona se adquirieron grado técnico.

Cromatografia

Para cromatografia en capa fina (TLC) se utilizaron placas comerciales de gel de
silice grado 60 de 0.2 mm de espesor, ALUGRAM Xtra SIL G con indicador de
fluorescencia UV2s4 de Macherey-Nagel y como fase movil, sistemas de elucion de
hexano-acetato de etilo, CH2Cl>-MeOH, hexano-acetona en diferentes proporciones
dependiendo de la naturaleza de cada compuesto. Para su revelado se utiliz6 luz

ultravioleta de onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm).

Para cromatografia en columna, se empled gel de silice de 230-400 mallas MN
Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, utilizando como fase movil mezclas de acetato de
etilo-hexano y CH2Cl.-MeOH en diversas proporciones dependiendo del

compuesto.
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Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN se adquirieron con un equipo VARIAN 400MR, a 400 MHz
para espectros de 'H y 100 MHz para los espectros de 3C, se utilizé cloroformo
deuterado (CDCI3) y dimetilsulféxido (DMSO-ds) como disolventes y tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna. La eleccion del disolvente dependio de la solubilidad
del compuesto. Se utilizé el software MestReNova version 9.0.1 para la

manipulacion de los FIDs.
Espectrometria de masas
Pretratamiento de la muestra

Aproximadamente 1 mg de cada compuesto se disolvi6 en 1 mL de metanol
absoluto y posteriormente se centrifugd a 4 °C, 18 000 gravedades durante 20 min;
se tomo del sobrenadante 100 uL y se diluyé en 900 uL de metanol acidificado con
0.1 % v/v de acido formico. Posteriormente se introdujeron las muestras al sistema

de espectrometria.

La determinacién de la masa molecular se realiz6 mediante la inyeccién por infusion
directa a un espectrometro de masas SYNAPT G2-Si provisto de; una camara de
ionizacion por electrorociado, un filtro de masas de cuadruplo sencillo y un

analizador de masas de tiempo de vuelo.
Puntos de fusion

Los puntos de fusion se determinaron por la técnica de capilar abierto en un equipo

automatizado Stanford Research Systems EZ-Melt MPA 102, en escala de Celsius.
Espectroscopia de infrarrojo

Se utiliz6 un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e

interferdmetro Dynascan PerkinElmer Espectrum 100.
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7.2 Sintesis

Metodologia general para la sintesis del éster valilmetilico (14)

)\l/ﬁ\ TMSCI )\H(i
—_— e
OH  MeOH O
NH, NH,* HCI
13 14

En un matraz de bola de 50 mL provisto con agitacion magnética, se coloco 1
equivalente de valina y se le agregaron 2 equivalentes molares de cloruro de
trimetilsilano (TMSCI). Posteriormente se agregaron 5 mL de metanol y se dejé 24
horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el crudo de reaccion se
colocé en el rotavapor y se llevé a sequedad. El producto de reaccion se analizé por

RMN y ESI-MS vy se utilizé sin posterior purificaciéon.*

Sintesis de éster N-imidazolilcarbonilvalilmetilico (16)

—N_ OH 0
Rt > o EDAC, TEA o
~N O cH "H2N h DMAP, CH,CI <N\7)LN A
H o i RNH T 0
15 14 16

En un matraz de bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética se colocé
una mezcla de acido 1,4-dimetil-1H-imidazol-5-carboxilico (15, 1.2 eq),
dimetilaminopiridina (DMAP catalitico) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDAC,1.5 €eq), se disolvio en 10 mL diclorometano (CH2Cl2) por dos horas a una
temperatura entre 0-4 °C. Posteriormente a la mezcla de reaccion se le agrego
trietilamina (TEA, 2 eq) y el éster valilmetilico (14,1 eq) en una sola porcion. La
reaccion se dejé en agitacién durante 24 h, transcurrido ese tiempo se diluyd con
CH2Cl2 (30 mL) y se trato con una solucion saturada de cloruro de amonio (NH4Cl,
10 mL), la fase organica se extrajo y la fase acuosa se tratdé con CH2Cl2 (3x20 mL).

Se reunieron las fases organicas y el disolvente se evaporé en un rotavapor con alto
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vacio. Los compuestos obtenidos se purificaron por cromatografia en columna y se

analizaron por RMN y espectrometria de masas.
Sintesis de ésteres N-imidazolil y N-triazolilacetilvalilmetilico

Sintesis de a-bromoamida (20)

0]
(o) Nach3
B
CIH'HZN\JiH/O\ * Br . — > r\)J\N N
0]

CH,Cl, N
14 17 18

En un matraz provisto de agitacion se coloco una mezcla del éster valilmetilico (14)
(1 eq), carbonato de sodio (Na2COs, 2 eq) en CH2Cl2, a la disolucién se le adicion6
el bromuro de bromoacetilo (17, 1.5 eq) por goteo y se dej6 en agitacién durante 24
h a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo la reaccion se tratdé con agua (15
mL), la fase organica se extrajo y la fase acuosa se traté con CH2Cl2 (3x20 mL). Se
reunieron las fases organicas y se concentraron en un rotavapor a alto vacio,
posteriormente, se purific6 mediante cromatografia en columna y se caracterizé
mediante RMN.2°

Sintesis de éster N-imidazolilacetilvalilmetilico

H
O N
N Na,CO = (o)
“/ \ PAAK \\
BrJNj;(O\ T ONOR > e AAos
H

18 19 20

z

En un matraz provisto de agitacién se colocé una mezcla de la a-bromoamida (18,
1 eq), el azol correspondiente (19, 1 eq) y Na2COs (2 eq) en acetonitrilo, la reaccion
se dej6 en agitacion durante 24 h a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo
se tratdé con agua (15 mL) y CH2Cl2 (20 mL), la fase orgénica se extrajo y la fase
acuosa se tratd con CH2Cl2 (3x20 mL) se reunieron las fases organicas y se
concentraron en un rotavapor a alto vacio, finalmente el producto crudo se purifico

mediante cromatografia en columna y se caracterizé mediante RMN y ESI-MS.%0
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Sintesis de éster N-triazolilacetilvaliimetilico

H
O
N Nach3 /=N (0]
+ ||/ | \

BrJNj;(O\ L — Nen L ol
H

0]

18 21 22

En un matraz provisto de agitacion se colocé una mezcla de la a-bromoamida (18,
1 eq), el azol correspondiente (21, 1 eq) y Na2COs3 (2 eq) en DMSO, la reaccién se
calent6 a 70 °C durante 6 h, transcurrido ese tiempo se traté con agua (15 mL) y
CH2Cl2 (20 mL), la fase organica se extrajo y la fase acuosa se traté con CH2Cl
(3x20 mL), las fases organicas se reunieron y se concentraron en un rotavapor a
alto vacio, finalmente, el producto crudo se purific6 mediante cromatografia en

columna y se caracterizé6 mediante RMN y ESI-MS.

Sintesis de 1,2,4-triazoles 1,3,5 sustituidos

25
0 N/\<
1 CHN 1. DIPEA, EDAC/HOB Py,
R{” “OH Y - R/ N
NH HN. R, Rz
N
H
o]
23 24 2. AcOH, 80°C 22b; Ry=PH; R,=H

22d; R{=Ph; R,=Ph

En un matraz provisto de agitacion se coloco la mezcla de reaccion del derivado de
acido (1 eq), acetamidina (1.5 eq), EDAC (1.1 eq), HOBt (1.1 eq) y
diisopropiletilamina (DIPEA, 3 eq) en DMF (9 mL). La mezcla de reaccion se dejo
en agitacion durante 5 h a temperatura ambiente, hasta el término de la materia
prima, posteriormente se adiciond AcOH (10 eq), y la hidracina correspondiente (1.5
eq), se calentd a 80 °C durante 4 h.#> Transcurrido ese tiempo se traté con una
solucion concentrada de NaHCOs (20 mL) y se agregd AcOEt (20 mL), la fase
organica se separ0 y la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3x20 mL). Las fases

organicas se reunieron y se concentraron en un rotavapor a alto vacio. Los
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productos de la reaccion se purificaron mediante cromatografia en columna y se

caracterizaron mediante RMN.

7.3 Evaluacion bioldgica

Método de microdilucion en placa M38-A para hongos filamentosos

Se utiliz6 el método de microdilucion en placa el cual se basa en la comparacién del
crecimiento fangico con y sin el farmaco, calculado en % de inhibicién del

crecimiento.

Esta metodologia se ha utilizado en el género Aspergillus; el inéculo se prepara a
partir de un cultivo de 7 dias de crecimiento a 35 °C en agar dextrosa de papa (PDA),
gue induce la formacion de conidios. Se hizo la reactivacion de la cepa de hongos
filamentosos en medio PDA, y se incubg, la cepa de Aspergillus fumigatus durante
4 dias a 37 °C, mientras Fusarium temperatum y Fusarium falciforme durante 7 dias
a 27 °C. Lareactivacion de las levaduras Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis se hizo en medio liquido en extracto de peptona dextrosa (YPD) y se
incubaron por 24 h, posteriormente se sembré en medio sélido YPD por estria

cruzada, y se incub6 por 24 h a 37 °C.

Para la preparacion de los compuestos se tomaron 64 mg de cada compuesto y se
llevaron a una concentracion de 12.8 mg/mL en DMSO, posteriomente se diluyeron
en una solucién de agua estéril 1:20 para eliminar la toxicidad del DMSO, quedando

a una concentracion final de 640 pg/mL.

Transcurrido el tiempo de incubacion de cada especie de hongo se hizo la
recoleccién de los conidios con PBS + tween al 1% y se ajusté con medio RPMI a
una concentracion de 1x108 conidios/mL. Para la recoleccién de conidios en las
levaduras se hizo la extraccion de los conidios en PBS y se ajust6 a 1x10%

conidios/mL en medio RPMI.
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Finalmente, en una placa de 96 pozos se puso en contacto el hongo en medio RPMI
y el compuesto (Fig. 13), cada compuesto se analizé por triplicado, se utilizaron tres
blancos, el primero fue el hongo en RPMI con DMSO, el segundo fue DMSO y medio
RPMI y el tercero el hongo en medio RPMI y un antibidtico de referencia, en este
caso fue la anfotericina y fluconazol. Por ultimo, transcurridas 48 h (hongos
filamentosos) y 24 h (levaduras) se hicieron las lecturas en un medidor de placas a
492 nm y se evalud el porcentaje de inhibicion de cada compuesto comparado con
el blanco del hongo en medio RPMI.

Figura 13. Metodologia para el método de microdilucion en placa

Se utiliz6 el método reportado por Rodriguez Hurtado en 2015, en el cual se
modificé el método reportado por Strom 2002, colocando 100 pL de los compuestos

sintetizados mas 100 pL de las suspensiones del microorganismo.

7.4 Estudio de analisis molecular

La estructura cristalina de la enzima CYP51 con el voriconazol (PDB:5hs1) se tom6
de la base de datos Protein Data Bank (PDB). Los calculos de acoplamiento se

realizaron con el programa AutoDock, el cual se realizd6 empleando 1000
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ejecuciones en cada experimento. Los calculos para determinar los minimos de
energia se hicieron en el programa Gaussian version 09 con un nivel de teoria DFT
utilizando un funcional hibrido de correlacion B3LYP y con una base 6-31G(p). Para
visualizar los datos de los minimos de energia se utiliz6 Chemcraft. Se utilizd
Discovery Studio version v17.2.0.16349 y Pymol version 2.1.0, para la visualizacion

de las moléculas en el sitio activo de la enzima.
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VIll. RESULTADOS

8.1 Sintesis

En el presente trabajo se describe la sintesis del éster imidazolilcarbonilvalilmetilico
(16) mediante el acoplamiento del acido con el aminoéster (14), ademas, se
sintetizaron los  ésteres  N-imidazolilacetilvaliimetilicos  (20) 'y  N-
triazolilacetilvaliimetilicos (22) (Fig. 14), mediante la N-alquilacién del heterociclo

correspondiente (imidazol 19 o triazol 21) con el derivado bromado de valina (18).

15
RrN OH
I\H 0O
(0]
CIH- HN ~ \,)J\
0o /\ L NH
14
O 17
Br\)LBr
21 19
H H
N'N\ ]l/N\ \\ (0]
N/\ ,\\l\)k o N B\)L (0] <\/\/N\)k O\
R N ~ <«—— Br N - —» R N
H o}
(0]
22 18 20

Figura 14. Sintesis de ésteres N-imidazolil y N-triazolilacetilvalilmetilicos

La sintesis inicia con la obtencion del clorhidrato del metil éster de valina (14). El
compuesto 14 se realizé mediante el tratamiento de la valina (13) con TMSCI en

MeOH durante 24 h y se obtuvo con un rendimiento del 90%.

TMSCI
OH —>» 0
HoN MeOH HCI - H,N ~

o o

13 14

Figura 15. Sintesis del éster de valina (14)
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Sintesis del éster imidazolilcarbonilvalilmetilico (16a)

La sintesis del compuesto 16a se realizd con la metodologia propuesta, sin
embargo, el rendimiento de reaccién fue bajo (16 %), por lo tanto, se utilizaron
diferentes condiciones de reaccion (Tabla 2) en las cuales se modificaron las
variables de tiempo, temperatura y volumen de disolvente. En el experimento 2 se
modifico la temperatura para evitar la formacién del intermediario N-acilurea e
incrementar la formacién de la O-acilisourea, que es un intermediario clave en este
tipo de condiciones; se observd un incremento del rendimiento comparado con el
experimento 1; con el fin de mejorar el rendimiento en el experimento 3 se liberd
previamente la amina del clorhidrato, sin embargo, continuaba siendo un
rendimiento bajo. Por lo tanto, en el experimento 4, se modificé el tiempo de

reaccion obteniendo con ello, un mejor rendimiento (67 %).

Tabla 2. Condiciones de reaccién del compuesto 16a

N OH EDAC, DMAP @
| Y= o, ——» N N
N O HCl 'H2N ~

N
| I CH,Cl, TEA \<\/N 5
N
15a 14 16a
VOLUMEN TEMPERATURA RENDIMIENTO
EXPERIMENTO TIEMPO (h)

(mL) (°C) (%)
1 12 10 t.a. 16
2 12 5 0-4 40
3 12 (amina libre) 5 0-4 56
4 24 5 0-4 67

Una vez sintetizado el compuesto se realizé su caracterizaciéon mediante RMN de
Hy13C.
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(S)-2-(1,4-dimetil-1H-imidazol-5-carboxamida)-3-metilbutanoato de metilo (16a)

En el espectro de RMN del compuesto 16a (Espectro 1) se observan 8 sefiales de
protones diferentes. En la region aromatica solo se observa una sefal simple en
7.58 ppm, correspondiente al proton H-5 del anillo aroméatico. La sefial d en 6.32
ppm corresponde al proton de la amida, ésta se acopla con el Hy (INH-Ho = 8.6 HZz).
La sefial dd en 4.75 ppm se asigno al H, la cual también se acopla con el Hp (JHo-
Hp=4.6 Hz), que tiene un desplazamiento de 2.28 ppm. Los metilos del grupo
isopropilo del aminoacido presenta dos tipos de protones y y y’ con desplazamientos
de 0.99y 1.00 ppm, estos se acoplan con Hg (Ju,-Hp = 6.8 Hz) y se observan como
sefiales d. En 3.79 ppm absorbe el metilo base oxigeno, mientras en 2.53 ppm el

metilo localizado en la posicion 4 del anillo y en 3.83 ppm el metilo base nitrogeno.

\ N
e

16a

Y Y'
—— 6.88 1 6.95

NH 4
SRS,
5 —— 8.56
AAN ’ JL

[ n [

OMe

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 1. RMN de *H del compuesto 16a
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En el espectro de RMN de 3C del compuesto 16a (Espectro 2) se observan 11
sefiales de carbonos diferentes correspondientes al compuesto. Las sefales de
139.7, 139.6 y 122.8 ppm corresponden a las sefiales de los carbonos del anillo
aromatico del imidazol, mientras que las sefiales de los metilos unidos a las
posiciones 1y 4 se localizan en 34.7 y 14.8 ppm, respectivamente. La sefial en 57.2
ppm corresponde al carbono o mientras la de 52.6 ppm corresponde al metilo de

base oxigeno. En 31.5, 19.2 y 18.0 ppm se observan las sefiales correspondientes

a la cadena del aminoacido (B, y y v, respectivamente).

RS

16a

—1396 »

COMe
CON
-—139.7 N
Q
OMe
»

T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Espectro 2. RMN de *C del compuesto 16a
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La asignacion de las sefiales de 172.6 y 160.9 ppm se realiz6 mediante el
experimento gHMBC (Espectro 3) y estas corresponden a los carbonilos del éster y
de la amida, respectivamente. Esto se puede corroborar con la correlacion del metilo
del éster con su respectivo carbonilo (inciso b), ademas se confirmé la conectividad
entre el heterociclo y el aminoéster al observar la sefial del H, que correlaciona con

ambos carbonilos (inciso c).
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F130
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) L175 4 \ N1 H (o)

T T T T 5
4.80 4.75 4.70 4.65

2 (ppm)

Espectro 3. Experimento gHMBC del compuesto 16a

32

——
| —



RESULTADOS Maestria en Ciencias Quimicas | 2018

8.1.1 Sintesis de ésteres N-imidazolil y N-triazolilacetilvalilmetilicos

En la busqueda de la metodologia para la sintesis de los ésteres imidazolil y
triazolilacetilvaliimetilicos (Fig. 16), se realizé el analisis retrosintetico de las
moléculas objetivo, planteando como precursores a la bromoacetamida 18 y el

correspondiente azol 19.

,Y=>\< o) o) v
Z + VAZRNN
RSN N Br I A0 B
H : H N
20a 18 19a
X=Z=C, Y=N; Imidazol X=Z=C, Y=N; Imidazol
X=Z=N, Y=C; Triazol X=Z=N, Y=C; Triazol

Figura 16. Andlisis retrosintetico

Sintesis de la a-bromoamida (18)

17
B
Br o
o) ) Br o)
CIH * HoN N T \)L” ~
o) o}
14 18

Figura 17. Sintesis de la a-bromoamida 18

En la sintesis del compuesto 18 (Fig. 17) se probaron distintas metodologias (Tabla
3), en las primeras dos se us6 TEA como base para liberar la amina del clorhidrato
(experimento 6 y 7), sin embargo, el uso de este método resulté en la formacién de
una impureza colorida (sal de amonio) y trazas del producto, ya que la base compite
como nucledfilo por el centro activo, por lo cual, se optd por utilizar como base
Na2COs (experimento 8-10), el cual, al estar en exceso, ademas de liberar el grupo
amino del clorhidrato, neutraliza la formacion del HBr desprendido durante la
reaccion. Una vez liberado el grupo amino se procede a la rapida formacion de 18,

evitando con ello la formacién de subproductos indeseados. En los siguientes
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experimentos (8 y 9) se obtuvo el producto, sin embargo, a temperatura ambiente
se obtuvo con un mayor rendimiento. Al utilizar un sistema bifasico con el fin de

incrementar el rendimiento, no se obtuvo un mejor resultado (experimento 10).

Tabla 3. Condiciones de reaccion para la sintesis de a-bromoamida

EXPERIMENTO CONDICIONES TEMPERATURA (°C) RENDIMIENTO (%)
6 CH2Cl2/ 2 eq TEA t.a. trazas
7 CH:Cl2/ 3 eq TEA t.a. --
8 CH2Cl2/ 2 eq Na2COs3 0-4 40
9 CH2Cl2/ 2 eq Na2COs t.a. 66
10 CH2Cl2, H20/2 eq Na2COs3 t.a. 50

Posteriormente se realiz6 su caracterizacion mediante RMN de 'H y 13C.
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(S)-2-(2-bromoacetamida)-3-metilbutanoato de metilo (18)

En el espectro del compuesto 18 (Espectro 4) se observan 7 sefales que integran
para 13 protones. En 7.06 ppm como una sefal doble (InH-Ho = 8.6 HZ) se observa
la sefial del proton de la amida, la cual se acopla con él H, que tiene un
desplazamiento de 4.53 ppm, y se observa como una sefial dd y en 2.22 ppm la
sefial correspondiente al Hg. Las sefales simples en 3.92 y 3.76 ppm se asignaron
a las absorciones de los protones H.' y del metilo base oxigeno, mientras las dos
absorciones dobles en 0.93 y 0.94 ppm corresponden a los dos metilos del grupo

isopropilo.

3.92
-0.94

Q

:§44 53
f
%4 2.22 =

}; 7.06 7
&

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1.0
f1 (ppm)

Espectro 4. RMN de 'H del compuesto 18
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En el espectro RMN de '3C del compuesto 18 (Espectro 5) se observan 8 sefales
de carbonos diferentes. En 171.7 y 165.6 ppm se observan las sefiales de los
carbonilos correspondientes al éster y a la amida. En 57.5 ppm se observa la sefial
del Ca y en 52.2 ppm la sefial del metilo base oxigeno. Las sefales que absorben

a31.1,18.7y 17.5 ppm se asignaron a los Cg, C, y C,’ respectivamente; mientras el

Cq tiene un desplazamiento de 28.7 ppm.

CO,NH
57.5
OMe
31.1
28.7
18.7 =
17.5
<

52.2

L 1717 CO,Me
L 1656

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

Espectro 5. RMN de *C del compuesto 18

Mediante el experimento gHMBC (Espectro 6) se puede corroborar la estructura de
la molécula, a través de la correlacion de la sefal del proton H, se confirma la
conectividad de la molécula (inciso b), al observar que el proton H,, correlaciona con
los carbonilos del éster y de la amida, lo cual corrobora que ambos fragmentos estan
unidos y el carbonilo que correlaciona con la sefial del metilo base de oxigeno

corresponde al éster y aquel que correlaciona con el Hy (inciso c¢) corresponde al

carbonilo de la amida.
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Una vez obtenido el producto se procedi6 a realizar la alquilacién del azol respectivo

(Fig. 18) con la a-bromoamida (18), en presencia de Na2CO:s.

R2 N R1

0 _ :( 0

Br\)kN\J;(O\ + HN/_:<N — Rz/Q\/N\)kN\/g(O\
H e} \( H o

R
18 19 20
19a; R,=R,=H 20a; Ry=Ry=H
19b; R;=Me, R,=NO, 20b; R1=Me, R,=NO,

Figura 18. Sintesis del éster N-imidazolilacetilvalilmetilico (20)

Para la sintesis del compuesto (20a) se probaron dos metodologias en donde se
modifico el disolvente de la reaccion (Tabla 4). EI mejor resultado se obtuvo con

acetonitrilo con un rendimiento del 77% (experimento 12).

Tabla 4. Sintesis del éster imidazolilacetilvalilmetilico

EXPERIMENTO DISOLVENTE TIEMPO (h) TEMPERATURA (°C) RENDIMIENTO
11 CH2Cl> 24 t.a 60
12 CHsCN 23 t.a 77

Finalmente, con las mejores condiciones de reaccion se realiz6 la alquilaciéon del

respectivo derivado de imidazol con el derivado a-bromoamida (Tabla 5).

Tabla 5. Esteres de imidazolilacetilvaliimetilicos

COMPUESTO AZOL RENDIMIENTO (%)
20a ‘ 1,3-imidazol 77

20b ‘ 2-metil-4-nitroimidazol 44

Los rendimientos variaron posiblemente debido a que el compuesto 20b tiene un
mayor impedimento estérico, ademas de que el grupo nitro le retira densidad

electronica al sistema aromatico por efecto inductivo, lo que disminuye la
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reactividad, reduciendo asi, la formacion del compuesto 20b. Se comprobé que para
el compuesto 20b el regioisbmero obtenido es el sustituido en la posicion 1 del
imidazol, esto se atribuye al impedimento estérico que existe en la posicion dos y
cuatro del heterociclo. Finalmente, se realizé la elucidacidon estructural mediante

RMN !H y 13C de ambos compuestos.

Al comparar los desplazamientos quimicos en RMN de 'H de los compuestos 20a y
20b (Tabla 6) no se observa una diferencia significativa para los protones que
corresponden a la porcién del grupo acetilvalilmetilico, solo difieren en los
desplazamientos de los protones aromaticos debido a si el heterociclo esta
sustituido o no. En el compuesto 20b al estar disustituido solo se observa el
desplazamiento del H-4 en 7.83 ppm, mientras en el compuesto 20a al no tener
sustituyentes se observan las tres sefiales de los protones de imidazol H-2, H-4, H-
5. Ademas, en el compuesto 20b se observa una sefal extra en 2.43 ppm

correspondiente al metilo del azol sustituido en la posicién 2 dentro del heterociclo.

Tabla 6. Desplazamientos de RMN de 'H de los compuestos 20a y 20b

3
N

NG 3 t_p T
= o] N\jz/ o}
“H H
(6]

(6]
20a (3) 20b (3)
H-2 7.58 (1H, sa)
H-4 ' 718 (1H, d, J=1.3 Hz) 7.83 (1H, s)

H-5 | 7.03(1H, d, J=1.2 HZ)
NH | 7.42(1H,d,J=8.6 Hz)  7.11 (1H, d, J=8.4 Hz)

Ho: 4.77 (2H, s) 4.77 (2H, s)
e 4.52 (1H, dd, J=8.6, 4.53 (1H, dd, J=8.4,
J=5.1 Hz) J=5.1 Hz)
OMe 3.75 (3H, s) 3.75 (3H, s)
Hp 2.16 (1H, m) 2.20 (1H, m)

Hy 0.92 (3H, d, J=7.1 Hz) 0.94(3H,d, J=6.8 Hz)

Hy 0.86 (3H, d, J=6.9 Hz) 0.89 (3H, d, J=6.8 Hz)
Me-2 2.43 (3H, s)
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Al contrastar los desplazamientos quimicos de RMN de *3C de los compuestos 20a
y 20b (Tabla 7) en la region correspondiente a la parte alifatica del aminoacido (57.0-
18.0 ppm) las absorciones son similares. No se observan diferencias significativas
en los desplazamientos de los carbonilos del éster y la amida (172.1 y 167.0-165.3
ppm, respectivamente). En la region de los arométicos para el compuesto 20b las
absorciones de los C-2 y C-4 son muy cercanas posiblemente por efecto del grupo
nitro que al disminuir la densidad electrénica desprotege al C-4 desplazandolo a
campos altos. Ademas, se observa una sefal extra en 13.0 ppm correspondiente al

metilo sustituido en la posicion dos del heterociclo en el compuesto 20b.

Tabla 7. Desplazamientos de RMN de H de los compuestos 20a y 20b

3 .

N o T T \(
4@%’\‘ L0 OzN/&N N

5 o H 5 5

20a (3) 20b (8)
CO;Me 172.1 1721
CON 167.0 165.3
C-2 138.1 146.2
C-4 130.5 146.3
C-5 119.7 121.6
Cu 49.9 49.4
Ca 57.2 58.0
OMe 52.3 52.5
Cp 30.9 311
G 19.1 19.1
Cy 17.9 17.9
Me-2 13.0
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8.1.2 Sintesis de ésteres N-triazolilacetilvalilmetilicos

Para la sintesis de los ésteres N-triazolilacetilvaliimetilicos (Fig. 19), en un primer
intento (experimento 13) se utilizd la metodologia empleada para la sintesis del
compuesto 20a, sin embargo, no hubo reaccion, por lo tanto, se hizo una

modificacion de las variables de disolvente y temperatura (Tabla 8).

R, R}\
Na,CO =N O
\)J\ /< - —— N ’\\l\)J\ SN
)\N 13141516 | N
R, o)
18 21a; R1=R2=H 22a; R1=R2=H
21b; Ri=Me, R,=Ph 22b; R1=Me, R,=Ph
21¢; R4=CO,Me, Ry=H 22¢; R{=CO,Me, Ry=H

Figura 19. Sintesis del éster N-triazolilacetilvaliimetilico (22)

Tabla 8. Condiciones de reaccion para la sintesis de éster N-triazolilacetilvalilmetilico (22a)

EXPERIMENTO DISOLVENTE TIEMPO (h) TEMPERATURA (°C) RENDIMIENTO (%)

13 CHsCN 24 t.a. NR
14 CHsCN 6 60 85
15 DMSO 6 60 77

En el experimento 13 no existié la formacion del compuesto 22a, debido a que no
hubo la suficiente energia de activacion para llevar acabo el ataque nucleofilico por
parte del triazol, por lo tanto, al incrementar la temperatura se favoreci6 la activacion
del triazol (experimento 14).44 Con el fin de incrementar el rendimiento de la reaccién
se modifico el tipo de disolvente apratico polar, utilizando DMSO (experimento 15),
sin embargo, este no fue mayor al experimento 14, de modo que las condiciones

Optimas para la esta reaccion Sn2 son las del experimento 14.
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Finalmente, con las mejores condiciones de reaccion se realizé la alquilacion de la

a-bromoamida con el respectivo derivado de triazol (Tabla 9).

Tabla 9. Esteres triazolilacetilvalilmetilicos

Compuesto Azol Rendimiento (%)
22a 1,2,4-Triazol 85
22b 3-metil-5-fenil-1,2,4-triazol 17
22c 3-carboximetil-1,2,4-triazol 57

Los rendimientos decayeron al estar sustituido el heterociclo, mientras en el
compuesto 22a el rendimiento fue de 77%, en 22b decayo6 a 17%, posiblemente por
el impedimento estérico provocado por los sustituyentes y en 22c¢ debido a la
presencia de un sustituyente electroatractor que disminuy6 la reactividad del

heterociclo, reduciendo la formacién del producto.

Una vez obtenidos los compuestos se realiz6 su caracterizacion mediante RMN de
Hy 13C.

Confrontando los desplazamientos quimicos de RMN de 'H de los compuestos 22a-
22c (Tabla 10) se puede observar que no existe diferencia significativa en los
desplazamientos quimicos correspondientes al fragmento del acetilaminoéster. En
la regibn aromatica se observan las variaciones por efecto de los sustituyentes en
el heterociclo. En el compuesto 22a se observan 2 sefiales correspondientes a los
protones H-3 y H-5 (8.28 y 8.07 ppm, respectivamente), mientras en el compuesto
22b al estar 3,5 disustituido no se observa ninguna sefial de protones aromaticos y
en el compuesto 22c¢ al estar monosustituido en la posicion tres solo se observa una
sefal correspondiente al proton H-5 (8.42 ppm). Ademas, en el compuesto 22b se

observan sefiales adicionales correspondientes a un metilo (2.53 ppm) y al grupo
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fenilo (8.07-7.82 ppm). Para el compuesto 22c la sefal extra en 3.66 ppm

corresponde al metilo base oxigeno sustituido en la posicion tres del triazol.

Tabla 10. Desplazamientos de RMN de *H de los ésteres triazolilacetilvalilmetilicos

¢} H 5
22a (3) 22b (3) 22¢ (8)
H-3 8.28 (1H, s) -
H-5 8.07 (1H, s) - 8.42 (1H, s)
NH 7.14 (1H,d, J=8.6 Hz)  6.37 (1H, d, J=8.6 Hz) 7.39 (1H, d, J=8.4 Hz
Har 4.96 (2H, s) 4.86 (2H, s) 5.17 (1H, d, J=16.3 Hz),
453 (1H,dd, J=8.6,  4.53 (1H, dd, J=8.6,
Ha 4.46 (1H, dd, J=8.5, 5.1 Hz)
J=4.9 Hz) J=4.9 Hz)
OMe 3.73 (3H, s) 3.71 (3H, s) 3.92 (3H, s)
2.18 (1H, dh, J=6.9,
Hs 2.17 (1H, dh, J=6.9, ( 2.15-2.03 (1H, m)
J=4.9 Hz) J=4.8 Hz)
0.91 (3H,d, J=6.9
Hy 0.90 (3H, d, J=6.9) Hz) 0.85 (1H, d, J=6.8 Hz)
0.84 (3H,d, J=6.9
Hy 0.86 (3H, d, J=6.9) H2) 0.81 (1H, d, J=6.8 Hz)
OMe-3 3.66 (3H, s)
Me-3 2.53 (3H, s)
8.07 (1H, dd, J=7.1,
Ph 1.6 Hz), 7.86 — 7.79
(2H, m), 7.82 (2H, dd,
J=7.0, 1.5 Hz

Analizando los desplazamientos quimicos de RMN de 3C de los compuestos 22a-
22c (Tabla 11) se pueden agrupar las absorciones correspondientes a los carbonilos
del éster (6 171.9-172.1) y el carbonilo de la amida (5 165.1-165.9), de igual forma
las sefiales en el segmento correspondiente al acetilaminoéster son muy similares;
la sefial del C, con desplazamiento de 51.3-52.4 ppm. Para el metilo base oxigeno
en 52.4-52.9 ppm, entre 57.5-57.8 ppm el C,, de 31.0-31.1 ppm Cg. Los C,y Cy
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entre 19.0-19.1 ppm y en 17.7-17.8 ppm, respectivamente. En la regién de los
carbonos aromaticos al presentar diferentes sustituciones y por efecto de los
sustituyentes los carbonos C-3 y C-5 se ven ligeramente afectados en cada
compuesto. Ademas, en el compuesto 22b se observan siete sefiales adicionales,
seis carbonos de arométicos correspondientes al grupo fenilo, y en 12.0 ppm la
sefial del metilo sustituido en la posicion 3 del anillo aromatico. En el compuesto
22c, se observan dos sefiales adicionales; un carbonilo en 160.3 ppmy en 52.5 ppm
un metilo base oxigeno que corresponde al éster presente en la posicién tres del

heterociclo.

Tabla 11. Desplazamientos en RMN de *3C de los ésteres triazolilacetilvaliimetilicos

5 % o ~
H 0 5 N H T
22a (9) 22b (3) 22c (9)
COxMe 172.0 171.9 172.1
CONH 165.6 165.9 165.1
C3-CO:Me 160.3
C-3 152.9 154.6 154.7
C-5 144.9 161.8 146.6
Co 52.2 51.3 52.4
Ca 57.5 57.5 57.8
OMe 52.5 52.4 52.9
C3- CO:Me 52.5
Cs 31.1 311 31.0
Cy 19.0 19.1 19.0
Cy 17.7 17.7 17.8
-Me 12.0
132.1 (C1’), 129.6 (C2),
Ph 128.7 (C4’), 127.5 (C5’ C6’),
126.3 (C3’)
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8.1.3 Sintesis de 1,2,4 triazoles 1,3,5 disustituidos

La sintesis de 1,2,4 triazoles 1,3,5 sustituidos se realiz6 segun la metodologia
reportada (compuesto 21b)*? en una reaccién de un solo paso, se partié de acido
benzoico (23), acetamidina (24), una base diisopropiletilamina (DIPEA), un agente
acoplante e hidrazina (25) en DMF. Se obtuvieron los dos triazoles y se

caracterizaron mediante RMN, con rendimientos bajos (Tabla 12).

Tabla 12. Sintesis de triazoles 1,2,4
25

R, N/\<

o HaN. - .
+ HN N W
OH Y~ . R/L N
NH DIPEA, EDAC/HOB R,
23 24 21b, R,=Ph, R,=H
21d, Ry=R,=Ph
EXPERIMENTO R1 Rendimiento (%)
16 Ph 40
17 H 45

Mecanismo propuesto

El mecanismo propuesto (Esquema 8) parte de la formacion de la O-acilisourea la
cual se forma debido a las condiciones de la reaccion, en donde hay un &cido, una
base y un agente acoplante, el carbonilo activado XXII reacciona con la acetamidina
XXV para formar la acilacetamidina XXVI, que es atacada nucleofilicamente por
hidrazina en medio acido para formar el intermediario XXVIII seguido de la pérdida
de amoniaco para la formacién de XXIX, el cual se cicla para efectuar la formacion
del anillo debido a las condiciones &cidas del medio, en donde el grupo amino
realiza un ataque intramolecular al carbonilo y se forma el heterociclo XXX.
Finalmente, mediante la pérdida de una molécula de agua de forma el

correspondiente triazol XXXI.
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O-acilisourea XXV acilamidina  XXVII ]
(@]
(0] NR HNJ\NHZ (0] Ry~ )k /L‘@ -Cltl)H )OJ\ /L
H 4
JC = L L e IRTONTENH | —> gy
R 07 “NHR R™ N7 “NH, AcoH \ ‘w/ '
HN-g :NfR
XXl XXVI XXVIII XXIX
L _ H
N/\< H,0® | HNTN
N - N
RN Robk
R H/I\-I
XXXI - XXX -

Esquema 8. Formacion de triazol

Comparando los desplazamientos de RMN de *H (Tabla 13) de los compuestos 21b
y 21d existen sefiales muy similares, se observa en 2.5 ppm la sefal
correspondiente al metilo sustituido en la posicion tres del heterociclo, en la regiéon

de los aromaticos para el compuesto 21d y 21b se observan sefiales mdltiples,

mientras para el 21d integran para 10, para el 21b integran para 5.

Tabla 13. Desplazamientos en RMN de *H de los triazoles 1,3,5 sustituidos

% W,
U H o
21d 21b
CHs 2.5 2.5
8.07 (1H, dd, J=7.1, 1.6 Hz),
Ph 7.49-7.32 (10H, m) 7.86-7.79 (1H, m), 7.82 (3H,

m).
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Al comparar los desplazamientos de RMN de 3C (Tabla 14) de los compuestos 21d
y 21b se observan sefales similares debido a que solo difieren en la sustitucion en
la posicion 1, para el compuesto 21d se pueden apreciar las sefiales
correspondientes a los dos anillos aromaticos, mientras para el compuesto 21b se
pueden ver un menor nimero de sefiales correspondientes al fenilo en la posicion

cinco ademas de las absorciones de los carbonos del heterociclo.

Tabla 14. Desplazamientos en RMN de *C de los triazoles 1,3,5 sustituidos

i, e
9 o
21d 21b
CH3 12.5. 14.0
Ph 131.9, 130.2, 129.2, 128.6, 138.3, 130.0, 129.5, 128.9,
127.5, 126.3, 77.5 128.8, 128.6, 128.0, 125.4
C2,C4 160.1, 155.8 160.9, 154.2
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8.2 Espectrometria infrarroja (FTIR)

En la caracterizacidn mediante espectroscopia infrarrojo (IR), se analizaron todos
los compuestos y se determind que el enlace carbonilo del éster presento
absorciones en rangos de 1736-1731 cm™, el enlace amida en el intervalo de 1671-
1645 cm, para lo derivados de triazol (22a-22c) se observaron las bandas de
absorcion de los enlaces C=C y -N=N del heterociclo en intervalos de 1551-1558
cmly 1462-1440 cm™,* respectivamente. Para los derivados de imidazol (16a, 20a-
20b) se observaron las bandas del heterociclo en el rango de 1503-1508 cm,46
ademas para el compuesto 20b se observa la banda de absorcién del grupo nitro
en 1538 cm™.

8.3 Espectrometria Masas

Dentro de los resultados, se obtuvieron fragmentaciones similares entre las familias

de compuestos, por lo que se pudieron generalizar los patrones de fragmentacion.

En el espectro ESI-MS del compuesto 16a la masa calculada [M+H]* es de 254.1460
y la masa obtenida en modo positivo es de 254.1638 (Espectro 7), ademas, se
puede ver como el compuesto se fragmenta en una especie con una relacion m/z

de 194.1319 que corresponde al ion iminio de la molécula.

171125_LPP_YCP03_ESI_POS_MS 1 (0.034) TOF MS ES+
100- 254.1638 1.52e7

3T L
N%)LN O\ N\W)Lﬁ/
\<\/N\ H o \<\/N\ H

m/z=254.1638 m/z=194.1319

353.2274
194.1319 255.1596

452.2927

354.2288
453.2956

4

o T by T T | Aataa T T T f T T I T T T T T T T T T T T T T AR
50 100 150 200 250 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

T T T f T T 1 m/z
350 950 1000

Espectro 7. ESI-MS del compuesto 16a
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Para todos los compuestos sintetizados se observo la formacion del ion iminio, por

lo tanto, pudieron agruparse (Tabla 15).

Tabla 15. ESI-MS de los compuestos sintetizados

Y=x © Z,Y:>\< 0 j/
A ®
\7/N \ 0. YNJJ\N/
H R H
R OH 2
[M+H] @ (a)
20a; X=Y=Z=C, Ry=R,=H 20a; X=Y=2=C, R=R,=H
20b; X=Y=2=C, R;=Me, R,=NO, 20b; X=Y=Z=C, Ry=Me, R,=NO,
22a; X=N, Y=C, Z=C, Ry=R,=H 22a; X=N, Y=C, Z=C, R4=R,=H
22b; X=N, Y=C, Z=C, R;=Me, R,=Ph 22b; X=N, Y=C, Z=C, R;=Me, R,=Ph
22¢; X=N, Y=C, Z=C, R;=COOMe, R,=H 22¢; X=N, Y=C, Z=C, R4=COOMe, Ry=H
FORMULA MASA [M+H]* [M-CO;Me+ H]*
MOLECULAR CALCULADA m/z (a)
16a C12H19N30s3 254.1397 254.1638 194.1319
20a C10H16N4O3 240.1240 240.1353 180.1176
20b C12H18N4Os 299.1248 299.1355 239.1139
22a C10H16N4O3 241.1193 241.1372 181.1146
22b C17H22N403 331.1662
22¢ C12H18N4Os 299.1320 299.1352 239.1140

——
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8.4 Evaluacién antifungica

Se evaluaron los seis compuestos sintetizados (16a, 20a, 20b, 22a-22c), y dos de
los acidos de materia de partida (23 y 24, Tabla 16) frente a cepas de hongos
filamentosos (Aspergillus fumigatus, Fusarium temperatum, Fusarium falciforme) y
levaduras (Candida krusei, Candida glabrata y Candida parapsilosis) mediante el
método de microdilucién en placa. Los resultados observados en la Tabla 15 se

reportan en porcentajes de inhibicion.

Tabla 16. Porcentajes de inhibicién de los compuestos sintetizados

16a 20a 20b 22a  22b 22c 23 24 FLU ANF

A.f 443 -134 -206 -19 023 256 5.0 -2.5 67.0
F.t -15 -112 56 -7.5 -3.1  -11.7 -13 6 100.0
F.f -20.0 -6.0 3.0 -8.0 -9.0 -5.0 -29 9.5 68.0

C.k -187 619 212 -254 227 34 -7.8 15.1 103.0 67.0
C.g 442 872 743 66.6 717 511 58.6 535 99.6 61.5
C.p 1.5 459 143 -4.3 245 128 -6.3 7.8 108.0 735
uM 2.5 2.7 2.1 2.6 1.9 2.2 4.5 5.0 2.1 0.7
clogP | 1.3 0.4 06 -011 23 -056 0.6 -0.18
MEL -6.5 -6.2 -7.8 -6.2 -8.0 -6.9 -4.9 -4.7 -7.5
FLU = Fluconazol; ANF = Anfotericina; MEL= Mejor Energia de pose del

Ligando

A. f= Aspergillus fumigatus, F.t= Fusarium temperatum, F. f=Fusarium
falciforme, C. k= Candida krusei, C. g=Candida glabrata, C. p= Candida
parapsilosis; gM=gmol/L

En la evaluacion frente a los hongos filamentosos el compuesto 16a fue el mas
activo frente A. fumigatus al tener un 44.3% de inhibicion, seguido del compuesto
22c con un 25.6 % de inhibicion (Tabla 16). Ninguno de los compuestos presento

actividad frente a las cepas de F. temperatum y F. falciforme.

Los mejores resultados de inhibicion del crecimiento fungico por los compuestos
sintetizados son frente a las levaduras, mayormente la cepa de C. glabrata, siendo

el compuesto 20a el que mostro mayor actividad antifangica al ser activo sobre las
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tres cepas de levaduras en donde se evalud. Ademas, el compuesto 22b fue el mas
activo frente a Candida glabrata al presentar el mayor porcentaje de inhibicion (71.7
%) a una menor concentracion (1.93 uM). Comparando ambos compuestos se
observd que la adicion de un nitrégeno (se incrementa la densidad electronica) y
una mayor lipofilicidad o impedimento estérico disminuye la selectividad hacia la
inhibicion de C. glabrata (Fig. 20), ademas la afinidad enzimatica aumenta de -6.2
kcal/mol (20a) a -8.0 kcal/mol (22b) lo que indica una mejor afinidad del compuesto

por el sitio activo de la enzima CYP51.4/

N 0 >tN 0
@\)J\N\/';(O\ N\ I\\l\)J\Nj;(O\
H o g H

o]
20a 22b
C. krusei 61.9 % C. krusei 22.7 %
C. glabrata 87.2% C. glabrata 71.7 %
C. parapsilosis 45.9 % C. parapsilosis 24.5 %
clogP=0.4 clogP=2.3
uM=2.7 pM=1.9

Figura 20. Comparacién de la actividad inhibitoria entre el compuesto 20a y 22b

Esteres imidazolilacetilvaliimetilicos

Los dos derivados de imidazol (Fig. 21) mostraron actividad antifingica frente a las
levaduras, siendo el compuesto 20a el que mostro una mayor actividad al ser activo
sobre las tres cepas evaluadas, sin embargo, el compuesto 20b es el mas activo
debido a que utiliza menor concentracion que 20a y se mostrd selectivo frente a C.
glabrata. Se observa el efecto de la insercidén del grupo nitro con la posibilidad de
formar tres puentes de hidrégeno en el sitio activo y con ello aumenta de forma
moderada la actividad, ademas la afinidad enzimética aumenta de -6.2 en 20a a -
7.8 en 20b.
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20a 20b
C. krusei 61.9 % C. krusei 21.2%
C. glabrata 87.2% C. glabrata 74.3 %
C. parapsilosis 45.9 % C. parapsilosis 14.3 %
clogP=0.4 clogP=0.6
uM=2.7 uM=2.1

Figura 21. Comparacion de la actividad inhibitoria entre los compuestos 20a y 20b

Esteres triazolilacetilvaliimetilicos

Comparando la actividad de los derivados de triazol (Fig. 22), es notorio como al
aumentar la lipofilicidad en el anillo de triazol 22b (2.26) incrementa el porcentaje
de inhibicion frente a Candida glabrata contrastando con el compuesto sin
sustituyentes 22a (-0.10) y el compuesto 22c¢ (-0.56) en donde la presencia de un
sustituyente electroatractor disminuye la actividad (22b vs 22c¢), esto posiblemente
debido a la composicidn en la membrana flngica, al ser mas lipofilico el compuesto
22b es mas facil su permeabilidad a través de ella.*® De igual forma, se puede

mencionar que el anillo aromatico también le proporciona lipofilicidad y la nube =

para formar enlaces tipo n-n, que podrian ser factores que hicieron este cambio en

la selectividad de estos compuestos.
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/<N O N9 j;( MeOZC%
D NQON o =N O
N\\/l\\l\)]\ \/Q(O\ N JJ\H ~ N\\\\/N\)L j;(o\

N
H (0] N
O H 0
22a 22b 22c

C. krusei -25.4 % 22.7 % 3.4 %
C. glabrata 66.6 % 71.7 % 511 %
C. parapsilosis  -4.3 % 245 % 12.8 %
clogP= -0.11 23 -0.56
puM= 26 1.9 22

Figura 22. Comparacion de la actividad inhibitoria de los compuestos 22a-22c

Finalmente, comparando la concentracion del compuesto 16a (2.52 uM) con su
materia de partida 23 (4.56 uM), se aprecia de forma notable como el residuo de
amino acido potencia la actividad del &cido, siendo mas activo el compuesto 16a
frente a las cepas de C. glabrata y A. fumigatus (Fig. 23). Esto probablemente se
deba a que se esta llenado una cavidad hidrofébica, donde el grupo isopropilo esta
insertado, y ademas se pueden estabilizar con cuatro posibles puentes de hidrégeno

a partir del carbonilo y la amida.

0] O
N\j)k j;(o\ N\j)kOH
§ﬂ§/N\ il ‘ﬂ&/N\

C. glabrata 44.2 C. glabrata 58.6
A. fumigatus 44.3 A. fumigatus 5.0
clogP=1.3 clogP=0.6
pM=2.5 pM=4.5

16a 23

Figura 23. Comparacién entre el compuesto 16ay 23
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8.5 Estudios de acoplamiento molecular

Posteriormente con el objetivo de analizar los datos biolégicos obtenidos para los
derivados sintetizados, se llevo a cabo un estudio de modelado molecular a fin de
investigar la posible interaccion de tales compuestos con el citocromo P51, esterol-
1l4o-desmetilasa (CYP51).

La proteina se extrajo con el ligando

voriconazol de la base de datos (Fig. 24)

y se eliminé el agua. Para la validacion del

sitio activo con el programa autodock-vina

es necesario obtener el RMSD

(desviacion media cuadratica de la raiz)

menor o igual a 2A, en esta parte, se

probaron diferentes aproximaciones con

cajas de 60, 50, 40, 30, 25y 20 A, con un

total de 1000 modos, con las coordenadas

de los aminoacidos que muestran Figura 24. Enzima CYP51 (PDB:5HS1)
interaccion entre el sitio activo y el ligando;

el mejor resultado fue con la coordenada con el residuo LEU383 (X=99.164
,Y=7.494, 7=21.682) en una caja de 30 A con un RMSD de 2.26 (Fig. 25). Se decidi6
utilizar este valor de RMSD porque el voriconazol (ligando cristalizado) de forma
espacial y de densidad electrénica es similar al cristalizado, como se pueden
observar claramente en la Figura 26. Una vez obtenida la validacion posteriormente,
se realiz6 la optimizacién de la geometria de las moléculas, donde los minimos de
energia de todos los compuestos sintetizados y las materias primas fueron
evaluados con autodock-vina para encontrar la interaccion del ligando con la
proteina y optimizados con 1000 conférmeros o modos de interacciones, para
finalmente determinar el mejor conférmero de la molécula y su interaccién con el

sitio activo de la enzima.
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Figura 25. Gréfica de RMDS vs residuo

Figura 26. Determinacion de la coordenada (RMSD) con el voriconazol y la enzima CYP51
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8.5.1 Optimizacién de la geometria

La optimizacion de la geometria es un paso importante en el modelado molecular
ya que su objetivo es localizar un minimo de energia potencial superficial de la
estructura quimica y de esta forma obtener la geometria molecular mas estable
(minimo global). El calculo de la optimizacion de geometria de las estructuras
sintetizadas, se llevaron a cabo en el programa Gaussian version 09, con un nivel
de teoria DFT utilizando un funcional hibrido de correlacion B3LYP y con un

conjunto de base 6-31G(p).

A todos los compuestos se les realizé la optimizacion de la geometria (Tabla 17),
se observa como la conformacién y los angulos de enlace cambian durante la
optimizacién, en un primer punto la energia es la maxima debido a que todos los
grupos voluminosos estan cercanos; el angulo diedro entre los protones Ha-NH
cambia de una conformacion -anticlinal a una conformacion +anticlinal. Observando
la conformacion a través del protdon Ha se ve como la energia disminuye cuando los
grupos voluminosos (isopropilo, éster e imidazol) se alejan. Finalmente, las
estructuras optimizadas se pueden corroborar de forma experimental a través de
las constantes de acoplamiento, la cual proporciona informacion acerca del angulo
diedro, por mencionar, el &ngulo diedro experimental entre NH-Ha (J=8.6 Hz) es de
150°.

Tabla 17. Curvas de energia de optimizacion de los compuestos

ety

A 16a

o\
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Este comportamiento se ve en todas las optimizaciones, también se observa que en
las curvas de energia los angulos diedros rotaron con el fin de alejar entre si los
grupos voluminosos y disminuir el impedimento estérico y ademas por efectos
electronicos. El &ngulo diedro entre los carbonilos paso de un angulo -anticlinal a un
angulo antiperiplanar en las estructuras optimizadas. El angulo diedro entre el Ha-
Hao’ cambio de -anticlinal a +sinclinal, esto se ve reflajado en la conformacion que

adopto la molecula en la optimizacion.

Asimismo, en la optimizacion de la estructura del compuesto 22a; el angulo diedro
entre Ha'-Ha paso de un angulo -sinclinal a -anticlinal. También, observando el
angulo diedro entre Ho’-H4 paso de una conformacion -anticlinal a una
antiperiplanar, en la optimizacion a excepcién del compuesto 22b, en donde el
angulo diedro de los carbonilos mostro una diferencia comparado con los otros

compuestos, el &ngulo entre ellos se mantuvo como sinperiplanar.

——
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8.5.2 Acoplamiento molecular

Finalmente, obtenida la validacion del sitio activo y la optimizacion de la geometria
en los compuestos, se realizo el estudio de acoplamiento molecular, la cual es una
técnica computacional utilizada para explorar el posible modo vinculante que se
produce entre una pequefia molécula con una proteina o un determinado receptor.4°
En este caso se realizd la proyeccion virtual de los compuestos antifungicos de
ambas series contra el modelo de homologia de la proteina CYP51. Las enzimas
CYP comparten un sitio activo lipofilico enterrado profundo que tiene un cofactor

hemo que contiene hierro.

Los compuestos con mayor porcentaje de inhibicién: 20a, 20b y 22b, tienen
interacciones en comun con algunos residuos en el sitio activo (Fig. 27, Tabla 18),
como interacciones tipo n-sigma (morado) con el complejo hemoglobina A:601,
sigma-sigma con lle A:139 (rosa), alquil-alquil con Tyr A:140 (rosa). Ademas, la
mayoria de los compuestos mostraron una interaccion de puente de hidrogeno con
el residuo Gly A:314 (verde), la parte del aminoacido hizo contacto hidrofébico con
grupos alifaticos de las cadenas laterales de los residuos como: Met A: 509, lle
A:139, Tyr A:140, el complejo hemoglobina A:509 y en los compuestos 20a y 22a

interaccion n-sigma con el residuo Tyr A:126.

Figura 27. Compuesto 22b en el sitio activo de la enzima, a) 2D, b) 3D
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Aquellos compuestos con sustituyentes que proporcionaron lipofilicidad a la
molécula fueron mas activos que los que no tenian sustituyentes o grupos
electroatractores; como los compuestos 20b y 22b, el anillo de fenilo del compuesto
22b esté situado en una region lipdfila e interactia que los sustituyentes mostraron
interaccién n-n (Tabla 18) y sigma-sigma. Por otro lado, las interacciones que
mostraron los heterociclos en el sitio activo fueron interacciones n-nt y n-sigma con

los residuos Tyr A:126, el complejo hemoglobina A:601 y Leu A:380
Tabla 18. Interacciones de los compuestos sintetizados en el sitio activo de la enzima CYP51

Compuesto 20a en el sitio activo Compuesto 20b en el sitio activo

Compuesto 22a en el sitio activo Compuesto 22c en el sitio activo
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Con base en los datos obtenidos del acoplamiento molecular, se observd que los
compuestos (16a, 20b,22a-22c) no mostraron la interaccion del nitrégeno tres del
imidazol y triazol con el atomo de hierro del grupo hemo presente en el sitio activo
de la enzima, como se describe en la literatura para los derivados de este tipo de
compuestos,®®-53 por lo tanto, se puede proponer que se debe a las interacciones
del constituyente del aminoacido con el sitio activo de la enzima y pensar que este
tipo de derivados mostrarian una menor toxicidad al coordinarse con el hierro del
grupo hemo. Esta interaccion se presenta en los farmacos derivados de azoles de
uso clinico y conduce a efectos adversos debido al complejo de coordinacién que
resulta.

Si presenta interacciones; alquil-

alquil con el residuo TYR 140 (20a,

20b y 22b) /a actividad se
O mantiene

Iz

Incrementa actividad y te-v
selectividad hacia C.
glabrata con interaciones n-n
y m-alquil (20b y 22b) \
Si presenta interacciones;
alquil-alquil, puente de hidrégeno con
el residuos GLY 314 (20b y 22b).
La actividad se mantiene.

Figura 28. Relacion estructura-actividad

En el analisis de la relacion entre la actividad biolégica-acoplamiento molecular; se
observa que la actividad antifUngica se debe a las interacciones alquil-alquil o
interacciones n-n y n-alquil entre los compuestos y el sitio activo de la enzima,>*55
Ademas para mantener la actividad fungicida el carbonilo del éster debe tener un
puente de hidrégeno con el residuo Gly 314 (20b y 22b), y la parte ramificada del
aminoacido debe mostrar interaccion alquil-alquil con el residuo Tyr 140 (20a, 20b
y 22b) (Fig. 28).

Finalmente tomando todos los resultados observados en estos posibles modos de
interaccién de los compuestos sintetizados con el sitio activo de la enzima, podrian

ser un punto de partida para la explicaciéon de las actividades fungicidas contra
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cepas de C. glabrata encontradas en los compuestos 20a y 22b, con respecto a la
actividad fungistatica de fluconazol contra las mismas levaduras. Estos datos
muestran que estas nuevas estructuras moleculares presentes en los compuestos

20ay 22b son adecuadas, para la generacion de analogos antifiingicos con posible.
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IX. CONCLUSIONES

Se sintetizaron cinco compuestos N-alquilados (20a, 20b, 22a-22c) de imidazol y/o
triazol con el derivado bromado del éster de valina, con rendimientos del 17% hasta
un 85 % y un N-acilado 16a, obtenido mediante acoplamiento de un acido con el
éster de valina con rendimiento 67%, también se sintetizaron dos triazoles 21b y

21d 1,3,5-sustituidos con rendimientos de 40 y 45%, respectivamente.

Todos los compuestos sintetizados se evaluaron mediante el método de
microdilucion en placa, frente a hongos filamentosos (A. fumigatus, F. temperatum
y F. falciforme) y levaduras (C. krusei, C. glabrata y C. parapsilosis). Sélo el
compuesto 16a mostrd inhibicion frente a hongos filamentosos (A. fumigatus
44.3%), mientras que todos los compuestos mostraron inhibicion frente a levaduras,
especificamente C. glabrata, siendo los mas activos; 20a, 20b y 22b. Los
compuestos con sustituyentes lipofilicos (20b y 22b) mostraron mayor actividad
fungicida en menor concentracion micromolar en Candida glabrata comparados con
los que no tenian sustituyentes (20a y 20b) o con sustituyentes electroatractores
(22c). Ademas, se confirm6 que el residuo de aminoacido potencia la actividad

bioldgica de una molécula bioactiva (16a vs 23).

Asimismo, en el docking molecular con la enzima CYP51 se pudo corroborar el tipo
de interacciones que mostraron los compuestos mas activos, y se puede proponer
gue para mantener la actividad fungicida la molécula debe tener: (1) tener
interacciones en el isopropilo de aminoé&cido tipo alquil-alquil con el residuo Tyr 140
(20a, 20b y 22b), (2) mostrar interaccion de puente de hidrogeno por parte del éster
con el residuo Gly 314 (20b y 22b), ademas que los sustituyentes en el respectivo
heterociclo deben de presentar interacciones tipo r-alquil y - con los residuos Tyr
126, el complejo hemoglobina 601 y Leu 380 (20b y 22b). Finalmente, esto permite
proponer la hipétesis que este tipo de interacciones podria ser lo que permite una
mayor inhibicidon hacia la cepa de C. glabrata. El estudio de esta enzima y las
estructuras evaluadas podria contribuir en el disefio de nuevas moléculas bioactivas

como agentes antifungicos frente a levaduras.
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X. PARTE EXPERIMENTAL

Sintesis del éster valilmetilico (14)

TMSCI
OH —» 0]
HzNj;( MeOH CIH- HzNj;( ~

) 0]

En un matraz de bola de 50 mL provisto con agitacion magnética, se colocé valina
(17.15 mmol, 1 eq) y se le agregd cloruro de trimetilsilano (34.14 mmol, 2 eq). 5
minutos después se agregdé 5 mL de metanol y se dejé en agitaciéon 24 horas a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el crudo de reacciéon se coloco en
el rotavapor y se llevo a sequedad. El producto de reaccion se analiz6 por RMN y
ESI-MS vy se utiliz6 sin posterior purificacion.*!

(S)-2-(1,4-dimetil-1H-imidazol-2-carboxamida)-3-metilbutanoato de metilo (16)

~N_ OH
R Y 0 EDAC TEA
LV CH-HN ~ %
N S DMAP, CHZCIg \</
15 14 16

En un matraz de bola de 50 mL acondicionado con agitacion magnética se coloco
una mezcla del a-aminoéster (0.71 mmol, 1 eq), derivado de acido (0.71 mmol, 1
eq), dimetilaminopiridina (DMAP catalitico) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC, 1.07 mmol, 1.5 eq), se disolvi6 en 10 mL diclorometano
(CH2Cl2) a temperatura ambiente, a la mezcla de reaccidn se le agrego trietilamina
(TEA, 1.42 mmol, 2 eq) en una sola porcion. La reaccion se dejé en agitacion
durante toda la noche, a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo se diluyo
con CH2Cl2 (30 mL) y se traté con una solucion saturada de cloruro de amonio
(NH4Cl, 10 mL), se extrajo la fase organica y la fase acuosa se traté6 con CH2Cl2
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(3x20 mL). Se combinaron las fases organicas y se secaron con sulfato de sodio
anhidro (Na2S0Oa4) y se evaporo el disolvente en un rotavapor con alto vacio; a la
mezcla de reaccion se le realiz6 una cromatografia en capa fina (CCF) en un
sistema de diferentes disolventes organicos (las proporciones van a variar en
funcién a la polaridad de cada reaccion). El producto de reaccién se purificd por
cromatografia en columna en un sistema de hexano/acetona (5:5) y se analizé por
RMN.

Experimento 2: En un matraz provisto de agitacion de colocé el acido (0.71 mmol, 1
eq), EDAC (1.07 mmol, 1.5 eq), DMAP (catalitico), en CH2Clz2 (5 mL) y se mantuvo
a una temperatura de 0-4 °C durante 2 h, hasta que se formoé el intermediario O-
acilisourea, transcurrido ese tiempo de agrego in situ, el aminoéster (0.71 mmol, 1
eq) y TEA (1.42 mmol, 2 eq) y se dejé a temperatura ambiente toda la noche,
transcurrido ese tiempo de diluyo con CH2Cl2 (30 mL) y se tratd con una solucion
saturada de cloruro de amonio (NH4ClI, 10 mL), se extrajo la fase organica y la fase
acuosa se tratdo con CH2Cl2 (3x20 mL). Las fases organicas se combinaron y se
secaron con sulfato de sodio anhidro (Na2SOa), el disolvente se evapord en un
rotavapor con alto vacio. La mezcla de reaccion se analizé por cromatografia en
capa fina (CCF) en un sistema de hexano/acetona (5:5). El producto de reaccién se
purificé por cromatografia en columna en un sistema de hexano/acetona (5:5) y se

analizé por RMN.

Experimento 3: En un matraz provisto de agitacion se adicion6 el aminoéster (0.71
mmol, 1 eq) y TEA (1.42 mmol, 2 eq) durante 4 horas, hasta el término de la
liberacion de la amina, posteriormente se hizo una extraccion, la fase acuosa se
tratd con CH2Cl2 (3x15 mL) y las fases organicas se reunieron y se evaporaron a
sequedad. Posteriormente en otro matraz se adiciond la mezcla del acido (0.71
mmol, 1 eq), EDAC (1.07 mmol, 1.5 eq), DMAP (catalitico), en CH2Clz2 (5 mL), la
reaccion s se mantuvo a una temperatura de 0-4 °C durante 2 h, hasta que se
termino la materia prima, después se agrego la amina libre y se dejé en agitacion
durante 12 h, transcurrido ese tiempo se tratd con una solucién de cloruro de

amonio (NH4Cl, 10 mL), se extrajo la fase organica y la fase acuosa se le realizaron
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3 extracciones con CH2Cl2(3x15 mL). Se reunieron las fases organicas y se llevaron
a sequedad en un rotavapor, posteriormente el producto se purificO6 mediante
cromatografia en columna en un sistema de hexano/acetona (5:5) y se analiz6
mediante RMN.

Experimento 4: : En un matraz provisto de agitacion de coloco el acido (0.71 mmol,
1 eq), EDAC (1.07 mmol, 1.5 eq), DMAP (catalitico), en CH2Cl2 (5 mL) y se mantuvo
a una temperatura de 0-4 °C durante 2 h, hasta que se formé el intermediario O-
acilisourea, transcurrido ese tiempo de agrego in situ, el aminoéster (0.71 mmol, 1
eq) y TEA (1.42 mmol, 2 eq) y se dej6 a temperatura ambiente durante 24 h,
transcurrido ese tiempo de diluyo con CH2Cl2 (30 mL) y se tratdo con una solucion
saturada de cloruro de amonio (NH4Cl, 10 mL), se extrajo la fase orgéanica; la fase
acuosa se traté con CH2Cl2 (3x20 mL). Las fases organicas se combinaron y se
secaron con sulfato de sodio anhidro (Na2SOa), el disolvente se evaporo en un
rotavapor con alto vacio. La mezcla de reaccion se analizdé por cromatografia en
capa fina (CCF) en un sistema de hexano/acetona (5:5). El producto de reaccion se
purificé por cromatografia en columna y se analizé por RMN.

(S)- 2-(2-bromoacetamida)-3-metilbutanoato de metilo (20)

(0]
(0]
Br\)k
szj/wo\ —= Br%ujiro\
(0] (0]

TEAG

Na,CO3
Experimento 6: En un matraz provisto de agitacion se adicion6 la mezcla del
aminoéster (1.19 mmol, 1 eq), TEA (2.4 mmol, 2 eq) y el bromuro de bromoacetilo
(2.3 mol, 1.1 eq) en CH2ClI2 (8 mL) y se dejo en agitacién durante toda la noche. Se
hizo un tratamiento con Na2COs y una extraccion con CH2Clz. Las fases organicas

se reunieron y se concentraron, posteriormente se purificé por cromatografia en
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columna en un sistema de hexano/AcOEt (7:3). Finalmente, el producto purificado

se analiz6 por RMN.

Experimento 7: En un matraz provisto de agitacion se adiciond la mezcla del
aminoéster (1.19 mmol, 1 eq), TEA (3.57 mmol, 3 eq) y el bromuro de bromoacetilo
(2.3 mol, 1.1 eq) en CH2ClI2 (8 mL) y se dejo en agitacion durante toda la noche. Se
hizo un tratamiento con Na2COs y una extraccion con CH2Cl.. Las fases organicas
se reunieron y se concentraron, posteriormente se purificé por cromatografia en

columna en un sistema de hexano/AcOEt (7:3). Finalmente se analiz6 por RMN.

Experimento 8: En un matraz provisto de agitacion se adiciond la mezcla de
aminoéster (1.19 mmol, 1 eqg), Na2COs (2.39 mmol, 2 eq) en CH2Cl2 (8 mL), la
reaccion se enfrio entre 0-4 °C y posteriormente se adiciondé el bromuro de
bromoacetilo (1.3 mmol, 1.1 eq), la reaccion se mantuvo asi durante 2 horas,
posteriormente se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 12 h. La
reaccion se traté con agua (15 mL) y se le hicieron tres extracciones de CH2Cl2 (15
mL), las fases orgénicas se reunieron y se concentraron, posteriormente, se

purificaron por cromatografia en columna en un sistema de hexano/AcOEt (7:3).

Experimento 9: En un matraz provisto de agitacion se adicion6 la mezcla del
aminoéster (1.19 mmol, 1 eq), Na2COs (2.39 mmol, 2 eq) y el bromuro de
bromoacetilo (1.3 mmol, 1.1 eq), la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente
durante 24 h. Posteriormente se hizo un tratado con agua y 3 extracciones con 15
mL de CH:Cl2, se concentraron las fases organicas y se purificaron mediante
cromatografia en columna en un sistema de hexano/AcOEt (7:3).

Experimento 10: En un matraz provisto de agitacion se adiciond la mezcla del
aminoéster (1.19 mmol, 1 eq), Na2COs3 (2.39 mmol, 2 eq) y el bromuro de
bromoacetilo (1.3 mmol, 1.1 eq) en un sistema de disolventes CH2Cl2/H20 (3:2), la
reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente se hizo
un tratado con agua y 3 extracciones con CH2Cl. de1l5 mL, las fases organicas se
concentraron y se purificaron mediante cromatografia en columna en un sistema de
hexano/AcOEt (7:3).
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(S)- 2-(2-(1H-imidazol-1-il)acetamido)-3-metilbutanoato de metilo (20)

&TY "y &N¢I(

Experimento 11: En un matraz provisto de agitacion se adiciono la mezcla del a-
bromoamida (0.99 mmol,1 eq), imidazol, (1.08 mmol, 1.1 eq), Na2COz3 (1.98 mmol,
2 eq) en CH2CIl2 (5 mL), se mantuvo a agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente. 3* Transcurrido ese tiempo se diluyo con CH2Cl2> (10 mL), y se hizo un
tratamiento con agua y 3 extracciones con CH2Cl2 (3x15 mL), las fases orgéanicas
se reunieron y se purificaron mediante cromatografia en columna en un sistema
AcOEt/metanol (8:2).

Experimento 12: En un matraz provisto de agitacién se adicioné la mezcla del a-
bromoamida (0.99 mmol,1 eq), imidazol, (1.08 mmol, 1.1 eq), Na2COz3 (1.98 mmol,
2 eq) en acetonitrilo (7 mL), se mantuvo en agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo se diluyé con CH2Cl2 (10 mL), se traté con agua
y se le realizaron 3 extracciones con CH2Cl2 (3x15 mL), las fases organicas se
reunieron y se purificaron mediante cromatografia en columna en un sistema
AcOEt/metanol (8:2).

(S)- 2-(2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamido)-3-metilbutanoato de metilo (22)
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Experimento 13: En un matraz provisto de agitacion se adiciono la mezcla del o-
bromoamida (0.99 mmol,1 eq), triazol, (1.08 mmol, 1.1 eq), Na2CO3 (1.98 mmol, 2
eq) en acetonitrilo (7 mL), se mantuvo a agitacién durante 24 h a temperatura
ambiente. Finalmente, se diluyo con CH2Clz2 (10 mL), se hizo un tratamiento con
agua y 3 extracciones con CH2Cl2 (3x15 mL), las fases organicas se reunieron y se

purificaron mediante cromatografia en columna en un sistema AcOEt/metanol (8:2).

Experimento 14: En un matraz provisto de agitacion se adicion6 la mezcla del o-
bromoamida (0.99 mmol,1 eq), triazol, (1.08 mmol, 1.1 eq), Na2COs3 (1.98 mmol, 2
eq) en acetonitrilo (7 mL), se mantuvo a agitacion durante 6 h a 60 °C. Transcurrido
ese tiempo se diluyo con CH2Cl2 (10 mL), y se traté con agua (20 mL) y 3
extracciones con CHxCl2 (3x15 mL), las fases organicas se reunieron y se

purificaron mediante cromatografia en columna.

Experimento 15: En un matraz provisto de agitacién se adicioné la mezcla del a-
bromoamida (0.99 mmol,1 eq), triazol, (1.08 mmol, 1.1 eq), Na2CO3 (1.98 mmol, 2
eqg) en DMSO (7 mL), se mantuvo a agitacion durante 6 h a 60 °C. Finalmente, se
diluyé con CH2Cl2 (10 mL), y se tratdé con agua (20 mL) y 3 extracciones con
hexano/AcOEt (1:9) (3x15 mL), las fases orgénicas se reunieron y se purificaron

mediante cromatografia en columna.

Sintesis de 1,2,4 triazoles 1,3,5 sustituidos (26)

O N/\<

HN
+ DIPEA, EDAC,HOBt | N
2. " AcOH R4

Experimento 16: En un matraz provisto de agitacion se agregd una mezcla de 4cido
benzoico (8.25 mmol,1 eq), acetamidina (12.38 mmol, 1.5 eq), EDAC (9.07 mmol,
1.1 eq), HOBt (9.07 mmol, 1.1 eq), DIPEA (24.95 mmol, 3 eq) en 30 mL de DMF y

se mantuvo en agitacion durante 6 h a temperatura ambiente, posteriormente se
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adicion6 acido acético (82.56 mmol, 10 eq) y la hidrazina correspondiente (12.38
mmol, 1.5 eq), la reaccion se calentd hasta 80 °C y se mantuvo a temperatura
constante durante 5 h, posteriomente se diluyé con hexano/AcOEt (1:9)) 50 mL, la
reaccion se tratd con una solucion saturada de NaHCOs3 (50 mL). Se extrajo la fase
organica y la fase acuosa se tratd con hexano/AcOEt (1:9) (3x50 mL). Las fases
organicas se reunieron y concentraron en un rotavapor. Finalmente, se el producto
se purificd por cromatografia en columna en un sistema hexano/AcOEt (5:5) y se

analiz6 mediante RMN.

(S)-2-(1,4-dimetil-1H-imidazol-2-carboxamida)-3-metilbutanoato de metilo (16a)

Y v
3 O [
N\W)LN O
2
W 0o

5 1\

El compuesto 16a se sintetizd6 mediante la metodologia del experimento 4, se
purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema hexano/acetona (1:1) y

se obtuvo un aceite amarillo con un rendimiento del 67 %.

RMN *H (400 MHz, CDCla) &: 7.58 (1H, s, H-4), 6.34 (1H, d, Jnk+,=8.6 Hz, NH), 4.72
(1H, dd, JHe-nH=8.6 Hz, Jnerp=4.6 Hz, Ha), 3.83 (3H, s, 4-Me), 3.79 (3H, s, OMe),
2.53 (3H, s,1-Me), 2.29 (1H, dh, Jup-+a=4.7 Hz, Jup-1,=6.8 Hz, HB), 1.02 (3H, d, Ju;-
1p=6.8 Hz, Hy), 0.98 (3H, d, Jn,-#p=6.8 Hz, Hy).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 172.6 (CO2Me), 160.8 (CON), 139.6 (C-2, C-4), 122.7
(C-5), 57.2 (Co), 52.5 (OMe), 34.6 (1-Me), 31.4 (Cp), 19.2 (C,), 18.0 (Cy), 14.7 (4-
Me).

IR (cm!) = 1734 (CO2Me), 1646 (CONH), 1556, 1508

ESI-MS: 252.1638 [M+H]*, 194.1319 [M+H-CO2Me]*
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(S)-2-amino-3-metilbutanoato de metilo (14)

o
O
HZN\J;( ~
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El compuesto 14 se sintetizé mediante la general para el éster de valina, se utilizé
sin posterior purificacion con un rendimiento del 90%. Se obtuvo como un polvo

semiblanco.

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 3.90 (1H, d, JHa-Hp=4.4 Hz, H.), 3.76 (3H, s, OMe),
2.41 (1H, dh, Jnp-Ho=7.0 Hz, Jnp-n,=4.4 Hz, Hg), 1.09 (3H, d, Iny-vp=7.1 Hz, H,), 1.07
(3H, d, Juy-Hp=6.8 Hz, Hy).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 168.9 (CO2Me), 58.7 (C.), 53.0 (OMe), 30.0 (Cy), 18.5
(C,), 18.4 (C,).

(S)-2-(2-bromoacetamida)-3-metilbutanoato de metilo (18)

Y Y
0 B
Br\)k N O
o H O

El compuesto 18 se obtuvo mediante la metodologia del experimento 9, y se purifico
en un sistema de disolventes hexano/AcOEt (7:3). Se obtuvo como un sélido blanco,

con un rendimiento del 66 %.

RMN H (400 MHz, CDCl3) &: 7.10 (1H, d, Ine-He=8.5 Hz, NH),4.77 (3H, s, Hy), 4.54
(1H. dd, JHe-NH=8.8 Hz, JHa-Hp=4.9 Hz, H.), 3.77 (3H, s, OMe), 2.22 (1H, dh, Jws-
1,=6.8 Hz, Jnp-1a=4.9 Hz, Hp), 0.97 (3H, d, Ju,-1p=6.9 Hz, H,), 0.94 (3H, d, Jn,13=6.9
Hz, Hy).
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RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 171.9 (CO2Me), 165.8 (CON), 57.7 (C), 52.4 (OMe),
31.3 (Cu), 28.9 (Cp), 18.9 (C,), 17.7 (Cy).

(S)-2-(2-(1H-imidazol-1-il)acetamida)-3-metilbutanoato de metilo (20a)

3 Y Y
N—_2 B
t\ o]
e
H o
El compuesto 20a se sintetiz6 mediante la metodologia del experimento 12, se

purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema AcOEt/metanol (8:2), y

se obtuvo como un aceite amarillo con un rendimiento del 77 %.

RMN *H (400 MHz, CDCl3) &: 7.64 (1H, m), 7.42 (1H, d, Jxn-He=8.6 Hz), 7.14 — 7.05
(2H, m), 4.74 (2H, s, Hy), 4.50 (1H, dd, JHent=8.6 Hz, Jna-+p=5.1 Hz, Ha), 3.72 (3H,
s, OMe), 2.22 — 2.11 (1H, m, Hg), 0.91 (3H, d, Ju+p=7.1 Hz, H,), 0.85 (3H, d, Juy-
Hp=6.9 Hz, H,).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 172.1 (COzMe), 167.0 (CON), 138.1 (C-2), 129.4 (C-
4), 120.2 (C-5), 57.6 (C.), 52.4 (OMe), 49.9 (Cy?), 30.9 (Cp), 19.1 (C,), 17.9 (C,).

IR (cm™) = 1737 (CO:2Me), 1670 (CONH), 1538 (NO2), 1503.

ESI-MS: 240.1353 [M+H]*, 180.1176 [M+H-CO2Me]*.

(S)-2-(2-(2-metil-4-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida)-3-metilbutanoato de metilo

(20b)
3 ¥ ¥
N— 0 B
OzNTQ\;N(\)k N\/E(O\
5 a H
(0]
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El compuesto 20b se sintetizé mediante la metodologia del experimento 12, se
purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema hexano/AcOEt: (3:7), y

se obtuvo como un polvo blanco con un rendimiento del 44 %.

RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 7.83 (1H, s, H-5), 7.10 (1H, d, Inn-He= 8.4 Hz, NH),
4.77 (2H, s, Hy), 4.55 (1H, dd, JHe-nk=8.4 Hz, Jna-+p=5.1 Hz, Ha), 3.75 (3H, s, OMe),
2.43 (3H, s, 2-Me) 2.27 — 2.16 (1H, m, Hg), 0.95 (3H, d, Ju,-1p=6.8 Hz, H,), 0.90 (3H,
d, Jny-1p=6.8 Hz, Hy).

RMN13C (101 MHz, CDCls) 3: 172.1 (CO2Me), 165.3 (CON), 146.3 (C-4), 146.2 (C-
2), 121.6 (C-5), 58.0 (C.), 52.5 (OMe) 49.4 (C), 31.1 (Cp), 19.1 (C,), 17.9 (Cy), 13.0
(2-Me).

IR (cm™) = 1750 (COzMe), 1667 (CONH), 1540.

ESI-MS: 299.1355 [M+H]*, 239.1139 [M+H-CO:Me]".

(S)-2-(2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamido)-3- metilbutanoato de metilo (22a)

3 K v
NRNz (0]
MR 0n
H (6]

El compuesto 22a se sintetiz6 mediante la metodologia del experimento 14, se
purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema AcOEt/metanol (95:5) y

se obtuvo como un aceite amarillo con un rendimiento del 85%.

RMN !H (400 MHz, CDCls) &: 8.28 (1H, s, H-3), 8.07 (1H, s, H-5), 7.14 (1H, d, Jnw-
Ha=8.6 Hz, NH), 4.96 (2H, s, Hy), 4.53 (1H, dd, Jre-nk=8.6 Hz, Jue-+p=4.9 Hz, Hy),
3.73 (3H, s, OMe), 2.17 (1H, dh, Jup-+=6.9 Hz, Jrp-na=4.9 Hz, Hg), 0.90 (3H, d, Jn,-
Hp=6.9 Hz, H,), 0.86 (3H, d, Jny-+p=6.9 Hz, Hy).
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RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 172.0 (CO2Me), 165.6 (CON), 152.9 (C-3), 144.9 (C-
5), 57.5 (C,), 52.5 (OMe), 52.2 (Cy), 31.1 (Cp), 19.0 (C,), 17.7 (Cy).

IR (cm) = 1735 (CO2Me), 1671 (CONH), 1548, 1509, 1440.

ESI-MS: 241.1372 [M+H]*, 181.1146 [M+H-CO2Me]".

(S)-2-(2-(3-metil-5-fenil-1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida) 3-metilbutanoato de metilo
(22b)

El compuesto 22b se sintetizé mediante la metodologia del experimento 14, se
purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema hexano/AcOEt (7:3), y

se obtuvo como un aceite amarillo rendimiento del 17%.

RMNH (400 MHz, CDCls) &: 8.07 (1H, dd, J=7.1 Hz, 1.6 Hz), 7.86 — 7.79 (1H, m),
7.43-7.38 (3H, m,), 6.37 (1H, d, InH-H.=8.6 Hz), 4.86 (2H, s, Hy), 4.53 (1H, dd, Je-
NH=8.6 Hz, Jno-+p=4.9 Hz, Hy), 3.71 (3H, s, OMe), 2.53 (3H, s, 3-Me), 2.18 (1H, dh,
Jnp-#=6.9 Hz, Jnp-+a=4.8 Hz, Hp), 0.91 (3H, d, Jn+5=6.9 Hz, H,), 0.84 (3H, d, Jny-
Hp=6.9 Hz, H,).

RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 171.9 (CO2Me),165.9 (CON) 161.8 (C-5), 154.6 (C-
3), 132.1 (C-1"), 129.6 (C-2'), 128.7 (C-4’), 127.5 (C-5’ C-6'), 126.3 (C-3), 57.5 (C.),
52.4 (OMe), 51.3 (Cy), 31.1 (Cy), 19.1 (C,), 17.7 (Cy), 12.0 (3-Me).

IR (cm') = 1737 (CO2Me), 1666 (CONH), 1521.
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(S)-2-(2-(3-metoxicarbonil-1H-1,2,4-triazol-1-il)acetamida)-3-metilbutanoato de
metilo(22c)

(0]
Meo\g\
3 ! 7
=N2 O
4N\l\\l ¢ 0
SN >

El compuesto 22c¢ se sintetiz6 mediante la metodologia del experimento 14, se
purific6 mediante cromatografia en columna en un sistema hexano: AcOEt/MeOH

(6:3.5:0.5), y se obtuvo como un solido blanco con un rendimiento del 57 %.

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 8.42 (1H, s, H-5), 7.39 (1H, d, JnH+=8.4 Hz, NH),
5.17-5.06 (2H, m, Hy), 4.46 (1H, dd, JHenv=8.5 Hz, Jno-Hpd=5.1 Hz, Hy), 3.92 (3H,
s, OMe), 3.66 (3H, s, 3-OMe), 2.15 — 2.03 (1H, m, Hg), 0.85 (3H, d, Jn,-1p=6.8 Hz,
H,), 0.81 (3H, d, Ju,-1p=6.8 Hz, Hy).

RMN 13C (101 MHz, CDCl3) & 172.1 (COzMe), 165.1 (3-CO2Me), 160.3 (CON), 154.7
(C-5), 146.6 (C-3), 57.8 (C4), 52.9 (OMe), 52.5 (3-OMe), 52.4 (Cy), 31.0 (Cp), 19.0
(C,), 17.8 (Cy).

IR (cm™) = 1730 (COzMe), 1665 (CONH), 1551, 1462, 1212.

ESI-MS: 299.1352 [M+H]*, 239.1140 [M+H-CO2Me]".
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Espectro de IR del compuesto 16
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Espectro de IR del compuesto 20a
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Espectro de IR del compuesto 20b
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Espectro de IR del compuesto 22a
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Espectro de IR del compuesto 22b
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