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Resumen: La Enfermedad de Chagas es una enfermedad no resuelta, causada por el

pardsito Trypanosoma cruzi. Existe desde hace miles de afios y afecta a millones de personas,
mayoritariamente en América Latina. Hasta el momento no existe un fdrmaco adecuado para

tratar esta enfermedad.

Con el objetivo de buscar terapias apropiadas para esta problematica, en este trabajo se
disefiaron, sintetizaron y caracterizaron ochenta y cinco nuevos compuestos. Se determinaron
sus capacidades tripanosomicidas in vitro obteniéndose mas de veinte derivados con
destacada actividad anti-Trypanosoma cruzi. Se estudid la toxicidad de los mismos frente a
células de mamifero determinandose la selectividad de los derivados biolégicamente activos.
Se realizaron estudios de mutagenicidad in vitro. Se realizaron estudios in vivo con tres de los

derivados mas relevantes.

Se identificd un derivado con potencialidad a farmaco que posee varias ventajas. Desde el
punto de vista quimico: sencillez sintética, producto escalable y de producciéon econdmica.
Desde el punto de vista biolégico: activo en diferentes estadios y cepas del parasito, baja
toxicidad inespecifica, ausencia de mutagenicidad, actividad in vivo similar a la del farmaco de
referencia y ausencia de genotoxicidad in vivo. Ademas, posee un mecanismo de accion
multiple, interfiriendo en la biosintesis de esteroles de membrana, e inhibiendo levemente las

enzimas cruzipaina y tripanotion sintetasa.



Abreviaturas.

2-FA 2-aminofluoreno 1Cso Concentracién que inhibe el 50% del crecimiento.
ADP difosfato de adenosina IPTG isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
AnfoB Anfotericina B. 1S indice de selectividad, relacion entre el ICs, en células de
mamifero y el ICso en los pardsitos (forma amastigote).
ATP trifosfato de 5'-adenosina Lan lanosterol
BHI del ingllés Brain heart infusion m/z Relacién masa carga
Bnz Benznidazol MeOH metanol
CDI carboxidimidazol MES acido 2-(N-morfolino)etansulfénico
Col colesterol MO microscopia dptica
DCM diclorometano MS Espectrometria de Masa
DEMEM medio Dulbecco modificado de Mut Mutagénico en el Test de Ames.
Eagle
Desc. descomposicion NADH Nicotinamide adenine dinucleotide
DMSO dimetilsulféxido NaOAc Acetato de sodio
DMSO-dg Dimetilsulféxido deuterado Nd no determinado
DOsgo absorbancia a 590nm Nfx Nifurtimox
DTT ditiotritol NOE acronimo del inglés Nuclear Overhaussen Effect
EDTA 4cido etilendiaminotetraacético NoMut No mutagénico en el Test de Ames.
El Impacto electrénico NoMut 5 No mutagénico en las 5 cepas del Test de Ames.
Erg ergosterol NPD 4-nitro-o-fenilendiamina
Esc escualeno ORTEP Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot
EtOH Etanol p/mL parasitos por mililitro
FPLC acronimo del inglés Fast protein  PBS buffer fosfatos
liquid chromatography
GRH gldébulos rojos humanos PEP Phosphoenolpyruvic acid
HMBC acronimo del inglés Heteronuclear  PF punto de fusién
Multiple Bond Correlation
HPLC acronimo  del  inglés  High- Ph Fenil
performance liquid
chromatography
HSQC acronimo del inglés Heteronuclear  PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride
Single Quantum Correlation
ia inmersion de aceite PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride




RF

RMN

RPMI

S9

SF

SFB

T. cruzi

TA

rendimiento de la reaccién
coeficiente de reparto
Resonancia Magnética Nuclear

medio Roswell Park Memorial
Institute

Fraccién microsomal de higado de
rata o ratén.

suero fisioldgico
suero fetal bovino
Trypanosoma cruzi

temperatura ambiente

TFA

Tbf

TBS

TLC

Tm

tr

uv

VERO

Acido trifloro acético
Terbinafine
buffer Tris-HCI

acronimo del inglés thin layer chromatography

Tiempo de mezclado

Tiempo de retencién en la columna de HPLC en fase reversa.
Ultravioleta

Células epiteliales de rifién de Mono Verde Africano.
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Introduccion

Enfermedad de Chagas. Mas de mil millones de personas en todo el mundo sufren de
enfermedades olvidadas. Esto equivale a aproximadamente un sexto de la poblacién mundial.
Estas infecciones suelen ser endémicas de regiones tropicales, en zonas remotas de
poblaciones empobrecidas donde los vectores pueden prosperar y las personas infectadas no
pueden ser tratadas eficazmente debido a la falta de hospitales, equipos médicos,

medicamentos y personal capacitado.

Los pocos medicamentos que han sido aprobados para los tratamientos de estas
enfermedades no son ampliamente utilizados, ya que estdn plagados de consecuencias
inadecuadas, son costosos, inseguros, de poca disponibilidad, administrados por vias invasivas
y con generacion de resistencia. Por lo tanto, existe una necesidad inminente para el disefio y

el desarrollo de nuevas terapias mejoradas.

Los tripanosomatideos son organismos eucariotas unicelulares, parasitos, pertenecientes al
orden Kinetoplastida, género Trypanosoma que infectan invertebrados, mamiferos y plantas.
El ser humano es afectado por dos tipos de tripanosomiasis: la enfermedad de Chagas en el
continente Americano, causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y la enfermedad del suefio en
Africa, causada por Trypanosoma brucei (T. brucei). El orden Kinetoplastida también incluye
especies del género Leishmania que causan diversas formas de leishmaniosis en paises

tropicales y subtropicales, también en el continente Americano.>

Esta historia comenzd hace mas de 9000 afios atras con la aparicién del parasito T. cruzi, segin
las evidencias fdsiles. Mdas de 100 afios pasaron desde que el Dr. Carlos Chagas describe por
completo la enfermedad que por eso lleva su nombre, enfermedad de Chagas. Es aln la
enfermedad parasitaria con los mas altos niveles de incidencia en América Latina (figura 1). A
pesar de los avances recientes en el control de la transmisién del vector (por ejemplo Triatoma
infestans, figura 2) y transfusional de su agente etioldgico, se estima que unas 20 millones de
personas se encuentran infectadas. Ademads recientemente se ha esparcido hacia paises no
endémicos en América del Norte, Europa, Asia y Australia.>*>*®

La enfermedad comienza usualmente como una infeccion aguda seguida de un proceso
inflamatorio créonico que causa, en aproximadamente la cuarta parte de los pacientes, dafios
en el sistema nervioso auténomo del corazén y del intestino. La enfermedad no tiene altos
indices de letalidad pero el dafio que causa en los érganos disminuye ampliamente la calidad

de vida del paciente.
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Figura 1. Poblacion mundial estimada infectada por Trypanosoma cruzi hasta el afio 2009. Se muestra
la expansidon de la enfermedad hacia paises no endémicos. Se puede observar que los paises mas

afectados son Brasil, Argentina, Colombiay México.>

Figura 2. Sucesion de los diferentes estadios del insecto vector (Vinchuca). Se
observan, de izquierda a derecha, desde el estado adulto hasta el estado larvario

y los huevos a la derecha. Compdrese el tamafio del dedo pulgar con el insecto

adulto.
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El ciclo de vida de T. cruzi incluye fundamentalmente tres tipos morfoldgicos caracterizados
por la posicidn relativa del flagelo, kinetoplasto y ntcleo (figura 3)’; (1) epimastigotes: células
fusiformes con kinetoplasto anterior al nucleo, representan la forma replicativa del parasito en
el intestino del triatomineo y es la forma predominante en cultivo (2) tripomastigotes: células
fusiformes, kinetoplasto subterminal, constituye la forma infectiva y se encuentra en el
torrente sanguineo del mamifero y en la ampolla rectal del vector, y (3) amastigotes: células
redondeadas sin un flagelo emergente, se multiplican principalmente por fisién binaria dentro
de la célula del mamifero produciendo su ruptura y liberando tripomastigotes hacia el torrente

sanguineo que pueden nuevamente invadir cualquier célula nucleada.®’

Los farmacos disponibles actualmente para el tratamiento de esta enfermedad incluyen un
nitrofurano, Nifurtimox (Nfx), y un nitroimidazol, Benznidazol (Bnz). Nfx ejerce su efecto
citotéxico en el parasito mediante la reduccién del grupo nitro al radical nitroanién, el cual
puede reaccionar a su vez produciendo especies reducidas del Nfx e inhibiendo las enzimas

10,11

relacionadas con este proceso. Bnz aparentemente ejerceria su efecto por un mecanismo

diferente (estrés reductivo), que involucra la modificacién covalente de macromoléculas por
. . , . .o 12,13,14

intermedios generados via nitrorreduccion.

Ambos farmacos resultan efectivos fundamentalmente en el tratamiento de pacientes agudos
(infeccién reciente) y presentan efectos secundarios debidos a su toxicidad inespecifica
(anorexia, nauseas, polineuropatia, genotoxicidad y mutagenicidad, etc.)”®, asi como la
generacion de resistencia. Cabe destacar, por otra parte, que hasta el momento no se dispone

de un tratamiento efectivo para la cura de los pacientes crénicos.

Recientemente se han descrito varias moléculas como potenciales farmacos para la
enfermedad de Chagas, pero la mayoria tienen en comun ser de produccién compleja y
costosa, aspecto de importancia cuando la poblacion afectada es de recursos limitados. El
medicamento ideal para la enfermedad de Chagas debe de ser eficaz en las etapas aguda y
cronica, debe tener actividad tripanosomicida en todas las cepas y estadios del parasito, debe
tener la mas baja toxicidad inespecifica, no ser mutagénico, genotoéxico, ni teratogénico, debe
ser eficaz en tratamientos cortos (menores a 30 dias), por via oral, una vez al dia. Debe ser

. . . . 16,17,18,19,2
producido a bajo costo y ser estable en ambientes tropicales.'®"*#1%2°
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Los tripomastigotes se transforman en
epimastigotes y los epimastigotes se
reproducen por fision binaria (intestino).

Los epimastigotes (1) migran al intestino

Wasmhpase : grueso y el recto, se diferencian a
/ : tripomastigotes  metaciclicos que son
i H liberadas por la defecacién al aire

Los tripomastigotes metaciclicos (2) infecciosos son liberados

S en la piel del mamifero hospedero por las heces
—— Los tripomastigotes metaciclicos entrar en el huésped a través de
ow . frotarse o rascarse la herida por la picadura, o por medio de las
Tiatomadimidiaa  Bloodmeal Vinchuca \ superficies mucosas permisivas o la conjuntiva.

= ' = \
Signos de infeccion
Entrada a la

. , o : célula
Tripomastigotes en ' \ *
reclutamiento  y
sangre Infeccién de una FidiGi de
nueva célula. \ lisosomas
) “ 0 Tripomastigotes en
Oy < vacuola derivada de
YA S

lisosomas.

Escape de la vacuola. Signo de Romafia

Diferenciacién  en

Transformacién de los amastigotes en  Replicacién de los
amastigotes (3).

tripomastigotes amastigotes por

Después de décadas. fisién binaria.

Figura 3. Ciclo de infeccidn de T. cruzi en la enfermedad de Chagas. El ciclo inicia cuando un insecto que
porta el parasito pica y deposita sobre la herida los parasitos. Los parasitos ingresan al torrente
sanguineo, buscan las células diana las infectan y se reproducen dentro de ellas hasta la lisis. El

ciclo termina con la salida de los tripomastigotes de la célula lisada y la infeccién de una nueva

célula.’
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Investigacion y Desarrollo (1+D) de nuevos farmacos antichagdsicos. La 1+D de nuevos
medicamentos es un proceso largo que lleva a la industria farmacéutica, en promedio, unos 15
afios. En este proceso se distinguen distintos niveles de estados del desarrollo de
medicamentos: prototipos, lideres, farmacos y, finalmente, medicamentos (Figura 4). Se ha
planteado que aquellos compuestos que producen estrés oxidativo o reductivo pueden
constituir potenciales fdrmacos antichagdsicos, dado que serdn selectivamente reducidos por
oxidorreductasas Unicas del parasito. Siguiendo este razonamiento, en nuestro laboratorio se
ha trabajado en la busqueda de compuestos menos téxicos y mas selectivos, utilizando como
grupo biorreducible a los grupos funcionales 5-nitrofurano, 5-nitrotiofeno, 5-nitroindazol y N-
oxido. Es asi que se han sintetizado y evaluado, frente a la forma epimastigote de T. cruzi in
vitro, un gran nimero de estos compuestos (aproximadamente mil) pertenecientes a distintas
familias estructurales, trabajo que se inici6 hace ya mas de 15 afios. Dentro de estos
compuestos se han encontrado un amplio rango de actividades tripanosomicida y se han
identificado interesantes prototipos moleculares. Asimismo, también se han realizado ensayos
in vivo de algunos compuestos, en un modelo murino agudo de la enfermedad de Chagas,
obteniéndose resultados equivalentes a los obtenidos con los fdrmacos de

. 21,22,23,24,25,26,27,28,2
referencia,2/?%2324252627,28.29
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Figura 4. Evolucidén de un prototipo a un medicamento. La Fase Clinica | implica estudios
toxicoldgicos, farmacodindmicos y farmacocinéticos con 20 a 100 voluntarios sanos, la
Fase Clinica Il implica la confirmacion terapéutica con 100 a 500 pacientes, y la Fase

Clinica lll implica la ampliacidn de la fase anterior a 1000-3000 pacientes.

Antecedentes. Una estrategia reciente de nuestro grupo en el disefio de nuevos agentes anti-
T. cruzi ha sido utilizar el concepto de agentes dirigidos a multiples dianas (compuestos

303132 En esta aproximaciéon se combinan, en una misma estructura

hibridos o quiméricos).
guimica, farmacéforos orientados a actuar en distintas rutas bioquimicas esenciales del
pardsito. Las ventajas de este tipo de compuestos son aumentar la potencia, utilizar menores
dosis (por ende disminuir los efectos toéxicos inespecificos), y evitar la generacion de
resistencia.”®> Entre los diferentes compuestos desarrollados con este fin pueden ser
destacados los lideres I al IV (tabla 1) que han mostrado, ademas de excelentes porcentajes de
inhibicidn de crecimiento de T. cruzi in vitro, ser capaces de afectar diferentes rutas

bioquimicas del parasito.>****°
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Tabla 1. Ejemplos de compuestos mads caracteristicos desarrollados por nuestro grupo durante
estos ultimos 15 afos. Se muestra la actividad tripanosomicida frente a la forma epimastigote

de T.cruziy la toxicidad inespecifica (indice de selectividad, mutagenicidad, genotoxicidad).

IC
( Ii:) Ruta
N° LIDER uT bioquimica IS Muta® Geno*
0 g afectada
cruzi
s Estrés Roturasy
»\ /\/ oxidativo y dafio
I N o /N\ N 8.2 acumulacién 24 +) oxidativo
H
| Y, de escualeno de ADN a
(16 pg/mL)° 20 UM
s Estrés
)\ /\/ oxidativo y _
] o s /N\H N 4.2 acumulacién <24 (-Y nd®
| Y de escualeno
(7.4 ug/mlL)
|
s Inhibicién de mdpaoﬁr;a;te
{ [ i
i y ‘N;Ov/m 16 Cfuez'l’;;';z 20" (#)°  ADNa
S partir de
g (150> 50 uM) 25uM
s Inhibicién de
Iv /Nﬁ\/° — )L 15 laenzima oy nd
O\/\N/ V' cruzipaina
° (ICso= 43 uM)

(12 pg/mL)°

‘ K/\/ ‘ Acumulacion
Tbf ~ A~ O 17  deescualeno 20 nd nd

o N—N S Estrés

Nfx |/ / > /N, 7.7 oxidativo 40 (+) (+)

NO,

o 7
Bnz = J\\ 7.0 Estres 100 (+) (+)
N N reductivo

® Concentracién que inhibe el 50% del crecimiento del parasito en la forma epimastigote (Cepa Tulahuen 2), ® Indice
de Selectividad (ICsq macrofago 1774/1Cs0,7 cruzi)s ¢ Mutagenicidad por el Test de Ames, ¢ Genotoxicidad por ensayo del
cometa, ° Blanco: escualeno = 0.62 — 2.08 ug/mL, f mutagénico en la estirpe TA 98, ®nd no estudiado, P Frente a pre-
monocitos THP-1, ' Terbinafine antifungico comercial para uso humano y de actividad anti-T. cruzi in vitro, " ho

mutagénico en la estirpe TA 98.
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En este sentido, con la secuenciacién completa del genoma de T. Cruzi, se ha identificado un
gran numero de potenciales y validadas dianas terapéuticas para ser utilizadas en el desarrollo
de agentes multifuncionales para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Se pueden
mencionar, entre otras, escualenoepoxidasa, Cl4-demetilasa, farnesiltransferasas, trans-
sialidasa, cAMP-fosfodiesterasas, ribosafosfato isomerasa, triosafosfato isomerasa, tripanotién
sintetasa y proteasas como potenciales blancos para el desarrollo de nuevas entidades bio-
activas contra este paré15ito.37’38

Biosintesis de esteroles de membrana. Al igual que los hongos el parasito T. cruzi posee claras
diferencias, respecto al huésped mamifero, en la biosintesis de esteroles de membrana. Las
principales diferencias radican en que los mamiferos producen colesterol utilizando complejos
multicataliticos, mientras que este protozoario produce ergosterol utilizando proteinas
monofuncionales. A partir de estas diferencias y del conocimiento de la ruta biosintética de
esteroles de membrana (figura 5), se han investigado como dianas terapéuticas varias etapas
en la biosintesis de ergosterol a partir de acido mevalénico.***

Una de las dianas bioquimicas mas estudiada es la enzima C-14 esterol demetilasa. Analizando
la actividad antichagdsica de inhibidores de dicha enzima comercialmente disponibles, como
Ketoconazol e Itraconazol, se encontré que resultaron ser activos in vitro, pero no
suficientemente poderosos para eliminar T. cruzi de animales o humanos infectados
cronicamente. Otros potentes inhibidores selectivos de la C-14 esterol demetilasa como el
Posaconazol y el Ravuconazol, también han resultado ser muy activos contra T. cruzi in vitro e
in vivo. La mayoria de los compuestos mencionados han completado buena parte del
desarrollo preclinico y clinico humano como antimicéticos, siendo el mds avanzado el
Posaconazol, que ha sido recientemente registrado como agente antimicético sistémico en
Estados Unidos, Uniéon Europea y Australia. Sin embargo, aun no se ha completado la
evaluacién de dichos compuestos en humanos como agentes anti-T. cruzi. Se debe tener en
cuenta que estos compuestos presentan importantes efectos cardiotdxicos. Este potencial
efecto tendrd que tenerse en cuenta para el disefio de estudios clinicos en humanos,
particularmente en lo que se refiere a seguridad en pacientes con alteraciones cardiacas de
origen chagasico. También existen otros problemas de aspecto sintético y econdmico que

dificultan su completo desarrollo.!7#4%434
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Figura 5. Ruta metabdlica de la biosintesis de ergosterol a partir de AcetilCoA. La ruta
presentada es en hongos, pero para el parasito esta ruta es muy similar. Se muestran sélo los
pasos de biosintesis que poseen inhibidores estudiados en T. cruzi. El parasito no puede utilizar

colesterol, ni ergosterol exdgenos.
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Otra caracteristica importante del metabolismo de T. cruzi es que la forma amastigote utiliza
glucosa como la principal fuente de ATP. Es por esto que las enzimas involucradas en la
glicdlisis son consideradas un blanco interesante para el desarrollo de inhibidores selectivos
que afecten su funcién metabdlica. Entre estas enzimas, la triosafosfato isomerasa (TIM) ha
resultado un blanco terapéutico atractivo para el desarrollo de farmacos, ya que se ha visto

que ademas de ser una enzima clave para la supervivencia del parasito, presenta diferencias

estructurales importantes con la correspondiente enzima humana.*>*®*’

Glucosa
ATF he:nquln:sa

ADP gluecoquinasa

Glucosa-6-fosfata

tosfohexosa
isomerasa

Fructosa-6-fosfato

ATP
D fosfofructo.
o Guinasa-1

Fructosa-1,8-disfosfato

aldolasa

Gliceraldehido-3-fasfato - «Dihidroxiacetona
I TIM fosfato

Piruvato

Figura 6. Ruta glicolitica en la cual participa la TIM. La glucdlisis es la via metabdlica
encargada de oxidar la glucosa para obtener energia para la célula. Consiste en diez
reacciones enzimaticas consecutivas que convierten a la glucosa en dos moléculas de
piruvato La falta de produccion de piruvato detiene el ciclo de Krebs y la producciéon

de ATP necesario para la vida celular.

10
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La TIM cataliza la isomerizaciéon de gliceraldehido-3-fosfato a dihidroxiacetonafosfato en el
quinto paso de la via glicolitica (figura 6).** Estructuralmente, todas las TIMs conocidas son
homodimeros siendo activas solamente en su forma dimérica. Esta caracteristica fue la que
inspird la busqueda de compuestos dirigidos a la interfase entre los mondmeros con el
objetivo de inducir modificaciones estructurales que alteraran la integridad del dimero,
provocando asf la inactivacion de la enzima.*¥?%>°%%3>4

Cruzipaina (CP), la principal cistein proteasa presente en todos los estadios del ciclo de vida de
T. Cruzi, es una endopeptidasa que, al igual que otras enzimas de esta clase, une el sustrato en
una conformacion extendida ubicandose las cadenas laterales del mismo en subsitios de union

localizados en el sitio activo de la proteina.

CP es codificada por diversos genes polimorficos organizados en tandem (hasta 130 en la cepa
Tulahuen 2).>® Esta variabilidad génica resulta en la expresién de diversas isoformas, algunas
de las cuales presentan variaciones no conservativas en la secuencia de aminoacidos que
influyen en la especificidad de la enzima. Se ha visto que la composicion de isoformas varia
entre cepas y en diferentes estadios del ciclo de vida del parasito lo que podria determinar las

65738 yna forma

variaciones observadas en la susceptibilidad a distintos inhibidores.
recombinante de CP que carece del extremo C-terminal (denominada cruzaina) ha sido
expresada en Escherichia coli y posteriormente cristalizada en presencia de distintos
inhibidores peptidicos. Para la forma recombinante es que se han descripto la mayor parte de

los inhibidores de cruzipaina.®

En relacién a la importancia funcional de CP, ademas del rol fundamental que juega en la
nutricion del parasito, existen evidencias de su participacion en la penetracion del tripanosoma
dentro de las células en distintos mecanismos de evasion del sistema inmune del mamifero, asi
como en la supervivencia y diseminacién del parasito dentro del hospedero.®"¢*

Cabe destacar que muchos de los compuestos desarrollados hasta el momento que presentan
actividad frente a CP son peptidomiméticos que inhiben irreversiblemente a la enzima. A pesar
de que existe una gran controversia al respecto, los inhibidores irreversibles han sido en
general ignorados debido a la idea de que un péptido o pseudopéptido unido covalentemente
al sitio activo de una proteasa es un epitope potencial que puede provocar respuestas

autoinmunes en los individuos tratados. Los inhibidores con estructuras peptidicas tienen el
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problema adicional de ser inestables en plasma, aunque se ha mejorado mucho en relacién a
esto mediante la utilizacién de aminoacidos no naturales como reactivos de construccién de
los inhibidores.Por otra parte, los pocos inhibidores reversibles que han sido sintetizados, si
bien muestran una muy buena actividad contra CP in vitro, son inactivos cuando se evaltan in
vivo debido a problemas de biodisponibilidad.®¢*¢>%¢

Las enzimas involucradas en la sintesis y metabolismo redox del tripanotidn son potenciales
blancos contra T.cruzi. Esta ruta bioquimica es Unica de protozoarios del orden Kinetoplastida,
en los cuales cumple funciones analogas a las del glutatién y la glutatién reductasa de otras
células en el mantenimiento del estado redox de los grupos tiol. Los genes de todas las
enzimas de esta ruta bioquimica han sido clonados, expresados heterélogamente, y las

estructuras tridimensionales de todas las enzimas determinadas por cristalografia de rayos-X.

Asimismo, varias enzimas de la ruta, incluyendo la tripanotiona reductasa (TR) y la tripanotion
sintetasa (TryS), han sido validadas genéticamente como esenciales para estos parasitos. La
TryS lleva a cabo tanto la sintesis de la glutationil-espermidina como la formaciéon del
tripanotion (Figura 7). Ademads, se demostré que esta enzima tiene una doble funcién de
sintetasa y amidasa capaz de hidrolizar tripanotién, homotripanotién vy glutationil-
espermidina, actividades que no se han observado en ningun tripanosomatido. Debido a lo
antes descrito, esta enzima resulta un blanco interesante para el disefio de nuevos farmacos

especificos contra T. cruzi.”’

La forma en que los tripanosomatideos obtienen espermidina varia. T. brucei spp. y Leishmania
spp. son capaces de sintetizar poliaminas de novo a partir de arginina. En T. cruzi el escenario
metabdlico es bastante diferente y las poliaminas han sido un asunto de controversia durante
casi 20 afios. Los tres estadios del parasito son capaces de secuestrar poliaminas del medio.®®
La teoria de que T. cruzi es auxotrofico para poliaminas y no puede sintetizarlas de novo se
basd en pruebas provenientes principalmente del trabajo en epimastigotes. Por otra parte,
cuando epimastigotes fueron cultivados en un medio deficiente en poliaminas, la proliferacion
fue detenida después de 3 a 4 dias y los niveles de GSH se incrementaron y los de glutationil-
espermidina (SGP) y tripanotién (T(SH),) eran casi indetectables. Cuando el medio se
suplemento con putrescina o espermidina la proliferacion fue restaurada junto con los niveles

de SGP y T(SH),, y este ultimo se convirtié en el tiol predominante. Esta recuperacién no se

observé cuando el cultivo fue suplementado sélo con arginina.
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Figura 7. Via metabdlica donde actua la TryS. La sintesis de tripanotién es el resultado de la unidn
covalente de glutatién (GSH) y espermidina por la accidon de la TryS. Esta enzima es esencial para

mantener el ambiente reductor intracelular del parasito.

La TryS posee actividad amidasa, lo que permite al pardsito recuperar sustratos para la sintesis
de mas tripanotidon. También tiene un amplio rango de especificidad de sustratos, ya que
puede sintetizar tripanotion mediante la conjugacién de glutation con otras poliaminas
fisiolégicas diferentes a la espermidina. Esto resulta favorable para el pardsito ya que, como se
mencioné anteriormente, en T. cruzi no se lleva a cabo sintesis de novo de poliaminas. Esta
caracteristica resulta importante en el disefio de farmacos, ya que se pueden disefiar
inhibidores del metabolismo de tripanotién utilizando el esqueleto de poliaminas.®®’%"*

Algunos ejemplos caracteristicos de las distintas familias de inhibidores de las enzimas
discutidas anteriormente, TIM, CP, y TryS, que se han desarrollado hasta el momento se

presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Inhibidores de Triosafosfato isomerasa, Cruzipaina y Tripanotién sintetasa.

Actividad inhibitoria

Estructura
ICso (LM)
Ph
N—"°
| o
N TIM 4.0
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~. E /”\N cruzaina 4.0 nM
ON & Vi
) .
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\/\ )I\H/NQQ\O /N\ CP 55
</
: \s/\é,\ 51 cruzaina 20
N/ H o
TryS 0.1
TryS 0.3
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Estudios preclinicos. Otro aspecto que nuestro grupo de investigacion estd interesado en
abordar, desde etapas temprana de la 1+D de agentes antiparasitarios, es el estudio de la
toxicidad hacia el huésped. Estos estudios pueden ser abordados en términos de toxicidad
inespecifica hacia sistemas celulares de mamiferos, o en forma mds especifica, estudiando
efectos mutagénicos y genotdxicos. Estos uUltimos estudios son, sin dudas, los mas relevantes
para que el lider pueda continuar hacia la etapa de farmaco e ingrese en forma segura a los
estudios pre-clinicos y clinicos.”””

En este sentido, los resultados de nuestro grupo que se muestran en la Tabla 1 destacan a los
lideres I, lll y IV que, aunque poseen excelentes comportamientos in vitro (y aun in vivo) frente
a T. cruzi y baja toxicidad en sistemas mamiferos, deben ser descartados para estudios
posteriores hacia las etapas que conducen al medicamento ya que resultan mutagénicos o

genotoéxicos, sino ambos.

Se destaca el lider Il (tabla 1), con un muy buen comportamiento in vitro frente a T. cruzi y un
mecanismo de accién novedoso (acumulacién de escualeno, un intermedio de la biosintesis de
esteroles de membrana del parasito, y produccién de estrés oxidativo). Ademas, no fue
mutagénico al ser evaluado en test de Ames empleando Salmonella thyphymurium (estirpe
TA98). Esto es lo que lo convierte en una entidad a ser profundamente estudiada en etapas
preclinicas y por ende, en un programa de quimica médica, susceptible a modificaciones
qguimico-estructurales para identificar nuevos agentes bioactivos con mejorado perfil

terapéutico en términos de mecanismo y toxicidad.”*
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Objetivos generales

Investigar y desarrollar nuevos farmacos anti-T. cruzi dirigidos a multiples dianas y sin efectos

téxicos (mutagénicos y genotodxicos).

Objetivos especificos

1.

Realizar modificaciones quimicas del lider Il: disefio, sintesis, caracterizacién
espectroscopica y fisicoquimica de nuevos derivados.

Caracterizar biolégicamente los nuevos derivados desarrollados in vitro frente a T.
cruzi.

Estudiar mutagenicidad y genotoxicidad de algunos de los nuevos derivados
desarrollados.

Generar compuestos dirigidos a multiples dianas, que sustenten en su estructura
el esqueleto base del lider Il y farmacdforos reconocidos: disefio, sintesis,
caracterizacién espectroscopica y fisicoquimica de los nuevos derivados.
Caracterizar bioldgicamente los derivados desarrollados en el objetivo anterior in
vitro frente a T. cruzi.

Estudiar mutagenicidad y genotoxicidad de los derivados identificados en el
objetivo anterior.

Realizar estudios in vivo de toxicidad y de actividad en modelo agudo de la

enfermedad de Chagas.
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Propuesta de trabajo

Se propone en primera instancia disefar moléculas dirigidas a multiples dianas del parasito.
Las modificaciones quimicas planteadas seradn sobre el compuesto lider Il, buscando agentes
con adecuado perfil de mutagenicidad/genotoxicidad y con actividad tripanosomicida mejor
gue los fdrmacos de referencia. A continuacidn se ejemplifican algunas de las modificaciones
sintéticas, inicialmente planificadas, que seran estudiadas y optimizadas en el presente trabajo

de tesis, para la generacidn de derivados de cada familia:

Entidad responsable de la
Entidad responsable de estrés oxidativo  inhibicion de esteroles de membrana
\/\

s /H N
O,N / N
\ !
/ Inhibicién de CP o TryS
R3 N
l

I ( OZN\@ANMNY}O

Anélogos de Megazol
Productor de estrés oxidativo

O,N

Aumento de la lipdfilia,
mejoramiento de la permeabilidad de membrana

Se utilizaran tres tipos de modificaciones estructurales. Por un lado, la formacion del
heterociclo tiadiazol, para obtener andlogos de Megazol (farmaco antifiingico) con actividad
. .. . . ;. 75 . .
tripanosomicida y buenos perfiles toxicoldgicos.” Por otro lado, la formacién de un sistema
tiazol en busca de aumentar la lipofilia para lograr una penetracién en la forma amastigote de
T. cruzi, forma que prolifera dentro de las células de mamifero.”® La tercera modificacién
propuesta es la formacidn de la tiazolidona, una amida ciclica, como potencial inhibidor de

amidasas y proteasas esenciales del parasito.
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Dentro de esta propuesta se sintetizaron siete familias mediante el disefio bioguiado, las
cuales se muestran en el esquema siguiente. La Familia A la constituyen los compuestos que
surgen por modificaciones directas sobre el Lider Il. La Familia B incorpora insaturaciones
como forma de potenciar la actividad tripanosomicida de los nuevos derivados de la Familia
A.” La Familia C surge de la supresion del grupo nitro de los derivados de la Familia A para
obtener moléculas potencialmente no mutagénicas. La Familia D plantea la potenciacion de la
accion tripanosomicida de los derivados de la Familia C por homologacion de la cadena lateral.
Por ultimo, para censar la actividad tripanosomicida de diferentes anillos aromaticos sin grupo

nitro, se planea la Familia E.

Entidad responsable de
estrés oxidativo.

s /H H _ . Entidad responsable de la
o / N \/\ inhibicion de esteroles de membrana.
\ !

Familia A ,
; : s L N \
S \ N N ~ ~N

~ ili N i

0N / N Y ~q ———) FamiliaC \ / Y R
\ s o 3

S R=H, Alilo, Fenilo
Familia B

Zeemam
Zeemam

Z-----
Z-----

S Y~ ~
———> FamiliaD \ / n \(

S AN
N NN e
IR |

R=H, Alilo, Fenilo -
n=0,1 Familia E ' '
N N
ArMN/ . ~N
n ;
g

R=H, Alilo, Fenilo
n=0,1,2
Ar= anillo aromatico sin NO,
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Luego de optimizar la actividad tripanosomicida de las Familias A-E, se redisefian moléculas a
partir de los derivados mds activos encontrados, surgiendo las Familias F y G (ver a
continuacién). La Familia F es producto de la incorporacion de farmacoforos reconocidos con
actividad frente a TIM, CP y TryS. La Familia G es consecuencia de la optimizacién de la/las
moléculas identificadas como nuevos lideres de las Familias A-E por incorporacién de

pequefias modificaciones estructurales.

Familia E ' '
: : x N
: : ATN/\N/ \ .
N N N n 1
Ar/NAN/ i \R ——— FamiliaF S /
n :
SI
R=H, Alilo, Fenilo R=H, Alilo, Fenilo
n=0,1 R,= estructura X, amida
Ar= anillo aromatico sin NO, n=0,1
Ar= anillo aromatico sin NO,
/
Familia A-E ' '
: : x N N
: : A/N/\N/ X .
X N N n 1
Ar/NAN/ 7w ——— FamiliaG L/
n i
g
R=H, Alilo, Fenilo R=H, Alilo, Fenilo
n=0,1 R,=Metilo, Fenilos p-sustituidos
Ar= anillo aromatico sin NO, n=0,1

Ar= anillo aromatico sin NO,

Caracterizacidn bioldgica in vitro frente a T. cruzi de los nuevos derivados desarrollados. Se
plantea emplear el estadio epimastigote de T. cruzi, de la cepa Tulahuen 2, en el estudio de la
actividad antichagasica de todos los compuestos seleccionados. En primera instancia, se
estudiard la actividad tripanosomicida de todos los compuestos, empleando un método
turbidimétrico. Como farmacos de referencia se emplearan Nfx y Bnz. En este punto y con este
ensayo bioldgico se realizard el disefio bioguiado de nuevos derivados. Si se encuentran
compuestos con actividad tripanosomicida mejorada con respecto al lider de partida, se

ensayaran en otros estadios y cepas del parasito.
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Estudios de toxicidad inespecifica (indices de selectividad, mutagenicidad y genotoxicidad de
los nuevos derivados desarrollados). Se plantea emplear el ensayo de citotoxicidad en células
de mamifero (macrdéfagos murinos, células VERO o glébulos rojos humanos) para el célculo del
indice de selectividad. Se utilizara el test de Ames como ensayo de mutagenicidad, utilizando
Salmonella typhimurium como microorganismo indicador de mutaciones. Para el estudio de
genotoxicidad se utilizara el ensayo de micronucleos. Esta etapa dara lugar a ensayos in vivo en
animales de experimentacion si los derivados desarrollados tienen actividad tripanosomicida y

baja toxicidad inespecifica.

Estudios in vivo. Si algin nuevo derivado presenta un adecuado perfil de actividad frente a T.
cruzi y baja toxicidad frente a sistemas mamiferos, sera ensayado en el modelo agudo de la

enfermedad de Chagas.

Estudios de mecanismo de accién. Se plantea el estudio de los modos de acciéon de los
productos mas relevantes. Se utilizaran diferentes metodologias para identificar las posibles
dianas de los nuevos derivados. También se ensayardn en las dianas para lo cual fueron
disefados, ensayo de inhibicidn de cruzipaina, inhibicion de triosafosfato isomerasa, inhibicidn

de biosintesis de esteroles de membrana y de tripanotidn sintetasa.
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Resultados Quimica

Los compuestos del presente trabajo se obtienen mediante metodologias sintéticas sencillas.
Utilizando reactivos relativamente econdmicos y tendiendo a usar materiales lo mas amigables
posible con el ambiente. El disefio inicial de los compuestos se realiza basandose en los
antecedentes previamente descriptos. Luego se van modificando las moléculas siguiendo un
disefo bioguiado. El disefio comienza con una serie de modificaciones de la molécula Lider Il
previamente descrita, que tiene destacada actividad tripanosomicida, un mecanismo de accién

dual, y es inhibidora de la biosintesis de esteroles de membrana del parasito y productora de

O,N
.
= /N\H/”\H/\/

Asi, como se plantea en la seccién Introduccién, se ha trabajado en la sintesis de 7 familias

estrés oxidativo.”

Lider Il

distintas (Familias A-G) cuyos resultados se describirdn a continuacion.

Sintesis de la Familia A. Se realizan una serie de modificaciones sobre el Lider Il en busca de
mejorar la actividad tripanosomicida incorporando nuevos posibles farmacéforos. En el
esquema 1 se muestran las tres rutas sintéticas empleadas para la preparacién de los mismos y

en la tabla 3 se presenta informacidn sobre los productos generados.

O,N

/7 T
FeCl
A A e 3

H EtOH, reflujo

S /R
Ry ! /> N\
Br/\(H)/ " PN R,

EtOH, reflujo
O,N NaOAc . o~
EtOH, reflujo rA"/ R;=-H, -CH,CH=CH,, -Ph
0 R, = -H, -Me, -Ph, -4-CIPh, -4-OMePh, -4-NO,Ph
/s o R3 = -H, -COCHs
S
=N \
"L]N/ j\ / /L/>§O
T R, = / N"lq N/ N

Ry

Esquema 1 Rutas sintéticas utilizadas para la preparacion de los derivados de la Familia A.
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Tabla 3. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia A. Primera serie de

modificaciones al Lider II.

= N /'\ R Familia A
= \I N/
. a Rel. isom
Estructura Derivado R (%) Z/E" Aspecto
Cv J\ /@ 1A 95 nc* Sélido naranja
Cv /U\ Lider I 89 nc Sélido naranja
Cv /“\ 3A 92 nc Solido amarillo
2 i
= N )\ ©
Z Ty N 4A 95 1/0.5 Sélido amarillo
O,N
-
(o]
Ny N/[\N 5A 60 1/0.4 Sélido amarillo
O,N
/ i S/>:
o
= /N"l,, )\N
N H 6A 43 1/0.4 Sélido amarillo

28



Resultados Quimica
Rel. isom
. o/\@
Estructura Derivado R (%) Z/E" Aspecto
O,N
/ S )S‘:>—<j>—m2
AN T
7A 65 1/0.3 Sélido burdeos
O,N
/ s MCI
e Sélido rojo
8A 40 1/0.8 .
metalizado
O,N
@v j\\> < > : 37 1/0 56lido roj
olido rojo
AN T )
Cv é 10A 12 0/1 Sélido rojo
S
bv/ ~ J\e : 10A;, 72 1/0 sélido rojo
O,N
@v D,
N /‘\
FNS 12A 32 1/0.2 sélido rojo
ON
) Q—Q
P N )
13A 87 1/1 Sélido cobrizo
O,N
s R\
" 14A 36 1/0.3 olido rojo
metalizado

\
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Rel. isom

Z/E°

Estructura Derivado R (%)? Aspecto

\E}NW \”/ 15A 52 ne Sélido marrdn
< claro

H 16A 58 nc Aceite marrdn

Solido marrdn
oscuro

17A 75 nc

M e
O~

.. . , of . b . .z . g e .
® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E.= relacién de isémeros geométricos a nivel

de enlace hidrazinotiazol. “ nc= no corresponde.

La Familia A (tabla 3) constituida por derivados de 5-nitrotiofeno conteniendo 2-
hidrazinotiazoles (4A-14A) y tiadiazoles-5-sustituido por amidas o aminas N-sustituidas (15A-
17A), obtenidos a partir de las tiosemicarbazonas 1A, Il y 3A, se obtienen con rendimientos de
buenos a excelentes. Los productos se preparan utilizando sintesis en paralelo. Este
equipamiento permite la obtencion simultdnea de seis compuestos de forma rapida y sencilla,
dado que al obtenerse en estado sdlido, con la posterior filtracidn se logra el producto con alta

pureza (figura 8).

Figura 8. Equipo de sintesis en paralelo.
Este equipamiento permite la obtencién
simultanea de seis compuestos de forma
rapida y sencilla Fue utilizado para la
preparacion de los derivados de la

Familia A y de las restantes familias.
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Todos los productos se purifican por recristalizacién con EtOH, excepto el tiadiazol 16A que se
purifica por cromatografia en columna. Los derivados hidrazinotiazoles 4A-14A se obtienen
como mezcla de isémeros geométricos Z/E, a nivel del enlace hidrazinotiazol, en diferentes

proporciones.

Isomeria. En esta parte se describe la elucidacidn de la isomeria de los derivados 4A-14A. En la
primera etapa del proceso, la formacién de la tiosemicarbazona, se obtiene como Unico

producto de reaccién el isémero E (esquema 2).”*

O

H

— XN ~
E

ZT

Ar H Ar N R

Esquema 2. Estereocisomeria de tiosemicarbazonas

En la etapa siguiente, la formacién del heterociclo, genera una nueva isomeria a nivel del
enlace hidrazino (en rojo, esquema 3), que puede ser E o Z. En la mayoria de los productos
luego de purificarlos se obtiene un isdmero en mayor proporcion que el otro. Esto sugiere que

uno es mas estable o que su formacidn esta favorecida con respecto al otro.

R

e |
Ar/\N/N\(N R,
o o 17
X N N Isémero Z
Ar N T R —
E s

O Isbmero E
Ar/\l\l/'\l\(S
Do,
/
R
R>

Esquema 3. Estereocisomeria de los derivados hidrazinotiazoles
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Para el estudio de la distribucidn de isdmeros, se selecciona el derivado 10A dado que fue
posible a partir de la recristalizacion de EtOH la obtencién del isémero mayoritario, y la
posterior purificacion en columna cromatografica de las aguas madres permitié obtener el otro

isomero minoritario, 10Ag;y 10Ag (tabla 3), respectivamente.

Segun estudios tedricos, realizados a nivel semiempirico,” de energia conformacional con los
dos isdmeros del derivado 10A (figura 9), el isémero Z (energia del conférmero mas estable
-1821.49454 au) es mas estable que el isdmero E (energia del conféormero mas estable
-1821.48418 au). Ademas, cabe mencionar que en el conféormero del isémero Z los protones
ilidénicos se encuentran cercanos (4.363 A) a los protones del metileno del grupo alilo (en
amarillo en la figura) mientras que en el conférmero del ismero E éstos se encuentran mas
distantes (4.604 A). Por este motivo, se realizan experimentos de NOE (figura 10), donde se
irradia el protén ilidénico y se observan las sefiales de los protones metilénicos mencionados a
diferentes tiempos de mezclado, para poder identificar inequivocamente cada isémero. En el
esquema 4 se observan los dos isdmeros del compuesto 10A y se marca con flechas la
interaccion que se espera en el experimento de NOE, entre los protones ilidénico y del grupo

alilo.

Figura 9. Grafico tedrico (Spartan ‘02, AM1) de la distribucién conformacional de cada uno de los
isdmeros geométricos del derivado 10A. El isomero 10Ag se muestra a la izquierda y el 10Ag a la

derecha. En amarillo se resaltan los protones estudiados en los experimentos de NOE.
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O,N

Esquema 4. Efectos NOE esperados entre protones ilidénico y del metileno alilico para los

isdmeros EE y EZ del compuesto 10A.

De acuerdo a los experimentos NOE se observa claramente (recuadro negro, figura 10) que a
todos los tiempos de mezclado utilizados el protén ilidénico ejerce efecto NOE en los protones
metilénicos (CH,) para el caso del isémero mayoritario. En cambio, para el isémero minoritario
no se observan sefiales significativas de los CH, del grupo alilo, lo que esta demostrando la
falta de cercania de los correspondientes protones. Esto se encuentra completamente de
acuerdo con los cdlculos tedricos, llevando a identificar inequivocamente que el isémero

mayoritario es el isémero EZ y el minoritario el EE.

Como forma de caracterizar los desplazamientos quimicos de ambos isdmeros, se realiza el
estudio de los espectros de "H-RMN de ambos isémeros aislados del compuesto 10A (figura
11). La flecha roja indica el protdn ilidénico del ismero EZ y la negra del EE los cuales se
encuentran separados casi 0.4 ppm como se describe en la bibliografia para sistemas
analogos.”” Obsérvese que la gran mayoria de las sefiales del isémero EE se corren a deltas
mayores, excepto el protdn ilidénico. Basados en este corrimiento, se identifican y se
determina la proporcién de los diferentes isémeros del resto de las moléculas de esta familia.
En la figura 11 se muestran también los protones alilicos observados en los experimentos NOE,
mostrados en la figura 10, que aparecen aqui marcados con flechas violeta (CH,-alilo EE) y

naranja (CH,-alilo EZ).

Para identificar la isomeria de los derivados del resto de las familias, se utiliza el corrimiento de

los protones en el espectro de *H RMN, comparando con los isémeros aislados de 10A.
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Figura 10. Espectros de NOE-Dif para los isdmeros EE (rosa, azul y celeste) y EZ (verde, mostaza y rojo) del
compuesto 10A. Se realizd el experimento irradiando el protén ilidénico (opciones default del equipo) y a
diferentes tiempos de mezclado. Espectro 1 (segin numeracion del eje vertical, de abajo hacia arriba): isomero
mayoritario (Tm 1.0s); espectro 2: isémero mayoritario (Tm 1.5s); espectro 3: isdmero mayoritario (Tm 2.0s);
espectro 4: isbmero minoritario (Tm 1.0s); espectro 5: isbmero minoritario (Tm 1.5s); espectro 6: isdmero

minoritario (Tm 2.0s).
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Figura 11. Espectros de "H-RMN de 10A. Superposicién de espectros de "H-RMN de los isdémeros EZ (rojo) y EE

(celeste) del compuesto 10A. Flechas roja y negra protdn ilidénico, violeta y amarilla, CH,-alilo.
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Luego de caracterizar quimica y bioldgicamente la Familia A, se sintetizan los derivados de la
Familia B. Se mantienen todas las modificaciones antes planificadas pero se incorpora una
insaturacién entre el nitrotiofeno y la tiosemicarbazida. Este tipo de arreglo estructural
aparece repetido en numerosas estructuras con actividad tripanosomicida descritas por

nuestro grupo.”’
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Sintesis de los derivados de la Familia B. Se realiza la homologacion, para el posterior enlace
hidrazino, de los derivados de la Familia A de acuerdo a las rutas sintéticas que se muestran en

el esquema 5. En la tabla 4 se presenta informacién sobre los productos generados en esta

familia.
o
O,N 1) Acetaldehido
S H  MeOH /KOH 25%
S \
| / — » ON / H
0  2) Anhidrido acético \ H H
HN/N N‘R
3) H,O/ HCI ON l 2 \[S]/ 1

Rz
B
R;= -H, -CH,CH=CH,, -Ph r/W
(6]

R, = -H, -Me, -Ph, -4-CIPh, 4-NO,Ph 0
2 2 EtOH, reflujo BT/Y ~

NaOAc o

O:N EtOH, reflujo

Esquema 5. Rutas sintéticas utilizadas para la obtencion de los compuestos pertenecientes a la

Familia B.
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Resultados

Quimica

Tabla 4. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia B. Segunda serie de

modificaciones al Lider II.

O,N
/ S S Familia B
= N )\ R
N\F Sy N
Rel. isom
. VAL
Estructura Derivado R (%) 2/6° Aspecto
O,N
S
/ 3 )}\ / 2B¢ 75 nc® Sélido burdeos
O,N
@\N I>§
(o]
NN N 5B 35 1/0 Sélido naranja
\
O,N
N / 2 /e .
C\/N/ mN/I\N 78 55 1/0.2 Solldq rojo
metalizado
\
O,N
@W /T\\ )
N / N 7. .
AT 8B 60  1/03 s6lido rojo
metalizado
O,N
@\N /T:>7
N / N e .
PN T 148 31 1/0 Solido rojo
metalizado

® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E = relacién de isémeros geométricos a nivel

. . . . . . . . ors d
de enlace hidrazinotiazol. “ La numeracién esta asociada al compuesto analogo perteneciente a la Familia A. © nc =

no corresponde.
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Resultados Quimica

Los cinco nuevos compuestos de la Familia B se obtienen con rendimientos de moderados a
buenos. Dos de los derivados se obtienen como mezcla inseparable de isémeros geométricos
Z/E. Todos los productos se purifican por recristalizaciéon de EtOH. Al igual que para la Familia
A, la formacién de la tiosemicarbazona 2B conduce exclusivamente al ismero E a nivel del

enlace iminico.

Luego de caracterizar quimica y biolégicamente a los derivados de la Familia B, se disefia una
nueva familia (Familia C) derivada del Lider Il. Se mantienen todas las modificaciones antes
planificadas pero se suprime el grupo nitro del heterociclo tiofeno. Por el potencial

involucramiento de este grupo en problemas de mutagenicidad.?*®

Sintesis de los derivados de la Familia C. En el esquema 6 se muestran las rutas sintéticas

desarrolladas y en la tabla 5 se presenta informacién sobre los productos generados en esta

familia.
o) o)
72 i PN
o
= = N\ )J\ /R1 S /Rs
N N —_—
H H sin o con FeCl, N
Br ke N\ / \
o F22/ N R,
© \/
j B
Ry = -H, -CH,CH=CHy, -Ph EOH, reflujo rAﬂ/ ) )
R2= -H, -Me, -Ph, -4-CIPh NaOAC o Rl =-H, 'CH2CH—CH2, -Ph

R, = -H, -Me, -Ph, -4-CIPh
EtOH, reflujo R3=-H, -COCH3

/s =\ ]
” /N%N/k?\ //S AN, /l%o

\

Esquema 6. Rutas sintéticas utilizadas para la obtencion de los compuestos pertenecientes a la

Familia C.
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Resultados

Quimica

Tabla 5. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia C. Tercera serie de

modificaciones al Lider II.

@\/ IS
S G —
= \N — amilia C

Estructura Derivado R (%)* Rel.isom Z/E° Aspecto
S /.
/3 /@ 1ct 80 nc® Sclido
N amarillo
S TN N
S
Cv /E\ Ve 95 nc solido
= /N\N N blanco
H H
72 7
@\/N\/k °
N N Sélido
4C 92 1/0 blanco
2R i
N AN /L/\F\O
“u ‘)
N 5C 64 1/1 sclido
\\\ blanco
/] B
QV\% B sélido
8 8C 79 1/0 .
naranja
s
FNF N sélido
e 10C 68 1/0 .
amarillo
/] )
QV/N\N/{\N
Solido
\ 14¢ 39 1/0 Amarillo
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Resultados Quimica

Estructura Derivado R (%) Rel.isom (Z/E) Aspecto

Aceite

@%]/NT 15¢ 69 ne Amarillo

(]

@v S/HOH
= /N\N/[\N \ 18C 70 1/0 Sollcllo
amarillo

/] )
Qv\/L sslido
15¢ 70 1/0 Amarillo

. . . of .z b . .z . s e .
® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E = relacién de isémeros geométricos a nivel
de enlace hidrazinotiazol. © La numeracidn esta asociada al compuesto analogo perteneciente a la Familia A. © nc =

no corresponde. € Descrito previamente en referencia 74.

Los nueve nuevos derivados de la Familia C se obtienen con rendimientos de buenos a
excelentes. La mayoria de los mismos se sintetizan en paralelo en equipo de seis viales. Todos
los productos se purifican por recristalizacion de EtOH, excepto los tiadiazoles que se purifican
por columna. A diferencia de lo que sucede con los productos de la Familia A, en esta familia la
mayoria se obtiene como un isémero geométrico Unico a excepcién del derivado 5C, el cual es

una mezcla equimolar de los isémeros Z/E a nivel del enlace hidrazino.

Luego de caracterizar quimica y biolégicamente la Familia C, se disefia una nueva familia
derivada del Lider Il. Se mantienen todas las modificaciones antes planificadas pero se suprime
el grupo nitro de la Familia B para generar la Familia D. Se busca potenciar la actividad
tripanosomicida de la Familia C sin los potenciales efectos mutagénicos de los derivados de la

Familia B.
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Resultados Quimica

Sintesis de los derivados de la Familia D. En el esquema 7 se muestran las rutas sintéticas

desarrolladas y en la tabla 6 se presenta informacién sobre los productos generados en esta

familia.

o)
1) Acetaldehido
S, H  MeOH /KOH 25%
S X
‘ H
/ P | "
o 2) Anhidrido acético \ H H
H N’N N‘R
3) H,0/ HCl l 2 \ISI/ 1
s
N Ry
\N N/
o R, n H H
Ry= -H, -CH,CH=CHj,, -Ph /W
R,=-H, -Me, -Ph, -4-CIPh, -4-BrPh, (0] ) Ov
-4-OCH4Ph, -4-NO,Ph, Naftil EtOH, reflujo Br
n=1,2 NaOAc o
EtOH, reflujo

Esquema 7. Rutas sintéticas utilizadas para la obtencién de los compuestos pertenecientes a la

Familia D.
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Resultados Quimica

Tabla 6. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia D. Cuarta serie de

modificaciones al Lider II.

Familia D
Estructura Derivado R (%)* Eeilson Aspecto
° Z/E P
s i Sélido
@w/\/“‘ /“\ lch,d. >0 nce ill
NG \H \ amarillo
=
S S s
@\NN )J\ /( 201 78 ne SO“c"o
NN amarillo
O\/\/V /U\ /r 2b2 >0 ne nsac:'!:?a
NN ~
4D2 95 1/0 Marrén
/ s s/>§
(0]
= oNa, ~ AT
~ N NK\ 5D1 95 1/0.2 Sclido
naranja
\
@\/\/\/ S/F
(o]
= NN A 18
N\ N N\\\ 5D2 76 1/0 SO|Id(:J
naranja
= /N\N/ N : /.
7~ e 7D1 95 1/0 Sclido
rojo
/7 Q@
= N~ A N Ly
Z~ " e 8D1 95 1/0.45 Solido
naranja
N Va N 1.
IS N 8D2 50 1/0 Solido
amarillo
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Resultados Quimica

Rel. i
Estructura Derivado R (%) e’ Isom Aspecto
Z/E
(. B @
= N~ A N 1.
7~ " 10D1 95 1/0 Sclido
naranja

13D1 95 1/0 ‘
marron
= /N\ )\N 1.
7 § 14D1 95 1/0 Solido
naranja

N AN sélido

20D1 95 1/0.2 .
naranja

5 Yoy, )
Q\/v/ \/LN 21D1 95 1/0 Sf(l;‘io

\

. . s . .o .z b . .z . s e .
® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E = relacién de isémeros geométricos a nivel
de enlace hidrazinotiazol. © La numeracién est4 asociada al compuesto analogo perteneciente a la Familia A. ° El
Gltimo digito en la numeracién indica el nimero de dobles enlaces entre el tiofeno y el grupo imina. ¢ nc = no

corresponde.

Los catorce nuevos derivados de la Familia D se obtienen con rendimientos de buenos a
excelentes. La mayoria de los productos se sintetizan en paralelo en equipo de seis viales.
Todos los productos se purifican por recristalizacion de EtOH. La mayoria de los productos se
obtienen como isdmeros geométricos Unicos EZ. La sintesis de los tiofencarbaldehidos
reactivos de partida se optimizé para obtenerlos con una y dos insaturaciones en la misma

reaccion (ver en Experimental).
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Resultados N Quimica

El proceso de obtencién de los tiofencarbaldehido homologados, material de partida para la
preparacion de las tiosemicarbazonas de la Familia D, requiere de condiciones controladas
para la incorporacién, en la condensacién aldédlica, de un sélo mol de acetaldehido al tiofen-2-

carbaldehido (figura 12).

Figura 12. Dispositivo de sintesis
utilizado para la  reaccién de
condensacién alddlica, preparacion de
3-(2-tienil)propenal. El tiempo de
agregado es clave para lograr Ia
incorporacién de un sélo mol de
acetaldehido. Cuanto mas lento sea,
mayor proporcion del derivado de
propenal se obtiene. En el proceso
también se genera el derivado de pent-
2,4-dienal, con un rendimiento del 25%.
El producto de interés se purifica por

cromatografia en columna.

Luego de caracterizar quimica y biolégicamente a los derivados de la Familia D, se disefia una
nueva familia derivada del Lider Il (Familia E). En este caso se decide censar la actividad
tripanosomicida de diversos anillos aromaticos en sustitucién al anillo de tiofeno de las
familias anteriores. Esta familia estd conformada por tiosemicarbazonas similares al lider 1l e

incorporando algunas de las modificaciones antes planteadas.
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Resultados Quimica

Sintesis de los derivados de la Familia E. En el esquema 8 se muestran las rutas sintéticas
desarrolladas y en la tabla 7 se presenta informacidn sobre los productos generados en esta
familia. La ciclacién de las distintas tiosemicarbazonas de la Familia E se hizo después de los
estudios bioldgicos frente a T. cruzi, dependiendo de estos se realizd6 o no la ciclacién (ver

criterios en seccion Biologia).

(o]
M
Ar H
n
H H

N_ _N
j H,N” \n/ “R;

S

S

A N R
d / 2N )J\ P
N N
R, n H H
(@] Ov
EtOH, reflujo Br
(o]

NaOAc
EtOH, reflujo
7\
Ar N /[>\R2 S
\W A N/ \ /k ©
Ar N /
n \Rl / / ULI N N\
R1=-H, -CH,CH=CH,, -Ph n Ry
R2=-H, -Me, -Ph, -4-CIPh
n=1,2
Ar= Arilo

Esquema 8. Rutas sintéticas utilizadas para la obtencion de los compuestos pertenecientes a la

Familia E.



Resultados Quimica

Tabla 7. Resultados de la sintesis de los derivados de la Familia E. Busqueda de anillos

aromaticos como sustitutos de tiofeno.

S

Familia E
AI’WN R
FINF Sy N

Rel. isom
. YA
Estructura Derivado R (%) Z/E" Aspecto
/ | S/\>’\©
QV/N\N/LN od Sélido
e 1E” 95 1/0 .
marrén

\
@V/N\N/{\% Solido

2E 98 1/0 .
marrén

HOSS

\
o S \
@v\%@ 3¢ 83 1/0 sélido

naranja

HO3S

/8 3\ slido
CV\/L 4E 83 1/0 amarillo

crema

/= : /@ } Sélido
QV/VN\NJKN SE 86 ne amarillo

@\/v/\ﬁz ’ Sélido

6E 87 1/0 amarillo
claro
/S )
@WN\N/I\N
7E 86 1/0 Aceite
marrén
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Resultados Quimica

Rel. isom

Estructura Derivado R (%) 2/E Aspecto
o TN
Q\N\m s6lido
8E 88 1/0 rojo
ladrillo

/
[e] S s
NN amarillo
H

o S
4 . % sélido
7 N 10E 70 1/0.3 amarillo
\\\\ claro

- [
@\/V/N\ 7 0 .
7 N 11E 74 1/0 Sélido rojo

/7 H—
Q\NN\N/ N 19E 65 1/0 Aceite marrén
\\\ oscuro

0L
o d Sélido
I\N /N\N/k’“ 13€ 36 1/0 amarillo

/N S \
N, /N\Nw 14E 71 1/0 Sélido naranja

OO )L 15E 79 nc Solido
2N, NS blanco
H H

7\
SO,

16E 95 1/0 .
amarillo

O
S 3T
Sélido
< j@vN )J\ F 17¢ 86 ne Blanco
o ~y N/\/

I~ 18E 87 nc s0lido

N naranja
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Resultados Quimica

Rel. isom

H 0,
Estructura Derivado R (%) 2/E Aspecto

s Sélido
QVN\HJLN/@ 19€ 80 ne amarillo claro

20E 70 1/0 .
amarillo

7\
OV\M Sélido

)ijv Y 21E 88 nc s0lido
. NN H/\/ blanco

" : sélido
\QVN\NJ\N/\/ 228 42 ne rosado

S 3
l 23€ 74 ne asr:;ﬁﬁo
> N\N N/\/
H H

i Solido
OVN\N/U\N/\/ 24€ 9> ne blanco

\GV\QC\ 25E 73 1/0 Sélido blanco

7\ .
\OV\W ° 26E 73 1/0 Sclido
\\\ amarillo

S 70
Solido
Q\NN\N)LN/\/ 27E 65 ne amarillo
H H

©\/\/ [ \
NS \p\\\\Q 28E 95 1/0 S6lido

amarillo

O D
P 29E 48 1/0 Solido
amarillo

\

® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E.= relacién de isémeros geométricos a nivel

de enlace hidrazinotiazol. “ La numeracién de los derivados de esta familia es arbitraria y no tiene relacién con las
. d . . . . .

anteriores. ~ La tiosemicarbazona precursora que no aparece en la tabla, estd descripta previamente, o no fue

. f . . .
aislada. ® nc = no corresponde. ' Previamente descripto en referencia 74.
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Resultados Quimica

Los veinticinco nuevos compuestos de la Familia E se obtienen con rendimientos de buenos a
excelentes. La mayoria de los productos se sintetizan en paralelo en un equipo de seis viales.
Todos los sélidos se purifican por recristalizacion de EtOH. La mayoria de los productos se
obtienen como isémeros geométricos Unicos E a nivel del enlace iminico y Z a nivel del enlace

hidrazinotiazol.

Luego de caracterizar quimica y biolégicamente la Familia E, se sintetizan dos nuevas familias
derivadas del lider Il y del nuevo lider identificado de la Familia E (11E) (ver seccién Biologia).
La Familia F incorpora agrupamientos identificados como potenciales inhibidores de enzimas
del parasito, mientras que la Familia G deriva de aplicar pequeiias modificaciones

estructurales al nuevo lider para optimizar su actividad bioldgica.

Sintesis de los derivados de la Familia F. En el esquema 9 se muestran las rutas sintéticas
desarrolladas y en la tabla 8 se presenta informacién sobre los productos generados en esta
familia. Las amidas disefiadas de esta familia estan, en principio, relacionadas con estructuras

activas frente a T. cruzi previamente desarrolladas por el grupo””.

S
Ar N )k Ry
W Sy N
n H H
(0]
/%/Br
Br o) o)

S o EtOH, reflujo 1) Br
) e AN,

EtOH, reflujo

N
% 2) SOCI,/ R,NH
N

~
/ s \ NR,
Rl/ N/ 1 " N NM

Ry
s N
- ) i R,= amina secundaria
Ar= tienilo, furilo N
Ry= -H, -CH,CH=CH,, -Ph =
n=1, 2

\>
n
Ar

Esquema 9. Rutas sintéticas utilizadas para la obtencion de los compuestos pertenecientes a la

Familia F.
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Resultados

Quimica

Tabla 8. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia F. Incorporacion de posibles

farmacoforos.
Rel.
Estructura Derivado R (%)® isom Aspecto
Z/E°
NN /S \ c sélido
w MJ\N/N@ 1F 7> 1/0 amarillo
SN \N/N\(N / j\ %D - o5 10 SOlido
\ | L/ NS\N/N\ \ s naranja
o N \N/N\ N / s / \ SC')"dIO
<J/\A \( / )\ PN 3F 95 1/0  marrdn
\ s /)N N © verdoso
N N Aceite
— %j/u\O o 31 1/0.8 amarillo
g T
S \
@M\tﬂ
\ s O Sélido
\ N 60 1/0 amarillo

5F
\/\/@
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Resultados Quimica

Rel.
Estructura Derivado R(%) isom Aspecto
Z/E

0]
. sélido
~n \(J/(N 6F >2 1/0 amarillo
\ /w
L
AN

()
Aceite
N d
\N/NW/( 7F 88 1/0 amarillo
\ N/w

NH

Aceite
8F 35 1/0  marrdn
oscuro

\N/\YJJ(

O

) . ., .r - b : . s . . 4. .
® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ” Rel. isom. Z/E.= relacién de isémeros geométricos a nivel
de enlace hidrazinotiazol. © La numeracién de los derivados de esta familia es arbitraria y no tiene relacién con las
anteriores. = Preparado en dos etapas, en la primera por reaccion del acido activado de 18G con N-Boc-piperacina

seguida de una desproteccion con &cido trifluoroacético.

Sintesis de los derivados de la Familia G. En el esquema 10 se muestran las rutas sintéticas
desarrolladas y en la tabla 9 se presenta informacién sobre los productos generados en esta

familia.

Q\N\)k/ ﬁ( %“*1

EtOH, reflujo R1

Ry= -H, CH,CH=CH,
o R,= -H, -Me, -Ph, -4-CIPh, -4-BrPh,
-4-OCHgPh, -4-NO,Ph, -4-NH,Ph, Naftilo
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Resultados

Quimica

Tabla 9. Resultados de las sintesis de los derivados de la Familia G Optimizacidn estructural del

nuevo lider.

Rel. isom
. o/z\@
Estructura Derivado R (%) Z/E" Aspecto
ZNS T 7G¢ 90 1/0 naranja
\\\\ ladrillo
S
/s Q‘@\
N A T
NN N 3G 97 1/0 Sollqo
\\\ amarillo
N Ay 21
S 136 90 1o~ oldo
\\\ naranja
s N d Aceite
W< g j‘/ 16G 11 nc seele
Vi NN
/Qo
O L
N A i
NN N N N 18G 64 1/0 SO|Id’0
\\\ marron
/ o S/>\©‘
N /1\ Br A
NN N N 20G 92 1/0 Sollldo
\\\ rojo
YR )
A /N\/LN 21G 56 1/0 Sclido
\\\ rojo
/ o S/\>\©\NH
N / N 2 e
Q\N \N/[\ 227G 30 1/0 S:Jcl)ljio

.. . s . or: .z b . .. . e .
® Rendimiento de la reaccién después de la purificacién. ° Rel. isom. Z/E.= relacién de isémeros geométricos a nivel

de enlace hidrazinotiazol. “ La numeracién esta asociada al compuesto analogo perteneciente a las Familias A-D.

nc= no corresponde, © El derivado 22G se obtiene por reduccién del derivado 7G.

d
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Resultados o . ~ Quimica

Las Familias F y G (16 nuevos compuestos) se obtienen con rendimientos de buenos a
excelentes. La mayoria de los productos se sintetizan en paralelo en un equipo de seis viales.
Todos los productos se purifican por recristalizacién de EtOH a excepcién de las amidas 4F-8F y

del derivado 22G que se purifican por cromatografia en columna de aliumina.

Todos los productos se obtienen como isémeros geométricos E a nivel del enlace iminicoy Z a
nivel del enlace hidrazinotiazol. La Familia G, contiendo un doble enlace extra entre el
heterociclo furano y el sistema iminico, posee una isomeria definida a nivel de esta tercera
insaturacién, obteniéndose siempre el isémero EEZ. Este aspecto, ademas de ser evidenciado
por espectroscopia de RMN, tanto *H como “*C, pudo ser confirmado en estado sélido, ya que
para el derivado 8G se obtuvieron cristales adecuados para realizar una difraccién de rayos X
(figura 13). De los experimentos de cristalografia de rayos X se confirma que la isomeria es EEZ,

correlacionando con los estudios tedricos, iniciales, y en solucién por RMN.

Figura 13. A. Fotografia de los cristales obtenidos del derivado 8G, por
cristalizacién en un sistema en equilibrio liquido-vapor de EtOH, a
temperatura ambiente. B. Diagrama ORTEP del derivado 8G.

C19
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Resultados Quimica
Experimental

Aspectos Generales: Los reactivos de origen comercial se utilizaron sin purificacidon previa,
excepto que se especifique. Los disolventes fueron destilados antes de usarse. El avance de las
reacciones y la pureza de los productos se examinaron por TLC. Se utilizé silica gel (DC-
Fertigfolien ALUGRAM® SIL G/UVys,4) y alimina (POLYGRAM® ALOX N/UV,s,) con indicador UV.
Los cromatogramas se revelaron por alguno de los siguientes métodos: exposicién a la luz
ultravioleta a 254 nm, revelado con vapores de iodo, revelado con reactivo de Brady (3 g de
2,4-dinitrofenilhidrazina en 15 mL de H,SO, concentrado, se agrega a 20 mL de H,0 y 70 mL de
EtOH) o asperjado con una mezcla de EtOH: H,SO,(c) :anisaldehido (95:4:1) (%V:V:V) y
posterior quemado. Para las cromatografias en columna se utilizé silica gel (Merck, 60-230
mesh) o alimina neutra (Merck, 70-230 mesh). Los espectros de resonancia magnética
nuclear, 'H-RMN y *C-RMN, se realizaron a 303 K en un equipo BRUKER DPX400 a 400 y 100
MHz respectivamente, utilizando los disolventes deuterados que se indican en cada caso y
empleando tetrametilsilano como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se
expresan en partes por millén (ppm). Las multiplicidades se designan como: s singulete, d
doblete, t triplete, c cuarteto, m multiplete, sa sefial ancha. Las secuencias de pulsos utilizadas
para los experimentos HSQC, HMBC y NOE son las establecidas por defecto en el software del
equipo. Para los experimentos de NOE diferencial se utilizé el tiempo de mezclado indicado en
cada experimento. Los espectros de masa (MS) se realizaron en un espectrometro de masa
HEWLETT PACKARD MSD 5973 o LC/MSD-Serie 100 utilizando impacto electrénico (IE) o
ionizacion por electrospray (ESI), respectivamente. Los puntos de fusion se determinaron en

un equipo ELECTROTHERMAL IA-9100 y no fueron corregidos.
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Resultados Quimica

Sintesis. En esta seccidn se describen los procedimientos de sintesis de los nuevos compuestos
y su caracterizacion estructural, rendimientos de reaccidn, espectrometria de masa (MS) y
asignaciones de los protones y carbonos de la molécula por resonancia magnética nuclear
(RMN). Los datos de RMN se muestran en tablas con su correspondiente asignacion en la
estructura. Algunos compuestos son obtienen como mezcla de isdmeros a nivel de enlace

hidrazinotiazol.

Sintesis de aldehidos insaturados: procedimiento 1.%

o}
O.N 1) Acetaldehido
2 S H  MeOH /KOH 25%
S X
| / [ O,N / H
o  2) Anhidrido acético \
3) H,O/ HCl

A una solucién de 6.3 mmol del aldehido correspondiente, se adiciona gota a gota y en bafo
de hielo acetaldehido (8.0 mmol) en 30 min y luego se adiciona la base 0.2 mL (MeOH/KOH al
25 % v/v) también gota a gota a 0 °C en 30 min. La formacién del producto se controla por TLC
en silica, con una fase mévil mezcla de éter de petrdleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Al
finalizar el agregado se incorpora anhidrido acético (2.0 mL) y se calienta a reflujo 20 min.
Luego se agregan 5.0 mL de HCl 1M vy se calienta a 100 °C, 15 min. Se deja enfriar y se reparte
entre éter etilico y H,0, se lava con solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio hasta

que la capa etérea quede incolora, se seca con sulfato de sodio y se evapora a vacio.

Nota: El derivado (E)-3-(5-nitro-2-tienil)acrilaldehido, R: 80 %, se obtiene como un aceite
inestable a temperatura ambiente y aire, por lo que se utiliza inmediatamente para la

formacién de tiosemicarbazonas correspondientes.

Sintesis de aldehidos insaturados: procedimiento 2.%

A 4.0 mmol del aldehido correspondiente se le agrega una mezcla de 1.0 g de NaOH, 6.0 mL de
EtOH, 12 mL de H,O, gota a gota por 15 min a 0 °C. Luego se le agrega 125 moles de
acetaldehido en agua (40%v/v) gota a gota por 4 h a 0 °C o hasta la aparicién del producto
deseado y el consumo total del aldehido correspondiente. La formacién del producto se
controla por TLC en alimina, con una fase mévil de éter de petrdleo. Luego se reparte entre
éter etilico y H,0 y se lava con acido acético hasta neutralidad, la capa organica se seca con
sulfato de sodio y evapora a vacio. El producto se purifica por columna de alimina en éter de

petréleo, con un gradiente de acetato de etilo (0% a 5%). Nota: en el proceso, que depende de

55



Resultados

Quimica

la velocidad de agregado y la proporcién de acetaldehido, se genera el aldehido-a,8-insaturado

mayoritariamente y en menor proporcion el aldehido a,8,y,6-insaturado.

(E)-3-(2-tienil)acrilaldehido, aceite amarillo, R: 40 %, MS (ElI) m/z (abundancia %): M*161

(100).
9
S 7 8/
DA
L/
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero' 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.48 1 d 5.1 130
2 7.09 1 dd 5.0/3.7 129
3 7.35 1 d 3.7 132
4 - - - - 139
6 6.48 1 dd 16/7.8 127
7 7.57 1 d 16 145
8 - - - - -
9 9.59 1 d 7.7 193

(2E,4E)-5-(2-tienil)penta-2,4-dienal, aceite amarillo, R: 25 %, MS (El) m/z (abundancia %): M*

187 (100).
11
. 7_8//9 10\0
4
'y
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.34 1 d 5.0 127
2 7.04 1 dd 5.0/3.6 127
3 7.15 1 m - 128
4 - - - - 141
5 - - - - -
6 6.76 1 dd 15/11 126
7 7.15 1 m - 134
8 7.15 1 m - 151
9 6.20 1 dd 15/8 131
10 - - - - -
11 9.57 1 d 8 194

" En todos los casos de esta seccién, los nimeros con que se designan a los atomos no coinciden, necesariamente, con los

localizadores segun IUPAC, son arbitrarios.
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Procedimiento general de sintesis de las diferentes tiosemicarbazonas.”

N axd AN,

p-TsOH H
s D ——— HN N \
R
)k Tolueno, TA 12-24h T !
H,oN R,
\N N/ Ar= Arilo S
H H R;= -H, -CH,CH=CH,, -Ph
n=0,1,2

A una mezcla del aldehido correspondiente (1.05 mmol) en tolueno anhidro (1.00 mL por cada
100 mg de reaccidn), se agrega la tiosemicarbazida correspondiente (1.0 mmol) y una cantidad
catalitica de &acido p-toluensulfénico y se deja a temperatura ambiente por 12-24 h. La
formacién del producto se controla por TLC en silica, con una fase movil mezcla de éter de
petréleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Luego de finalizada la reaccion se filtra el sélido y se
lava con éter de petrdleo. Se recristaliza de EtOH. Nota: en caso de que no precipite ningln
solido se evapora el tolueno a vacio y se resuspende el crudo en éter de petrdleo y se filtra y

luego recristaliza de EtOH.

(E)-1-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)-4-feniltiosemicarbazida (1A), sélido naranja, R: 95 %, PF:
203-205 °C, MS (El) m/z (abundancia %): M" 306 (29) C¢HsO,N5S," 214 (50).

6 8
S~ \N/l‘\7/|\9 AN
SN | l I
y—3 s 10, 11/ 2
RMN: 400/100 MHz, CDCl;_
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 - - - - 152
2 8.17 1 d 4.4 131
3 7.61 1 d 4.4 130
4 - - - - 147
5 8.31 1 S - 136
6 12.20 1 S - -
7 - - - - 178
8 10.20 1 S - -
9 - - - - 139
10 7.51 2 d 7.6 127
11 7.39 2 d 7.7 129
12 7.24 1 d 7.4 126
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(E)-4-alil-1-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)tiosemicarbazida (ll), sélido naranja, R: 98%, PF: 210-

@/
= 7 \N/[LN/\/

(E)-1-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)tiosemicarbazida (3A), sélido amarillo, R: 92%, PF: 250 °C
(Desc.), MS (El) m/z (abundancia %): M* 230 (100) CgH,0,N5S," 213 (27).

211°C.”*

N s N
|2|\ />4 /l\
3 N—N S
l
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 146
2 7.32 1 d 43 129
3 6.72 1 d 16 126
4 - - - - 151
5 6.95 1 sa - 135
6 11.24 1 S - -
7 - - - - 179
8 7.65/6.95 2 sa - -

(E)-4-alil-1-((E)-3-(5-nitrotiofen-2-il)propeniliden)tiosemicarbazida (2B), sélido bordd, R: 75 %,
PF: 181-183 °C, MS (El) m/z (abundancia %): M* 296 (4) C;HsN,S* 115 (100).

O,N

z12

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero

[y

O 0 NGO UV A WN

& 'H (ppm)
7.86
7.06
6.96
6.85
7.61
9.68
7.50
4.38
5.97

5.28/5.34

Integracion

RPN R R R R R

1/1

Multiplicidad

o o

Sa

d/d

J (Hz)

3.0
3.0

16
16/9.0
8.7

& *C (ppm)
152
126
129
149
130
128
143

47
134
118
178
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(E)-4-fenil-1-(tiofen-2-ilmetilen)tiosemicarbazida (1C), sélido amarillo, R: 80 %, PF: 188-189
°C, HPLC tz 4.7 min, MS (El) m/z (abundancia %): M" 261 (100) C¢H¢N,S," 169 (80).

A P
4
N \-/“\N/\N/gv

6 8
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 7.13 1 sa - 131
2 6.89 1 sa - 128
3 7.03 1 sa - 125
4 - - - - 138
5 8.11 1 S - 138
6 10.41 1 S - -

7 - - - - 174
8 9.01 1 S - -

9 - - - - 139
10 7.21 2 m - 129
11 7.47 2 m - 124
12 7.21 1 m - 129

(E)-4-alil-1-(tiofen-2-ilmetilen)tiosemicarbazida (V), sélido blanco, R: 90%, PF: 153-155 °C.”*

Vo s
Q\/N\N/“\N/\/

(E)-4-fenil-1-((2E,4E)-5-(tiofen-2-il)penta-2,4-dieniliden)tiosemicarbazida (1D2), sélido
amarillo, R: 50 %, PF: 190-192 °C.

20—g 15/14\13
H{/ 17 1 3 N U 0 |
\184 \16/ \2/ \4/ \N/ \N/1 \
L]
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 6.67 1 m - 128
2 6.67 1 m - 140
3 6.36 1 m - 128
4 7.72 1 d 9.8 145
6 10.8 1 s - -
7 - - - - 175
8 9.12 1 s - -
10 - - - - 123
13 7.17 1 m - 126
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14 7.33 2 d 7.9 128
15 7.63 2 d 8.2 124
16 6.81 1 m - 128
17 - - - - 142
18 7.03 1 d 3.2 127
19 6.97 1 dd 5.1/3.6 127
20 7.21 1 d 5.0 125

(E)-4-alil-1-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)tiosemicarbazida (2D1), sélido amarillo, R: 78 %,
PF: 116-118 °C, MS (El) m/z (abundancia %): M* C1;H13NsNaS, 274 (100).

15/5\ |s 11E
1”1\13/12\1/2\3/N\N/6\N/9\10/ 17
I
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.06 1 m - 132
2 6.63 1 dd 16/9.4 124
3 7.73 1 d 9.4 144
5 10.2 1 sa - -
6 - - - - 177
7 7.48 1 sa - -
9 4.36 2 d 5.7 46
10 5.97 1 m - 133
11Z/E 5.23/5.30 1/1 dd/dd 10-1.2/17-1.4 117
12 - - - - 141
13 7.13 1 d 3.4 128
14 7.05 1 m - 128
15 7.32 1 d 5.1 127
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(E)-4-alil-1-((2E,4E)-5-(tiofen-2-il)penta-2,4-dieniliden)thiosemicarbazida (2D2), sélido
naranja, R: 50 %, PF: 200-202 °C.

15 L L
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)

1 6.69 1 m - 127
2 6.69 1 m - 140
3 6.36 1 m - 128
4 7.54 1 d 9.6 144
6 9.49 1 s - -
7 - - - - 178
8 7.44 1 sa - -
10 4.37 2 m - 47
11 5.96 1 m - 133

12Z/E 5.2/5.3 1/1 dd/dd 10-1.4/17-1.4 117
13 6.87 1 m - 128
14 - - - - 142
15 7.09 1 d 3.5 128
17 7.27 1 d 5.1 125
18 7.02 1 m - 128

(E)-4-alil-1-((E)-3-(furan-2-il) propeniliden)tiosemicarbazida (VI), sélido amarillo, R: 98 %, PF:

131-133°C.™
S S
QWN\H/“\H/\/

(E)-1-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)-4-feniltiosemicarbazida (5E), sélido amarillo, R: 86 %, PF:
180-182 °C, HPLC tz 4.9 min, MS (El) m/z (abundancia %): M* 271 (10) C;H;ON 120 (100).

12/ \14

1—O

// \ N IQI 1\1\ \

2\ /4\5/6\ =z \N/ \N/

.
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 7.74 1 d 6.7 144
2 6.34 1 m - 112
3 6.34 1 m - 112

61



Resultados Quimica

4 - - - - 152
5 6.62 1 m - 127
6 6.62 1 m - 123
7 7.34 1 m - 143
8 11.10 1 s - -

9 - - - - 174
10 9.11 1 s - -

11 - - - - 139
12 7.54 2 d 9.0 128
13 7.25 2 m - 124
14 7.08 1 m - 125

(E)-4-alil-1-(naftalen-2-ilmetilen)tiosemicarbazida (15E), sélido blanco, R: 79 %, PF 173-174 °C,
MS (El) m/z(abundancia, %): M* 269 (3) C,H,N,S* 115 (92) Ci;HgN* 155 (100) CioH,* 127 (29).
lT 14
11, N N 16, 172
-~ %N/ S \15/ N

2
| I
3 S 17E

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.96 1 s - 129
2 - - - - 122
3 7.88 1 m - 128
4 7.88 1 m - 128
5 - - - - 134
6 - - - - 134
7 7.88 1 m - 128
8 7.55 1 m - 127
9 7.55 1 m - 127
10 7.88 1 m - 128
11 8.08 1 S - 142
12 10.12 1 sa - -
13 - - - - 177
14 7.63 1 sa - -
15 4.46 2 d 5.7 47
16 6.05 1 m - 134

17Z/E 5.28/5.37 1/1 d/d 10/17 117
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(E)-4-alil-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetilen)tiosemicarbazida (17E), sélido blanco, R: 86 %,
PF: 171-173 °C, HPLC tz 4.5 min, MS (El) m/z (abundancia %): M* 263 (100) CoHgO,N,S" 207

(70).

/0\2/7\6/8\N/ ~ /N\12/13\T14Z
LT
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero & 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 6.04 2 S - 102
2 - - - - 150
3 150
7 7.85 1 S - 105
4 6.85 1 d 7.3 108
5 7.04 1 d 7.9 126
6 - - - - 128
8 7.80 1 S - 144
9 9.85 1 S - -
10 - - - - 177
11 7.45 1 sa - -
12 4.40 2 m - 46
13 5.97 1 m - 134
142/E 5.24/5.34 1/1 d/d 10/17 117

(E)-4-alil-1-(quinolin-4-ilmetilen)tiosemicarbazida (18E), sélido naranja, R: 87 %, PF 197-199

°C.

RMN: 400/100 MHz, DMSO-dj

Numero & 'H (ppm)
1 -
2 8.67
4 10.46
5 -
6 7.66
7 -
8 4.52
9 6.03
10Z/E 5.28/5.36
11 7.79

Integracion

(IS

1/1
1

Multiplicidad

m
dd/dd
m

J (Hz)

10-1.3/17-1.3

8 °C (ppm)
136
138

177

47

132
117
118
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12 8.99 1 d 4.5 150
13 - - - - -

14 - - - - 149
15 - - - - 124
16 8.29 1 d 7.8 122
17 7.65 1 m - 128
18 7.79 1 m - 129
19 8.21 1 d 8.5 130

(E)-1-bencilidene-4-feniltiosemicarbazida (19E), sélido amarillo claro, R: 86 %, PF: 192-193

OC.84

(E)-4-alil-1-((5-bromopiridin-3-il)metilen)tiosemicarbazida (21E), sélido blanco, R: 88 %, PF

162-164 °C.
]
2
/N% \72/4\N/N\G/N\8/9\ 107
N !
/ E10
Br
RMN: 400/100 MHz, DMSO-d;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 8.75 1 s - 152
2 8.75 1 s - 145
3 8.16 1 s - 137
4 7.92 1 s - 137
5 10.42 1 s - -
6 - - - - 178
7 7.54 1 sa - -
8 4.42 2 m - 47
9 5.99 1 m - 132

10Z/E 5.28/5.34 1/1 d/d 10/17 117
11 - - - - 121
12 - - - - 131
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(E)-1-(4-hidroxibenciliden)-4-aliltiosemicarbazida (22E), sélido rosa, R: 42 %, PF: 187-188 °C,
MS (E1) m/z (abundancia %): M* 235 (5) C4H,N,S* 115 (100).

7 9

A
3/4\5/6\’\‘/N\ /N\10/11Y12Z
L

N A

prmm—e o}

1

(%]

RMN: 400/100 MHz, DMSO-d,

Numero 8 'H (ppm) Integracion Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 9.16 1 S - -
2 - - - - 160
3 6.64 2 d 8.7 116
4 7.30 2 d 8.7 129
5 - - - - 125
6 7.74 1 S - 143
7 10.75 1 S - -
8 - - - - 178
9 7.42 1 sa - -
10 4.15 2 d 5.7 45
11 5.76 1 m - 133

12Z/E 5.07/4.98 1/1 d/d 10/17 116

(E)-1-(4-(metiltio)benciliden)-4-aliltiosemicarbazida (23E), sélido amarillo, R: 74 %, PF: 126-
128 °C, HPLC t; 4.8 min, MS (El) m/z (abundancia %): M"™ 265 (100) CoH1oN3S," 209 (70).

7 9

P N NN /“\lo/uYHZ
12E

I
1\5/2¢

n—o

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 2.53 3 s - 15
2 - - - - 138
3 7.58 2 d 8.7 125
4 7.26 2 d 9.0 127
5 - - - - 130
6 7.87 1 S - 143
7 9.97 1 s - -
8 - - - - 177
9 7.53 1 sa - -
10 4.41 2 m - 46
11 6.00 1 m - 134

12Z/E 5.26/5.35 1/1 d/d 10/17 117
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(E)-1-(4-clorobenciliden)-4-aliltiosemicarbazida (24E), sélido blanco, R: 95 %, PF: 177-178 °C,

MS (EI) m/z (abundancia %): M* 253 (2) C,H,N,S* 115 (100).

]

Izl/3\4/5\N/N\I7I/N\9/1o\ 1z
C'/l 7 s E11
RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 127
2 7.41 2 d 8.5 127
3 7.61 2 d 8.6 128
4 - - - - 140
5 7.91 1 S - 145
6 10.12 1 S - 152
7 - - - - 180
8 7.52 1 sa - 135
9 4.41 2 m - 49
10 6.01 1 m - 131

11Z/E 5.25/5.35 1/1 d/d 10/17 117

(E)-4-alil-1-((E)-3-fenilpropeniliden)tiosemicarbazida (27E), sélido amarillo, R: 65 %, PF 163-

165 °C.®

S
O\NN\N)J\N/V/
H H
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Procedimiento general de sintesis de los derivados de tiazolilidenhidrazina.®*®"#®

Ar%\;/\’\l Br/Y ArH \N§<
n | H o " N /
o /.

HN N
~N
Ry )
EtOH, reflujo
S Ar= Arilo
R;=-H, -CH,CH=CH,, -Ph
n=0,1,2

R,=-Me, -Ph, -4-CIPh, -4-BrPh, Natftilo,
-4-OCH3Ph, -4-NH,Ph, -4-NO,Ph

Se hace reaccionar la tiosemicarbazona correspondiente (1.0 mmol), con la bromoacetona
correspondiente (1.0 mmol) o cloroacetona (2.0 mmol) a reflujo de etanol absoluto (1.0 mL
cada 100 mg de tiosemicarbazona) entre 4-10 h. La formacién del producto se controla por TLC
en silica, con una fase moévil mezcla de éter de petrdleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Luego
de finalizada la reaccion, la mezcla se deja enfriar, se filtra el producto obtenido, se lava con
etanol/agua (80/20 % v/v) fria y el sélido se recristaliza de etanol o etanol/agua. Nota: en caso
de que no precipite ningun sélido se evapora el etanol a vacio, se agregan dos volumenes de
éter de petréleo se evapora a vacio y luego se resuspende el crudo en agua y se filtra y luego

se recristaliza.

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina
(7A), sélido rojo oscuro, R: 65 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M™ 415 (100) C,;H13N,0,S," 369
(31) C1,H1oN30,5" 260 (47) CoHsN30,S" 219 (47).

O,N

73 B
NN A N&“\N\/ \_/
6/5
-
RMN: isémeros EZ/EE, 400 /100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.87/7.91 1/0.35 d 4.0 128
2 7.08/7.22 1/0.35 d 4.4 126/128
3 8.32/7.92 1/0.35 S - 144/141
4 6.29/6.37 1/0.35 s - 104
5 4.49/4.68 2/0.7 d 4.6 48/49
6 5.91/6.17 1/0.35 m - 133
7Z[E 5.25- 1-0.35/1- d/d 11/17 118
5.34/5.02- 0.35
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5.16
8 7.63/7.68 2/0.7 d 8.7 130
9 8.34/8.37 2/0.8 d 9.2 124
10 - - - - 151
11 - - - - 149
12 - - - - 172
13 - - - - 144
14 - - - - 137
15 - - - - 149

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina
(8A), sélido rojo, R: 40 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 404 (100) 406 (33) Cy;H3CIN;S,"
358(29) C1,H10CIN,S 249 (93).

on s 4\13/14/\J5/CI
| e //\\/\ :
N /N —
N ’ 6\>77Z
E7
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8§'H Integracion Multiplicida J (Hz) 8 C (ppm)
(ppm) d

1 7.90/7.86 1/0.8 d 4.0 127/129
2 7.19/7.05 1/0.8 d 4.3 127/125
3 7.91/8.30 1/0.8 s - 143/140
4 6.23/6.14 1/0.8 s - 102
5 4.65/4.45 2/1.6 d 5.3 49/48
6 6.04/5.88 1/0.8 m - 131

7Z/E 5.23- 1-0.8/1-0.8 d/d 10/17 117

5.30/5.04-
5.11

8 7.47/7.44 1/0.8 d 8.5 130
9 7.40/7.35 1/0.8 d 8.3 128
10 - - - - 151
11 - - - - 154/150
12 - - - - 173
13 - - - - 140
14 - - - - 136
15 - - - - 133
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(1Z,2E)-1-(4-(4-chlorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina  (9A),
sélido rojo, R: 37 %, PF 215-216°C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 364 (49) 366 (12)
CoH6CIN,S™ 209 (100).

/7 TN TN
2\3/4\5/ N\N/G\N/ M
\
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)

1 - - - - 151
2 7.89 1 d 4.3 128
3 7.29 1 d 4.3 128
4 - - - - 153
5 8.50 1 s - 143
6 - - - - 169
7 6.93 1 s - 105
8 - - - - 150
9 - - - - 132
10 7.74 1 d 8.3 127
11 7.42 1 d 8.4 127
12 - - - - 134
13 7.68 1 S - -

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina (10A:;),
sélido rojo, R: 72 %, PF 172-173 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 370 (100) C;;H4N5S," 324
(27) C1oH1aN,S* 215 (73).

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.86 1 d 4.4 129
2 7.04 1 d 4.0 126
3 8.30 1 s - 143
4 6.14 1 s - 102
5 4.46 2 d 5.0 48
6 5.89 1 m - 132
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Resultados Quimica

7Z[E 5.20/5.00 1/1 d/d 10/16 117

8 7.46 2 m - 128

9 7.46 2 m - 128
10 7.46 1 m - 128
11 - - - - 150
12 - - - - 149
13 - - - - 172
14 - - - - 141
15 - - - - 127

(1E,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina

(10Ag),

sélido rojo, R: 20 %, PF 216-218 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 370 (100) Cy;H14N5S,"

324(27) Cy,H1N,S* 215 (73).

N§13\ }Xl 8
o 11/ \ /3=N /N/ \15|/ \slz
“ //12 —5 0

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad
1 7.90 1 m
2 7.19 1
3 7.90 1 m
4 6.23 1 s
5 4.67 2 d
6 6.03 1 m
7E 1 d

7Z[E 5.28/5.14 1/1 d/d
8 7.48 2 m
9 7.48 2 m
10 7.48 1 m
11 - - -
12 - - -
13 - - -
14 - - -
15 - - -

J (Hz)

8 °C (ppm)
127
128
140
102
48
131
117
117
129
129
129
153
152
172
141
130
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Resultados Quimica

(1E/Z,2E)-1-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina (12A),
sélido rojo, R: 32 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 406 (100) CysH,,NS 237 (49).

OZN\
_-9
773 D
\3/4\5/N"1'z N/g\N \12—12/
16
\17§>
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 152
2 7.85/7.77 1/0.2 d 4.4 127
3 7.07 1/0.2 d 4.4 127
4 - - - - 149
5 8.52/8.22 1/0.2 sa - 143
8 - - - - 172
9 6.44/6.39 1/0.2 s - 104
10 - - - - 141
11 - - - - 128
12 7.39 - m - 128
13 7.39 5/1 m - 128
14 7.39 - m - 128
15 7.11 2/0.4 m - 128
16 7.24 - m - 128
17 7.24 3/0.6 m - 128
18 7.24 - m - 128

(1Z/E,2E)-1-(3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-
il)metilen)hidrazina (13A), sélido cobrizo, R: 87 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 400 (100)
C1sH16N30S," 354 (20) C13H13N,0S™ 245 (52).

\5
ozw\n/s\m/?'\ N / oo
\ T N e
' S\4// w \10

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero &'H(ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)

1 7.89/7.90 1/1 d 4.5 128

2 7.18/7.33 1/1 d 4.6 126

3 7.89/9.54 1/1 s - 139

i} 6.17/6.70 1/1 s - 102/107
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Resultados Quimica
5 4.65/5.20 2/2 d/sa 4.6/- 49/52
6 5.92/6.13 1/1 m - 129/130
7Z[E 5.15/5.28- 2/1-1 d/d 10/16 118/120
5.37

8 7.33/7.37 2/2 d 8.9 132
9 6.99/7.03 2/2 d 8.5 115
10 3.89/3.90 3/3 - 56
11 - - - - 154
12 - - - - 144
13 - - - - 173
14 - - - - 162
15 - - - - 142
16 - - - - 160

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazina  (14A),
sélido rojo, R: 36 %, MS (ElI) m/z (abundancia, %): M* 308 (100) C;,H15N5S," 262 (17) C;HgN,S*

153 (58).
o, VAV NN N
v ./
P
Y
12z
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 151
2 7.84/7.90 1/0.35 d 4.4/4.6 129/127
3 7.01/7.16 1/0.35 d 4.4/4.6 126/127
4 - - - - 150
5 8.24/7.87 1/0.35 S - 139/142
6 - - - - 172
7 5.89/5.98 1/0.35 d 1.4 99
8 - - - - 136
9 2.18/2.25 3/1 d 14 14
10 4.57/4.77 2/0.7 d 4.7 47/48
11 5.94/6.08 1/0.35 m - 131
12Z/E 5.25- 1-0.35/1- d/d 10/16 117
5.31/5.08- 0.35
5.20
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Resultados

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-(3-(5-nitrotiofen-2-
il)propeniliden)hidrazina (7B), sélido rojo, R: 55 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 441 (100)

C1,H10N,0,S" 246 (51).

Quimica

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero

[y

O 0 NGO UV &~ WN

13
14
15
16
17

8 'H (ppm)

7.85
7.03/7.06
6.88
7.11/7.72
8.09/7.46
6.24/6.22
4.48/4.52
5.92

5.23-
5.31/5.01-
5.13

7.63
8.34

Integracion
1.2
1/0.2
1.2
1/0.2
1/0.2
1/0.2
1/0.2
1.20
1-0.2/1-0.2

2.4
2.4

Multiplicidad

o o

o o

J (Hz2)

4.0
4.0

16
16/6.0
9.6

5.0

10/17

8.7
9.2

8 C (ppm)
150
129
125
150
127
131
153
170
103
48
131
118

140
138
129
124
148
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Resultados

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-(3-(5-nitrotiofen-2-
il)propeniliden)hidrazina (8B), sélido rojo, R: 60 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 430 (100)

432 (29) C19H10CIN,O,S," 389 (12) Cy1,H14CIN,S* 249 (65).

o,N

Quimica

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad

1 - - -
2 7.85 13 d
3 7.01/7.05 1/0.3 d
4 - - -
5 6.83/6.88 1/0.3 d
6 7.10/7.72 1/0.3 dd
7 8.08/7.44 1/0.3 d
8 - - -
9 6.07/6.09 1/0.3 s
10 4.43/4.46 2/0.6 d
11 5.90 1.3

12Z/E 5.20- 1-0.3/1/0.3 d/d

5.26/5.02-
5.11

13 - - -
14 - - -
15 7.44 2.6 m
16 7.36 2.6 m
17 - - -

J (Hz)

4.0
4.0

16
16/6.0
9.5

4.9

10/17

8 °C (ppm)
150
129
125
150
127
132
152
170
102
48
131
117

140
138
128
130
136
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Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(5-nitrotiofen-2-il)propeniliden)hidrazina
(14B), sélido rojo metalizado, R: 60 %, PF 124-126 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 334
(100) C;H,oNS™ 140 (88) C;H4N;0,S" 194 (27) C;H,N,S"™ 151 (51).

O,N

4

NN AN AN N

18\S

\

9

RMN: 400 MHz, CDCl;

Numero localizador

& 'H (ppm)
7.09
8.06

5.86
4.57
5.95
5.24/5.10
2.19
7.83
6.99

6.80

Integracion

Multiplicidad

J (Hz)
9.6/16
9.7

4.6
10/17
43

4.3

16

8 °C (ppm)
131
150
170
136
98
46
131
117
12
129
124
150
150
126

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazina (8C), sdlido
amarillo, R:79 %, PF 127-128 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M™ 359 (100) 361 (13)
C12H10CIN,S™ 249 (57) C1,H1oCINS™ 235 (28).

S/7\\ /10:11\
I—s
// \ l /8—9 12—Cl
2\3/4\5/ Y ° N\ \ /
13\14
i
152
E15
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.34 1 d 5.0 125
2 7.07 1 dd 5.0/5.0 128
3 7.23 1 d 5.0 129
4 ; ; - ; 140
5 8.59 1 S - 146
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Resultados Quimica

6 - - - - 190
7 6.09 1 S - 102
8 - - - - 100
9 - - - - 137
10 7.42 2 d 8.0 125
11 7.34 2 d 8.0 132
12 - - - - 137
13 4.51 2 S - 48
14 5.88 1 m - 132
15Z/E 5.22/5.01 1/1 d/d 10/17 116

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazina (10C), sélido
amarillo R: 68 %, PF 114-116 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 325 (100) C;,H,;NS* 201 (27)
C1oH11N,S* 215 (51) CgHeS™ 134 (51).

7 10—11
//1\5 T/\\s—g// \\12
\ o/
2\ /4\5/ \N/ \N \:/
13
/

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.34 1 d 4.0 127
2 7.06 1 m - 127
3 7.26 1 d 3.0 127
4 - - - - 140
5 8.64 1 sa - 147
6 - - - - 163
7 6.11 2 sa - 101
8 - - - - 144
9 - - - - 134
10 7.45 - m - 129
11 7.45 5 m - 129
12 7.45 - m - 129
13 4.56 2 sa - 48
14 5.90 1 m - 132
15Z/E 5.21/5.02 1/1 d/d 10/17 118
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Resultados Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazina (14C), sélido
amarillo, R: 39 %, PF 95-96 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M"* 263 (100) C,;H,NS* 139 (25)
C;HoN,S" 153 (49) C1;H10N5S," 248 (8).

1— 7.
/Y -
N2~

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 7.32 1 d 4.8 127
2 7.05 1 d 4.5 127
3 7.22 1 d 3.3 128
4 - - - - 140
5 8.57 1 S - 145
6 - - - - 152
7 5.85 1 S - 98
8 - - - - 135
9 2.17 3 S - 9
10 4.64 2 S - 48
11 5.96 1 m - 131

12Z/E 5.25/5.09 1/1 d/d 9.5/17 117

Acido (2E,22)-3-alil-2-(2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazono)-2,3-dihidrothiazol-4-carboxilico (18C),
sélido amarillo, R:70 %, PF 160-162 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 293 (100) C,H,N,0,S"
183 (34), C;H,NO,S" 169 (34).

1—g |S/ \\7—8//
7\ s/
\3/4\5/ \N N\ o0—-9

132
E13

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Nimero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.21 1 d 5.0 127
2 6.95 1 dd 3.6/5.0 127
3 7.11 1 d 3.6 128
4 ] i i . 140
5 8.33 1 S - 144
6 - - - - 160
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Resultados Quimica
7 - - - - 131
8 - - - - 169
9 4.38 - - - -
10 7.07 1 S - 114
11 4.87 2 d 5.2 47
12 5.88 1 - 132
13Z/E 5.08/5.04 1/1 m/m - 117
(1Z/E,2E)-1-(4-metil-3-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazina (19C), sdlido
amarillo, R: 70 %.
B
()
7
/5\12/10%,\‘\,\;'\‘\2/1\1/\
N \_ /T
14— s
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero &5 'H (ppm) Integraciéon Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
2 - - - - 170
- - - - 136
5 6.07/5.92 1/0.3 s - 99
6 1.92 3/0.9 s - 14
7 - - - - 136
10 8.86/8.52 1/0.3 S - 146
12 - - - - 140
13 7.02 1.3 dd 5.1/3.6 127
14 7.02 1.3 dd 5.1/3.6 127
15 7.21 1.3 d 3.6 130
18 7.40 1/0.3 m - 129
19 7.40 1/0.3 m - 129
20 7,40 1/0,3 m - 129

78



Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazina

(7D1), sélido rojo, R: 95 %, PF 206-208 °C, MS (EIl), m/z (abundancia, %): M™ 397 (95).

12
s 3 4 N / 23=22
rd \1/ X7 \N/ \7/N\10/15/ 24—NO,
Lt LN
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm)  Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 137
2 6.64 1 dd 16/9.6 122
3 7.29 1 d 16 137
4 9.14 1 d 9.6 155
7 - - - - 167
10 - - - - 140
11 6.86 1 S - 108
12 5.26 2 m - 51
13 5.90 1 m - 129
14Z/E 5.30/5.04 1/1 d/d 10/17 119
15 - - - - 133
16 7.20 1 d 3.5 130
17 7.07 1 dd 5.0/3.6 128
18 7.38 1 d 5.0 128
22 8.38 2 d 8.6 125
23 7.86 2 d 8.6 131
24 . . - ; 149

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazina

(8D1), sélido naranja, R: 95 %, MS (El) m/z (abundancia, %):388 (33), M* 386 (100).

—S. / 23=22
1|T ) /3\ <IN A /N\ / 24—Cl

7\5\ /;O/lsu

11

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.44 1.45 m - 122
3 6.97 1.45 m - 135
4 8.73/8.43 1/0.45 d/d 9.6/9.4 155/154
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Resultados Quimica

7 - - - - 168
10 - - - - 141
11 6.65 1.45 s - 107
12 4.85/4.54 1/0.45 sa/sa - 49
13 5.58 1.45 m - 129
14Z/E 5.00/4.79 1.45/1.45 d/d 10/17 118
15 - - - - 126
16 6.97 1.45 m - 128
17 6.28 1.45 m - 128
18 7.13 1.45 m - 127
22 7.13 2.90 m - 132
23 7.26 2.90 m - 128
24 - - - - 137

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((2E,4E)-5-(tiofen-2-il)penta-2,4-
dieniliden)hidrazina (8D2), sélido amarillo, R: 50 %, PF 182-184 °C.

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 6.72 1 dd 15/11 127
2 6.87 1 m - 142
3 6.44 1 dd 15/9.7 127
4 8.95 1 sa - 155
7 - - - - 166
9 6.56 1 sa - 106
10 - - - - 141
12 5.12 2 sa - 50
13 5.88 1 m - 130
14Z/E 5.31/5.06 1 d/d 11/17 118
15 - - - - 137
18 - - - - 137
19 7.35 2 d 8.4 131
20 7.50 2 d 8.4 129
22 6.93 1 d 15 130
23 - - - - 142
24 7.11 1 d 3.4 128
25 7.03 1 dd 5.0/3.6 128
26 7.28 1 d 3.8 126
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Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazina (10D1),

sélido naranja, R: 95 %, PF 210-211 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 352 (100).

1 2 N 7 18
L LN
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.66 1 dd 16/9.6 122
3 7.30 1 d 16 136
4 9.17 1 d 9.6 154
7 - - - - 168
10 - - - - 143
11 6.68 1 S - 106
12 5.24 2 sa - 50
13 5.90 1 m - 129
14Z/E 5.30/5.80 1/1 d/d 10/17 118
15 - - - - 130
16 7.19 1 d 3.6 130
17 7.06 1 dd 5.1/3.6 128
18 7.37 1 m - 129
22 - - - - 129
23 7.38 2 m - 129
24 7.55 2 m - 129
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Resultados

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-

Quimica

il)propeniliden)hidrazina (13D1), sélido marrén, R: 95 %, PF 205 °C (Desc.), MS (El) m/z

(abundancia, %): M* 382 (100).

s 3 4 N 1/2 24=23
NN \7/”\10/15/ 22—
\}7/14/ \S\ll// U 26
RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
18 7.36 1 d 5.1 128
17 7.05 1 dd 5.1/3.6 128
16 7.18 1 d 3.6 129
1 - - - - 141
3 7.29 1 m - 135
4 9.15 1 d 9.6 154
2 6.65 1 dd 9.6/10.4 123
7 - - - - 167
11 6.62 1 S - 106
10 - - - - 142
12 5.21 2 d 4.6 50
13 5.89 1 m - 129

14Z/E 5.31/5.08 1/1 d/d 10/17 118
15 - - - - 119
24 7.29 2 m - 135
23 7.00 2 d 8.8 114
22 - - - - 160
26 3.88 3 S - 55
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Resultados Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazina (14D1),
sélido naranja, R: 95 %, PF 147-149 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 290 (100) Cy;H1oN5S,"
248 (20).

N AN s
» L)
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 141
2 6.62 1 dd 15.7/9.6 122
3 7.22 1 d 15.7 136
4 8.99 1 d 9.6 155
7 - - - - 168
10 - - - - 138
11 6.44 1 sa - 105
12 5.29 2 sa - 49
13 6.03 1 m - 129
14Z/E 5.30/5.10 1/1 d/d 10/17 118
15 2.52 3 s - 14
16 7.15 1 d 3.5 128
17 7.03 1 dd 5.0/3.6 128
18 7.33 1 d 5.0 127

(1Z/E,2E)-1-(3-alil-4-(4-bromofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-
il)propeniliden)hidrazina (20D1), sélido naranja, R: 95 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M"
430 (95) 431 (14).

N N N /T N
\}7—16/ \5 0/15U
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.14 1.2 dd 16/9.6 121
3 6.75 1.2 m - 134
4 8.08/7.65 1/0.2 d/d 9.5/9.3 152
7 - - - - 168
10 - - - - 140
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Resultados Quimica
11 6.50 1.2 S - 107
12 4.30 2.4 sa - 48
13 5.27 1.2 m - 129

14Z/E 4.70/4.50 1.2/1.2 d/d 10/17 117
15 - - - - 131
16 6.70 1.2 m - 129
17 6.52 1.2 m - 127
18 6.90 1.2 d 5.0 126
22 7.11 2.4 d 8.3 130
23 6.82 2.4 d 8.5 130
24 - - - - 124

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(naftalen-2-il)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-

il)propeniliden)hidrazina (21D1), sélido rojo, R: 95 %, PF 202-204 °C, MS (El) m/z (abundancia,

%): M* 402 (100).

12 \
13/5\1/\2/“\/\7/“/\ PN, J
L DY
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.70 1 dd 16/9.6 122
3 7.28 1 d 16 136
4 9.20 1 d 9.6 154
7 - - - - 167
10 - - - - 142
11 6.79 1 s - 106
12 5.29 2 sa - 50
13 5.88 1 m - 129
14Z/E 5.30/5.12 1/1 d/d 10/17 118
15 - - - - 133
16 7.18 1 d 3.3 129
17 7.05 1 dd 5.1/3.6 128
18 7.36 1 d 5.0 128
20 7.43 1 d 8.4 125
21 7.95 1 m - 128
22 - - - - 129
23 7.95 1 m - 128
24 - - - - 129
26 7.63 1 m - 127
27 7.63 1 m - 127
28 7.95 2 m - 128
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Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-(furan-2-ilmetilen)hidrazina (1E), sélido marrdn,

R: 95 %, PF 186 °C (Desc.).

(0]
17/ \/1/4/12\\N/N\2/N/\ /22:21\
Ne—15 | 4—6 20
5\5// \\ //

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz)
2 - - - -
4 - - - -
5 6.50 1 s -
6 - - - -
7 5.02 2 sa -
8 5.89 1 m -
9Z/E 5.27/5.06 1/1 d/d 11/17
12 8.98 1 S -
14 - - - -
15 6.58 1 d 3.4
16 6.52 1 dd 3.4/1.7
17 7.57 1 m -
20 7.51 1 m -
21 7.51 2 m -
22 7.40 2 d 8.3

8 °C (ppm)
168
149
105
129
49
130
118
141
149
116
111
145
130
130
130
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Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-(furan-2-ilmetilen)hidrazina (2E), sélido marrén,

R: 98 %, PF 80-82 °C.

17\7
A
o, - \2\/ N, o
‘S \/
N
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
2 - - - - 170
4 - - - - 135
5 5.73 1 d 1.3 98
6 2.11 3 d 1.3 13
7 4.51 2 d 4.7 47
10 8.14 1 S - 140
12 - - - - 151
13 6.63 1 d 34 112
14 6.45 1 dd 3.4/1.8 112
15 7.48 1 d 1.2 143
16Z/E 5.19/5.08 1/1 dd/dd 10-1.1/17-1.0 116
17 5.92 1 m - 132
Acido (2E,22)-4-fenil-3-alil-2,3-dihidrotiazol-2-(2-(hidrazono(furan-2-ilmetilen-5-sulfénico)))

(3E), sélido naranja, R: 83 %, PF 234 °C (Desc.).

21\0
o:‘SZO
14//15\7) s—3
\ [\
: \10¢N\N%2\N/4\6\/\X\4
\ 26:25/
17/7
)\\
716 16E
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
2 - - - - 169
4 - - - - 142
5 6.81 1 m - 104
6 - - - - 132
7 4.50 2 m - 48
10 8.21 1 S - 141
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Resultados Quimica

12 - - - - 149
13 6.87 1 m - 110
14 6.57 1 d 3.4 116
15 - - - - 160
16Z/E 5.15/4.87 1/1 d/d 10/17 118
17 5.82 1 m - 132
21 4.08-3.84 1 sa - -
24 7.51 1 m - 130
25 7.51 2 m - 130
26 7.51 2 m - 130

Acido (2E,22)-4-metil-3-alil-2,3-dihidrotiazol-2-(2-(hidrazono(furan-2-ilmetilen-5-sulfénico)))
(4E), sélido amarillo crema, R: 83 %, PF 240-241 °C.

<\/ I \_/
o,
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

2 - - - - 169
4 - - - - 139
5 6.63 1 sa - 103
6 2.22 3 S - 13
7 4.79 2 4.5 48
10 8.39 1 - 140
12 - - - - 160
13 6.87 1 d 3.4 116
14 6.56 1 d 3.4 110
15 - - - - 149

16Z/E 5.24/5.05 1/1 d/d 11/17 118
17 5.98 1 m - 132
21 3.79-3.86 1 sa - -
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Resultados

Quimica

(1E,22)-1-((E)-3-(furan-2-il) propeniliden)-2-(4-metil-3-feniltiazol-2(3H)-iliden)hidrazina (7E),

aceite marron, R: 86

%.

1— o \
7\ [ Ne—y
NN /N\N/“\N/
1\6\22
7
21
\20/
RMN: 400/100 MHz, CDCl
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.46 1 m - 142
3 - - - - 152
4 6.40 1 m - 111
5 6.40 1 m - 111
6 6.56 1 d 16 124
7 6.92 1 dd 16/10 124
8 8.01 1 d 9.9 152
11 - - - - 170
14 - - - - 135
15 5.91 1 S - 98
16 - - - - 136
17 1.89 3 S - 14
20 7.46 1 m - 129
21 7.46 2 m - 129
22 7.46 2 m - 129

(1Z,2E)-1-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina (8E), sélido
ladrillo, R: 88 %, PF 230 °C (Desc.).

— 5 5/15\\ 22=21
5// \ I 14—17 20
\4/3\6/7\8/N\N/11\N/ \ 7/
7
26
\25/
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.15 1 d 1.6 144
3 - - - - 153
4 6.19 1 d 34 112
5 6.12 1 dd 3.4/1.8 112
6 6.41 1 m - 122
7 6.41 1 m - 129
8 7.86 1 dd 7.8/1.3 154
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Resultados Quimica

11 - - - - 169
14 - - - - 142
15 6.51 1 s - 105
16 - - - - 134
17 - - - - 130
20 7.11 1 m - 130
21 6.95 2 m - 127
22 7.11 2 m - 130
25 6.95 1 m - 127
26 6.86 2 m - 128
27 6.74 2 dd 8.3/1.3 129

(1Z, 2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina (11E),
sélido rojo, R: 74 %, PF 190 °C (Desc.), MS (El) m/z (abundancia, %): M* 335 (10) C,,H.,N,S™ 117
(100).

—9 12—=13

2// \ j \\10‘11/ >4

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.52 1 m - 144
2 6.48 1 dd 3.4/1.6 112
3 6.56 1 d 3.2 113
4 - - - - 152
5 6.92 1 d 16 130
6 6.79 1 dd 9.7/6.0 122
7 9.17 1 d 9.2 155
8 - - - - 168
9 6.67 1 S - 106
10 - - - - 144
11 - - - - 130
12 7.40 2 d 8.0 129
13 7.49 2 m - 129
14 7.49 1 m - 132
15 5.25 2 d 53 51
16 5.89 1 m - 130
17Z/E 5.06/5.33 1/1 d/d 10/18 118
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Resultados Quimica

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina (12E),
aceite marrén, R: 65 %, MS (El), m/z (abundancia, %); M* 273 (100) C;HsNS" 139 (43).

RMN: isomeria EEZ/EEE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 7.43 1/0.2 m - 152
2 6.43 1/0.2 m 4.4 127
3 6.43 1/0.2 m 4.4 127
4 - - - - 149
5 6.65 1/0.2 d 17
6 6.95 1/0.2 d 10 143
7 8.16 1/0.2 m
8 - - - - 172
9 5.83 1/0.2 S - 104
10 - - - - 141
11 2.16 3/0.6 S - 18
12 4,58 2/0.4 sa - 48
13 5.97 1/0.2 m - 128

14Z/E 5.21/5.12 1-0.2/1-0.2 d/d 10/17 118

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((1,4-dioxi-2,3-dimetil-quinoxalin-6-
il)metilen)hidrazina (14E), sélido naranja, R: 71 %, PF 233-235 °C, MS (El) m/z (abundancia, %):
M 465 (14) 467 (5) Cy3HxCINsOS™ 449 (100) Cy3HyoCINsS™ 433 (61) CyoH14CINS™ 391 (18)
C12H10CIN,S™ 249 (88).

20
19¢ \21/CI

Ny
1 o s/ \\17/1\

Z—N/ }Z/N/
—3 - 6——7 N—N// \13/14
\\N—S// \\5_11// \>/152
O/ \10=9/ &
RMN: 400/100 MHz, DMSO-d,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 2.75 3 S - 14
2 . . - . 142
3 ; ; - ; 142
4 2.75 3 S - 14
5 - - - - 137
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Resultados Quimica
6 - - - - 137
7 8.64 1 S - 118
8 - - - - 139
9 8.60 1 d 9.0 118
10 8.43 1 d 9.0 129
11 8.40 1 S - 148
12 - - - - 172
13 4.47 2 d 4.8 47
14 5.91 1 m - 132
15Z/E 5.22/5.04 1/1 d/d 10/17 117
16 6.10 1 s - 102
17 - - - - 142
18 - - - - 133
19 7.44 2 d 8.6 128
20 7.37 2 d 8.6 130
21 - - - - 133
(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-(naftalen-2-ilmetilen)hidrazina  (16E), sdlido
amarillo, R: 95 %, PF 146-148 °C, MS (El), m/z (abundancia, %); M* 370 (100).
I
2/0
e e N e /N
PP L)\
~ ~,7 —
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.53 1 m - 128
2 7.53 1 m - 128
3 7.42 1 m - 130
4 - - - - 130
5 - - - - 130
7 7.87 1 m - 130
8 8.01 1 dd 8.6/1.5 123
9 - - - - 143
10 8.10 1 s - 132
11 9.34 1 s - 153
14 - - - - 168
17 - - - - 143
18 - - - - 135
19 6.55 1 s - 105
20 5.12 2 m - 50
21 5.94 1 m - 130
22Z/E 5.31/5.12 1/1 d/m 5.3/- 119
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Resultados Quimica

25 7.53 1 m - 128
26 7.53 2 m - 128
27 7.87 2 m - 130

(1E,22)-1-benciliden-2-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-iliden)hidrazina (20E), sélido amarillo, R: 70 %,
PF 189-192 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 355 (100) C;5sH,;NS* 237 (55).

8\\8/5{/
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.25 2 m - 103
3 - - - - 152
4 8.35 1 sa - 155
5 7.75 2 m - 127
6 7.35 3 m - 128
7 7.13 2 m - 128
8 7.23 3 m - 128
9 7.37 6 m - 128
(1E,2Z)-1-(4-clorobenciliden)-2-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)hidrazina (26E),

sélido amarillo, R: 73 %, PF 137-138 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 387 (100) 389 (33)
C1,H10CIN,S* 249 (78) C;HsCIN® 138 (14).

aYal e s

—1 A ,
- \/N/ St

8
9

L

10E

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 134
2 7.37 2 m - 129
3 7.37 2 m - 129
4 - - - - 140
5 - - - - 140
6 6.07 1 s - 102
7 - - - - 152
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Resultados Quimica
8 4.48 2 sa - 48
9 5.89 1 m - 132
10Z/E 5.22/ 1/1 d/d 10/17 118
11 8.37 1 sa - 150
12 - - - - 130
13 7.70 2 d 8.5 129
14 7.44 2 d 8.7 129
15 - - - - 130

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-feniltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-fenilaliliden)hidrazina sélido
amarillo, R:95 %, PF 201-203 °C, MS (EIl), m/z (abundancia, %); M* 346 (100).
T
\18

/ 2222

P W e N N /" m

-

N,
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 7.39 1 m - 129
2 7.39 2 m - 129
3 7.39 2 m - 129
4 - - - - 135
7 7.17 1 d 16 144
8 6.88 1 dd 16/9.5 123
9 9.21 1 d 9.3 155
12 - - - - 168
15 - - - - 143
16 - - - - 130
17 6.66 1 S - 106
18 5.23 2 sa - 50
19 5.89 1 m - 130
20Z/E 5.32/5.10 1/1 d/d 10/17 119
21 7.55 2 m - 129
22 7.55 2 m - 129
23 7.55 1 m - 129
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Resultados

Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-metiltiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-fenilaliliden)hidrazina sélido
amarillo, R: 48 %, PF 83-85 °C, MS (El), m/z (abundancia, %); M 284 (100).
Z20
1%\20E
N——N 18
//8—9// }Z\N\
1\\ //4—7 5\ %5\16
2—3 17
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.28 1 t 7.2 129
2 7.36 2 t 7.5 127
3 7.49 2 d 7.4 126
4 - - - - 138
7 6.85 1 d 16 136
8 7.07 1 dd 16/9.6 126
9 8.24 1 d 9.3 153
12 - - - - 169
15 - - - - 136
16 2.17 3 S - 14
17 5.82 1 S - 98
18 4.62 2 sa - 46
19 5.97 1 m - 131
20Z/E 5.20/5.12 1/1 d/d 10/17 116

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina
(7G), sélido naranja, R: 90 %, PF 179-180 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 381 (100)

C1sH14N405S" 366 (58).

1— 0 s

J [ Mo
6 N

\3/ N F \7/ \N/ ~y U

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm)
1 7.46
2 6.47
3 6.47
a -
5 6.73
6 6.92

Integracion
1

1
1

Multiplicidad

J (Hz)
0.8

16
9.8/16

8 °C (ppm)
144
112
112
152
127
125
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Resultados Quimica

7 8.37 1 sa - 154
8 - - - - 160
9 6.34 1 sa - 104
10 - - - - 139
11 - - - - 136
12 7.63 2 d 8.7 130
13 8.34 2 d 8.7 125
14 - - - - 148
15 4.68 2 sa - 48
16 5.92 1 m - 131
17Z/E 5.26/5.04 1/1 d/d 10/17 108

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-clorofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina
(8G), sélido amarillo, R: 97 %, PF 200 °C (Desc.), MS (El) m/z (abundancia, %): M* 369 (100) 371
(30) C1oH10CINS™ 235 (42), UV-vis: €376 (14,7 £ 0,5) cm™ mM ™,

I—o

2// \ IS/ 10\11/

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.46 1 m - 144
2 6.47 1 m - 111
3 6.47 1 m - 112
4 - - - - 152
5 6.76 1 d 16 126
6 6.89 1 dd 16/5.8 123
7 8.48 1 m - 154
8 - - - - 168
9 8.25 1 S - 103
10 - - - - 140
11 - - - - 130
12 7.44 2 d 8.0 129
13 7.36 2 d 8.0 130
14 - - - - 136
15 4.71 2 S - 48
16 5.88 1 m - 131
17Z/E 5.25/5.05 1/1 d/d 10/17 117
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Resultados Quimica

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-metoxifenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-
il)propeniliden)hidrazina (13G), solido naranja, R: 90 %, PF 140-141 °C, MS (El) m/z
(abundancia, %): M* 366 (100).

s—15 24=23
1—o

/i L= =
\4/3\6/7\8/N\N/ ™ \\\/ \26

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero &5 'H (ppm) Integraciéon Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)
1 7.48 1 d 1.6 144
5 6.48 1 dd 3.4/1.8 112
4 6.54 1 d 3.4 113
3 - - - - 151
6 6.92 1 d 16 129
7 6.76 1 dd 16/9.7 121
8 9.13 1 d 9.7 154
11 - - - - 167
15 6.60 1 S - 106
14 - - - - 143
19 - - - - 124
24 7.31 2 d 8.8 131
23 7.01 2 d 8.8 114
22 - - - - 160
26 3.89 3 S - 54
16 5.22 2 4.6 50
17 5.89 1 m - 129
18Z/E 5.31/5.09 1/1 d/d 10/17 118
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Resultados Quimica

Acido-(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-alil-2,3-dihidrotiazol-4-
carboxilico (18G), sélido marrén, R: 64 %, PF 164 °C (Desc.), MS (El) m/z (abundancia, %): M*
303 (100) C;H;NO,S" 169 (18).

1/0\4/5\6/7 LN
S R
9 0—12
RMN: 400/100 MHz, DMSO-d,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.02 1 d 1.5 143
2 5.96 1 dd 1.8/3.4 112
3 6.06 1 d 3.4 112
4 - - - - 151
5 6.34 1 d 16 122
6 6.29 1 dd 9.5/16 124
7 7.90 1 d 9.5 153
8 - - - - 160
9 7.22 1 S - 118
10 - - - - 142
11 - - - - 168
12 5.00 - sa - -
13 4.76 1 d 5.0 48
14 5.42 1 m - 131
15Z/E 4.73/4.67 1/1 d/d 10/17 118
(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-bromofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-
il)propeniliden)hidrazina (20G), sélido rojo, R: 92 %, PF 182-184 °C.
o 5 9—10
TN Nl —
2 I 7N
14—15
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 7.29 1 sa - 145
2 6.27 1 dd 1.8/3.4 113
3 6.35 1 d 3.3 113
4 - - - - 152
5 6.66 1 d 16 128
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Resultados Quimica
6 6.55 1 dd 9.5/16 122
7 8.66 1 d 9.42 154
8 - - - - 168
9 4.80 2 sa - 50
10 5.65 1 m - 129
11Z/E 5.08/4.80 1/1 d/d 10/16 118
12 - - - - 144
13 - - - - 133
14 7.09 2 d 8.6 131
15 7.43 2 d 8.6 133
16 - - - - 122
17 6.59 1 sa - 108

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(naftalen-2-il)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina
(21G), sélido rojo, R: 56 %, PF 124-126 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 385 (100),

CiH13NS* 251 (30), C1oHgS* 184 (29).

o
1/ \4/5\ T

6 \/N

11Z

9—10
21==20

\\2/4/ NN N 2307 %
[ i
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.57 1 m - 142
2 6.45 1 m - 112
3 6.45 1 m - 112
4 - - - - 153
5 6.68 1 d 16 125
6 7.00 1 dd 9.9/16 125
7 8.18 1 d 9.6 154
8 - - - - 169
9 4.52 2 sa - 48
10 5.93 1 m - 132
11Z/E 5.21/5.05 1/1 d/d 10/17 118
12 - - - - 144
13 6.13 1 S - 101
14 - - - - 138
15 7.57 1 m - 126
16 7.91 1 m - 128
17 - - - - 133
18 7.91 1 m - 128
19 7.58 1 m - 127
20 7.58 1 m - 127
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Resultados Quimica

21 7.91 1 m - 128
22 - - - - 133
23 7.91 1 m - 128

Procedimiento general de sintesis de derivados de hidrazinotiazolidinona.?’”

\
Ar/é\%\,\l NaOAC /C\F\
Z N A

\[( \ EtOH, requJo
v Ar= Aril
Ry= -H, -Alil, -Ph

n=0,1

Se hace reaccionar la tiosemicarbazona correspondiente (1.0 mmol) con bromoacetato de etilo
(2.0 mmol) en presencia de acetato de sodio (4.0 mmol) a reflujo de etanol absoluto (1.0 mL
cada 100 mg de tiosemicarbazona) entre 4-10 h. La formacién del producto se controla por TLC
en silica, con una fase mévil mezcla de éter de petrdleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Luego
de finalizada la reaccién, la mezcla se deja enfriar, se filtra el producto obtenido, se lava con

etanol/agua (80/20 % v/v) fria y el sélido se recristaliza de etanol o etanol/agua.

(2E,2Z/E)-2-(2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazono)-3-feniltiazolidin-4-ona  (4A), sdlido
amarillo, R: 95 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 346 (100) C1,H1oN50S," 300 (1) CoH,N;0S*
205 (9).

/ \
//6 '\{\ 10
—
Nt Uy
2\3// —12
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;
Nimero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 - - - - 156
2 7.77/7.87 1/0.5 d 4.0 127/129
3 7.18 15 m - 130/129
4 - - - - 137
5 8.34/8.01 1/0.5 S - 151/148
6 - - - - 100
7 4.09/4.02 2/1 S - 32
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Resultados Quimica

8 - - - - 172
9 - - - - 128
10 7.65 3 m - 130
11 7.39/7.53 3/1.5 m - 128/129
12 7.39/7.53 3/1.5 m - 128/129

(2E,22/E)-3-alil-2-(2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazono)tiazolidin-4-ona (5A), sélido
amarillo, R: 60 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 310 (37) C;1H10N30S," 264 (96) C¢H,N,0S*
155 (51) C3Hs 41 (100).

T
S

10/N\
5
OzN\ s NN

8
| °

L/ >/

z7

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.90/7.92 1/0.4 d 4.4 129
2 7.24/7.32 1/0.4 d 4.3 128
3 8.47/8.09 1/0.4 S - 138
4 3.86/3.91 2/0.8 S - 32
5 4.45/4.67 2/0.8 d 6.1 39
6 5.90 14 m - 131

7Z/E 5.30/5.30 1-0.8/1-0.8 m/m - 119
8 - - - - 151
9 - - - - 153
10 - - - - 163
11 - - - - 171

(2E,2Z/E)-2-(2-((5-nitrotiofen-2-il)metilen)hidrazono)tiazolidin-4-one (6A), sélido amarillo, R:
43 %, MS (El) m/z (abundancia, %) M* 270 (100) CsH3N30,S" 169 (18) CsH3N,S™ 123 (12).

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 139
2 8.14/8.11 1/0.4 d 4.0 131/129
3 7.55/7.60 1/0.4 d 4.6 131/132
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Resultados Quimica

4 8.60/8.30 1/0.4 s - 150/146

5 - - - - 168

6 3.94/3.97 2/0.8 s - 33

7 - - - - 176

8 12.28 1 sa - -

9 - - - - 152/156
(2E,22)-2-(2-((E)-3-(5-nitrotiofen-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-aliltiazolidin-4-ona (5B),

sélido naranja, R: 35 %, PF 171-173 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M™ 336 (100) C;3H:,N50S,"
290 (21) C¢H,N,0S" 155 (25) C3Hs" 41 (19).

\1\5 s—°
2// \ / 10==o0
\3/4\5/6\7/N\N/8\N\
12/11
N
L4 13E
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 - - - - 151
2 7.87 1 d 4.4 129
3 7.10 1 d 4.3 127
4 - - - - 149
5 7.53 1 m - 131
6 7.53 1 m - 130
7 8.23 1 s - 158
8 - - - - 166
9 3.86 2 s - 33
10 - - - - 172
11 4.47 2 sa - 46
12 5.92 1 m - 130
13Z/E 5.30/5.25 1/1 d/d 10/17 119
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Resultados Quimica

(2Z,2E)-3-fenil-2-(2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazono)tiazolidin-4-ona (4C), sélido blanco, R: 92 %,
PF 226-228 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 301 (100) C,HoN;0S* 218 (6)

11\
( \ul)
9

8/

Nee N\, =0
1/ss\l\z\/ 7 5\5_6/
\\2/3
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 7.68 1 d 5.0 129
2 7.13 1 dd 3.6/5.0 128
3 7.42 1 d 3.6 129
4 8.46 1 - 152
5 - - - - 164
6 4.10 2 S - 32
7 - - - - 172
8 - - - - 135
9 7.53 1 m - 128
10 7.46 1 m - 132
11 7.40 1 m - 128
12 - - - - 139

(1E/Z, 2E)-3-alil-2-(2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazono)tiazolidin-4-ona (5C), sdlido blanco, R: 64
%, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 265 (100), C¢HgN,0S" 156 (35) CgH,NOS™ 141 (74) CsH4NS®
110 (92).

l\S

7

—
2 /
\3411\4/’“ w, 25N

6
\7\
/0

N
\
8~

I

E10

RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Nimero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.44/7.74 1/1 dt/d 5.0-0.9/5.0 130/136
2 7.09/7.16 1/1 dd/dd 5.0-3.7/5.1-3.8 127/126
3 7.37/7.56 1/1 dd/d 3.6-1.0/3.7 131/135
4 8.59/8.22 1/1 s/sa - 152/148
5 - - - - 163
6 3.83/3.91 1/1 s/s - 32
7 - - - - 171
8 4.47/4.62 1/1 d/d 5.8/5.9 45
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Resultados Quimica
9 5.93/6.05 1/1 m/m - 129
10Z/E 5.32- 1/1 dd/dd 17-1.2/10-1.2 118
5.42/5.25-
5.29
11 - - - - 138/132

(2E,2E/2)-2-(2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-aliltiazolidin-4-ona (5D1), sdlido

amarillo, R: 95 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 314 (100).

N
3 4 N /
AR ST S W AN
18 \ 10=—0
\\17/16 S—1y
RMN: isémeros EZ/EE 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 141
6.90 1.2 dd 16/9.7 124
3 7.14 1.2 d 16 133
4 8.20/7.90 1/0.2 d/d 9.7/9.6 161/156
7 - - - - 162
10 - - - - 171
11 3.83/3.93 2/0.4 s/s - 133
12 4.45/4.49 2/0.4 d/dt 6.1/5.8- 44
1.3
13 5.90 1.2 m - 130
14Z/E 5.20/5.30 1.2/1.2 dd/dd 10-1.2/17- 118
1.3
16 7.18 1.2 d 3.5 128
17 7.05 1.2 dd 5.1/3.6 128
18 7.35 1.2 d 5.0 128
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Resultados

Quimica

(2E,22)-2-(2-((2E,4E)-5-(tiofen-2-il)penta-2,4-dieniliden)hidrazono)-3-aliltiazolidin-4-ona

(5D2), sélido naranja, R: 76 %, PF 139-140 °C.

S/s

/20\3 \
19/ \ | 9==0
\18417\16/15\1/Z\S/N\N/G\N/
\11\12
)\
£1s 13z
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 6.76 1 m - 141
2 6.57 1 m - 129
3 8.13 1 d 9.8 160
6 - - - - 162
8 3.81 2 S - 32
9 - - - - 172
11 4.44 2 d 5.8 45
12 5.91 1 m - 130
13Z/E 5.25/5.31 1/1 dd/dd 10-1.1/17- 118
1.2

15 6.76 1 m - 128
16 6.91 1 d 14 129
17 - - - - 127
18 7.09 1 d 3.4 127
19 7.03 1 dd 5.0/3.6 128
20 7.28 1 d 5.6 125

(2E,22)-2-(2-((2E,4E)-5-(tiofen-2-il)penta-2,4-dieniliden)hidrazono)-3-feniltiazolidin-4-ona

(4D2), sélido marrén, R: 95 %, PF 219-220 °C.

s
23/5\ , 10—=—0
J 2NN TN N F TN
21
12\14
7\
15
=~ /
16
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 6.71 1 m - 126
2 6.71 1 m - 141
3 6.57 1 m - 128
4 8.00 1 d 9.7 161
7 - - - - 163
9 3.97 2 s - 32
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Resultados Quimica

10 - - - - 171
12 - - - - 135
14 7.53 2 m - 129
15 7.36 2 m - 127
19 6.88 1 d 15 129
20 - - - - 141
23 7.27 1 d 5.0 126
22 7.02 1 dd 5.0/3.6 128
16 7.53 1 m - 129
21 7.07 1 d 3.6 127

(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-feniltiazolidin-4-ona  (6E), sdlido
amarillo claro, R: 87 %, PF 230-232 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 311 (46) C;H¢NO" 119
(100).

_—9
/B [ o
NN N2
1\1\12
7
-
14
RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero & 'H (ppm) Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 7.37 1 m - 143
2 6.46 1 dd 1.8/3.4 112
3 6.50 1 dd 3.4 112
a4 - - - - 152
5 6.69 1 d 16 128
6 6.94 1 dd 9.9/16 123
7 8.04 1 d 10 160
8 - - - - 161
9 3.98 2 S - 32
10 - - - - 172
11 - - - - 134
12 7.48 2 m - 129
13 7.54 2 m - 129
14 7.37 1 m - 129
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Resultados Quimica

(2E,22/2E)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-aliltiazolidin-4-ona (10E), sdlido
amarillo claro, R: 70 %, MS (ElI) m/z (abundancia, %): M 275 (100) C¢H,N,0S" 155 (8)
C1oHgN;0,S" 234 (3).

RMN: isémeros EEZ/EEE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 7.48/7.62 1/0.3 d 1.9 143/146
2 6.48 1 dd 3.3/2.0 112
3 6.53 1 d 3.2 112
4 - - - - 152
5 6.81/6.77 1/0.3 s - 119/129
6 6.97 1 dd 9.8/6.4 124
7 8.20/7.92 1/0.3 d 13 160/158
8 - - - - 162
9 3.83/3.94 2/0.6 s - 33
10 - - - - 170
11 4.45/4.49 2/0.6 d 5.8/3.9 46
12 5.93 1.3 m - 130

13Z/E 5.24- 1-0.3/1-0.3 d/d 10/17 119

5.29/5.34-
5.42

(2E,22)-3-alil-2-(2-((1,4-dioxi-2,3-dimetilquinoxalin-6-il)metilen)hidrazono)tiazolidin-4-ona
(13E), solido amarillo, R: 36 %, PF 246 °C (Desc.), MS (El) m/z (abundancia, %): M* 371 (47)
Cy7H17N50,S" 354 (90) Cy7H417NsOS* 337 (100) CgH,N5OS"™ 169 (28) CgH,N,0S* 184 (23).

]
4\3/'\‘\5/10%9 s—17,
=
IO N
{ \
o) 13

RMN: 400/100 MHz, DMSO-d;

Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)
1 2.77 3 s - 14
2 - - - - 142
3 - - - - 142
4 2.77 3 s - 14
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Resultados Quimica

5 - - - - 129
6 - - - - 129
7 8.78 1 s - 121
8 - - - - 138
9 8.66 1 d 9.0 120
10 8.41 1 d 9.0 128
11 8.61 1 s - 155
12 - - - - 166
13 4.50 2 d 5.8 45
14 5.95 1 m - 130
15Z/E 5.28/5.35 1/1 d/d 10/17 118
16 - - - - 173
17 3.87 2 s - 32

(2E, 2Z)-2-(2-(4-clorobenciliden)hidrazono)-3-aliltiazolidin-4-ona (25E), solido blanco, R: 73 %,
PF 130-132 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 292 (67) 294 (12) C¢H,N,0S* 155 (42).

3
Cl—l// \\4 5\ Y
— N P
/N
N,
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 132
2 7.40 2 d 8.7 129
3 7.71 2 d 8.7 129
4 - - - - 137
5 8.43 1 S - 156
6 - - - - 163
7 3.84 2 S - 32
8 - - - - 172
9 4.48 2 d 6.2 45
11Z/E 5.36/5.25 1/1 d/d 10/17 118
10 5.94 1 m - 130
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Resultados Quimica

Sintesis de derivados de tiadiazol-N-acetamido.®’

I
O OT \R’1—> \H/S/>7N/Rl
J 0 -

(0]

Ar= Arilo
R]_: -H, -CHch:CHz, -Ph
n=0,1

Una mezcla de 0.23 mmol de la tiosemicarbazona correspondiente y 2.00 mL de anhidrido
acético se calienta a reflujo 2-4 h. La formacién del producto se controla por TLC en silica, con
una fase movil mezcla de éter de petréleo/AcOEt (70/30, % v/v). Al finalizar la reaccidn se
reparte entre acetato de etilo y solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio, la capa
orgdanica se seca y evapora a vacio. El producto se purifica por columna de silica en éter de

petrdleo con un gradiente de acetato de etilo de 0 a 40 %.

N-(4-acetil-5-(5-nitrotiofen-2-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiadiazol-2-il)-N-fenilacetamida (15A),
sélido marrén claro, R: 52 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 390 (37) C14H11N405S, 347 (100)

C1,HsN40,S, 304 (68) Cq,HgN3S, 258 (6).
/gﬁ
N\ /14/
7 AN

11

OZN\l/S\ /S\G/N\m\/
Iy | )
/12/
13 \\O
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Nimero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 152
2 7.78 1 d 4.0 128
3 7.15 1 d 4.2 126
4 - - - - 149
5 7.02 1 S - 63
6 - - - - 78
7 7.30 2 d 8.5 129
8 7.53 2 m - 130
9 7,53 1 m - 120
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Resultados Quimica
10 - - - - 169
11 1,95 3 S - 22
12 - - - - 171
13 2,02 3 S - 22
14 - - - - 142

N-alil-N-(5-(5-nitrotiofen-2-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiadiazol-2-il)acetamida (16A), aceite marrodn,
R: 58 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 312 (74) CgH;N,05S," 270 (47).

-
O,N
\/7//\4~'W5 S N
4 N//N/ [
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 - - - - 151
2 7.77 1 d 4.2 127
3 7.15 1 d 4.2 125
4 - - - - 128
5 4.84 1 sa - 63
6 - - - - 152
7 3.96 2 m - 48
8 5.94 1 m - 132
9z 5.24 1 d 10 118
9E 5.30 1 d 17 118
10 - - - - 169
11 2.25 3 S - 22
12 7.25 1 sa - -

109



Resultados Quimica

N-(4-acetil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiadiazol-2-il)-N-fenilacetamida  (15C), aceite
amarillo, R: 30 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M" 345 (71) Cy4H,5N30S," 303 (100) C;5HsN5S,"
259 (61).

// \4M 5/ ~g \13/
2\/ \N//N I
7/5/
\\o
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.26 1 d 5.2 126
2 6.95 1 dd 4.0/5.2 127
3 7.16 1 d 4.0 126
4 ] ; - - 148
5 7.14 1 S - 62
6 - - - - 124
7 2.03 3 S - 24
8 - - - - 148
9 - - - - 140
10 7.33 2 m - 128
11 7.52 2 m - 129
12 7.53 1 m - 129
13 - - - - 168
14 1.95 3 S - 22

N-allil-N-(5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (16C), aceite amarillo, R: 69
%, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 267 (69) CgH,N;0S," 225 (26).

7/
|
15 N
e
12/
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.24 1 d 5.1 125
2 6.92 1 dd 3.6/5.1 126
3 7.14 1 d 3.6 126
4 - - - - 152
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Resultados Quimica
5 4.97 1 m - 50
6 - - - - 133
7 3.94 2 m - 47
8 5.92 1 m - 134
9E 5.30 1 d 17 117
9z 5.20 1 d 10 117
10 - - - - 169
11 2.23 3 S - 22
12 7.32 1 s - -

(E)-N-(4-acetil-5-(2-(furan-2-il)vinil)-4,5-dihidro-1,3,4-tiadiazol-2-il)-N-alilacetamida (16G),

aceite marrén, R: 11 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 319 (25) C;3H1sN30,S" 277 (55).

13
1
1
. S\m/N\M/lS
1— 6
2//\3//4\5// N//'\{ |C!
9—18
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)

1 7.34 1 m - 143
2 6.46 1 m - 112
3 6.44 1 m - 110
4 - - - - 151
5 6.29 1 m - 119
6 6.11 1 m - 124
7 6.40 1 m - 66
8 - - - - 171
9 2.31 3 m - 21
10 - - - - 149
11 4.52 2 sa - 51
12 5.90 1 m - 131
13 5.27 1 dd 10/16 119
14 - - - - 169
15 2.26 3 m - 22
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Resultados

Sintesis de derivados de tiadiazol.®’

Ar

AN (

n
S /Rl
| H I | ——NH
HN N ) /
\R1 EtOH, reflujo N—

S Ar= Aril
R;=-H, -Alil, -Ph
n=0,1

Una mezcla de 3.0 mmol de tiosemicarbazona y 1.2 mmol de cloruro férrico se calienta a

reflujo 5-8 h, en 3.0 mL de etanol absoluto. La formacién del producto se controla por TLC en

silica, con una fase movil mezcla de éter de petréleo/acetato de etilo (60/40, % v/v). Al

finalizar la reaccién, se reparte entre acetato de etilo y una solucién acuosa saturada de

bicarbonato de sodio, la capa orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y evapora a vacio.

El producto se purifica por columna de silica en éter de petréleo con un gradiente de acetato

de etilo de 0 a 40 %.

N-alil-5-(5-nitrotiofen-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (17A), sélido marrén, R: 75 %, PF 172-174
°C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 268 (100) CgHsN,0,S," 253 (20) CsH,0,NS," 172 (31).

7
O,N |
—S

\ /S\G/N\S/g\ 10z
2//\ /4\5\\ /'\/l \(

3
N 10E

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz)
1 - - - -
2 8.05 1 d 4.4
3 7.42 1 d 4.4
4 - - - -
5 - - - -
6 - - - -
7 8.48 1 sa -
8 3.97 2 t 5.5
9 5.92 1 m -
10Z/E 5.20/5.27 1/1 d/d 10/17

8 °C (ppm)
150
131
126
140
157
169

47
134
117
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Resultados Quimica

”H

Sintesis de derivados de bis-tiazoles.*’

n H (6]
_—
HN N\R
1 EtOH, reflujo
S Ar= Arilo
R;=-H, -CH,CH=CH,, -Ph —
n= O 1 Ar

n

Se hace reaccionar la tiosemicarbazona correspondiente (2 mmol), con la 1,4-dibromobutan-
2,3-diona (1 mmol) a reflujo de etanol absoluto (1 mL cada 100 mg de tiosemicarbazona) entre
4-10 h. La formacion del producto se controla por TLC en silica, con una fase mévil mezcla de
éter de petrdleo/acetato de etilo (80/20, % v/v). Luego de finalizada la reaccion, la mezcla se
deja enfriar, se filtra el producto obtenido, se lava con etanol/agua a 4 °C (80/20 % v/v) y el
sélido se recristaliza de etanol o etanol/agua. Nota: en caso de que no precipite ningin sdlido,
se evapora el etanol a vacio, se agregan dos voliumenes de éter de petrdleo, se evapora a vacio

nuevamente y luego se resuspende el crudo en agua, se filtra y se recristaliza.

(1Z,2E)-1-(3-alil-4-Bis-tiazol-2(3H)-iliden)-2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazina (1F), sélido amarillo,
R:75 %, PF 167-169 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 497 (100) CigH1sNgS,™ 455 (11)
C16H10N554+ 414 (3)

/s S
2\ /z( /5’1]\ /
= \5% AN %6\ /10\0/ AN
s="\_ —
\7 \1\1\5 \4,/,3
o~ i
)l\ 7
E9 9z
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Ndmero 8 'H (ppm) Integraciéon  Multiplicidad J (H2) 8 *C (ppm)
1 7.33 1 d 5.0 128
2 7.06 1 dd 3.6/5.0 127
3 7.24 1 d 3.6 128
4 - - - - 140
5 8.45 1 S - 147
6 - - - - 168
7 4.34 2 sa - 47
8 5.90 1 m - 131
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Resultados Quimica

9Z/E 5.20/5.11 1/1 d/d 10/17 118
10 - - - - 127
11 6.28 1 s - 106
(1Z,2E)-1-(3-alil-4-bistiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(tiofen-2-il)propeniliden)hidrazina (2F),
sélido naranja, R: 95 %, PF 198 °C (Desc.), MS (El) m/z (abundancia, %): M* 549 (100).
1 214
)= ju
N A
NP7 s
\_/
12/ \\N/N
\ N ST
S/ TN
\ is
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 - - - - 140
2 6.27 1 dd 16/9.6 123
3 6.77 1 m - 135
4 8.13 1 d 9.6 154
7 - - - - 167
10 - - - - 127
11 6.78 1 s - 114
12 4.35 2 sa - 49
13 5.47 1 m - 130
14Z/E 4.85/4.68 1/1 d/d 10/17 118
15 6.77 1 m - 128
16 6.62 1 dd 5.1/3.6 128
17 6.97 1 d 51 127
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Resultados

(1E/Z,2E)-1-(3-alil-4-Bistiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazina
sélido marrén, R: 95 %, PF 183-185 °C, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 516 (100) C,3H15N0,S,
475 (10) C13H1,N;0S 258 (8), UV-vis: €35, (27 + 1) cm™ ' mM™.

Quimica

(3F),

7SNl mY
y— L/ T NG
w
RMN: 400/100 MHz, CDCl;
Numero &5 'H (ppm) Integraciéon Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)

1 7.34 1 sa - 142
2 6.36 1 m - 125
3 6.64 1 m - 111
4 6.61 1 d 16 124
5 6.75 1 dd 9.8/16 125
6 8.18 1 sa - 153
7 - - - - 143
8 4.38 S - 49
9 5.78 1 m - 131
10Z/E 5.20/4.94 1/1 d/d 11/17 118
11 6.32 1 m - 110
12 - - - - 152
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Resultados Quimica
Sintesis de amidas de la Familia F utilizando CDI.*

Ar
o \ )\n
\
T T
n . 1)C$KTHF >\\N/R1
e

Ar
S
2) Amina 24h TA = o
N
\R2

Ar= Arilo
R;= -H, -CH,CH=CHy,, -Ph
n=0,1

R,= amina secundaria o primaria

A 1.0 mmol del acido correspondiente se le agrega 2.0 mmol de CDI en THF seco (1.0 mL cada
100 mg de 4cido) y se deja 2 h a temperatura ambiente, se sigue la reaccion hasta la
desaparicién de acido por TLC de silica, con una fase moévil mezcla de éter de petrdleo/acetato
de etilo (70/30, % v/v). Luego en bafio de hielo se le incorporan 2.0 mmol de la amina
correspondiente, 1.0 mmol de trietilamina y se deja 12-24 h a temperatura ambiente. La
formacién del producto se controla por TLC en alimina, con una fase mévil mezcla de éter de
petréleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Luego de finalizado, se reparte entre diclorometano y
solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio para eliminar los restos de acido que no
reaccionaron. Luego se lava la capa organica con una solucién buffer fosfato pH 4-5, la capa
orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y evapora a vacio. Se purifica por cromatografia

en columna de alimina en éter de petrdleo con un gradiente de acetato de etilo de 0 a 40 %.
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Resultados Quimica

Sintesis de amidas de la Familia F utilizando SOCI,.”

Ar
).

. \
Ri \N
< /z/j:N\N_ N | OH N/
h < y 1) socl, >\\N/R1
—_—

Ar

S,
2) EtzN, Amina, DCM = o)
24h/ TA
N
\R2

Ar= Arilo

Ry= -H, -CH,CH=CH,, -Ph

n=0,1

R,= amina secundaria o primaria

A 2.05 mmol del 4cido correspondiente se los hace reaccionar con 2.5 mmol de cloruro de
tionilo por 1 h a 100 °C en tolueno anhidro (1.0 mL cada 100 mg de acido). Se observa el
cambio de color, si no ocurre luego de transcurrido el tiempo se agrega 1.0 mmol mas de
cloruro de tionilo y se deja 1 h de calentamiento, hasta ver el cambio de color. Luego se
agrega, gota a gota durante 30 min, una mezcla de 10 mmol de trietilamina y 2.0 mmol de la
amina correspondiente en diclorometano anhidro (1 mL cada 100 mg de &cido) en bafio de
hielo y atmdsfera de nitrégeno. Luego se deja la mezcla a temperatura ambiente durante 12-
24 h. La formacion del producto se controla por TLC en alimina con una fase mévil mezcla de
éter de petrdleo/acetato de etilo (70/30, % v/v). Luego de finalizado, se reparte entre
diclorometano y solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio para eliminar los restos de
acido que no reaccionaron. Posteriormente se lava la capa orgdnica con una solucién buffer
fosfato pH 4-5, la capa orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y evapora a vacio. Se
purifica por cromatografia en columna de alimina en éter de petréleo con un gradiente de

acetato de etilo de 0 a 40 %.
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(2E,22/E)-3-alil-N-(1-cinamilpiperazin)-2-(2-(tiofen-2-ilmetilen)hidrazono)-2,3-dihidrotiazol-4-
carboxamida (4F), via CDI, aceite amarillo, R: 31 %, MS (El) m/z (abundancia, %): M* 477 (100)

C16H1sNs0S," 360 (12).

=
N/ o
\5% 7 /\>
" \
%§G/S\7 7
13=14
—{ TN
e
RMN: isémeros EZ/EE, 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 7.53/7.30 0.8/1 d/m 5.1 131/128
2 7.09/7.05 0.8/1 dd/dd 3.7-5.1/ 125/127

3.6-5.0
3 7.34/7.21 0.8/1 m/d -/3.6 128
4 - - - - 140
5 7.92/8.43 0.8/1 s - 146/142
6 - - - - 160
7 6.21/6.15 0.8/1 s - 104
8 - - - - 132
9 - - - - 168
10 3.68 7.4 sa - 42/47
11 2.52 7.4 sa - 52
12 3.20 3.7 d 6.9 60
13 6.25 1.8 m - 125
14 6.56 1.8 d 16 133
15 2.26 3 m - 126
16 - - - - -
17 7.34 9 m - 128
18 - - - - -
19 4.86/4.67 1.6/2 d/d 5.9/5.6 47
20 6.06/5.93 0.8/1 m - 132
21Z/E 5.27- 0.8-1/0.8-1 d-m/m-d 10/17 118
5.22/5.22-
5.16
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(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-alil-N-(1-cinamilpiperazin)-2,3-
dihidrotiazol-4-carboxamida (5F), via SOCl,, sélido amarillo, R: 60 %, PF 157-159 °C, MS (El)
m/z (abundancia, %): M* Cl 521 (16) Cy7HNsO,S* 487 (13) Cy,H,sNsOS™ 407 (10) CoHo™ 117
(100), UV-Vis: €357 (27,2 £ 0,4) cm‘mM™.

[e]
21 \\
\ \10/11\’\‘/12\13\
N’és\ /\L \VN\M
=N |
5’6/ §16
./ b
Y g
N ~
2 20
RMN: 400/100 MHz, CDCl;

NuUmero §'H (ppm) Integracion Multiplicidad J (Hz) & c (ppm)
1 7.44 1 m - 142
2 6.46 1 m - 110
3 6.46 1 m - 110
4 - - - - 132
5 6.64 1 d 16 125
6 6.92 1 dd 9.9/16 125
7 8.07 1 d 9.9 152
8 - - - - 168
9 6.15 1 S - 104
10 - - - - 142
11 - - - - 170
12 3.68 4 sa - 42
13 2.52 4 sa - 47
14 3.2 2 d 6.6 60
15 6.25 1 m - 124
16 6.56 1 d 16 134
17 - - - - 135
18 7.38 2 m - 128
19 7.38 2 m - 128
20 7.38 1 m - 128
21 4.66 2 d 5.6 47
22 5.91 1 m - 132

23Z/E 5.19/5.19 1/1 m/m - 118

119



Resultados Quimica

(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-alil-N-(1-metilpiperazin)-2,3-
dihidrotiazol-4-carboxamida (6F), via SOCI,, sélido amarillo R: 52 %, PF 112-115 °C.

Z12

RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)
1 6.91 1 dd 16/9.9 124
2 8.02 1 d 9.9 154
5 - - - - 168
7 6.12 1 S - 103
8 - - - - 124
10 4.60 2 d 5.7 46
11 5.88 1 m - 132
12Z/E 5.18/5.11 1/1 dd/dd 10-1.3/17-1.4 118
13 - - - - 160
15 6.60 1 d 16 124
16 - - - - 154
17 6.39 1 m - 112
18 6.39 1 m - 112
19 7.39 1 m - 142
22 3.61 4 sa - 42/47
23 2.37 4 sa - 55
24(metilo) 1.20 3 s - 29
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(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-alil-2,3-dihidrotiazol-4-

piperazinamida (7F), via CDI, se prepara a partir de piperazina monoboc. Luego de finalizada la
reaccion de formacidn de la amida se extrae el producto como se dijo anteriormente. La amida
con la piperazina monoboc se desprotege mediante un tratamiento con TFA (0.5 mmol) por
24 h a TA, posteriormente se purifica como se indicéd en el procedimiento general de sintesis,

aceite amarillo, R: 88 %.

N—nN li
19/0\ 2 \\5\N/10 /ZS\N/ !
s LA
~17 \7/8\13/
I
o
RMN: 400/100 MHz, CDCl,
Numero 8 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 *C (ppm)
1 6.90 1 dd 9.9/16 124
2 8.03 1 d 9.9 154
5 - - - - 167
7 6.12 1 s - 103
8 - - - - 142
10 4.63 2 d 5.6 46
11 5.88 1 m - 132
12 5.16 2 m - 117
13 - - - - 160
15 6.61 1 d 16 124
16 - - - - 152
17 6.40 1 sa - 112
18 6.40 1 sa - 112
19 7.41 1 sa - 142
24(H) 2.15 1 s - -
25 2.84 4 sa - 45
26 3.58 4 sa - 43/48
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(2E,22)-2-(2-((E)-3-(furan-2-il)propeniliden)hidrazono)-3-alil-N-morfolino-2,3-dihidrotiazol-4-
carboxamida (8F), via CDI, aceite oscuro, R: 35 %.

11
= A
19 1—
1/54\ /\16\15 /S\I\Q Z\Nl 7
17 AN /8\13/ ~yv Tz
e
RMN: 400/100 MHz, CDCl;

Numero 8 'H (ppm) Integracion  Multiplicidad J (Hz) 8 C (ppm)
1 6.93 1 dd 16/9.9 124
2 8.13 1 d 9.9 155
5 - - - - 168
7 7.17 1 S - 115
8 - - - - 142
10 4.98 2 d 5.1 48
11 5.98 1 m - 132
12 5.18 2 m - 117
13 - - - - 157
15 6.65 1 d 16 124
16 - - - - 152
17 6.43 1 sa - 112
18 6.43 1 sa - 112
19 7.43 1 sa - 143
21 2.35 1 sa - -
26 3.49 4 sa - 41
27 3.25 4 t 6.4 5
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Reduccién del p-nitro derivado 7G al p-amino derivado 22G utilizando ditionito de sodio.”*

NO,

\
s \ Na28204
/N_N/>,Nz THF/H,O o / N_N z
N/ \ L/

A una solucién a reflujo de 0.26 mmol del nitro derivado 7G en 10 mL de THF y 1.0 mL H,0, se
le agrega 4.00 mmol de ditionito de sodio cada 10 min (en 7 porciones). Se calienta a reflujo
durante 8 h con agitacién vigorosa y bajo atmdsfera de N,. La reaccidn se sigue por TLC en
alimina, con una fase mévil mezcla de éter de petréleo/acetato de etilo (80/20, % v/v). Al
finalizar se evapora el disolvente a vacio, el crudo se reparte entre diclorometano y solucién
acuosa de HCI (1M). La capa acuosa se neutraliza (con una solucion saturada de bicarbonato de
sodio) y se reparte con diclorometano. La capa organica se seca con sulfato de sodio anhidro y
evapora a vacio. El producto se purifica en columna de alimina en éter de petrdleo con un

gradiente de acetato de etilo de 0 a 30 %.

Reduccién del 4-nitro derivado 7G al 4-amino derivado 22G utilizando SnCl,.”

NO,
\
x SnC|2

>/N N—N
7 Tolueno / 5% DMF

/ Acetico cat./ D 90 °C
o, / \

W,

A 0.26 mmol del nitro derivado en tolueno anhidro y atmdsfera de N, se les agregan 10 mmol
de SnCl,, 5% de DMF y cantidad catalitica de &cido acético. La mezcla se calienta a 90 °C por
2 h. La reaccién se sigue por TLC en alumina con una fase mdvil mezcla de éter de
petréleo/acetato de etilo (80/20, % v/v). Al finalizar, se evapora el disolvente a vacio, se
reparte entre diclorometano y solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico. La capa
orgdnica se seca con sulfato de sodio anhidro y evapora a vacio. El producto se purifica en

columna de alumina en éter de petréleo con un gradiente de acetato de etilo de 0 a 60 %.
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(1Z,2E)-1-(3-alil-4-(4-aminofenil)tiazol-2(3H)-iliden)-2-((E)-3-(furan-2-
il)propeniliden)hidrazina (22G), sélido rojo, R: 80 %, via SnCl,, PF 140 °C (Desc.), MS (El) m/z
(abundancia, %): M* 351 (100).

— 0 3/9 12—=13

J A D™

NFNEIN AN 7/ \
15

17E
217

RMN: 400/100 MHz, CDCl,

Numero localizador & 'H (ppm)  Integracién Multiplicidad J (Hz) 8 °C (ppm)

1 7.46 1 d 0.8 144
2 6.46 1 m - 112
3 6.46 1 m - 112
4 - - - - 152
5 6.76 1 m - 126
6 6.89 1 dd 9.9/16 123
7 8.54 1 sa - 153
8 - - - - 168
9 6.19 1 sa - 102
10 - - - - 143
11 - - - - 124
12 7.16 2 d 8.6 131
13 6.72 2 d 8.6 114
14 - - - - 148
15 4.77 2 sa - 49
16 5.90 1 m - 132

17Z/E 5.23/5.06 1/1 d/d 10/17 117
18 4 2 sa - -
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En esta seccidn se describen los diferentes ensayos bioldgicos realizados para los nuevos
derivados sintetizados. En primer lugar, en la Etapa 1 (esquema 11) del desarrollo de este
trabajo, se ensayaron los compuestos derivados del Lider Il, en la forma epimastigote de
T.cruzi, cepa Tulahuen 2. Se buscé que los nuevos derivados tuviesen una actividad

tripanosomicida mejor que el lider, con I1Cso < 4.0 uM.

o,N
%jv S

Con aquellos compuestos con actividad mejorada se continud con los ensayos de citotoxicidad

Lider 1l

inespecifica, principalmente sobre glébulos rojos humanos, y mutagenicidad, aplicando test de

Ames empleando Salmonella typhimurium (Etapa 2).

Con los compuestos que superasen esta etapa, es decir con un buen indice de selectividad
(1S>100) y mutagenicidad negativa, se siguid con los ensayos en otros estadios y cepas de T.
cruzi, a saber amastigotes y tripomastigotes (Etapa 3). En esta instancia también se realizaron

estudios de toxicidad sobre las células mamiferas utilizadas en el ensayo con amastigotes.

Cuando los nuevos derivados resultaron mas activos que el Lider Il, con baja toxicidad
inespecifica y ausencia de mutagenicidad, fueron sometidos a ensayos in vivo (Etapa 4). La
Etapa 4 consistio en ensayar la toxicidad en ratones sanos y el efecto farmacoldgico en modelo

murino agudo de la enfermedad de Chagas.

Si en alguna etapa no se cumple con los requisitos para el pasaje a la siguiente etapa, se
redisefian nuevas modificaciones estructurales y se sintetizan nuevos derivados (Disefio

Bioguiado).
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Esquema 11. Disefio Bioguiado: se divide en cuatro etapas que simbolizan el desarrollo
preclinico desde la sintesis hasta los ensayos in vivo. La Etapa 1 corresponde a la identificacidn
de prototipos moleculares. En las Etapas 2 y 3 se identifican los lideres, que cumplen con los
requisitos de mejoras en las actividades bioldgicas, tanto desde la actividad tripanosomicida
como de la citotoxicidad inespecifica. En la Etapa 4 se consolidan los lideres. En todos los
puntos del desarrollo se trabaja, con la informacidn generada, en un re-disefio y una

retroalimentacién de cada una de las etapas.

Etapal

Ensayoin vitro en
epimastigotes

ICc, < 4 uM
Rediseno

Etapa2
Redisefio

I5< 100 Ensayode citotoxicidad
Mutagenicidad [+ inespecifica

15> 100
Mutagenicidad [

1

Etapa3
Ensayoin vitro en

IC;,:,. > IE‘I.IM

Etapa 4
Invive

amastigotes

ICey < 4 pM

_

Caracterizacidn bioldgica in vitro frente a epimastigotes de T. cruzi (Etapa 1). Para todos los

derivados desarrollados en el presente trabajo de tesis, se evalud in vitro la capacidad de
inhibir el crecimiento de la forma epimastigote de T. cruzi, cepa Tulahuen 2. Como evaluacion
primaria de actividad tripanosomicida, los compuestos fueron ensayados a una concentraciéon
inicial de 25 uM. La concentracion necesaria para inhibir el 50 % del crecimiento parasitario
(ICso) se determind para aquellos derivados que presentan un porcentaje de inhibicion del
crecimiento mayor al 50 % a 25 puM. Los resultados se presentan, a continuacion, por familia.

En la tabla 10 se muestran los resultados de los derivados de la Familia A.
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Tabla 10. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi. Actividad bioldgica frente a

epimastigotes de T. cruzi de la primer serie de derivados del lider Il, Familia A.

N N
Familia A
Estructura Derivado ICs, (uM)? + DS”
/ /U\ 1A 40+04
= /“\
/ Lider II° 42+06

3A 25+4

N
\
\Z

/
>:

%

NMN/ \® 4A 13+2
)
T
/>/\4 5A >25+ 4
N\

>/NH
o N / 6A >25+4

{ \
= Ny /L;>\©\NOZ 7A 10+1

4
\
=Ny W\C| 8A 14+2
(
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Resultados
Estructura Derivado ICso (uM) + DS
O,N
@v "\ 9A 49405
A, %
—
O,N
10A;; 2043
72 T\
= /”\N/[\S
O,N
@v S/\>\©
= /“\N/kN 10A;; 61
«
O,N
AN 7 ”? : 12A 52544
O,N
& =)
AN 0P é \ 13A 10+1
O,N
7 Sx\
Cv”m /ke 14A 20+3
O,N
S
, SYN\H/ 15A 2.9+0.3
/ Lol
N/
/QO
O,N H
>25+3

2 U{STN\L\/ 16A
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Estructura Derivado ICso (uM) + DS

MY e 17A 1242
/o
S,
Y X, Nfx 8+1
/
N%)\ @ Bnz 7+1

. s b . .7 . N .
® Concentracién que |nh|be el 50 % del crecimiento celular, ° desviacién estandar. © Descrito previamente en

referencia 74.

En esta familia de compuestos se obtienen derivados con mejores actividades que las de los
agentes de referencia utilizados en el mismo ensayo, Nfx y Bnz, a saber 1A, 9A, 10A;;, y 15A. Al
compararlos con el compuesto lider y segln las exigencias indicadas en el esquema 11, se
puede decir que en esta familia existen dos productos con actividad moderada, 9A y 10Ag;.
Para este ultimo derivado, el Unico que pudo ser resuelto en sus isdmeros geométricos, se
observa que el isdmero Z a nivel del hidrazinotiazol es levemente mas activo que el isémero E,
10A;:. Por otro lado, el compuesto 15A es el derivado de esta familia que supera la actividad

del Lider Il y por ende pasa a los estudios de la Etapa 2 (ver mas adelante).

Se observa claramente que con ninguna de las modificaciones planificadas se logra mejorar
considerablemente la actividad tripanosomicida del compuesto Lider Il (ICsp< 4 uM). Por esta
razon al disefio de partida se le incorpora la adicion de un doble enlace entre el anillo
aromatico y la hidrazona. Este arreglo estructural se observa repetido en estructuras con
actividad tripanosomicida, sintetizadas previamente en nuestro laboratorio.”’ De este redisefio
surgen los derivados de la Familia B, cuyas actividades tripanosomicidas se presentan en la

tabla 11.

O,N .
2 Familia A OzN Familia B

J 3 S ) s s
= /N\)\/R = N R

//\ -

----z
————z

-z

-z
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Tabla 11. Ensayo de inhibicién del crecimiento de T. cruzi. Actividad biolégica frente a
epimastigotes de T. cruzi de los derivados de la Familia B. Se presentan en negrita aquellos

derivados con actividad mejorada con respecto al Lider II.

O,N

//

.S
~y e

Familia B

Estructura Derivado ICs, (0M)+£ DS

O,N
@v /E’\ Lider II 42+06
= N
'
O,N

S
/3 /“\ / 28 1.2£0.2
= / /N\N H/\/
H

O,N

@W S/>§
A=
NN N 58 13402

\
/ s s/>\©‘mz
C/W/N“’“‘ /l\“ 78 33405
1
i s SWG
@\/\/NMN)\N

\
N K\\

14B 10+1
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Si se comparan estas actividades bioldgicas con la de los analogos de la Familia A se puede
observar que la incorporacién del doble enlace efectivamente logra mejorar la actividad
tripanosomicida. Ademas, se obtienen tres compuestos (2B, 5B y 7B) con ICs; < 4 uM, los

cuales son sometidos a los estudios de la Etapa 2.

Toxicidad inespecifica y caracterizacion bioldgica in vitro frente a amastigotes de T. cruzi

Etapas 2 y 3 de los derivados de las familias A y B que superaron la Etapa 1. A aquellos
derivados con buenos perfiles sintéticos y mejor actividad frente a la forma epimastigote que
el Lider Il, se les evalud su actividad frente a la forma amastigote de T. cruzi, cepa VY, y la

citotoxicidad inespecifica en células mamiferas.

Citotoxicidad inespecifica (Etapa 2). A fin de evaluar la selectividad hacia los parasitos, se
determind la toxicidad de los productos desarrollados en el presente trabajo de tesis, sobre
células mamiferas (células VERO y gldbulos rojos humanos, GRH). Como forma de evidenciar la
citotoxicidad selectiva hacia T. Cruzi, se determind el indice de selectividad (IS), que se define
como la relacidn entre el IC5, en las células de mamifero y el ICsy en la forma amastigote de T.
cruzi. Como control positivo en el ensayo de lisis de GRH se utilizé Anfotericina B (Anfo B). Los

resultados de IS para los derivados de las familias Ay B se presentan en la tabla 12.
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Tabla 12. Indices de selectividad (IS= ICsq, csiuias mamiteras/1Cso0, amastigotes)- EN Negrita se resaltan los

resultados mds relevantes y en color las estructuras menos citotdxicas, para las Familias A y B.

Estructura Derivado IS (Células VERO) IS (GRH)
Cv /“\ Lider 11 100 nd®
a.. w@ $oom

Cv D\Q 9A <5P nd
Cv D‘@ 10A 5 nd
\(H 7/ Y 15A <8° 3
D\< Y \/\ 17A 50 nd
/3 2B 60 82
= / /N\N/U\H/\/
7 =
C\/v/\/L8 58 80 28
/ s S/\>_©\NOZ
C\/V/ ”‘“/L \ 7B 13 nd
Farmaco de referencia Nfx 200 150
Farmaco de referencia Anfo B nd 10

® ho determinado, ®inhibié mas del 50% del crecimiento celular (células VERO) a concentraciones < 25 uM
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Actividad frente amastigotes (Etapa 3). Los compuestos se evaltan en un ensayo de 72 h
sobre células VERO infectadas con la cepa Y de T. cruzi (figura 14, tabla 13). En este ensayo se
incluyen otros derivados aunque no superasen las exigencias del organigrama del esquema 11,

como forma de no descartar ningln arreglo estructural potencialmente relevante para la

actividad biolégica deseada.

Figura 14. Micro-fotografia
de cultivo de células VERO
infectadas. Se muestran
los tripomastigotes (flecha
negra), los nucleos de las
células (flecha azul) y en el
citoplasma de la célula los
amastigotes (flecha roja).
MO a 100x, con tincion de

Giemsa.
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Tabla 13. Actividad bioldgica frente a amastigotes de T. cruzi. En negrita y en color se resaltan

las estructuras mas relevantes, para las Familias A y B.

Estructura Derivado ICsq (M) £ DS

O.N
& : Lider II 525+ 4
= /N\N/“\N/\/
O,N : .
s s
= /”\N N
H H
O,N

//S . N/S[\?Qo
\

5A >25+4

ON

/ s
— S
/”zN% \ 7A >25 + 4
N
/) NO,

O.N

/ s
— S
/NmN% \ 8A >25+4
/)N Cl
S
A
NN 10A; >25+ 4

\

O,N

/ s
o S
/N“‘?N% \ 13A >25+4
| (o]
| \
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ICso (UM) % DS

/ s
_— S
=y — 3\ 14A 8.3+0.8
N
O,N "
S, N
/ S\]/ e 17A 5.0£0.5
yan
_—N
O,N
s S
/ /\L y 2B 44+0.4
NN N/\/
O,N 2
S
@\N />Q0
NN N 8 5B 2.8+0.3
O,N
s 7N\
/ N /J\ NO,
NN 7B 1942
O,N
s Q_O )
N,
AN é 8B 52544
Farmaco de referencia Nfx 1.6+0.2
Farmaco de referencia Anfo B 1.1+0.1
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Asi, es posible observar que dos compuestos resultan ser moderadamente mejores
tripanosomicidas frente a amastigotes de T. cruzi, los derivados 2B y 5B, que ademas
resultaron ser selectivos (tabla 12). Desde un punto de vista estructural, estos compuestos son

derivados del Lider Il con la incorporacion de una insaturacion.

De los cuatro derivados seleccionados a partir de los ensayos de la Etapa 1 (2B, 5B, 7B y 15A),
de las mds de veinte nuevas moléculas pertenecientes a estas dos familias, sélo dos superan
exitosamente las etapas 2 y 3, resultando los derivados 15A y 17A poco selectivos y el derivado

7B poco activo frente a la forma amastigote.

Estabilidad en plasma sanguineo. Se decide ensayar la estabilidad en plasma de los derivados
preseleccionados. Todos los nuevos derivados que poseen actividad frente a T. cruzi (1Csy <25),
derivados del Lider Il, son estables en plasma en las condiciones ensayadas, excepto los
derivados acetilados (14A, 15A y 16A) (ver ejemplo del derivado 15A en figura 15). Es de
esperar que en un medio rico en amidasas’®, como el plasma, esto ocurra. La toxicidad de 15A
(tabla 12) podria estar asociada con la formacién del metabolito desacetilado y la acetilacion

de alguna enzima involucrada en el proceso y de esa forma ser inespecifico (IS <8).

15A + Plasma

Figura 15. Cromatografia en capa
fina del patrén de degradacion del
derivado 15A en plasma e
interpretacion de los productos de
degradacion. TLC de alimina como
fase estacionaria y una mezcla de
éter de petrdleo/acetato de etilo
(60/40, % v/v) como fase movil.

Revelado con vapores de yodo.

138



Resultados Biologia

Ensayo de mutagenicidad. Otro de los estudios planteados en la Etapa 2 es la evaluacién de la
potencial mutagenicidad de los compuestos a través del test de Ames. Este ensayo detecta la
reversion de mutaciones en Salmonella typhimurium y esta disefiado para el descubrimiento
de un amplio rango de compuesto capaces de producir daifios que conduzcan a mutaciones
genéticas.”® El ensayo emplea cinco cepas histidina dependientes y cada una de ellas se
caracteriza por el tipo de mutacion y el lugar de la mutacidén dentro de genes del operdn
histidina. La cepa mas utilizada, y recomendada por muchos organismos internacionales’ para
la evaluacion inicial de la mutagenicidad es la cepa TA98, que presenta la mutacidn de tipo
delecién hisD3052, que provoca un corrimiento en el marco de lectura en el gen hisD que
codifica para la enzima histinidol deshidrogenasa. Ademas de la mutacién para la histidina,
esta cepa presenta otras dos mutaciones; la mutacion rfa que produce una pérdida parcial de
la barrera de lipopolisacdridos incrementando la permeabilidad a compuestos, y la delecidon
del gen uvrB que codifica para el sistema reparador de escision del DNA incrementando la
sensibilidad para la detecciéon de agentes mutagénicos. Ademas, esta cepa estad transfectada
con el plasmido pKM101 que le confiere resistencia a la Ampicilina e incrementa la
mutagénesis inducida por compuestos quimicos y luz UV interfiriendo con la via de reparacion
del ADN.* EI ensayo cuenta de dos partes; en una primera instancia se calcula la dosis maxima
a emplear mediante un ensayo de toxicidad sobre la bacteria, y luego se ensayan los
compuestos desde esas concentraciones sin y con activacion metabdlica, con fraccidn

microsomal S9 (fraccidn subcelular de células hepaticas murinas), en la cepa TA98.

Luego de determinada la mutagenicidad del nuevo derivado en una cepa, si es negativa, se
sigue con las siguientes cuatro cepas del test de Ames. Estas cepas son similares a la antes
descripta pero dejan en evidencia otro tipo de eventos de mutaciéon como ser la sustitucién de
una base nucleotidica. Estas cepas son la TA100, TA102, TA1535 y la TA1537. Cada una tiene
asociados controles fenotipicos particulares y controles positivos de mutacién (sin y con

activacion metabdlica).

Los resultados para los dos compuestos que superaron las etapas anteriores, 2B y 5B, se

muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Test de mutagenicidad. Resultados del test de Ames para los compuestos 2B y 5B.

w2 w\)\¥
(

[ 7 “\Nj\u/\/

A7
TA98 N° colonias TA98 N° colonias
2B revertantes/placa £ DS 5B revertantes/placa t DS
Dosis PBS S9 Dosis PBS S9
(ng/placa) (ug/placa)
250 165 + 33 152 + 30 2.00 61+12 12+2
83 201 +40 135+ 27 0.70 105+ 21 12+2
27 140 + 28 78 £ 16 0.20 2916 7+1
9 77 £ 15 54 +11 0.07 163 61
3 71+14 28+6 0.02 11+2 7+1
0 9+2 711 0 61 8+2

Nota: El compuesto se clasifica como mutagénico cuando en dos o mas concentraciones consecutivas producen

. . . 97
el doble de revertantes naturales o que exista una correlacién dosis-respuesta.

Asi, se puede observar que los derivados 2B y 5B resultan mutagénicos. Dado que al tratar el
derivado 5B no se producen metabolitos mutagénicos (tratamiento con fraccién S9, tabla 14),

resulta interesante ver si estos mantienen la actividad tripanosomicida.

Dado que repetidamente el grupo nitro,**®" en este caso en un sistema tiofeno, aparece en
compuestos mutagénicos, se decide indagar si otros anillos aromaticos, sin grupo nitro,

mantienen la actividad tripanosomicida.

Este concepto retroalimenta a las modificaciones que dan lugar a los derivados de la Familias
C, D y E. Sobre los derivados de estas familias se comienza con el estudio en la forma
epimastigote de T. cruzi, tal como se ha descrito previamente, en lo que involucra a la Etapa 1.

Las tablas 15, 16 y 17 presentan esta informacidn.
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Tabla 15. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi. Actividad bioldgica frente a
epimastigotes de T. cruzi de los derivados de la Familia C. Se presentan en negrita al Lider Il y

los derivados con actividad mejorada.

@S\/ IS
= N /':k R

Familia C

Estructura Derivado ICso (M) £ DS

O,N
72 5 Lider 11 4.2+06
FE N /U\ N

QV )\\ /@ 1C 4.7+0.5

O\/ /U\ A 7.9+0.8
/\ﬁ\o
@\/N\N/k,\‘

C\VN% N/l%o
\\\ 5C >25+4
\

4C >25+4

8C >25+4
1
QVN\N/I\N
10C >25+4
7 SX\
QV/N\N/LN
14C >25+4

\
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Estructura Derivado ICso (UM) + DS

[>\<:j/”\ﬂ/ 15C >25 + 4
/<

(0]

s . | 16C >25+ 3
an—N 0
a )
Q\/N\N/I\N
19C >25+3

NN \ 18C 525+ 4

\

® Descrito previamente en referencia 74.

Se observa claramente que los derivados sin grupo nitro, en la Familia C, en su mayoria
resultan no activos frente a la forma epimastigote de la cepa Tulaluen 2 de T. cruzi. Solamente
las tiosemicarbazonas 1C y el derivado anteriormente reportado V, mantienen una actividad

tripanosomicida moderada, por lo que fueron utilizadas en etapas posteriores de disefio.
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Tabla 16. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi. Actividad bioldgica frente a
epimastigotes de T. cruzi de los derivados de la Familia D. Se presentan en negrita aquellos

derivados con actividad mejorada con respecto al Lider II.

/ S .S
N A /N\N)\ R
n A

N

Familia D

Estructura Derivado ICso (M) + DS

O,N
@v s Lider 11 42406
= /N\N/“\N/\/
H H
72 "
B /N\N/“\ 1C 47+05
H N
S
/% /H\ 102 1.7+0.2
= F /N\N N
/ H H
s s =
@\NN )J\ 201 >25¢3
= s 2N

O\/\N /U\ J/ 2D2 0.60 + 0.06
= F a4 ~
Q\/AN N, 2 /QQ

\
/ S S ]
Q\%NN\”%?Q 5D2 >25+4
4
s 5T\

\ 7D1 >25+4

4D2 >25+4

5D1 204
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ICso (1M) £ DS

O/W/”\N/ w

8D1° >25+ 4
@V\/v SWCI
N P
NN 8D2 13+1
/7 %
= /N\ 7 N f
7 N 20D1 >25+ 4
/% Q\Q\
= /N\ 7 N
7 " \ 13D1 >25+ 4
@\/v Sy
= NN T
7 N 14D1 >25 + 4
/7 M
= N A N
7 § 10D1 >25+ 4
/7 S
Q\/N/“\N)\N 21D1 >25+4

\

® Los derivados se encuentran ordenados por el efecto estéreo-electrénico de los sustituyentes a nivel del anillo

tiazol.

Como se puede apreciar, la incorporacién de una insaturacion no logra una mejora en la

actividad tripanosomicida, pero la adicidon de dos insaturaciones (comparar, por ejemplo, las

actividades de los derivados 8D1 y 8D2), da como resultado las tiosemicarbazonas 1D2 y 2D2

con excelente actividad. Estos derivados fueron utilizados en etapas siguientes.
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Tabla 17. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi. Actividad bioldgica frente a
epimastigotes de T. cruzi de los derivados de |la Familia E.

S

Ar N )\ R
W Y N

Familia E

Estructura Derivado ICs5 (M) £ DS

O,N
@v J\ Lider II 42106
= /N\H H/\/
d_._
VII? 525 +3
72 I\
QVN\N/LN

\
QL

1E >25+3

2E >25+3

HOO,S

\
/% 7\
Cv\%m 3E >25+3
HOO,S (
72 7\
CV/N\N%} 4aE >25+3
¢
@\N”\N/l\%o

6E >25+3
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ICso (uM) £ DS

SUPwSa

8E 5.0+0.6
o s Z
@W“ P& & 7.0£0.7
NN N
H H
o S/>:
@\N/N“‘ﬂ 7 )
= N \\\ 10E >25+3
O
N / N
NN N k\ 11E 42+0.4
/7 H—
= PN /I\N
= N \\\ 12E >25 + 4
N\ s
P 21E 525 + 4
\N N
\©v/~\ J\ o 22E >25+3
l
i 23E 10+1
o
\QVN\ )L Py 24E 111
\GV\QC\ 25E 525+ 4
7\
\OV\Q\Q\ : 26E >25+ 4
5
i\
@\/N\Nm
>25+3

% 20E
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Estructura Derivado IC5 (M) £ DS
S
+
%\)}\ Py 27€ 6.6+0.7
Q\N P\
d \/LN?\\\Q 28E 525+ 3
@\/\/ S/\>\
NS \/LK\ 29E >25+3
\)k o~ 15E 54%05
77\
N =
Z \N/Q\\\Q 16E >25+3
( s
° /N\N)J\N/\/ 178 >25%3
N
\ i
!
T
VI >25 + 3
\N /N\N)LN/\/
* H H
f
= s
I:@v\% 13E >25 + 3
|
\
14E 15 +2

3
IQI%/D;Q
° \

® Descrito previamente en referencia 74.
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Se observa que la mayoria de las tiosemicarbazonas tienen actividad tripanosomicida del
orden del compuesto Lider Il y de los compuestos de referencia Nfx y Bnz, pero pierden
actividad cuando son cicladas para formar un sistema tiazol, excepto para los derivados 8E,
11E y 14E. También se identifican nueve derivados con actividad tripanosomicida moderada,
5E, 7E, 23E, 24E, 19E, 27E, 15E, 18E y 14E. Los derivados 8E y 11E fueron los Unicos con
actividad tripanosomicida similar al lider Il, ademas estdn ciclados, como fue planificado en el

disefio previo.

De estas tres familias (C, D y E) se destacan dieciséis nuevos derivados con actividad
tripanosomicida, de los cincuenta y dos desarrollados (31 %). Los compuestos 1C (una
tiosemicarbazona de tiofencarbaldehido), 1D2 y 2D2 (tiosemicarbazonas de 5-(2-tienil)pent-
2,4-dienal), y el derivado de tiazol 11E, tienen muy buena actividad tripanosomicida. Todos
ellos sin grupos nitro en su estructura fueron evaluados en los ensayos de toxicidad

inespecifica y actividad tripanosomicida frente a amastigotes de T.cruzi (tabla 18).
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Tabla 18. Etapas 2 y 3 para los derivados de las Familias C, D y E. Actividad bioldgica frente a

amastigotes de T. cruzi y selectividad frente a células mamiferas. Indices de selectividad (IS=

|CSO, células mamiferas/lCSO, T. cruzi(amastigotes))-

IS IS

Estructura Derivado  1C5o (M) (Células VERO) (GRH)

O,N
@v /ﬁ\ Lider Il 525 +4 nd® nd
= /N\H H/\/

2 i
_ /N\N/U\ 1c >25+4 nd 21

O\/\/v /L Q 1D2 >25+4 nd nd
NN \

@wNN /“\)/ 2D2 254 nd nd
N

7 [
= PZ2nN /l\N b
= N 11E <0.30 +0.02 >1000 196

Farmaco de referencia Nfx 1.6+0.2 200 150

% no determinado. ” También se evalué en epimastigotes del clon Dm 28c con una IC5y de 4pM.

La mayoria de los productos son tiosemicarbazonas sin actividad en amastigote porque
seguramente no puedan atravesar las membranas celulares correctamente. Los NH del
agrupamiento tiosemicarbazona le podrian conferir a la molécula dicha dificultad. En cambio el
tiazol, que es mas lipdfilo porque no posee NH, atraviesa las membranas mas facilmente. Esto
es debido a una tendencia que se observa en cuanto a exigencia estructural para atravesar las
membranas de cada sistema bioldgico. Para este tipo de moléculas, las mas lipdfilas, las
actividades bioldgicas seran mejores en amastigote y menos en epimastigote y viceversa. El
derivado 11E es el mas lipdfilo y es mas activo. Se observa que el derivado 11E es un excelente
tripanosomicida, con indices de selectividad mayores que los del farmaco de referencia, por lo

que se resuelve continuar con este compuesto en las etapas siguientes de estudio.

Se estudia entonces en el test de mutagenicidad frente a la cepa TA98 de S. typhimurium

(tabla 19).
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Tabla 19. Test de mutagenicidad. Resultados del test de Ames para el compuestos 11E.

O J9=0

TA 98 N° colonias revertantes/placa = DS
Dosis PBS S9
(ng/placa)
250 13+3 14+3
83 11+2 19+4
28 8+2 163
9.3 1613 10+2
3.1 10+2 163
0 14+3 14+3

Nota: El compuesto se clasifica como mutagénico cuando en dos 0 mas concentraciones consecutivas produce

. . . . 97
el doble de revertantes naturales o si existe una correlacion dosis-respuesta.

El compuesto no es mutagénico en la cepa TA98 a ninguna concentracion. Se pudo ensayar a
las concentraciones maximas recomendadas, dado que este compuesto no fue téxico para las
bacterias del ensayo. Se decide tomar a este compuesto como un Nuevo Lider. Sera utilizado

para el disefio de la Familia G.

La Familia F surge del disefio de moléculas dirigidas a, potencialmente, inhibir enzimas
especificas esenciales del parasito, tales como son triosafosfato isomerasa (TIM) y tripanotion
sintetasa (TryS). Las moléculas disefiadas debian cumplir: 1. Contar con un agrupamiento
amida para ser potencial inhibidor de TryS.”® 2. Poseer un eje de simetria central que dividiera
a la molécula en dos fragmento idénticos o similares para ser potenciales disruptores de la

estructura dimérica activa de TIM.*®

Las actividades tripanosomicidas sobre la forma epimastigote de los derivados de esta familia

se presentan en la tabla 20.
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Tabla 20. Ensayo de inhibicién del crecimiento de T. cruzi. Actividad biolégica frente a

Potencial | 15 ,) \ g2 f>/C>\ P
O

M\(

epimastigotes de T. cruzi de los derivados de la Familia F.

Potencial | TIM

Familia F

Estructura Derivado ICs5 (M) £ DS

/

@A\N/N\(WJ\N/N\VD 1F >25+3

/
|
WN/N\E\N}/CJ\N/NM 2F >25+3
)
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Estructura Derivado ICs, (UM) £ DS

N N 7F >25+3
VR
e W/(ﬁ
S

Los compuestos 3F y 5F tienen una actividad tripanosomicida mejor que los farmacos de
referencia, Nfx y Bnz, y que el Lider Il. EIl compuesto 5F, ademds, contiene en su estructura el
agrupamiento cinamilpiperazina que fue catalogado con actividad tripanosomicida en trabajos
previos de nuestro grupo.** Asimismo, el agrupamiento piperazina interacciona con residuos
importantes de la cruzipaina, otra de las enzimas relevantes en el disefio de agentes anti-T.
cruzi, segun lo que se observd en estudios computacionales y de RMN previos de nuestro

grupo.®®

Los derivados de la Familia G, que surgen de modificaciones estructurales del compuesto 11E

(tabla 17), se evaluan frente a la forma epimastigote de T. cruzi (tabla 21).
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Tabla 21. Ensayo de inhibicidn del crecimiento de T. cruzi. Actividad bioldgica frente a

epimastigotes de T. cruzi de los derivados de la Familia G.

/ o .S
@\NN\N)\N/R

Familia G
. IC5o (UM)
Estructura Derivado + DS
o ~" 16G 52543
S <T T
O\N S/HOH
N A
NN k\ 18G® >25+3
\
/ g S/>‘©\No
N A 2
NS /\N/L”k\ 76 >25+3
N r
NN “\\\ 20G 3.5+0.4
/s Q~©\
N A
NN ”\\\ 8G 1.6+0.2
/] e, O
= y /N\N/ N\\\ 21G 29+0.3
/7 mo/
N A
NN N “\\\ 13G 6.0+0.6
N = 2
NN N 226 9.0+009

® Los derivados se encuentran ordenados por el efecto estéreo-electrénico de los sustituyentes a nivel del anillo

tiazol.
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En esta serie, se identificaron derivados con muy buena actividad tripanosomicida, siendo
éstos 8G, 20G y 21G. Asi, se logra una optimizacion de la actividad biolégica, siendo el derivado
p-clorofenilo (8G) el mas activo. Contrariamente, se observa que la existencia de un grupo
fuertemente electrén-atrayente en la misma posicidn, por ejemplo en el derivado 7G que

posee un grupo nitro, conduce a la pérdida de actividad tripanosomicida.

Posteriormente, se realizaron las Etapas 2 y 3 para los derivados pertenecientes a la Familia F

(tabla 22). Se incluy6 el derivado 4F con una actividad sobre epimastigotes intermedia.

Tabla 22. Etapas 2 y 3 para los derivados de la Familia F. Actividad bioldgica frente a
amastigotes de T. cruzi, selectividad T. cruzi — células mamiferas y mutagenicidad (test de

Ames) para los derivados de la Familia F.

IS Test de
Estructura Derivado  'Cso0 (‘p.M) (Células
amastigotes VERO) Ames

/

@/\A\ - \(J/&/v\/@ 3F 16+0.4 300 N°:f”t

/

NoMut

|
o \N/NYJ/(N 5F  0.89+0.04 350 a
SR O |
AN

-
\f\%j)kgv\/@ aF 20403 100  NoMut’
\

i
Farmaco de referencia Nfx 1.6+0.2 200 Mut®

® No mutagénico en las estirpes de S. thyphimorium TA98, TA 100, TA 102, TA 1535 y TA 1537 en ausencia y
presencia de S9, ® No mutagénico en la estirpe de S. typhimirium TA98 en ausencia y presencia de S9, © Mutagénico.
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Se observa que los derivados 3F y 5F poseen excelentes actividades tripanosomicidas sobre el
estadio amastigote. Poseen ademas indices de selectividad muy altos y no resultan
mutagénicos, habiendo superado estos derivados las cinco estirpes de Salmonella typhimurium
recomendadas por las reglamentaciones vigentes para la agencia de regulacién de farmacos de
Estados Unidos de Norteamérica (FDA)'™.

Los derivados de la Familia G también fueron sometidos a estudios sobre la forma amastigote

de T. cruzi (tabla 23).

Tabla 23. Etapas 2 y 3 para los derivados de la Familia G Actividad bioldgica frente a

amastigotes de T. cruziy selectividad T. cruzi — células mamiferas.

IS IS

Estructura Derivado Lf::sfigmz (Células  (Células (GIRSH)
VERO) me)®
/ o SWCI
N P t
NN \N/I\N\\\ 8G <%3£- >1000 >200 >234

@\/v S \
Nl &y 30+
NN K\ : 11E <%?)2 51000  >120 >196

S
O IO +
N /N\N/LN 21G <025+ >1000 >120 nd"

0.02

/ o S/>\
@WN\ 7
= N 12E 6.3+0.6 50 7 nd

Farmaco de referencia Nfx 1.6+0.2 200 200 150

%S es ICs, mamifero / ICso amastigotes, con MO macréfagos murinos J774.1, ® No determinado

El compuesto 8G posee excelente actividad tripanosomicida en el orden de nanomolar frente a
la cepa Y en el estadio amastigote (ver ejemplo en figura 16), y es muy selectivo hacia el
pardsito en comparacién con los sistemas celulares de mamiferos, células humanas y células

murinas.
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Figura 16. Microscopia éptica de células VERO infectado con T. cruzi. Control sin tratamiento
(izquierda) y del cultivo tratado con el derivado 8G a 5 UM por 72 h. Se observa que la
monocapa de células tratadas con 8G se encuentra en perfecto estado y libre de infeccidn. Se

observan algunas células en division (flecha) indicando la viabilidad celular. (100x en ia).

DMSO ‘ R=pCIPh 5uMa las 72h —1

Estos resultados, conllevan a realizar el ensayo de todos los miembros de esta familia en el test
de Ames frente a la estirpe TA98 de S. typhimurium. Para aquellos compuestos con la mejor
actividad tripanosomicida se sigue con las otras estirpes de S. typhimurium, hasta completar

las cinco.

Asi, es posible evidenciar que el compuesto 11E no es mutagénico en la estirpe TA98 (tabla 19)
sin y con metabolizacién. Mds adelante se muestra que también es no mutagénico en las

restantes estirpes (tabla 24).

En la tabla 24 se completan los ensayos del resto de los derivados de esta familia. Excepto un
derivado, todos los miembros de la Familia G son no mutagénicos, lo que transforma a ésta en
muy buena para seguir en el desarrollo de farmacos tripanosomicidas.La excepcion es el
derivado 7G que es mutagénico frente a la cepa TA98. Obsérvese que éste es un derivado con
grupo nitro, agrupamiento responsable, en descripciones anteriores, de la mutagenicidad.
Ademads, este derivado carece de actividad tripanosomicida a la dosis del ensayo
correspondiente. El mismo se ensayd para sumar informacion a la evidencia de que los grupos

nitro aromaticos son potencialmente mutagénicos.
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Tabla 24. Test de mutagenicidad. Resultados del test de Ames para el resto de los derivados de

la Familia G frente a diferentes cepas de Salmonella.

Estructura Derivado TA98 TA100

¢
¢

\
%\AW\
;
SUPye=

\

-y N . b . P . .
® Mutagénico en ausencia y en presencia de S9, ° No determinado, © No mutagénico en ausencia y en presencia de

7G Mut? nd®

20G NoMut® nd

8G* NoMut NoMut

13G NoMut nd

22G NoMut nd

15E NoMut NoMut

d . . -
S9, " este derivado se ensayd en las 5 cepas, resultando no mutagénico para todas ellas.
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Los compuestos 8G, 3F y 5F tienen excelentes perfiles bioldgicos in vitro, tanto desde el punto
de vista de la toxicidad inespecifica, como de su actividad tripanosomicida y la ausencia de

mutagenicidad.

Por otro lado, poseen excelentes perfiles sintéticos, isomeria definida, altos rendimientos

sintéticos, de quimica poco contaminante, escalables y de bajo costo.

Por todo lo anterior, se decide evaluar estos tres compuestos en los estudios in vivo (Etapa 4,
esquema 11), en un modelo de ratén con enfermedad de Chagas aguda, y de esta forma
determinar la eficacia y el potencial como farmaco, para el tratamiento de dicha enfermedad,

de cada uno de ellos.

Ensayos in vivo (Etapa 4).

En esta etapa final de la parte bioldgica se describen los distintos ensayos realizados para
probar la potencia y eficacia de los nuevos derivados en un modelo de ratén de la enfermedad

de Chagas aguda.

Previamente, se evalla la capacidad de muerte de la forma sanguinea del parasito,
tripomastigotes, en sangre de ratdon por los productos a estudiar in vivo. Asi, se realiza un

ensayo de viabilidad de las formas tripomastigotes a las 24 h y 48 h de incubacion.

Actividad frente a la forma tripomastigote de T. cruzi (ex vivo). Con los compuestos 3F, 5F y
8G se realizd el ensayo de actividad tripanosomicida frente a la forma tripomastigote de T.
cruzi (clon CL Brener y cepa Y). Se parte de sangre infectada de ratones Balb/c en pico de

parasitemia y se incuba a 4 °C por 24 y 48 h con los respectivos compuestos a 25 uM (tabla 25).
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Tabla 25. Ensayo en la forma infectiva de T.cruzi. Viabilidad de tripomastigotes de T. cruzi

(cepaY) para los tres derivados seleccionados ensayados a 25 uM.

% de % de
Estructura Derivado Muerte ~muerte
celular celular
24 h 48 h
a i\
QWN\N/I\N '
8G 10 70
° NN IS 72 w
F 1
W \E\H)\N/N\ _ O ; . ~
N SN \N/j/OL/A NN 5F <5 40
o] \ N !
W S / v/
Farmaco de referencia Bnz® 50 90

® Ensayado a 25 uM

Los compuestos no muestran el mismo perfil de actividad que frente a los otros estadios, hay

que tener en cuenta que este es el estadio mds resistente y es no replicativo. Igualmente, es

de esperar una buena actividad in vivo por su actividad en la forma replicativa amastigote.

Dado que en estado fisioldgico la temperatura es de 37 °C, donde la cinética de los procesos es

mayor, se esperaria que en la situacién fisiolégica los derivados tuvieran mayor actividad

tripanosomicida en la sangre de los ratones infectados.
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Estudios in vivo

Vias de administracion. La via oral es la seleccionada, por ser la preferida para un futuro

medicamento para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Estos tres compuestos tienen muy baja solubilidad en agua o en suero fisiolégico, por ser muy

lipdfilos. Por ende, es de importancia definir el vehiculo de la administracidn.

Formulaciones. Se utilizaron dos tipos de formulaciones para lograr la homogeneidad en la

administracién de los compuestos por via oral, una simple V1 y una compleja V2.

Formulacién V1: se realiza una suspensiéon del compuesto a administrar en suero fisiolégico:
Tween 80 4:1. Se logra una suspension del sélido homogénea pero que decanta al fondo del
recipiente a lo largo del tiempo. La solubilidad del compuesto, para dosis de 50mg/Kg de peso
en 250 pL, es menor al 10 %. Se ensay6 el uso de hasta un 10% v/v de DMSO para mejorar la

solubilidad.

Formulacion V2 (emulsiones lipidicas): Se prepara una emulsion lipidica que contiene 10% de
tensoactivo (Eumulgin HRE® 40, oleato de sodio y fosfatidilcolina), 10% de fase oleosa
(colesterol) y 80% de buffer fosfato (pH 7.4). De esta forma se logra obtener una suspension
del compuesto en solucion. Para dosis de 50 y 100 mg/Kg de peso en 100 pL se logra una
solubilidad completa. Si bien el aspecto macroscopico es totalmente homogéneo,
microscopicamente se observa cierta heterogeneidad (figura 17). Posiblemente, la agitacion
por ultrasonido (sonicado) produce particulas pequefias pero de mayor heterogeneidad. Se
observan algunas esferas tipo liposomas de gran tamafio que pueden estar encapsulando los

compuestos (flecha, figura 17).

Figura 17. Fotografia que muestra el aspecto de V2. Preparada

para el derivado 3F (izquierda, aspecto microscépico en MO 40x;

derecha, aspecto macroscdépico).
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Toxicidad via Oral. Se realizaron estudios de toxicidad a dosis fija en ratones Balb/c sanos, por
administracion oral diaria de 100 mg/Kg de peso durante 14 dias. Se ensayan los derivados 3F,
5F y 8G. Se utilizan dos ratones por grupo, un grupo control (sélo vehiculo) y un grupo por cada
derivado. Como medidas de toxicidad se observan el aspecto general, el comportamiento del
animal y el cambio de peso diario. Al finalizar el experimento los ratones se sacrifican, se
realiza la necropsia y se observan macroscdpicamente los érganos para visualizar signos de
toxicidad. Se realiza una segunda prueba para determinar la dosis maxima, mediante un
ensayo de up and down, llegdndose a 2000 mg/Kg de peso utilizando el V1 y todos los

derivados.

El derivado 5F se ensayd, ademas, a dosis fija repetida de 200 mg/Kg de peso en el V2, durante
5 dias consecutivos, se descansa 2 y se continua el tratamiento por 5 dias mds. No se observé

toxicidad aparente ni pérdida de peso. En todos los casos hubo una sobrevida del 100 %.

Ensayo en el modelo murino agudo de la enfermedad de Chagas. Se inicia con la infeccidn de
ratones Balb/c (dia 0) de 3 meses de edad, inoculando intraperitonealmente sangre infectada
de ratones, con el clon CL Brener de Trypanosoma cruzi, en inicio del pico de parasitemia. Las
medidas de parasitemia se realizan por el micrométodo de hemoconcentracion y conteo.
Cuando todos los ratones del grupo son positivos se inicia el tratamiento por administracion
oral de los compuestos una vez al dia, durante 14 dias consecutivos. Las distintas condiciones

que se estudian se resumen a continuacion bajo el titulo de Ensayos 1-3.

Ensayo 1. En primera instancia se analizaron los derivados 3F, 5F y 8G y Bnz (farmaco de
referencia), junto con un control positivo de parasitemia (administracién exclusivamente de
vehiculo), preparados en V1. Las dosis utilizadas son de 50 mg/Kg de peso para los tres
compuestos y Bnz, con un volumen de dosis oral de 250 uL. En este caso el tratamiento se
inicia en el dia 6 post-infeccion y finaliza el dia 20. Se determinan parasitemias cada 7 dias
durante 60 dias. Al final se sacrifican los animales, se procede a las necropsias y se extraen
tejidos para estudios anatomo-patoldgicos (no se muestran los resultados en este trabajo de

tesis). La figura 18 muestra las curvas de parasitemia de este ensayo.
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Figura 18. Grafico de parasitemia (parasitos/mL) vs dias post-infeccién del Ensayo 1. En barras
horizontales se indican los dias de tratamiento. Todos los compuestos se ensayaron a 50

mg/Kg de peso en V1.
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Se puede observar, para todos los compuestos, una leve mejoria con respecto a los animales
no tratados. Pero muy por encima del perfil de Bnz. Estos resultados aparentemente
negativos, deben ser analizados considerando los siguientes dos aspectos. En primer lugar, se
debe recordar que los compuestos en V1 se encuentran precipitados, por lo que la
manipulacion en el momento de la administracidn, agitacion vigorosa, puede conllevar a una
inadecuada dosificacion de los mismos. Esa baja solubilidad, ademds, puede promover una
baja absorcién. En segundo término, la dosis utilizada (en moles, tabla 26) para los compuestos

3F, 5F y 8G fue aproximadamente la mitad que la de Bnz.
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Tabla 26. Ensayo in vivo con V1 a 50 mg/Kg. Datos destacables del Ensayo 1.

Pico de maxima parasitemia s c
Compuesto Dosis en mg/Kg (umol/Kg) Sobrevida

p/mL (%)’ dia post-infeccion® (%)

Control (+) 0 (0) 66393 26 6/8 (75)
8G 50 (107) 43169 (65) 26 6/8 (75)
3F 50 (70) 33333 (50) 34 7/8 (88)
5F 50 (85) 27914 (42) 18 8/8 (100)
Bnz 50(192) 2438 (4) 11 8/8 (100)

® Porcentaje de parasitemia con respecto al pico del grupo control (+), ® Dias del pico de maxima parasitemia,

“Numero de ratones vivos sobre el total de ratones utilizados por grupo al final del experimento.

Analizando algunos otros datos que surgen del Ensayo 1 (tabla 26) se puede destacar que los
derivados 3F y 5F proporcionan mayor proteccién que su analogo 8G ya que promueven mayor
sobrevida que en el control. El compuesto 5F es sin dudas, en este experimento, el mejor de
los tres derivados ya que proporciona un 100 % de sobrevida y mantiene la parasitemia
siempre por debajo del control positivo y en la mayoria de los casos por debajo de los otros
derivados. Por otro lado, el derivado 3F retarda el pico de parasitemia hacia tiempos mayores
a los 30 dias, momento en el cual el animal comienza a protegerse con su sistema

inmunolégico, por la produccién de IgG especifica contra T. cruzi.

Ensayo 2. En segunda instancia y con el objetivo de mejorar la absorcién de los compuestos, se
utiliza el vehiculo V2 (emulsién lipidica) manteniendo el resto de las condiciones
experimentales iguales a las del Ensayo 1. En la figura 19 y tabla 27 se muestran los resultados

de este ensayo.
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Figura 19. Grafico de parasitemia (parasitos/mL) vs dias post-infeccién del Ensayo 2. En barras
horizontales se indican los dias de tratamiento. Todos los compuestos se ensayaron a 50

mg/Kg de peso en V2.
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Como se puede observar los picos de parasitemia para los ratones tratados con los distintos
compuestos no son picos como tal, sino que las curvas poseen un plateau. Esto estaria
indicando que los compuestos brindan una proteccién a la infeccion. Si se comparan las curvas
con las del Ensayo 1 (figura 18), donde se utilizé V1, se puede concluir que efectivamente la

absorcién no fue la adecuada en el primer caso y que V2 la mejora considerablemente.
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Tabla 27. Ensayo in vivo con V2 a 50 mg/Kg. Algunos otros datos relevantes del Ensayo 2

(negrita) y comparacion con Ensayo 1.

Pico de maxima parasitemia

Compuesto Dosis en mg/Kg (umol/Kg) Sobr:ewdac
p/mL (%)’ dia post-infeccion® (%)
Control (+) 0(0) 103082 28 4/6 (67)
8G 50 (107) 35737 (35) 35 6/7 (86)
8G (V1) 50 (107) 43169 (65) 26 6/8 (75)
3F 50 (70) 15344 (15) 20 6/7 (86)
3F (V1) 50 (70) 33333 (50) 34 7/8 (88)
5F 50 (85) 23993 (23) 28 7/7 (100)
5F (V1) 50 (85) 27914 (42) 18 8/8 (100)
Bnz (V1) 50 (192) 2493 (2) 56 7/7 (100)

® Porcentaje de parasitemia con respecto al pico del grupo control (+), ® Dias del pico de maxima parasitemia,

 Nimero de ratones vivos sobre el total de ratones utilizados por grupo al final del experimento.

Si se comparan los resultados de pico de maxima parasitemia y sobrevida (tabla 27) entre la

administracién de los compuestos en V1 con la administracién en V2, se observa claramente

que existe una franca mejoria en estos pardmetros (tabla 27). Por ejemplo, los niveles de

pardsitos en los picos de parasitemia son siempre menores en el segundo caso.

Ensayo 3. En tercera instancia se realiza un estudio de dosis-respuesta para dos de los

derivados, 5F y 8G, en el vehiculo V2 como forma de alcanzar, en moles, la dosis del farmaco

de referencia, Bnz. En la figura 20 y la tabla 28 se muestran los resultados de este ensayo para

8G (ensayo 3a).
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Figura 20. Grafico de parasitemia (parasitos/mL) vs dias post-infeccion. En el Ensayo 3a el
derivado 8G se utilizd a las dosis de 50 y 100 mg/Kg de peso en V2. En barras horizontales se

muestran los dias de tratamiento.
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Se observa que el derivado 8G a la dosis de 100mg/Kg, que es aproximadamente la misma
dosis en moles que el Bnz, posee una leve mejoria en la actividad respecto a 50 mg/Kg,
evidenciandose una respuesta dependiente de la dosis, pero siendo algo menos activo que
Bnz. Sin embargo, a dicha dosis, 100 mg/Kg por dia, el compuesto 8G logra una sobrevida del
100 % (tabla 28). En estas condiciones, el pico de maxima parasitemia se mantiene en dias
superiores a los 30. Si bien el derivado 8G, en estos estudios, no resulta igualmente eficiente
que Bnz para eliminar la parasitemia, sus mejores perfiles toxicoldgicos pueden hacer de éste
un buen candidato a fdrmaco para estudios posteriores hacia un medicamento para la

enfermedad de Chagas.
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Tabla 28. Ensayo in vivo con V2 a 50 y 100 mg/Kg. Algunos otros datos relevantes del Ensayo

3a para 8G.

Control (+) 0(0) 103082 28 4/6 (67)
8G 50 (107) 35737 (35) 35 6/7 (86)
8G 100 (214) 26606 (26) 35 7/7 (100)
Bnz 50 (192) 2493 (2) 56 7/7 (100)

® Porcentaje de parasitemia con respecto al pico del grupo control (+), ® Dias del pico de maxima parasitemia,

“ Nimero de ratones vivos sobre el total de ratones utilizados por grupo al final del experimento.

En dltima instancia se ensay6 el derivado 5F a diferentes dosis (50 y 100 mg/Kg de peso)

empleando V2. En la figura 21 y la tabla 29 se muestran los resultados de este ensayo para 5F.

Figura 21. Grafico de parasitemia (parasitos/mL) vs dias post-infeccion. Ensayo 3b para el

derivado 5F a las dosis de 50 y 100 mg/Kg de peso en V2. En barras horizontales se muestran

los dias de tratamiento.
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Como se puede observar en la figura 21, el compuesto 5F posee un claro comportamiento
dependiente de la dosis, presentando a 100 mg/Kg (dosis similar a la de Bnz en moles), una

eficacia similar a la del farmaco de referencia (tabla 29).

Tabla 29. Ensayo in vivo con V2 a 50 y 100 mg/Kg. Algunos otros datos relevantes del Ensayo
3b para 5F.

Pico de maxima parasitemia Sobrevida“

Compuesto Dosis en mg/Kg (umol/Kg)

p/mL(%)* dia post-infeccion® (%)
Control (+) 0 (0) 103158 26 3/7 (43)
5F 50 (85) 24775 (24) 26 7/7 (100)
5F 100 (170) 5872 (6) 26 7/7 (100)
Bnz" 50 (192) 1465 (1) 49 6/6 (100)

® Porcentaje de parasitemia con respecto al pico del grupo control (+), ® Dias del pico de maxima parasitemia,

 NUmero de ratones vivos sobre el total de ratones utilizados por grupo al final del experimento.

Ademas de una mdxima supervivencia de los animales, el tratamiento con el derivado 5F
mejora en forma notoria el estado sanitario de los animales portadores de la enfermedad

(figura 22).

Figura 22. Ratén tratado con 100
mg/Kg de peso con el derivado 5F, por
7 dias consecutivos (ratén de arriba) y
raton no tratado y enfermo (ratén de
abajo). Se observa claramente una
coloracion amarillenta en las orejas del
raton  tratado, evidenciando Ia
distribucién del compuesto por todo el
organismo. Ademas se puede ver que
el raton tratado tiene el pelaje mas
ordenado que el ratdn no tratado, esto

es evidencia de una baja parasitemia o

de bienestar sanitario.
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Ademas de la equipotencia del derivado 5F respecto a Bnz, es menos tdxico y no mutagénico.
Todo esto lo transforma en un buen candidato a fdrmaco para estudios posteriores hacia un

medicamento para la enfermedad de Chagas.

Ensayo de genotoxicidad (test de microntcleos). Con el objetivo de avanzar en el desarrollo
del candidato a farmaco 5F, se estudia la genotoxicidad in vivo del mismo. Para ello, se trata a
ratones sanos con 200 mg/Kg del derivado 5F en V2 por via oral durante dos dias consecutivos.
Se utiliza un control negativo de genotoxicidad (sélo V2) y un control positivo de tratamiento
intraperitoneal con 40 mg/Kg de ciclofosfamida. En la tabla 30 se observa que el nimero de
células aberrantes en el tratamiento con el derivado 5F es igual al nimero en el control

negativo, lo cual significa que el compuesto 5F es no genotdxico.

Tabla 30. Test de genotoxicidad. Resultados del ensayo de microntcleos para el tratamiento
con 200 mg/Kg de 5F.

Tratamiento® Numero de EPMn® Numero de EPCC  %EPMntSD®

V2 16 5000 0.310.9
5F 16 5000 0.310.9
ciclofosfamida 140 5000 2.812.4

® Se realizan 5 ensayos idénticos en momentos independientes, ° Eritrocitos policromaticos micronucleados,
. . . o d . . . . . . s .
“Eritrocitos policromaticos, ° Porcentaje de eritrocitos policromaticos micronucleados + desviacién estandar
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Experimental

Los ensayos bioldgicos in vitro se realizan en cabinas de bioseguridad de clase Il. El material
utilizado se esteriliza previamente en autoclave a 121 °C durante 20 min o se utiliza
esterilizado por el fabricante. El recuento de células se realiza en microscopio éptico utilizando

camara de Neubauer.

Actividad frente a epimastigotes. Se parte de un cultivo de 5-7 dias de crecimiento (fase
exponencial) de T. cruzi cepa Tulahuen 2 en la forma epimastigote cultivado en medio de
cultivo BHI suplementado con 5% de suero fetal bovino. Se realiza un recuento de los parasitos
y las diluciones necesarias con medio de cultivo fresco para obtener una concentracion de 3.0
x 10° células/mL. Los compuestos disueltos en DMSO se evaluan a concentraciones menores o
iguales a 25 uM de forma que la cantidad de DMSO presente en el ensayo no supere el 1 %. Se
incluyen controles negativos con 1.0 % de DMSO y controles positivos con Nfx a una
concentracién final de 7.7 uM. Se mide la turbidez del cultivo al dia 0 a 610 nm y se incuba a 28
°C durante 5 dias. Al quinto dia se vuelve a medir la turbidez del cultivo a 610 nm para
determinar el porcentaje de inhibicién de crecimiento con referencia al control negativo
(ausencia de compuesto, 100 % de crecimiento) y se calcula el porcentaje de inhibicion del
crecimiento de los parasitos, segun la formula: %={1-[(A,- Aop)/(Ac - Aoc)]}*100. Se calcula el
valor de la ICso a partir de los porcentajes de inhibicion obtenidos por duplicado para cada

concentracién.’

Estabilidad en plasma sanguineo. Se prepara una mezcla 1:1 de plasma y buffer fosfato pH
7.4, se agrega el compuesto a las concentraciones de 25 y 50 uM, en un volumen final de 1 mL
(en los casos que sea necesario se agrega un volumen de DMSO no superior al 1% v/v). Se
incuba la mezcla a 37 °C por 3 h. Luego de la incubacion se agregan 100 pL de MeOH para
precipitar las proteinas y se centrifuga a 3000 rpm por 10 min a 10 °C. Con el sobrenadante se
hace un reparto agua/diclorometano (200pL x3) y se evapora a vacio. Luego se realiza una TLC

utilizando los compuestos puros como estandares.’®

Ensayo de lisis de glébulos rojos humanos. Una solucién de citrato de sodio (3.8 %)
conteniendo sangre se centrifuga a 1500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se remueve el
sobrenadante y los eritrocitos se resuspende en PBS, pH 7.2, en bafo de hielo. Las células se
centrifugan nuevamente a 1500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Este procedimiento se repite
dos veces mas para asegurar la remocion de cualquier resto de hemoglobina libre. Una vez

removido el sobrenadante luego del ultimo lavado, las células se resuspenden en PBS para
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obtener una solucidn al 2.0 % peso/volumen de glébulos rojos. Los compuestos se disuelven
en DMSO y se colocan 7.2 puL en 400 pL de PBS. La solucidn de PBS conteniendo los
compuestos a evaluar (concentracidn final 25, 50, 150 y 300 uM), PBS (control negativo) o
Anfo B (concentracion final 1,5 uM, ICso en GRH) se agrega a 400 pL de solucidn de glébulos
rojos en diez tubos de microcentrifuga para cada concentracién y se incuban por 24 h a 37 °C.
Como control positivo (100 % de hemodlisis) se utiliza agua MiliQ conteniendo 7.2 uL de DMSO.
Luego de la incubacién, se centrifugan los tubos y se recupera el sobrenadante. La liberacién
de hemoglobina se determina a partir de la absorbancia del sobrenadante a 405 nm usando un
lector de placas EL 301 MICROWELL STRIP. Los resultados son expresados como cantidad de
hemoglobina liberada como porcentaje del total teniendo en cuenta la absorcién del
compuesto a la longitud de onda en que se realiza la determinacidn de acuerdo a la siguiente
ecuacion: % Hemdlisis = [(A-Ag)/A100%]*100, donde A, es la absorbancia a 405 nm del
compuesto a estudiar luego de 24 h de incubacidn, A, es la absorbancia a 405 nm del
compuesto a estudiar previo a la incubacion y Ao €s la absorbancia del control positivo luego

de 24 h de incubacién. Los experimentos se realizan por quintuplicado. *%*'%

Ensayo de citotoxicidad en células VERO. Se evalla la citotoxicidad en células VERO (células
epiteliales de rifién de mono verde Africano Chlorocebus). Se realiza una evaluacion visual del
cultivo luego de la fijacion en el ensayo de la forma amastigota. Se observa en microscopio
Optico (MO) a 100x en inmersién de aceite el cultivo con la méaxima concentracién de
compuesto utilizado. Si en esta concentracion se observa lisis de las células
independientemente de la infeccidén, se cataloga al compuesto como tdxico en esa
concentracién. Las células se cuentan a la maxima dosis de compuesto ensayada, ese valor de
concentracién se toma para el calculo del indice de selectividad 1S= Concentracién maxima no

toxica ensayada en la forma amastigote de T. cruzi/ ICs, en amastigote de T. cruzi.

Ensayo de citotoxicidad en macrdéfagos (células 1774.1)

Se cultivan macréfagos murinos J774.1 (ATCC, USA) en medio de cultivo DMEM suplementado
con 10 % de SFB y 1 % de penicilina-estreptomicina. Los macréfagos se siembran en una placa
de 96 pozos (5.0 x10* células en 200 mL de medio de cultivo) y se incuban durante 48 h a 37 °C
y atmdsfera de CO, al 5%. El medio de cultivo se retira y los compuestos disueltos en DMSO (<
0,5 %) se adicionan al medio fresco DMEM a las concentraciones finales deseadas (12.5, 25.0,
50.0, 100, 200, 400 uM). A continuacion, la placa se incuba durante 48 h a 37 °Cy 5 % de CO,.
Posteriormente, el medio de cultivo se retira y la viabilidad celular se evalia midiendo la

reduccion de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol) a formazan por
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accién de reductasas celulares. Para esto, se adiciona una solucion de MTT (0.1 mg/mL), en
PBS glucosa (0.2%) estéril y se incuba durante 3 h a 37 °C y 5% de CO,. Se remueve la solucién
anterior y se disuelven los cristales de formazan adicionando DMSO (180 mL) y buffer fosfato
para MTT (20 mL) (0.1M glicina, 0.1M NaCl, 0.5 mM EDTA, pH 10.5). Se mide la absorbancia a
560 nm en lector de ELISA. El valor de la ICsy se determina en base al porcentaje de inhibicidn

de duplicados. 1% 1%

Evaluacion de toxicidad para Test de Ames. En primer lugar se determina la toxicidad de los
compuestos sobre Salmonella typhimurium TA98. Este ensayo permite determinar la dosis
maxima a la cual se lleva a cabo el ensayo de mutagénesis de Ames. Segun las
reglamentaciones vigentes, este ensayo de toxicidad se realiza con cinco diluciones seriadas
desde 500 a 0.05 pg/placa del compuesto de interés. No se realiza a mayores concentraciones

por problemas de solubilidad.'”’

Posteriormente, el ensayo de Ames de mutagenicidad se realiza en presencia de PBS para
determinar la capacidad mutagénica del compuesto per se y en presencia de fraccion
microsomal S9 (10%) de higado de ratén para simular condiciones de metabolizaciéon que
sufriria el compuesto in vivo, o sea determinar la capacidad mutagénica de los metabolitos del
compuesto. Se incluyen controles positivos 4-nitro-o-fenilendiamina para la condicién sin
metabolismo, y 2-aminofluoreno para la condiciéon con S9 (con metabolismo). El nimero de
revertantes se cuenta manualmente y se compara con el nimero de revertantes espontdneos.
El compuesto es considerado mutagénico cuando el nimero de colonias revertientes His+ es al
menos el doble del nimero de revertientes espontaneos (control con DMSO) en dos dosis
consecutivas, no existe una correlacidn estadisticamente valida entre las dosis y el nimero de

reverta ntes.97

Las dosis ensayadas se toman de los estudios de toxicidad y de solubilidad de los compuestos,
partiendo de la concentracién mds alta no téxica y que no presente problemas de solubilidad,

trabajando con cinco diluciones consecutivas al tercio.

Para la determinacién de la toxicidad de los compuestos en Salmonella typhimurium cepa
TA98 (hisD3052, dependiente de histidina) se parte de un cultivo 1.0 x 10® UFC/mL en medio
Oxoid N°2 en fase exponencial. Los compuestos se evallan a una concentracién maxima de
500 mg/placa y diluciones seriadas al décimo de ésta. Se incluyen controles negativos con

DMSO (50 mlL/placa). Las S. typhimurium se cultivan en Agar Minimo Glucosa (AMG) en
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presencia de histidina (0.5 mM) durante 24 h a 37 °C. Se realiza una evaluacién de las

caracteristicas de los cultivos para determinar la maxima concentracién no téxica.'®

Test de Ames. Para la determinacién de la mutagenicidad de los compuestos en S.
typhimurium estirpe TA98 (hisD3052, dependiente de histidina) se parte de un cultivo 2.0 x 10°
UFC/mL en medio Oxoid N°2 en fase exponencial. Se ensayan los compuestos disueltos en
DMSO a diferentes dosis comenzando por el promedio entre la dosis mas alta con toxicidad y
la siguiente sin toxicidad y realizando diluciones seriadas al tercio de ésta. Se incluyen
controles positivos 4-nitro-o-fenilendiamina (20 ug/placa, sin activacién metabdlica con S9) y
2-aminofluoreno (10 ug/placa, con activacion metabdlica con S9), controles negativos con
DMSO (50 mL/placa) y control del fenotipo (Ampicilina resistente, Tetraciclina, Cristal violeta y
luz UV sensible). La influencia de la activacion metabdlica se ensaya adicionando fraccidn S9 de
higado de ratones tratados con Aroclor-1254 obtenida de Moltox, Inc. (Annapolis, MD, USA).
Se cultiva S. typhimurium en Agar Minimo Glucosa (AMG) en presencia de histidina (0.05 mM)
durante 48 h a 37 °C. El nimero de revertantes se cuenta manualmente y se expresa como el
promedio de duplicados + SD. La muestra es considerada mutagénica cuando el nimero de

colonias revertantes es al menos el doble del promedio de los controles negativos por al

menos dos niveles de dosis consecutivas.'®

Actividad frente a amastigotes de T. cruzi cepa Y Se hacen crecer las células VERO en medio
RPMI (adicionado con glucosa 4.5 g/mL y bicarbonato de sodio 2.0 g/mL, segin manual de
fabricante y la ATCC (http://www.atcc.org/) o DEMEM en 10 % de SFB, con o sin antibidticos.
El color adecuado del medio es rojo y el pH 7.6- 7.4 (si a lo largo del tiempo el medio se pone
de color amarillo, significa acidificacion del mismo, indicativo de contaminacién o

envejecimiento).

Las células VERO deben estar con una confluencia de aproximadamente 20 %. Se infectan las
células con una relacion 10 a 1 (parasito: célula). A los 20 minutos comienza la infeccién y a los
tres dias aproximadamente (observar los cultivos al MO diariamente) aparecen
tripomastigotes lisando las células infectadas, con ese sobrenadante se reinfectan nuevos
cultivos. A las 24 h de infectar se descarta el sobrenadante y se lava con medio fresco
repetidamente para eliminar los epimastigotes no infectivos (en el caso de que la infeccién se

haga con cultivo envejecido).

Para evaluar la actividad frente a la forma amastigote intracelular, se hacen crecer las células

VERO a una cantidad inicial de 5000 células/pocillo en medio, para la formacién de la
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monocapa (chamber slide system de 8 pocillos) o en placa de 24 pocillos (utilizando cubre

objetos estériles dentro de cada pocillo), 24 h, 37 °C.

Luego de formada la monocapa se infecta con tripomastigotas (cepa Y de T.cruzi) en relacion
10:1 (parasitos: células), obtenidos de sucesivos pasajes por células VERO (como se explica al
inicio), 24 h, 37 °C. Pasado este tiempo se incorpora la primera dosis de compuesto, primero se
lava con PBS las células infectadas, después por triplicado y a 4 concentraciones se agrega el
compuesto disuelto en DMSO (concentracion de DMSO en el medio de cultivo menor a 0.1%
v/v), se retiran los cubres objetos a las 72 h y se cuenta en MO al 100x en inmersidn de aceite.
Se cuentan de 300 células totales el numero de células infectadas. Las laminas se fijan con
metanol (1 minuto y se lava con agua miliQ) y colorean con Giemsa (15 minutos y se lava con

agua miliQ). El ensayo se hace por cuadruplicado.

Andlisis de los datos: Se observa la monocapa para la valoracién subjetiva de la citotoxicidad.
Para determinar el porcentaje de células infectadas se cuenta un total de 300 células, dentro
de estas 300, se cuentan infectadas y no infectadas y se aplica la siguiente férmula para el

calculo:

Porcentaje células infectadas = (n* células infectadas en 300 células tratadas)*100)/numero de
células infectadas en 300 células, control sin tratamiento sélo DMSO. El promedio de los
cuadruplicados de cultivos no tratados fue tomado para servir como control del 100% de
infeccidn, contra el porcentaje de inhibicion de células infectadas en los cultivos tratados. Se
calculd el ICso y ICq con el algoritmo de ajuste de curva no-lineal sigmoidal de Levenburg

Marquardt (Microsoft xIfit; ID Business Solution, Guildford, UK).1°9'11°
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Estudios in vivo

Actividad frente a la forma tripomastigotes.

Se parte de ratones infectados con 7 dias postinfeccién con pico de parasitemia (> 1.0 x10°), se
extrae la sangre del ratén vivo (anestesiado) de aorta u ojo (1 mL por ratdn), se usa citrato
como anticoagulante, se la distribuye en placa de 96 pocillos. Se utiliza un volumen final de
100 pL (90 pL de sangre + 10 plL de compuesto), para dar una concentracion final de
compuesto de 25uM (concentracion de DMSO final no excede 0.4% v/v). Se deja a 4°C, 24 y 48
h, se cuentan 5 pL en MO 40x (método 50 campos). Notas: es importante tener una buena
cantidad de pardsitos iniciales para poder tener un conteo correcto a las 24 y 48 h. Asimismo,
es importante que el llenado de la placa se haga homogeneizando bien antes de llenar cada

pocillo (muy lentamente), y que se haga por triplicado o cuadriplicado.*****

Preparacién de Formulaciones.

Vehiculo 1: Constituido por 80 % SF + 20 % Tween 80. Los compuestos previamente molidos
en mortero se adicionan a la mezcla de SF + Tween 80, se homogeniza el sistema por agitacion
en camara de ultrasonido (Ultasonic Cleaner, Hwashin instruments, Power sonic 405) durante
10 minutos a maxima potencia, se utiliza 10 % de DMSO. La suspensién obtenida se deja

agitando suavemente 24 h en agitador horizontal.

Vehiculo 2: Constituido por 10% de tensoactivo compuesto por Eumulgin HRE® 40, oleato de
sodio y fosfatidilcolina (8:6:3), 10% de fase oleosa formada por colesterol y 80 % de buffer
fosfato (pH = 7,4). Para preparar un volumen de 10 mL de vehiculo 2 se utilizé: 1.0 g de
tensoactivo (460 mg de aceite de ricino polioxil- 40 - hidrogenado -Eumulgin HRE® 40, 360 mg
de oleato de sodio, 180 mg de fosfatidilcolina de soya), 1.0 g de colesterol, buffer cantidad
suficiente para 10 mL.**?

Primero se disuelve el colesterol, eumulgin y fosfatidilcolina y compuesto, si corresponde, en
cloroformo hasta solubilizacién completa, y se evapora a vacio el disolvente hasta sequedad.
Para asegurar la total remocion del cloroformo se hace pasar una corriente de N, por 5 min.
Paralelamente se disuelve el oleato de sodio en el buffer y se deja en agitacién orbital durante
12 h a temperatura ambiente. Luego se adiciona esta solucién a la mezcla sélida obtenida
previamente, se homogeniza y se sumerge en un bafo de ultrasonido a maxima potencia
durante 30 minutos, de no ser homogénea la solucidon o no tener la consistencia deseada, se

sumerge en bafio de ultrasonido durante 30 minutos mas.'*
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Cuantificacion de la solubilidad. Se toman 200 pL de formulacidn (equivalente a una dosis), se
filtra la suspension en papel watman N° 1 a vacio, se hacen diluciones seriadas de la solucién
filtrada en acetonitrilo, se mide la absorbancia de las disoluciones, y se calcula Ia

concentracién real en solucidn a partir de las curvas de calibracidn.

Derivado 8G

= 8G(379)

1,04 u
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Ensayo con animales.

Los animales fueron proporcionados y se manipularon en las instalaciones del Instituto de
Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asuncién, Asuncién, Paraguay. Los protocolos
experimentales utilizados fueron avalados por los Comités de Eticas del Instituto y segin la

reglamentacion de dicho pais. Los animales tenian alimento y agua ad libitum.

Toxicidad via oral.

Se utilizaron ratones CD1 y Balb/c, de 3 meses de edad, con un peso aproximado de entre 25-
30 g. Los compuestos se administran por via oral utilizando canula intragastrica con el vehiculo
indicado durante 15 dias (ensayo a dosis repetida, durante 5 dias consecutivos, se descansa 2y
se contintia hasta completar los 15 de tratamiento). Se realiza con 2 ratones por grupo, por
dos grupos: uno se trata sélo con el vehiculo y el otro con el compuesto y el doble de la dosis a

ensayar en el modelo agudo de la enfermedad de Chagas (MAEC).

El ensayo de up and down, se realiza con 2 ratones por cada grupo, y sélo se usé V1. Se
administran via oral los compuestos a la dosis a ensayar en el MAEC. Se espera un dia, y si no
hay signos de toxicidad se duplica la dosis. Se espera un dia, sino hay signos de toxicidad, se

administra una dosis diez veces mayor. Se espera un dia y se sacrifican los animales.

Como medida de toxicidad se observa el aspecto general y comportamiento del animal y el
cambio de peso diario. Al finalizar el experimento los ratones se sacrifican por dislocacion
cervical, se realiza la necropsia y se observan macroscépicamente los érganos para visualizar

signos de toxicidad.'

Estudios en el modelo agudo de la enfermedad de Chagas -modelo murino-.

Se infectan ratones Balb/c (dia 0) de 3 meses de edad con sangre infectada de ratones en inicio
del pico de parasitemia (parasitemia mayor a 1.0 x10° p/mL), con el clon Cl Brener de T. cruzi
(10000 parasitos por raton), se inocula intraperitonealmente. Se sigue la parasitemia a partir
del cuarto dia post infeccién y hasta que todos los ratones del grupo estén positivos. Las
medidas de parasitemia se hacen por el Micrométodo de Hemoconcentracion y conteo (se
detalla el método mas adelante). Una vez que todos los ratones estan positivos se inicia el
tratamiento. El tratamiento dura 15 dias consecutivos, se administran los compuestos via oral
mediante cadnula intragastrica una vez al dia. La parasitemia se sigue semanalmente, a los 30 y

60 dias se extraen 200 uL de sangre de la cola del ratén para pruebas seroldgicas (test de ELISA
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para detectar antigenos de T. cruzi). El dia 60 es el final del experimento y se sacrifican los

animales.

Seguimiento de la parasitemia en sangre. Micrométodo de Hemoconcentracién y conteo; se
extrae la sangre de los ratones por un pinchazo en la cola y tomando con capilares la sangre.
Un capilar por ratdn saca entre 8-18 mm de altura de sangre. Los milimetros se convierten a pL
por una tabla previamente descrita y calibrada en el laboratorio. Se centrifugan los capilares a
3000g por 40 s. Se observa la carga parasitaria en el capilar por MO (en el capilar se reparten
los Glébulos Rojos (GR) en un extremo y el suero de sobrenadante, en la interfase se
encuentran los tripomastigotes. Luego se corta el capilar unos mm sobre la interface hacia la
parte de GR, se extiende en un portaobjetos, se cubre con un cubreobjeto y se cuentan los
parasitos en 50 campos (MO en el 40x), luego se aplica la ecuacidn de Freilij. Para la serologia,
se toman de la misma forma 4 capilares llenos de sangre, se cortan y se guardan en tubos para

realizar el ELISA.**
Ensayo de Genotoxicidad (Test de Micronlicleo).

Se realiza el tratamiento agudo via oral utilizando sonda intragastrica (48-72h) de ratones CD-1
de 3 meses de edad con diferentes concentraciones del compuesto a estudiar. Al final del
experimento se sacrificaran los animales, se retiran los fémures y se remueve la médula ésea
con FBS (suero fetal bovino), mantenido a 37 °C. Se homogeniza el material y se transfiere a un
tubo de centrifuga cdénico. Se centrifuga a 1000 rpm durante 5 minutos, se desecha el
sobrenadante y se prepararan las muestras con las células restantes. Luego de 24 h se fijan las
muestras en metanol absoluto por 5 minutos. Se tifien las muestras con colorante Giemsa al
4% por 3 minutos. Se analizan las muestras por MO y se cuentan los eritrocitos policromaticos
incluyendo los que presenten microntcleos (MNs). Como control negativo se utilizan células

de animales tratados con el disolvente y diluyente utilizados en el tratamiento de los animales.

Se emplean 3 grupos de tratamiento; GRUPO I: control negativo, tratado con 200 uL de
Vehiculo 2; GRUPO II: tratado con 200 mg/Kg de 5F. GRUPO IlI: control positivo, tratado con 50
mg/Kg de ciclofosfamida. El tratamiento de cada grupo fue repetido cinco veces, totalizando 5
animales por concentracion. La via utilizada en la administracion del control negativo y del
compuesto en el grupo | y Il fue oral y en el grupo Il la via fue intraperitoneal, para el farmaco

utilizado como control positivo.
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Administracion de las Dosis: El compuesto es administrado via oral, mediante una canula
esofagica. La intervencion se hizo en dos dosis: a las 24 y 48 h antes del sacrificio. La
administracién de la sustancia utilizada como control positivo se hizo via intraperitoneal, en

Unica dosis, 24 h antes del sacrificio.

Ensayo de Micronucleo: Se utilizé el método de Schmid para el ensayo de Micronucleo. Los
animales tratados se sacrificaron por ruptura cervical a 48 h del tratamiento. Se tifien las
muestras con colorante Giemsa al 5%, diluido en agua destilada estabilizada con buffer fosfato
pH 7.4. Se analizan las muestras en microscopio Optico de inmersidn y se cuentan 1000
eritrocitos policromaticos (EPCs) por animal tratado, incluyendo los que presentaron
microntcleos (EPCMNs). También se evalud la relacidon de eritrocitos policrcomaticos (EPC)
versus los eritrocitos normocromaticos (ENC), en 100 células. La proporcion de EPCMNs fue
realizada para cada grupo y los grupos de tratamiento con el compuesto y ciclofosfamida se

comparan con el grupo control negativo.

Analisis estadistico: A partir de los valores individuales de los parametros evaluados se calculan
los valores medios y sus desviaciones estdndar, para cada uno de los grupos experimentales.
Los datos son procesados mediante el software de analisis estadistico Epilnfo™ version 3.5.1.

Ensayo estadistico ANOVA (p<0.05).*

Aspectos Eticos: Se siguieron las recomendaciones de la Guia de Principios Internacionales
para Investigaciones Biomédicas que envuelven animales, elaborada por el Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS, 2007). Se utilizé la cantidad
minima posible de animales y se tomaron todas las precauciones para evitarles sufrimientos

innecesarios.
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En esta seccién se describen los distintos ensayos realizados para elucidar los mecanismos de
accion de los nuevos compuestos sintetizados con actividad tripanosomicida. Se incluyen
estudios de inhibicion enzimatica de triosafosfato isomerasa (TIM), cruzipaina (CP) y
tripanotion sintetasa (TryS), de vias metabdlicas a través de la inhibicion de la biosintesis de
esteroles de membrana, y de protedmica utilizando captura de proteinas del parasito en

columnas de afinidad y su identificacion por espectrometria de masa.

En la tabla 31 se muestran los resultados de inhibicién enzimatica obtenidos para los derivados

del Lider Il seleccionados de acuerdo a sus destacadas actividades bioldgicas in vitro e in vivo.

Tabla 31. Actividad frente a dianas moleculares esenciales de T. cruzi. Se ensayaron los
derivados del Lider Il seleccionados segun los criterios de actividad tripanosomicida y disefio.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Estructura Derivado Inhibicion Inhibicion Inhibicion
100 TIM? 100 cP® 30 Trys®

@v J\ /@ 1A 25 nd¢ nd
PN

Cv /U\ Lider Il 58 nd nd

5A 55 nd 0
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bv/ " /‘\ : 7A 64 (30)° 8 nd

\

\ 8A 0 12 nd
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Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Estructura Derivado Inhibicion Inhibicion Inhibicién
100 TIM? 100 cP® 30 TryS*

=
_/ \\j :
aF nd 40 0

3F 100 nd 0

S~

\
0
H/ o
WN/\(N i O% SF 0 50 30
\ S

o

/N’L J\ Ixf 100 nd nd
HoN S

S NH,

® porcentaje de inhibicién a 100 uM de compuesto, en la enzima triosafosfato isomerasa de T. cruzi. b Porcentaje de
inhibicién a 100 uM de compuesto, en la enzima cruzipaina de T. cruzi. © porcentaje de inhibicién a 30 pM de
compuesto, en la enzima tripanotidn sintetasa de T. brucei. 4 ho determinado. ° ICso del compuesto frente a la
enzima en uM, " Descrito previamente en referencia 99.

De acuerdo a los resultados obtenidos alguno de los compuestos ensayados tiene una leve
actividad frente a CP y frente a TryS. Algunos compuestos tienen actividad de buena a
moderada frente a TIM, donde se destacan los derivados tiazoles 7A, 7B y 3F.
Interesantemente el derivado 3F ademas posee excelente actividad tripanosomicida tanto in
vitro como in vivo. El disefio de este compuesto fue planteado a partir de una estructura
simétrica para interaccionar en la interface dimérica de la TIM vy asi inhibir la enzima. Como
existen compuestos diméricos como el que se muestra en la figura 23 con interesante
actividad inhibitoria de TIM.*>*!® Aunque la inhibicién de la TIM no explica por completo la
actividad tripanosomicida de 3F, se puede afirmar que debe existir algin otro blanco

molecular involucrado.
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Figura 23. Estructura del compuesto IX. Este compuesto simétrico es uno de los buenos

inhibidores de TIM previamente descriptos.”**°

El compuesto 5F con actividad moderada-baja frente a CP y TryS podria ser considerado un
compuesto con actividad sobre multiples dianas. Si bien estas actividades podrian no ser
consideradas buenas para un farmaco multi-dianas, cabe mencionar que son adecuadas, ya
gue se postula que este tipo de productos deben tener actividades de bajas a moderadas en
distintas vias metabdlicas del parasito. Este hecho se basa en que al actuar sobre diversas
dianas lleva al parasito a una especie de “caos” interno y por consiguiente a la posterior

muertem

. Las dos enzimas que afecta el compuesto 5F tienen actividad amidasa y al presentar
el compuesto en su estructura un enlace amida, éste podria actuar como analogo de sustrato
de estas enzimas. La leve inhibicién de CP y TryS no explican por completo la actividad

tripanosomicida de 5F, sugiriendo que debe existir algin otro blanco molecular.

Ademas de las enzimas anteriormente mencionadas, el disefio de algunos de los compuestos
de este trabajo ha sido dirigido a la biosintesis de esteroles de membrana. Para ensayar los
compuestos frente a esta via metabdlica se usa un test que involucra la incubacién de los
pardsitos en su forma epimastigote por 72 y 120 h con los diferentes compuestos y la posterior
extraccién de los lipidos de membrana. Los lipidos extraidos se analizan por cromatografia en
capa fina (TLC) y se comparan con patrones puros de escualeno, colesterol, lanosterol y
ergosterol.”*"® En la figura 24 se muestran los resultados del perfil de lipidos de membrana

para los derivados 3F, 5F y 8G al ser incubados con T. cruzi durante 72y 120 h.
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5F-72 5F-120 8G-72 8G-120 3F-72 3F-120 Tbf-120 C-120 Lan Col Erg Esc

Tbf= terbinafine, C= control negativo, Lan= lanosterol, Col= colesterol, Erg=ergosterol, Esc= escualeno

Figura 24. Fotografia de la placa cromatogréfica revelada con vapores de iodo (revelador
especifico de escualeno). La banda correspondiente al escualeno se enmarca en el recuadro
negro. El iodo es un rebelado especifico del escualeno, un revelado que es habitualmente
reversible con calor, en presencia de escualeno se fija la coloracién, como la que se muestra en

el estandar (Esc).

De los tres compuestos evaluados, sélo el derivado 5F tiene actividad en la biosintesis de
esteroles de membrana ya que se observa acumulacién de escualeno. El escualeno es de los
primeros lipidos sintetizados en esta via metabdlica, por lo que alguna de las enzimas que
actuan después de este metabolito podria estar siendo afectada. Algunas de estas enzimas son

la escualeno epoxidasa, lanosterol sintasa y la C14 demetilasa, entre otras.

Desde el punto de vista estructural el derivado 5F posee dobles enlaces conjugados como en el
escualeno y otros intermedios de la biosintesis de ergosterol. Ademas posee en su estructura
algunos agrupamientos que se repiten en otros inhibidores de la biosintesis de esteroles,
descritos por nuestro grupo de investigacion, como los nitrofuranos que se muestran a

continuacién.”

O,N N N
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Para explorar cudl puede ser otro posible blanco de estas moléculas tripanosomicidas, se
plantea el disefio de una molécula que represente a la familia de derivados activos. Para ello se
prepara el derivado 7F (figura 25). Este derivado con una amina libre se inmoviliza en una
resina de purificacién de proteinas. A esta resina, con el derivado 7F unido covalentemente
como se muestra en la figura 26, se la empaqueta en una mini-columna y se le pasa un
extracto de parasitos de la forma epimastigote. Se espera que aquellas proteinas que sean
capaces de interaccionar con el compuesto queden retenidas en la columna. Luego esas
proteinas se eluyen de la columna en condiciones desnaturalizantes. Se resuelven por
electroféresis de geles de poliacrilamida y se analiza su identidad por espectrometria de masa.
En la figura 26 se muestra un esquema del compuesto unido a la columna y el gel resultante de

la elucion.

5F 7F

/ /

wN/N\S(\N}LO = @M“/N\S%O”

Figura 25. Derivado 5F y su analogo nucleofilico, 7F, desarrollado para los estudios de

inmovilizacién en una resina de purificacion de proteinas.
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Figura 26. Esquema de la columna utilizada para capturar proteinas afines a los compuestos
tripanosomicidas. A la derecha se muestra el gel de poliacrilamida, de la elucion de la
cromatografia de afinidad. A es el blanco sin ligando, B es la columna con ligando. Las tres

bandas marcadas corresponden a tres subunidades del complejo IV de la cadena respiratoria

mitocondrial de T. cruzi.
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En el gel de poliacrilamida se visualizan tres bandas que son cortadas y procesadas
proteoliticamente con tripsina y analizadas por espectrometria de masa. A modo de ejemplo
se muestra en la figura 27 el andlisis de espectrometria de masa que se utilizd para la
identificacion de las tres proteinas de T. cruzi. Las mismas son subunidades de la citocromo C
oxidasa, subunidad IV, subunidad V y la subunidad X. Esta enzima es del complejo IV de la
cadena respiratoria mitocondrial de todas las células y es esencial para el mantenimiento
energético de las mismas. Se trata de la ultima enzima de la cadena de transporte de
electrones. Recibe un electrén de cada una de las cuatro moléculas de citocromo C, y los
transfiere a una molécula de oxigeno, reduciéndola a dos moléculas de agua. Acoplada a este
proceso, se produce una translocacion de protones a través de la membrana, lo cual genera un
gradiente electroquimico que la enzima ATP sintasa emplea para sintetizar trifosfato de

adenosina (ATP).**

Figura 27. Resultados del analisis de la espectrometria de masa con el programa Mascot.
Protein sequence coverage: 66%
Matched peptides shown in bold red.
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Como siguiente paso para la confirmacion del blanco molecular se plantea ensayar si el
compuesto 5F es capaz de inhibir a este complejo enzimatico en un ensayo con pardsitos vivos.
El ensayo de inhibicion del complejo IV se realiza de dos modos; en una primera instancia se
determina directamente el consumo de oxigeno del parasito entero en presencia de 5F, y en
segunda instancia se permeabilizan las membranas del pardsito y se determina directamente
la actividad de la citocromo C oxidasa. En ambos casos se usan concentraciones de 25 a

200 uM de 5F.

No se observa cambio en la respiraciéon del parasito a ninguna concentracién, ni tampoco
cuando se incuba 1y 2 h previamente el compuesto con los parasitos en cultivo. El derivado 5F
tampoco inhibié el complejo IV, pero éste si se inhibid en presencia de cianuro (inhibidor del

complejo IV).

Como conclusién de esta seccién, el compuesto 3F tiene una actividad moderada-baja frente a
una enzima glicolitica (TIM) esencial del parasito. EI compuesto 5F tiene actividad frente a
multiples dianas afectando tres vias metabdlicas diferentes: CP (alimentacion y proteccién del
ataque del sistema inmune del hospedero), TryS (proteccidn al estrés oxidativo) e inhibicidn de

la biosintesis de esteroles de membrana.
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Experimental

120 e cultiva 1L de bacterias E. coli que

Purificacion de triosafosfato isomerasa (TIM).
contienen el plasmido de sobreexpresién de la TIM. Cuando el cultivo alcanza un DOsy, de 1.0
se induce la expresion con IPTG (0.05 g/500 mL) y ampicilina (40 uL de 50 mg/mL) toda la
noche. Luego se centrifuga a 6500 rpm 20 min a 4 °C y se descarta el sobrenadante. Se
resuspende en buffer de lisis (MES 100 mM, DTT 1.0 mM, PMSF 0.2 mM, EDTA 0.5 mM, pH 6.3)
y se homogeniza con sonicador (Branson sonifier) en hielo de 4 a 7 ciclos de 40 s (alternando 1
min de descanso). El extracto se centrifuga a 45000 rpm durante 60 min. El sobrenadante se
lleva a un volumen de 60 mL de buffer A (MESNa 50 mM, pH 6.3) y se inyecta a una columna
de SP Shepharose en FPLC previamente equilibrada con buffer A, 2.0 mL/min. Se lava la
columna con 100 mL de buffer A, se inicia el gradiente de 0-500 mM de NaCl, y se colectan
fracciones de la 17-24 (4.0 mL, 17 min). Se precipita con sulfato de amonio 70% (472 g/mL) en
frio y agitacidn constante por 2 h. Se centrifuga a 16000 rpm por 20 min y se retira el
sobrenadante. Se resuspende el pellet en buffer C (trietanolamina-HCl 100 mM, EDTA 1.0 mM,
pH 7.4) agregando sulfato de amonio hasta alcanzar la concentracidon de 2.2M. Se inyecta la
muestra en una columna hidrofébica, previamente equilibrada con buffer D (trietanolamina-
HCIl 100 mM, EDTA 1.0 mM, sulfato de amonio 2.2 M, pH 7.4). Se lava con 100 mL de buffer D,
se inicia el gradiente de 2.0 a 0.0 M de sulfato de amonio, y se colecta el pico (4.0 mL, 60 min).
Se concentra en un filtro Amicén PM10 hasta superar los 5 mg/mL de proteina. Se corre un gel

de poliacrilamida 16 % SDS-PAGE para verificar la pureza.

3334 13 actividad se

Ensayo de actividad enzimatica de la triosafosfato isomerasa (TIM)
determina en la direccion de gliceraldehido-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato. Se mide el
descenso en la absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro Hewlett Packard, a 25 °C. La
mezcla de reaccidon (pH 7.4, 1.0 mL) contiene trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, NADH 0.2
mM, gliceraldehido-3-fosfato 1 mM y 0.9 unidades de a-glicerol-fosfato deshidrogenasa. La
reaccién enzimatica comienza con el agregado de 5 ng de TIM. Para la inhibicién se incuban los
compuestos a 100 uM con 5.0 pg de TIM en 1.0 mL de buffer por 2 h a 37 °C. Luego se toman

5 ng de TIM para medir la actividad. La concentracion de DMSO en la mezcla de incubacion no

excede el 10%v/v.
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Purificacién de cruzipaina (CP)'*! La enzima se purifica a partir de epimastigotes de T. cruzi,
cepa Tulahuen 2. Los parasitos se cultivan a 28 °C con agitacidon en medio de cultivo BHI-
triptosa, se cosechan a 7000 rpm (Sorvall, rotor S534) durante 10 min a 4 °C, se lavan dos veces
con una solucién de sacarosa 0.25 M y KCl 5.0 mM y luego de descartar el dltimo lavado se
congela el pellet (10.3 g de parésitos) a -20°C durante 48 h. La ruptura de los epimastigotes se
lleva a cabo mediante tres ciclos de congelado a -20°C y descongelado. Se agregan 26 mL (2.5
mL/g parasitos) de buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.6, conteniendo NaCl 150 mM (TBS) y el
homogeinado se centrifuga a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C . El pellet se lava con 26 mL de
la misma solucidn, se centrifuga nuevamente y los sobrenadantes se combinan y se vuelven a
centrifugar a 16000 rpm durante 45 min a 4 °C. Se conserva el sobrenadante (extracto libre de

células) y el pellet se descarta.

Al sobrenadante obtenido (50 mL) se le agregan 5 mM (concentracion final) de CaCl,, MgCl, y
MnCl,, se centrifuga a 15000 rpm por 5 min a 4 °C y se siembra en una columna empacada con
resina de afinidad (ConA-Sefarosa, 3 mL), equilibrada con 100 mL de buffer A (TBS conteniendo
CaCl,, MgCl, y MnCl, 3 mM). El procedimiento se repite tres veces a 4 °C. Posteriormente la
columna se lava exhaustivamente con buffer A (200 mL), se inyectan 5 mL de buffer A
conteniendo a-metil D-mandsido 0,5 M (buffer B) y se equilibra bajo agitacion durante 1 h a 37
°C. La elucién de CP se realiza a 37 °C utilizando 25 mL de buffer B preincubado a la misma
temperatura. El percolado se dializa (bolsas de dialisis Thomas Scientific 3787-D22, M.W.

cutoff 12-14000 Da) durante toda la noche (dos cambios) contra 4 L de Tris Buffer Salino.

La solucién dializada se filtra a través de un filtro de 0.22 um, se inyecta en una columna de
intercambio aniénico Mono Q HR 5/5 utilizando buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.6 y se analiza por
HPLC en un equipo pH/C-900 AKTA, Amersham Pharmacia Biotech, en las siguientes
condiciones: flujo 1 mL/min y gradiente de elucién 0-0.3 NaCl aplicando un paso isocratico a
0.18 y 0.3 M durante 20 min. Como buffer de elucién se utiliza Tris-HClI 50 mM, pH 7.6,
conteniendo NaCl 1.0 M. Se recogen fracciones de 0.5 mL y la elucién se controla midiendo la

absorbancia a 280 nm.

La actividad CP presente en las fracciones recogidas en el paso anterior se determina en una
mezcla de reaccion (100 pL) conteniendo (concentracién final) buffer Tris-HCI, pH 7.6, 50 mM,
150 uM del sustrato cromogénico Bz-Pro-Phe-Arg-p-NA y 10 mM de B-mercaptoetanol. El
aumento en la absorbancia se mide a 410 nm durante 5 min a temperatura ambiente en un

espectrofotdmetro Beckman DU 650.
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122123 e incuba cruzipaina (6.0 M) en una mezcla de reaccién

Ensayo de inhibicion de CP.
conteniendo (concentracion final en 100 plL) PBS, pH 7.4, o amortiguador acetato de sodio, pH
5.3, 50 mM, DTT 5.0 mM y 100 puM del compuesto a estudiar durante 5 min a TA.
Posteriormente, se agrega el sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC (Km= 1.8 uM) para obtener
una concentracion final de 10 uM y se controla el aumento en la fluorescencia (excitacidon 380
nm y emision 460 nm) durante 10 min a temperatura ambiente en un espectrofotémetro y
espectrofluorimetro Varioskan (Thermo, Waltham, MA). Los compuestos se agregan disueltos
en DMSO vy el control (100% de actividad enzimdtica) contiene la misma concentracién de
disolvente. La concentracién de DMSO nunca excede el 10 %. Los valores representan la media
de tres experimentos independientes. Para estudiar la inhibicidn no especifica se realizaron los
ensayos en presencia del detergente no idnico Triton X-100. Una solucidn del detergente 0.02
% v/v se prepara en el momento en PBS o amortiguador acetato 100 mM (pH 7.4 y 5.3
respectivamente) y se agregan 50 plL de esta solucién para obtener una concentracién final de

detergente de 0.01 %. Dicha concentracién fue evaluada previamente y mostrd no interferir

con la actividad enzimatica.

124 | a actividad se mide indirectamente, por un

Actividad de tripanotiona sintetasa (TryS).
ensayo acoplado, donde se sigue el consumo de ATP (o produccion de ADP) por la TryS que es
directamente proporcional a la oxidacién de NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido) por la
lactato deshidrogenasa (LDH). En este ensayo, la piruvato quinasa conecta ambas reacciones al
regenerar ATP a partir de ADP y fosfoenol piruvato, y producir piruvato, que es reducido a
lactato por la LDH utilizando NADH. La mezcla de reaccién de 125 plL en cubeta de cuarzo de
10 mm, se midid en un espectrofotometro Varian Cary 50 Uv-Vis. La mezcla de reaccion
contiene, DTT 0.8mM, GSH 0.8 mM, PEP 3.6mM, ATP 3.1mM, LDH 1.6U en buffer Hepes 100
mM con EDTA 0.5 mM y MgS0, 10 mM. La actividad enzimatica se mide con 250 nM de TryS,
NADH 250 pM, incubando a temperatura ambiente hasta estabilizacion de la medida a 340
nm. La reaccidon comienza con el agregado de espermidina a una concentracidon de 10 mM.

Para el ensayo de inhibicidn se pre incuba TryS 15 min en 10% DMSO. GSH se usa como control

positivo a 2.82 mM para TcTryS.

18 para los

Ensayos de inhibicion de la biosintesis de esteroles de membrana del parasito.
ensayos de inhibicién de esteroles de membrana del parasito, se incuban los compuestos
(disueltos en DMSO) con el parasito, partiendo de una carga parasitaria de 9.0 x 10° células/mL
y 6.0 x 10° células/mL, durante 72 y 120 h, respectivamente, a 28 °C a la concentracion de 2 x

ICso y 1 x ICso. Los parasitos se hacen crecer en el medio antes mencionado en las placas de
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cultivo de 24 pocillos. La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo nunca excede el
0.4 %, se realiza un blanco (parasitos en ausencia de producto) con 0.4 % de DMSO para cada
ensayo. Como control positivo se utiliza un compuesto con reconocida actividad de inhibicién
de la biosintesis de esteroles de membrana, Terbinafine (Tbf) a 11uM. Los experimentos se
realizan por triplicado. Todas las manipulaciones con las células vivas se hacen bajo camara de

seguridad de nivel dos, y todo el material utilizado es esterilizado previo a su uso.

Finalizada la incubacidn, se procede a la extraccidn de los esteroles de membrana. Para ello se
centrifuga (centrifuga SIGMA 3K18) el contenido del pocillo de la placa de cultivo (1 mL
aproximadamente) a 3000 rpm durante 15 min, se descarta el sobrenadante y el pellet se
suspende con 1 mL de solucion tampon de fosfato de sodio (0.05 M, pH 7.4), luego se
centrifuga nuevamente a 3000 rpm durante 15 min y se descarta el sobrenadante. El pellet
resultante se resuspende (agitando en vortex 1 min) en 1 mL de una solucidon de
cloroformo/metanol (2:1) y se mantiene dicha suspensién a 4 °C durante 12 h. Posteriormente
se agrega 1 mL de H,0 saturada en NaCl y se extrae una vez con 600 uL de cloroformo y una

vez con 600 uL de hexano, cuidando de no tomar fase acuosa.

El volumen extraido se siembra completamente en una placa de TLC, evaporando el disolvente
bajo corriente de nitrégeno previamente. La siembra se hace con un capilar de vidrio y todo el
material que se usa desde finalizadas las centrifugaciones debe ser de vidrio para evitar la
contaminacidon con sustancias apolares que interfieran en el proceso cromatografico de
identificacion. La cromatografia se realiza en silicagel eluyendo con hexano, dos corridas para

identificar escualeno, y una vez en hexano:acetato de etilo (8:2) para ergosterol.

Busqueda de otras dianas moleculares.’” Acoplamiento del 7F a la resina de purificacion de
proteina. El derivado 7F se une covalentemente a Sepharose activada con NHS 4 Fast Flow (GE
Healthcare) segun lo recomendado por el fabricante. Brevemente, la resina se lava tres veces
con HCI frio 1 mM, inmediatamente se resuspende en tampdn de acoplamiento (0.2 M
NaHCO;, 0.5 M NaCl pH 8) con 10 moles de 7F disuelto en DMSO por 1 mL de resina y se
incuba 30 min a 20 °C, mas cantidad equimolar de trietilamina. Después de la unién, los sitios
libres son inactivados con tres ciclos de lavado con buffer A (1 M etanolamina, 0,5 M NaCl pH
8) y buffer B (0.1 M de acetato sédico, 0.5 M NaCl pH 4) La resina se resuspende en tampon de
acoplamiento y se almacena a 4 °C hasta su uso. El acoplamiento se sigue por cromatografia de

capa fina.
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Los extractos de proteinas totales se preparan a partir del crecimiento exponencial de
epimastigotes de T. cruzi cepa Dm 28c (5 x 107 células por mL). Los parasitos se centrifugaron a
2000 g, se lavan tres veces con PBS frio (1.2 mM KH,PO,, 8.1 mM de Na,HPO,, 130 mM Nadl,
2.6 mM KCI pH 7.4) y se resuspende en buffer de lisis frio (150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
0.25% de NP40, Hepes 50 mM, DTT 1 mM, céctel inhibidor de proteasa 1X (Sigma), 1 mM
PMSF, pH 7.9). Los parasitos fueron lisadas con tres ciclos de congelacidon-descongelacion con
N, liquido / 37 °C. Se centrifuga el lisado a 100000 g durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes
resultantes se utilizan inmediatamente o se conservan a -80 °C hasta su uso. Las proteinas se

cuantifican con el reactivo de Bradford (Sigma).

Para la cromatografia de afinidad, la resina se lava dos veces con buffer de lisis y después se
incuba con los extractos de proteinas durante 2 h a 4 °C (3 mg proteina/25 plL de resina).
Después de la incubacidn de proteinas, las perlas se lavan tres veces con buffer de lavado (150
mM NaCl, 0.25% de NP40, 50 mM Hepes pH 7.9). Las proteinas unidas se eluyen mediante
incubacién con buffer de muestra desnaturalizante (2% SDS, 10% de glicerol, 1.55% de DTT,
0.002% de azul de bromofenol, 67.5 mM Tris-HCl) durante 5 min a 95 ° C. Las proteinas eluidas
se separaron por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12% y se visualizan mediante tincién con

plata como se ha descrito previamente.'?>'%°

Analisis por espectrometria de masa. '*’

Las bandas de proteinas seleccionadas fueron tratadas en gel con tripsina (Sequencing-grade
Promega) durante la noche a 37 °C y los péptidos resultantes se extraen usando 60 % de
acetonitrilo en 0.2 % TFA, se concentra por secado al vacio y se eliminan las sales utilizando
micro-columnas C18 de fase reversa (OMIX Pipette tips, Varian). La elucidn de péptidos de las
micro-columnas se realiza directamente en la placa de la muestra del espectrometro de masa,
con 3.0 pL de solucién de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicindmico en 60 % de acetonitrilo, que
contiene 0.2 % de TFA). Los espectros de masa para las mezclas de digestidon se adquieren en
un instrumento MALDI-TOF/TOF 4800 (Applied Biosystems) en el modo de reflector,
externamente calibrado usando una mezcla de péptidos estandares (Applied Biosystems). Se
realizan experimentos de disociacion inducida por colisién de MS / MS a los péptidos
seleccionados. Las proteinas se identifican mediante busquedas en la base de datos NCBInr
(2012) utilizando el motor de busqueda MASCOT en el modo “Mascot sequence query”. Se
utilizan los siguientes parametros de busqueda: taxonomy, all entries; monoisotopic mass

tolerance, 0.05 Da; fragment mass tolerance, 0.6 Da; oxidacion de metionina como una
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modificacién variable y se permitié hasta un salto de escisidn triptica. Se utilizan como criterios

para la identificacidn de proteinas positivo, significant peptide ion and protein scores (p<0.05).

1128, 12% | as medidas se realizan en un oximetro Cole-Parmer (Vernon

Respiraciéon Mitocondria
Hills, IL) con un water-jacketed Clark-type electrode (model 5300; YSI, Yellow Springs, OH) en
una cubeta de 2 mL, se mide el consumo de oxigeno directamente de 3.0 x 10’ p/mL de
epimastigotes. El instrumento se calibra previamente con el medio de cultivo de los parasitos.
Una vez que el consumo de oxigeno es estable, se incorpora hasta 100 uM de compuesto, sin
exceder el 1.0 % de DMSO vy se observa la pendiente de consumo de oxigeno. También se

ensayo con los pardasitos pre incubados con 25 uM de compuesto por 60 min.

El ensayo de respiracion mitocondrial se lleva a cabo en un buffer de respiracién (125 mM
sacarosa, 65 mM KCI, 10 mM Tris—HCI (pH 7.2), 1.0 mM MgCl,, 2.5 mM fosfato de potasio) a
28 °C. Se agrega 1 mM de ADP para estimular el consumo mitocondrial de oxigeno, Digitonina
(64 uM) para permeabilizar las membranas del parasito y Antimicina A (AA; 2.0 uM) como
inhibidores del complejo IIl. Se agrega TMPD 0.1 mM/ascorbato 10 mM para medir la actividad
del complejo IV. EL compuesto disuelto en DMSO (<1% V/V) se agrega una vez el consumo de
oxigeno es estable, con pulsos de 10 uM hasta alcanzar una concentracién de 100 pM. La

respiracion se inhibid con la adicién de 1 mM de KCN (control positivo).

Bibliografia.
Y8 Olivares-lllana V, Pérez-Montfort R, Lopez-Calahorra F, Costas M, Rodriguez-Romero A, Tuena de
Gbémez-Puyou M, Gdmez Puyou A, Structural differences in triosephosphate isomerase from different
species and discovery of a multitrypanosomatid inhibitor, Biochem, 2006, 45, 2556-2560.

w Csermely P, Agoston V, Pongor S, The efficiency of multi-target drugs: the network approach might

help drug design, TRENDS Pharm Sci, 2005, 26, 179-182.

18 Alvarez G, Gerpe A, Benitez D, Garibotto F, Zacchino S, Graebin CS, Gomes da Rosa R, Eifler-Lima VL,

Gonzalez M, Cerecetto H, New limonene-hybrid derivatives with anti-T. cruzi activity, Lett Drug Des Dis,
2010, 7, 452-460.

19 Tsukihara T, Aoyama H, Yamashita E, Tomizaki T, Yamaguchi H, Shinzawa-Itoh K, Nakashima R, Yaono
R, Yoshikawa S, Structures of metal sites of oxidized bovine heart cytochrome c oxidase at 2.8 A, Science,
1995, 269, 1069-1074.

195



Resultados Bioquimica

120 Ostoa-Saloma P, Garza-Ramos G, Ramirez J, Becker |, Berzunza M, Landa A, Gémez-Puyou A, Tuena

de Gémez-Puyou M, Pérez-Montfort R, Cloning, expression, purification and characterization of
triosephosphate isomerase from Trypanosoma cruzi, Eur J Biochem, 1997, 244, 700-705.

2! cazzulo JJ, Couso R, Raimondi A, Wernstedt C, Hellman U, Further characterization and partial amino

acid sequence of a cysteine proteinase from Trypanosoma cruzi, Mol Biochem Parasitol, 1989, 33, 33-42.

122 zanatta N, Amaral SS, dos Santos JM, de Mello DL, Fernandes L, Bonacorso HG, Martins MAP,

Andricopulo, AD, Borchhardt DM, Convergent synthesis and cruzain inhibitory activity of novel 2-(N’-
benzylidenehydrazino)-4-trifluoromethyl-pyrimidines, Bioorg Med Chem, 2008, 16, 10236-10243.

123 Caputto ME, Fabian LE, Benitez D, Merlino A, Rios N, Cerecetto H, Moltrasio GY, Moglioni AG,

Gonzalez M, Finkielsztein LM, Thiosemicarbazones derived from 1-indanones as new anti-Trypanosoma
cruzi agents, Bioorg Med Chem, 2011, 19, 6818-6826.

124 Comini M, Menge U, Wissing J, Flohé L, Trypanothione synthesis in crithidia revisited, J Biol Chem,

2005, 280, 6850-6860.

123 Trochine A, Alvarez G, Corre S, Faral-Tello P, Duran R, Batthyany Cl, Cerecetto H, Gonzalez M, Robello
C, Trypanosoma cruzi chemical proteomics using immobilized benznidazole, BMC Chem Bio, 2013,
submitido, http://www.biomedcentral.com/imedia/1559118576876611_article.pdf.

126 L aemmli UK, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4,

Nature, 1970, 227, 680-685.

27 parodi-Talice A, Monteiro-Goes V, Arrambide N, Avila AR, Duran R, Correa A, Dallagiovanna B, Cayota

A, Krieger M, Goldenberg S, Robello C, Proteomic analysis of metacyclic trypomastigotes undergoing
Trypanosoma cruzi metacyclogenesis, J Mass Spectrom, 2007, 42, 1422-1432.

128 Cassina P, Cassina A, Pehar M, Castellanos R, Gandelman M, de Ledn A, Robinson KM, Mason RP,
Beckman JS, Barbeito L, Radi R, Mitochondrial dysfunction in SOD1G93A-bearing astrocytes promotes
motor neuron degeneration: prevention by mitochondrial-targeted antioxidants, J Neurosci, 2008, 28,
4115-4122.

2% Genes C, Baquero E, Echeverri F, Maya JD, Triana O, Mitochondrial dysfunction in Trypanosoma cruzi:

the role of Serratia marcescens prodigiosin in the alternative treatment of Chagas disease, Parasit
Vectors, 2011, 4, 1-8.

196


http://www.biomedcentral.com/imedia/1559118576876611_article.pdf




CONCLUSIONES






Conclusiones

Se sintetizaron y caracterizaron espectroscopicamente ochenta y cinco nuevos compuestos y
se optimizaron los procesos de sintesis para aquellos que demostraron tener mejor actividad
bioldgica obteniéndose rendimientos de buenos a excelentes. Los compuestos de las Familias
F y G, sintetizados en paralelo, se obtienen todos con excelentes rendimientos. Se realizé el
escalado de las moléculas con mejor actividad biolégica de las Familias F y G, optimizando las
reacciones para usar disolventes ambientalmente amigables (etanol y agua), por
procedimientos sencillos y con reactivos de bajo costo. La isomeria de los derivados de las

Familias F y G es definida.

En el estudio de la actividad tripanosomicida frente a epimastigotes de T. cruzi de los 16
derivados de la Familia A, solo un derivado el 15A mejora la actividad del Lider Il. Pero este

derivado resulto ser toxico para las células de mamifero.

=N N\H)ku/\/.. —

°© 15A

Del redisefio, Familia B, surgen derivados con mejor actividad, por ejemplo 2B, que
lamentablemente no supera las etapas de estudios de toxicidad, especialmente
mutagenicidad.
O,N
S
/3 )L
P P /N\N N/\/
H H 2B

De la eliminaciéon del grupo nitro por encontrarse, potencialmente, relacionado con la
mutagenicidad, resultaron los derivados de la Familia C. Un sélo derivado mantiene actividad

tripanosomicida, 1C, mientras que el resto la pierde por completo. Se deduce que la actividad

bioldgica de las Familias A y B esta intimamente relacionada con el grupo nitro.
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Por analogia con la Familia B, se incorporan insaturaciones entre el heterociclo y el enlace
hidrazona, surgiendo los derivados de la Familia D. Algunos derivados poseen mejor actividad
que el Lider Il, por ejemplo 1D2 y 2D2, pero carecen de actividad frente a amastigotes de T.
cruzi.

@\MV/N\ /U\N/\/
s 7 N H 2D2

Del uso de otros anillos aromaticos diferentes del 5-nitrotienilo, surge la Familia E. De la
misma resultan derivados con muy buena actividad tripanosomicida, por ejemplo 8E, 11E, 15E
y 27E. Especificamente, 11E es activo frente a epimastigotes y amastigotes de T. cruzi, en

cepas Tulahuen 2, Y y los clones Dm 28c y CL Brener, presentando, ademas, baja toxicidad

O S0

\ 11E

inespecifica.

Se desarrollan derivados de 11E para encontrar la estructura con maxima actividad
tripanosomicida (Familia G). De esta familia resultan los derivados 13G y 22G con actividad

moderada y 8G, 20G y 21G con muy buena actividad tripanosomicida.

@W“\N/Sl\wc

\ 8G

Paralelamente se disefia una familia de derivados, Familia F, potencialmente dirigidos a inhibir
enzimas claves del parasito, CP, TryS o TIM. De este proceso se destacan los derivados 3F y 5F,

con muy buena actividad tripanosomicida in vitro y sin efectos tdxicos ni mutagénicos.
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Los derivados 3F, 5F y 8G fueron estudiados in vivo en un modelo murino agudo de
enfermedad de Chagas, demostrando un comportamiento altamente destacable. Por los
perfiles biolégicos y sintéticos de estos derivados se concluye que son candidatos a farmacos
para la enfermedad de Chagas. Especialmente, el derivado 5F posee una potencia similar a la

de benznidazol y ademas demostrd ser no genotoéxico in vivo.

Se realizaron ciertos estudios bioquimicos como forma de identificar alguna de las dianas
bioldgicas sobre las que actuan los compuestos mas activos. De estos estudios se puede
destacar que el derivado 5F posee un mecanismo de accién aparentemente hacia multiples
dianas, pudiendo afectar enzimas esenciales del parasito como TryS y CP, e interviniendo en la

biosintesis de esteroles de membrana.

Por todo lo anterior, de este trabajo se concluye ademas que el derivado 5F es un potencial

farmaco para la enfermedad de Chagas.
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