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RESUMEN

Las enfermedades ocasionadas por parasitos son un gran problema a nivel mundial y son
denominadas enfermedades tropicales desatendidas principalmente porque se generan en
lugares empobrecidos, zonas rurales remotas, es decir, paises subdesarrollados. A pesar de
existir algunos medicamentos contra estos parasitos, se encuentra en aumento la resistencia a
farmacos, por lo que es importante tratar de buscar alternativas ante este problema. En este
proyecto se disefaron, sintetizaron y se evaludé el potencial antiparasitario de algunos

compuestos de tipo 5-nitrofenilurea sobre G. intestinalis y T. vaginalis.

Por ende, en este proyecto se realiz6 el disefio, sintesis de una serie de compuestos de tipo 5-
nitrofenilurea con codigo ALD 1-8. El analisis in silico se llevd a cabo mediante el uso de
herramientas quimioinformaticas las cuales también fueron de utilidad para concretar un analisis
de consenso con el din de priorizar la sintesis y evaluacidn biolégica de los hits computacionales
seguros. Los compuestos fueron caracterizados mediante RMN 'H y '3C. En la evaluacion in
vitro se empleo6 el método de subcultivos previamente estandarizado. Los compuestos ALD 1-
8 se incubaron a una concentracion final de 25 uM en presencia de 2.6 x 10° trofozoitos/mL en
el medio TYM durante 24 horas a 37 °C. Los compuestos ALD-1, ALD-5 y ALD-6 presentaron
actividad contra T. vaginalis, estos fueron equipotentes y se catalogan como hits experimentales
a partir de los valores encontrados en el rango micromolar de Clso presentados contra T.
vaginalis. Por ultimo, se realiz6 el acoplamiento molecular de los compuestos disefiados frente
a la proteina PFOR (Piruvato Ferredoxina oxidorreductasa) para observar el posible modo de

union.

En conclusion, se seleccionaron a los compuestos ALD-1, ALD-2, ALD-4, ALD-5, ALD-6 y
ALD-7 como hits computacionales seguros para priorizar su sintesis y su
bioevaluacién. Posteriormente en los ensayos in vitro los compuestos ALD-1, ALD-5 y ALD-6
presentaron actividad considerable contra T. vaginalis por ende se catalogan como hits
experimentales a partir de los valores de Clso en el bajo orden micromolar (<10uM) presentados,
siendo equipotentes al comparar con el metronidazol, y ligeramente mas potentes que el
albendazol. Finalmente, los compuestos presentaron buenas energias de union con la enzima
PFOR de T. vaginalis, por lo que no se descarta la inhibicion de esta enzima como posible

blanco terapéutico tricomonicida.
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ABSTRACT

Diseases caused by parasites are a major problem worldwide and are called neglected tropical
diseases mainly because they are generated in impoverished, remote rural areas, that is,
underdeveloped countries. Despite the existence of some drugs against these parasites, drug
resistance is on the rise, so it is important to try to find alternatives to this problem. In this project,
the antiparasitic potential of some 5-nitrophenylurea-type compounds on G. intestinalis and T.

vaginalis was designed, synthesized and evaluated.

Therefore, in this project, the design and synthesis of a series of 5-nitrophenylurea compounds
with code ALD 1-8 was carried out. The in silico analysis was carried out through the use of
chemoinformatics tools, which were also useful to carry out a consensus analysis with the aim
of prioritizing the synthesis and biological evaluation of safe computational hits. The compounds
were characterized by 'H and "C NMR. In vitro evaluation the previously standardized
subculture method was used. ALD 1-8 compounds were incubated at a final concentration of
25 UM in the presence of 2.6 x 105 trophozoites/mL in the TYM medium for 24 hours at 37 °C.
The compounds ALD-1, ALD-5 and ALD-6 showed activity against T. vaginalis, these were
equipotent and are cataloged as experimental hits based on the values found in the micromolar
range of Clso presented against T. vaginalis. Finally, the molecular coupling of the engineered
compounds against the PFOR protein (Pyruvate Ferredoxine oxidoreductase) was performed to

observe the possible mode of binding.

In conclusion, the compounds ALD-1, ALD-2, ALD-4, ALD-5, ALD-6 and ALD-7 were selected
as safe computational hits to prioritize their synthesis and bioevaluation. Subsequently, in vitro
assays, the compounds ALD-1, ALD-5 and ALD-6 showed considerable activity against T.
vaginalis, therefore they are cataloged as experimental hits based on the values of ICso in the
low micromolar order (<10uM) presented, being equipotent when compared to metronidazole,
and slightly more potent than albendazole. Finally, the compounds presented good binding
energies with the PFOR enzyme of T. vaginalis, so the inhibition of this enzyme as a possible
trichomonicidal therapeutic target is not ruled out.
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1.INTRODUCCION

Las enfermedades ocasionadas por parasitos son un gran problema a nivel mundial y son
denominadas enfermedades tropicales desatendidas principalmente porque se generan en
lugares empobrecidos, zonas rurales remotas, es decir, paises subdesarrollados. El clima
tropical estimula la proliferacion de dichas infecciones; estas enfermedades reciben poca
atencion por parte del sector salud debido a que las personas que las contraen tienen poco o
nulo acceso a dicho servicio. La mayoria de las enfermedades parasitarias son trasmitidas
principalmente por insectos como mosquitos y moscas, otros se transmiten por agua
contaminada y el suelo infestado de larvas de gusanos.’

Los parasitos se clasifican en 3 importantes grupos: Helmintos, Protozoos y Artrépodos. Por
otra parte, también pueden clasificarse segun su localizacion en el huésped, por ejemplo;
Endoparasitos (los parasitos viven dentro del huésped), los ectoparasitos (los parasitos viven
en la piel del huésped).?

Los protozoarios Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis representan un gran problema de
salud a nivel global, una estimacion mundial informé que mas de 200 millones de personas de
todos los grupos de edad padecen diarrea relacionada con la giardiasis cada afno. En el segundo
caso, segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) hay 276 millones de casos
nuevos de tricomoniasis al afio-!3

A pesar de existir algunos medicamentos contra estos parasitos, se encuentra en aumento la
resistencia a farmacos, por lo que es importante tratar de buscar alternativas ante este
problema. En este proyecto se disefiaron, sintetizaron y se evaluo el potencial antiparasitario

de algunos compuestos de tipo 5-nitrofenilurea sobre G. intestinalis y T. vaginalis.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Parasito

Es un organismo que vive dentro de un anfitrion y obtiene su alimento a expensas de él. Los
parasitos pueden causar enfermedades en los seres humanos, principalmente los protozoarios
y los helmintos que viven temporal o permanentemente en el hombre, la mayoria de los cuales
le causan enfermedad. Algunas enfermedades parasitarias son faciles de tratar y otros no.
Millones de personas mueren anualmente; Chagas, paludismo, tripanosomiasis, ascariasis,

amebiasis y leishmaniasis son algunos ejemplos. 2#°

2.2 Protozoario

Son organismos unicelulares eucariontes, carentes de pared celular y los cuales constituyen
un grupo de alrededor de 25000 organismos que poseen una estructura similar.® Se han
descrito mas de 65.000 especies de protozoarios. Las etapas de desarrollo de los parasitos
generalmente consisten en la alimentacion de trofozoitos, ya sea de manera intracelularmente
(dentro de las células huésped) o extracelularmente (en érganos huecos, fluidos corporales,
etc). La transmision entre hospedadores puede ser directa, fecal-oral, transmitida por vectores

y depredador-presa.’

2.2.1 Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD)

Muchas de estas enfermedades protozoarias entran en un grupo de infecciones prevalentes en
diversos paises tropicales y subtropicales en desarrollo donde prevalece la pobreza. Las
enfermedades tropicales desatendidas han pasado en gran medida desapercibidas en la

agenda sanitaria mundial.®

2.3 Giardia Intestinalis

G. Intestinalis (conocida como G. lamblia o G. duodenalis) es un protozoario que constituye
una de las principales infecciones intestinales del hombre y es endémica en paises
subdesarrollados.® Giardia es un antiguo protozoario amitocondriado con un ciclo de vida
directo y vias metabdlicas simplificadas.'® La giardiasis es una parasitosis cosmopolita del
intestino delgado proximal.'' G. Intestinalis es un protozoario flagelado que no posee

mitocondrias ni aparato de Golgi, carece de hidrogenosomas y peroxisomas. Produce su
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energia por glucdlisis anaerdbica.'? La infeccion puede ser aguda o cronica, y los sintomas

incluyen nauseas, vomitos, diarrea y deshidratacion.'3

2.3.1 Ciclo de vida

El quiste es la forma infecciosa de este protozoo, después la ingestidn, ocurre la exquistacion
que comienza en el estbmago y se completa en el duodeno, como resultado de la exposicion al
pH acido del estbmago y a las enzimas pancreaticas quimiotripsina y tripsina, y producen dos
trofozoitos (estado vegetativo) de cada quiste. Los trofozoitos se replican en el duodenoy en la
porcion superior del yeyuno, y se reproducen asexualmente por fision binaria o biparticion.
Las condiciones mencionas provocan que un subconjunto de trofozoitos se diferencie y se
transforme en quistes infecciosos. Estos quistes se excretan en las heces, sirviendo como

reservorio para nuevas infecciones.1%16:17.18

Etapa infectiva
]\

A Etapa diagnostica .Y

Figura 1. Ciclo de vida de Giardia intestinalis'®

W
Quiste




2.3.2 Epidemiologia

Las tasas exactas de infecciones son dificiles de determinar dado que la giardiasis es una
enfermedad descuidada, se cree que los parasitos Giardia infectan a aproximadamente mil
millones de humanos cada afo, de los cuales 2200 millones desarrollan enfermedades

sintomaticas. En México se registraron mas 5000 casos en el afio 2025.1% 20

2.3.3 Tratamiento

Como procedimiento primario son empleados el tinidazol en dosis exclusiva, metronidazol o los
bencimidazoles carbamatos de metilo de 5 a 7 dias. El metronidazol se reduce a intermediarios
toxicos en la célula anaerobiana y tiene una variedad de efectos, incluida la reactividad del ADN.
(Fig.2) Se ha propuesto que la piruvato-ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) y la tiorredoxina
reductasa (TrxR) son de importancia en esta actividad, pero es probable que también haya otras
enzimas que contribuyan.?! La nitazoxanida también es un compuesto nitroaromatico que se
destaca frente a G. intestinalis. Después de la absorcién en el tracto gastrointestinal, se
convierte rapidamente en el metabolito activo tizoxanida, lo que significa que la nitazoxanida no

es detectable facilmente en suero.?1,14 22

PFOR
162 162 162 162
h0~‘—Z_~Ax~No _i -NO _).A, NH20 —ZA: NHOH —/> Ar 1(38—)> Ar-NH,
Nitro radical I Nitroso Radical nitroxilo \ Hidroxilamina Amina
\§ 4

Figura 2. Mecanismo de accion propuesto para el metronidazol y otros compuestos
nitroaromaticos.?’!
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2.3.3.1 Posologia para el tratamiento contra G. intestinalis

Tabla 1. Tratamiento contra G. intestinalis

. Via de .
Farmaco Posologia

administracion

15 mg/kg/dia hasta un maximo de 750 mg/dia

Metronidazol Oral
en tres dosis durante 5-10 dias.
Tinidazol Oral 50 mg/kg como maximo 2 g en una sola dosis.
Dosis recomendada para adultos es de 2 g y 30
Secnidazol Oral mg/kg en pacientes pediatricos como dosis
unica
Ornidazol Oral Una sola dosis de 20 a 40 mg/kg (maximo 2 g).
Una dosis de 7,5 mg/kg dos veces al dia
Nitazoxanida Oral
durante 3 dias.
10-15 mg/kg (maximo 400 mg) una vez al dia
Albendazol Oral
durante 5 dias.
Mebendazol Oral 200-400 mg una vez al dia durante 5 dias.
500 mg tres veces al dia durante 10 dias en
Paromomicina Oral adultos y de 25 a 30 mg/kg/dia (divididos en tres
dosis) en nifios.
Furazolidona Oral 400 mg tres veces al dia durante 7—10 dias.
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Figura 3. Farmacos utilizados contra G. intestinalis y T. vaginalis
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2.3.4 Patogénesis y manifestaciones clinicas

G. instinalis es un parasito intestinal no invasivo, con la capacidad de establecer una
colonizacion crénica en el hospedador. La etapa de transmision se da en su forma de quistes
resistentes a condiciones adversas. Tras la ingestion, el proceso de exquistacion genera cuatro
trofozoitos tras dos rondas de division mediante fision binaria asexual. Los trofozoitos son la
etapa replicativa e infecciosa que invade el tracto intestinal del huésped, principalmente en el
duodeno.

Para mantener la colonizacion, el protozoo debe ser capaz de evitar los efectos de la barrera
mucosa en la mucosa intestinal. Para cruzar la barrera mucosa, los trofozoitos de G. intestinalis
utilizan el movimiento flagelar y probablemente otros procesos celulares especializados. Las
proteinas secretadas, como las proteasas de cisteina, también pueden escindir la mucosa para
ayudar al protozoo a interactuar directamente con las células epiteliales intestinales. Los
trofozoitos se adhieren a los enterocitos mediante una combinacion de lectinas superficiales y
proteinas parasitas como la giardina, proteinas superficiales especificas, tenascinas y
proteasas de cisteina secretadas situadas en su disco ventral.

Los productos de G. insteinalis estan implicados en la patogénesis parasitaria que se ha
asociado con el acortamiento de las microvellosidades del borde del cepillo, la alteracién de
complejos de unidn epitelial mediados por el parasito, y recientemente asociada con la
activacién de vias de senalizacion para regular la detencion del ciclo celular y la apoptosis. Este
dafio a las células epiteliales en nifios podria provocar diferentes alteraciones a nivel intestinal
y podria estar asociado a un crecimiento deteriorado y diarrea.??

En la Figura 4 se enumeran algunos factores patogénicos de G. intestinalis.
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Giardia lamblia\ \f

1. Induccion de la apoptosis 4. Aumento de la secreciéon
\ de cloruro
: - . 2. Acortamiento, destruccion y - : .
malabsorcién de microvellosidades  >--Alteracion de la integridad
@ de la mucina
3. Alteracion de la microbiota

Figura 4. Fisiopatologia de la giardiasis.??

La infeccidn por Giardia es mas conocida por el inicio subagudo de diarrea que comienza entre
la 1 o 2 semana después de la exposicion al parasito, que consiste en heces sueltas y
grasientas, asi como flatulencias, y que frecuentemente va acompafada de pérdida de peso.
La fiebre y otros sintomas sistémicos son poco frecuentes, y los pacientes suelen acudir a

evaluacion médica dias o semanas después de la aparicion de los sintomas.?3



2.4.Trichomonas vaginalis

T.vaginalis posee una forma piriforme (oval), en su forma de trofozoito se pueden observar
cuatro flagelos anteriores libres y uno recurrente a lo largo de la membrana ondulante sin
extremo libre, el citoesqueleto esta formado de tubulina y fibras de actina; el nucleo esta situado
en la parte anterior del cuerpo y posee granulos de cromatina en forma de flor, carece de
peroxisomas y mitocondrias, producen unas moléculas que llamadas hidrogenosomas que son

importantes para la fermentacion del piruvato.’?

0 o
< N\

Relaciones
sexuales Cy?

A Etapa infectiva

Figura 5. Ciclo de vida de T. vaginalis.
2.4.1 Patogénesis

Los humanos son los unicos huéspedes conocidos de T. vaginalis el parasito se transmite
predominantemente a través del contacto sexual de una persona infectada a una persona no
infectada. T. vaginalis tiene una etapa de trofozoito en la que crece y se alimenta activamente
en preparacion para la replicacién. Posteriormente se replica mediante fisidon binaria longitudinal
en el tracto genital inferior de las mujeres (vaginal, uretra y endocérvix) y en la uretra y la
prostata de los hombres. El periodo promedio de incubacion es de 5 a 28 dias; sin embargo, la
infeccion puede persistir durante periodos de tiempo mas largos. T. vaginalis no existe en forma
de quiste y no sobrevive bien en el medio ambiente, aunque se ha identificado fuera del ser

humano. En fomites (es decir, toallas himedas) durante mas de 3 horas.2526:27
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Figura 6. Fisiopatologia de la tricomoniasis.?’
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2.4.2 Cuadro clinico

La infeccidn asintomatica por T. vaginalis es comun, mas entre hombres que entre mujeres. En
los hombres, la carga del parasito T. vaginalis es mucho menor en comparacion con las
mujeres. Entre los hombres sintomaticos, la presentacion mas comun es la uretritis, que incluye
disuria y/o secrecidon uretral clara o mucopurulenta. Como se mencioné anteriormente, la
resolucion espontanea de la infeccion sin tratamiento se ha descrito en hombres, pero se
desconoce la frecuencia exacta con la que ocurre. Sin embargo, si no se tratan, algunos
hombres pueden experimentar sintomas de prostatitis o epididimitis. También se han notificado
casos ocasionales de infeccion rectal por T. vaginalis que provoca proctitis entre hombres que
tienen sexo con hombres (HSH), sin embargo, esto es extremadamente raro y no se recomienda

la deteccion sistematica de esta ubicacion.?®



2.4.3 Epidemiologia

Dado que no es una infeccion notificada, la prevalencia de la tricomoniasis no se conoce
completamente. Sin embargo, muchos estudios consideran que la infeccion por trichomonas es
la enfermedad de transmision sexual no viral mas comun; segun la OMS, cada afio se producen
276 millones de nuevos casos. Segun el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica en

México se reportaron 15,072 casos de trichomoniasis en el afio 2025.20. 28
2.4.4 Tratamiento

El tratamiento actual se basa en los farmacos de la familia de los nitroimidazoles, que se dividen
en dos grupos: los 2-nitroimidazoles, que incluyen el misonidazol y el benznidazol, y los 5-
nitroimidazoles, que incluyen los siguientes: metronidazol, tinidazol, ornidazol, secnidazol, etc.
(Figura 3). El metronidazol, que tiene una amplia actividad antimicrobiana, es el farmaco de
eleccion. Penetra la pared de T. vaginalis y se reduce por las enzimas piruvato ferredoxin-
oxidorreductasa y flavodoxina, produciendo compuestos téxicos, que rompen las uniones de
timina y adenina del ADN, destruyéndolo.®

La dosis actual para el tratamiento efectivo de la tricomoniasis es de 2 gramos por via oral; se
debe tratar igualmente a los contactos sexuales. En caso de reaccion alérgica, el metronidazol
se puede sustituir por alguno de los otros nitroimidazoles, pero se debe tener en cuenta que

puede haber reacciones de sensibilidad cruzada.

2.4.2.1 Posologia

Metronidazol:

Para mujeres: 500 mg, dos veces al dia durante 7 dias.
Para hombres: una dosis unica de 2 g.

Se puede tomar durante el embarazo.

Secnidazol:

Una dosis oral unica de 2 g

Tinidazol:

Una sola dosis oral de 2 g es una alternativa tanto para mujeres como para hombres.
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2.5 Importancia del grupo Nitro en diversos farmacos antiparasitarios

Como se ha mencionado anteriormente, en la seccién del tratamiento contra algunas
protozoosis, el grupo nitro (-NOz2) se encuentra presente en una gran variedad de farmacos
antiparasiarios, posee una gran capacidad de atraccion de electrones que genera sitios
localizados de deficiencia electronica dentro de las moléculas e interactua con nucledfilos
biolégicos presentes en sistemas vivos, como proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos vy
enzimas. Por su versatilidad, también presenta actividad antineoplasica, antihipertensiva,
antiinflamatoria y antibiotica.?® Los primeros compuestos nitroheterociclicos utilizados en
quimioterapia fueron los nitrofuranos, los cuales se han utilizado para tratar varios tipos de
infecciones bacterianas durante mas de 50 afios.?°:30:31

Para la bioactivacion de estos nitroheterociclos es necesario el proceso del metabolismo
nitrorreductor en donde intervienen diferentes enzimas que estan involucradas en los pasos
biorreductores y oxidativos.3° La bioquimica redox del grupo nitro desempefia un papel central
en la actividad biolégica de los antibidticos nitroaromaticos. Estos compuestos requieren
bioactivacion reductora para la actividad antimicrobiana, que se realiza mediante
nitroreductasas (NTR) de tipo 1 o 2 (o tipo | o Il) que tienen un poder reductor superior al
potencial reductor del compuesto nitroaromatico. Existen numerosas nitroreductasas
especificas de organismos, asi como otros sistemas, incluyendo hidrogenasas vy
piruvato/ferredoxina oxidorreductasa, capaces de catalizar la reduccion del grupo nitro.

Una enzima con actividad nitroreductasa que es vital en el funcionamiento metabdlico de
algunos protozoarios es la PFOR es de gran interés para (al menos) tres areas de investigacion
diferentes: (i) bioquimica como medio para la oxidacion del piruvato en condiciones
anaerobicas; (ii) farmacologia porque puede reducir y asi activar profarmacos nitro como el
metronidazol; y (iii) biologia evolutiva, ya que es una enzima antigua que proviene de tiempos

en que la vida en la Tierra era anaerdbica.3?

26



2.6 Enzima Piruvato Ferredoxina Oxidorreductasa (PFOR) como blanco

terapéutico de importancia frente a protozoarios

La descarboxilacién oxidativa del piruvato es una reacciéon fundamental de los organismos vivos
en general.®? Los parasitos anteriormente mencionados tienen la caracteristica de ser
organismos anaerobios o aerotolerantes (pueden desarrollarse en presencia de oxigeno pero
no lo utilizan para la obtencién de energia), es decir que carecen de mitocondria pero pueden
presentar hidrogenosomas, por lo que en lugar de llevar a cabo una descarboxilacion por medio
de respiracion celular como en los organismos aerobios utilizando la enzima piruvato
deshidrogenasa (PDH) en mitocondria, estos microorganismos descomponen la molécula del
piruvato en el citosol, Entamoeba histolytica en los mitosomas y Giardia intestinalis produce la
energia que necesita a través de glucolisis anaerdbica ya que no tiene mitocondria,?® mientras

que Trichomonas vaginalis 1o hace dentro del hidrogenosoma.

Para descarboxilar el piruvato todos estos utilizan una enzima que les ayude a catabolizar la
reaccion, esto es lo que les provee de la energia necesaria para sobrevivir al convertir la
molécula del piruvato en acetil-CoA y COz2, la enzima PFOR es una metalo-enzima que contiene
tres grupos[4Fe-4S].3233 Esta enzima se encarga de transferir los electrones a las ferredoxinas,
en una situacion normal los protones se reducirian normalmente a hidrogeno molecular por la

accion de la hidrogenasa.

Anabaena Fd

Figura 7. Enzima Piruvato Ferredoxina Oxido Reductasa y su centro catalitico.3?
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Sin embargo, cuando un farmaco que contiene a un grupo nitro en su estructura se introduce
en el citoplasma del parasito, la PFOR se encarga de reducir al grupo nitro del farmaco siendo
las especies reactivas de oxigeno (ROS) resultantes de la reduccidon quienes ejercen la
toxicidad en el parasito danando las macromoléculas de este incluyendo el ADN ya que forma
aductos tanto en proteinas como en los acidos nucleicos (Figura 8). Cabe mencionar que la
reduccion del grupo nitro se lleva a cabo en 3 pasos y dona 2 electrones en cada paso a la vez
que libera ROS, en el primer paso el grupo nitro se transforma al grupo nitroso, posteriormente
este pasa a ser una hidroxilamina y finalmente esta llega a la reduccién total en su forma de

amina.3? Este proceso se muestra en la Figura 8.

Ar-NH, O-acetil
transferasa
— Ar-NHOAc
Reduccion 2e” U .
N-acetil
. _ . transferasa
Ar-NO, 5= ArNO, == Ar-NO —> Ar-NHO —=— Ar-NHOH —F— Ar-NAcOH
O2 02 Radical Nitroso
Anidén ~
HY S Ar-NHOSO;,
sulfotransferasa

ESPECIES REACTIVAS DE OXiIGENO

HH+

0] 0
: Ar-NH*
HN H HN \ NN —
L O—N-Ar Are, s LY N 9 N
N | lon nit
HZNAN N H N N LN/ T\N on nitrenio

| MUTACION/GENOTOXICIDAD)

Figura 8. Proceso de reduccion y generacion de especies reactivas de oxigeno a partir de grupos
nitro.32

28



3. JUSTIFICACION

Las infecciones causadas por parasitos tienen una alta prevalencia a nivel mundial, algunos
factores como el cambio climatico, el aumento de la poblacién y la globalizacion, contribuyen al
crecimiento de la incidencia por lo que representan un gran problema de salud. Estas
enfermedades ocurren con mayor prevalencia en paises en vias de desarrollo, en donde la
poblacién afectada no cuenta con recursos econdmicos para su tratamiento. Al ser
padecimientos catalogados como “enfermedades tropicales desatendidas” mantienen una baja
atencion e importancia para las empresas farmacéuticas, por ende, se torna complicado el
desarrollo de nuevos farmacos que presenten una buena seguridad y eficacia, debido a sus

propiedades biofarmacéuticas principalmente, su solubilidad.
Teniendo en cuenta lo anterior, en este proyecto se pretende sintetizar moléculas novedosas

que sean mas eficaces que los tratamientos actuales y poder aportar con ellas alternativas

terapéuticas para las protozoosis mas comunes.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos disefiados de tipo 5-nitrofenilurea, mostraran efecto antiprotozoario, al ser
inhibidores virtuales de la Piruvato Ferredoxina oxido reductasa, una enzima importante en la

obtencion de energia del parasito.

4.1 OBJETIVOS
4.1.1 Objetivo general

Disefar, sintetizar y evaluar in vitro e in silico el efecto antiprotozoario de 8 derivados de tipo 5-

nitrofenilurea.
4.1.1.1 Objetivos particulares

e Sintetizar y caracterizar 8 derivados de tipo 5-nitrofenilurea (ALD-1-8 mediante técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H y 3C)

e Estimar los perfiles biofarmacéuticos, farmacocinéticos, farmacodinamicos vy
toxicolégicos mediante técnicas quimioinformaticas.

e Realizar el analisis in silico de consenso farmacoldgico para seleccionar los mejores
candidatos para su evaluacion farmacoldgica.

e Realizar el acoplamiento molecular de los compuestos para determinar su posible
modo de union.

e Evaluar in vitro el efecto antiprotozoorio de los mejores hits computacionales seguros

sobre T. vaginalis y G. intestinalis.
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5. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR
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Diagrama 1. Disefio de los compuestos ALD-1-8
El disenio molecular esta basado en la caracteristica farmacoférica del metronidazol y otros
compuestos nitroaromaticos (farmacos antiprotozoarios), que es la presencia del grupo nitro,
asi como una parte auxoférica de tipo urea como es el caso de los farmacos Suramina y la

Dietilcarbamazina que también tienen propiedades antiparasitarias (Diagrama 1).32:35.36
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La presencia del grupo nitro en la estructura de los compuestos de tipo 5-nitrofenilureas, al igual
que en los compuestos nitroaromaticos representa un importante efecto contra organismos
anaerobios, ya que su posible reduccion y generacion de especies reactivas de oxigeno vy
nitrogeno estan directamente ligadas con la muerte de dichos protozoarios.

Los compuestos de tipo 5-nitrofenilureas de igual forma cuentan con una region auxoforica
cuyas caracteristicas estructurales estarian aportando ventajas en el modo de union con el sitio
de interés farmacoldgico, iniciando con la parte de la urea que conecta con un fenilo sustituido,
los enlaces de hidrogeno desempefian un papel clave debido a su capacidad para estabilizar la
interaccién ligando-enzima. La capacidad de enlaces de hidrogeno donante—aceptor de estos
derivados de la urea es uno de los elementos mas importantes de su reconocimiento molecular
y bioactividad.343%

El anillo de fenilo se modificé mediante un reemplazo bioisostérico en la posicion R' y R? por
sustituyentes con caracteristicas electrodonadoras como son el grupo metoxi y etoxi asi como
grupos electroatractores como son el CFs, Cl, F y el grupo nitro que aumentarian las

interacciones lipofilicas dentro del sitio de unién (Tabla 1).

Tabla 2. Sustituyentes para los compuestos ALD-1-8

COMPUESTO SUSTITUYENTE R' SUSTITUYENTE R?

ALD-1 H H
ALD-2 CFs; H
ALD-3 NO: H
ALD-4 Cl H
ALD-5 O-Et H
ALD-6 F H
ALD-7 O-Me H
ALD-8 Cl CF3
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1 Parte quimica

6.1.1 Retrosintesis

En la retrosintesis de los compuestos ALD 1-8 se realizé una desconexion entre la amina
y el anillo de benceno para generar los correspondientes equivalentes sintéticos que en
este caso son el 4-nitrobenceno-1,2-diamina y un isocianato de fenilo 2-4 sustituido, los
cuales se encuentran comercialmente disponibles.

Compuestos ALD 1-8

(10)
Diagrama. 2 Retrosintesis de los compuestos ALD 1-8.

6.1.1.1 Metodologia general para la sintesis de los compuestos ALD-1-8

La sintesis de los compuestos ALD 1-8, consiste en la reaccion que se lleva a cabo entre el
4-nitrobenceno-1,2-diamina (9) y un isocianato de fenilo 2,4-sustituido (10), en acetonitrilo

como disolvente y calentamiento a reflujo.

_ C//N R rfI
+ o”
Acetomtnlo

(10) Compuestos ALD 1-8

Diagrama. 3 sintesis general de los productos finales ALD 1-8, derivados de 5-nitrofenilurea.

R puede ser:

COMPUESTO SUSTITUYENTE R' SUSTITUYENTE R?

ALD-1 H H
ALD-2 CFs; H
ALD-3 NO; H
ALD-4 Cl H
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ALD-5 O-Et H

ALD-6 F H
ALD-7 O-Me H
ALD-8 Cl CF3

6.2 Evaluacion (in silico)

El uso de los programas quimioinformaticos se ha adoptado como parte de un enfoque
multidisciplinario para acelerar el descubrimiento de moléculas bioactivas y reducir los costos
de investigacién. Por lo tanto, en este proyecto se hace uso de diversos programas para calcular
las propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas de las moléculas propuestas, con la finalidad

de seleccionar candidatos seguros para su sintesis y posterior evaluacion biologica.®?
6.2.1 Analisis de consenso farmacologico

El analisis de consenso farmacoldgico combina los diferentes resultados obtenidos por los
programas quimioinformaticos y comprende:

¢ Predicciones del perfil farmacodinamico

e Predicciones del perfil farmacocinético

e Predicciones del perfil toxicologico
El argumento de este analisis establece que cuantos mas calculos coincidan en que un
compuesto sera activo, con un perfil farmacocinético adecuado y baja toxicidad, mas confiable
es la discriminacion o seleccién de un compuesto o serie de compuestos, para que estos ultimos
tengan mayor probabilidad de presentar efecto biolégico. Por lo tanto, los compuestos con las

mejores caracteristicas seran candidatos para su sintesis y su posterior evaluacion bioldgica.5?

6.2.2 Predicciones del perfil farmacodinamico

6.2.2.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o docking es una herramienta que sirve para determinar el posible
modo de unién entre un compuesto bioactivo y su receptor. Esto se realiza por medio de un
estudio de acoplamiento en donde se aplican modelos computarizados para predecir la mejor

orientacion de un ligando al unirse al receptor de interés.®” Esta herramienta desempefia un
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papel importante en la prediccidn de la orientacioén del ligando cuando se une a un receptor de
proteina 0 a una enzima utilizando la forma y las interacciones electrostaticas para
cuantificarla.38

El acoplamiento molecular se divide a grandes rasgos en 2 procesos:

1. Acoplamiento: donde se pretende encontrar el espacio conformacién accesible para el
ligando, aqui se busca una conformacion que tenga mayor estabilidad del ligando con
su receptor.3®

2. Scoring o puntuacion: Se lleva a cabo la evaluacién de los resultados que representen
una solucion calculando la energia de cada complejo proteina-ligando generado,
presentando una mayor afinidad del ligando por el receptor aquellos cuyo valor sean mas

negativos. Este valor esta representado en -kcal/mol.3°

En este proyecto se hizo uso de los programas Autodock 4.0 y MOE (por sus siglas en inglés
Molecular Operating Environment) para realizar el estudio de acoplamiento molecular o docking.
También se utilizaron programas que permiten visualizar las interacciones de la molécula con

el receptor como PyMOL.
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6.2.2.1.1 AutoDock

AutoDock es un grupo de herramientas que permiten llevar a cabo el acoplamiento molecular
de manera automatizada, dicho programa esta disefiado para predecir moléculas pequenas,
como sustratos o candidatos a farmacos que se unen a un receptor de estructura 3D conocida.

Autodock es un programa con acceso libre el cual se puede descargar de la web;
http://autodock.scripps.edu/.40

7 AutoDockTools — m} X

File 3D Graphics  Edit  Select Display Color Compute  Hydrogen Bonds Grid3D  Help

AEL LCL N Eme sl

ADT4.2  Ligand  Flexible Residues = Grid  Docking Run  Analyze

&
DashBoard | AniMoal | Tools

Sel.:| jmﬂ
R Zz | SLBSEWLD

= All Molecules LA RN Sy
Current Selection LR R b
B %93nTh_proteinee MO OOV

Mod.: [Mone Time:|3.674 Selected:_ Jone 100% Spinoff — |FR:| 7.0 @
Figura 9. Interfaz del programa Autodock tools.
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6.2.2.1.2 Molecular Operating Environment (MOE)

MOE es un software que integra la visualizacion, el modelado y las simulaciones basado en el
descubrimiento de nuevos compuestos con interés farmacolégico, el cual requiere de una
licencia comercial para su uso y se puede encontrar en su pagina web:

https://www.chemcomp.com/MOEMolecular Operating Environment.htm.4!

Este servidor brinda alguna de estas posibilidades:
- Preparacion de la proteina y ligando para el uso adecuado en el acoplamiento molecular.
- Estudio de acoplamiento molecular o docking entre proteina y ligando.

- La visualizacion de las interacciones del complejo proteina-ligando ya sea en 2D o 3D.

File Edit Select Render Protein Compute Window Help sVL SEQ ¥

SiteView

Hydrogens

Hide >
Show »

Amber10:EHT PBC Atoms Ribbon Contacts Fog ZClip 2D

Figura 10. Interfaz del programa MOE.
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6.2.2.1.3 Pymol

Es un programa con un sistema de visualizacion molecular en un cédigo abierto, el cual permite
la visualizacion 3D, de las interacciones presentadas por el complejo ligando-receptor. Existe
una version de acceso libre para la educacion que se puede obtener de su pagina web:

https://www.pymol.org/pymol.42

Figura 11. Interfaz del programa PYMOL.
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6.2.3 Predicciones del perfil farmacocinético

6.2.3.1 admetSAR 3.0

Las propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) de los
candidatos a farmacos o sustancias quimicas ambientales juegan un papel clave en el
descubrimiento de farmacos y la evaluacion de riesgos ambientales. El servidor de relaciéon
estructura-actividad ADMET (admetSAR), es una herramienta para calcular las propiedades
ADMET de candidatos a farmacos y productos quimicos ambientales.*® El servidor admetSAR
es de libre acceso con una interfaz facil de usar y se puede consultar en la pagina web

https://Immd.ecust.edu.cn/admetsar3/predict.php .

En la Figura 12 se muestra un ejemplo de una ventana de admetSAR con las propiedades

fisicoquimicas del compuesto ALD-6 dentro de la pagina.

# Home [ Search Predict Optimize &) Resource B About

Basic Property Display

Physicochemical Property

JO’NHWNH@N‘O Molecular Weight 290.25
o U

nAtom 21

nHet 8

] nRing 2

Compouns properten T o 3

HBA 4

HBD 3

TPSA 110.29

A SlogP 2.96

Application Domain In domain

Figura 12. Interfaz del programa admetSAR 3.0
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6.2.3.2 Pre-ADMET

Pre-ADMET es un sitio en la web de caracter gratuito y de libre acceso en:

https://preadmet.webservice.bmdrc.org/adme/ esta herramienta evalia cuatro moédulos en los

que se incluye; calculos de descriptores moleculares relacionados a propiedades fisicoquimicas
de las moléculas, predicciones de la similitud con farmacos (cuasi-farmaco), evaluacion para

predecir algunas caracteristicas farmacocinéticas ADME y toxicoldgicas.*

QDT AD M E‘l’ € Tel: +82-32-212-9550 / Fax: +82-32-212-9572 B2 webmaster@bmdrc kr
e i 209, Veritas A Hall, Yonsei University 85 Songdogwahak-ro, Yeonsu-gu, Incheon 21983, Republic of Korea

Home About @ Druglikeness it ADME # Toxicity Community Commercial

Welcome to the PreADMET Lastest News

¥io .4, G-SFED and Human Nephrotoxicity
‘@& models will be added in Aug 2017
PreADMET is

Pre

i application for predicting ADME data and building drug-like library using in silico methed.

; available in the four editions: Descritpors, Endpoint. Standard and

PreADMET Ver 2.1 is coming soon in

R Lo this month.
Drug-Likeness Prediction :
F_’i —
Lipinski'r rule, lead-like rule, Drug DB like rule

[2008/11] PreADME is one of the

P most popular sites by
ADME Prediction Fer Y
Cheminformatics.org.

caco-2, MDCK, BBB. HIA. plasima protein binding and skin permeability data

Toxicity Prediction ——— [2008/10] New release of PreADMET

| V2.0 windows version
Ames test and rodent carcinogenicity assay

Figura 13. Interfaz de Pre-ADMET.
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6.2.3.3 SwissADME

La herramienta web SwissADME permite el calculo de parametros clave fisicoquimicos,
farmacocinéticos, similares a farmacos y relacionados para una o varias moléculas.*®

Este sitio es de libre acceso en http://www.swissadme.ch. Estad pensado para una presentacion

facil de usar y un analisis sencillo de los resultados de las moléculas.
Asi mismo el portal incluye predicciones sobre cinco modelos diferentes, humano, ratén, rata,
vaca y caballo, su base de datos incluye alrededor de 280, 381 moléculas que interactuan con

2, 686 dianas, de las cuales el 66% provienen del humano.*

[ +4
é SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

Thiz website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties,
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.
The main articke describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacckinetics, drug-ikeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci Rep. (2017) 7:42717.
For details about development and validation of iILOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and effic |e"|t descripfion of n-
octanolfwater partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. In gel. (2014) 54{12).3284-3301.
For details about development and validation of the BOILED-Eqgg, please refer to th:am & A BOILED-Egq to predict gastrointestinal
absorption and brain penefration of small molecules. ChemldedChem (2016) 11011 1117-1121.
Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Instifute of Bioinformatics.
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Figura 14. Interfaz del sitio web SwissADME.
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6.2.3.4 BioTransformer 3.0 predictor de metabolismo de fase | y II.

El metabolismo de xenobioticos puede darse en dos fases; fase 1 y fase 2. El metabolismo de
la fase 1 incluye reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, que generalmente dan como
resultado el aumento de la polaridad del metabolito en comparacién con el compuesto inicial o
desenmascaran grupos funcionales polares. El metabolismo de la fase 2 consiste en reacciones
de conjugacion, en el que participan las enzimas pertenecientes principalmente a cinco familias
de enzimas: UDP-glucuronosiltransferasas (UGT), glutation S-transferasas (GST),

sulfotransferasas (SULT)), N-acetiltransferasas (NAT) y metiltransferasas (MT).46

BioTransformer 3.0 (Figura 15) es un servidor web de acceso libre que predice in silico el
metabolismo de moléculas pequefias en distintos entornos: tejidos humanos, microbiota
intestinal, asi como microbiota ambiental (suelo/agua). Utiliza una base de datos de reacciones
ya conocidas, y modelos de aprendizaje automatico (machine learning) para predecir
reacciones de fase | (CYP450), fase Il. El usuario puede ingresar la molécula mediante SMILES
o un archivo SDF, y seleccionar el tipo de prediccién metabdlica. El resultado se presenta como
una tabla interactiva con las estructuras predichas de los metabolitos, sus férmulas, pesos, tipos

de reacciones, y las enzimas o procesos responsables. 4’

BioTransformer 3.0  Metabolism Prediction About Download Contact Help -

@ The Metabolomics | Specializing in ready to use metabolomics kits.
.. TM I C Innovation Centre

Metabolism Prediction

1. Select a Metabolic Transformation [help?] CYP450 Mode [help?]
[Phase | (CYP450) Transformation |

2. Select an Input Type: OR

‘ Upload SDF File ‘

%

3. Number of Reaction Iterations to Calculate*: 1 v

[Please note that there is a restriction for at most 10 posts per minute and the query

Figura 15. Interfaz del programa Bio Transformer 3.0

42



6.2.3.5 ADMETIab 3.0

Este es un servicio gratuito en la web, disefiado para la prediccion in silico de posibles sitios de
metabolismo de moléculas. La prediccién de sitios de transformacién metabdlica abarca hasta
nueve clases de reacciones: hidroxilacion alifatica, hidroxilacion aromatica, C-oxidacion, N-
oxidacion, S-oxidacién, N-glucuronidacion, O-glucuronidacion, N-desalquilacion y la O-
desalquilacion.*®

Este proceso de prediccidon se basa en la tecnologia PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances), creado sobre la base de las principales clases de reacciones de
biotransformacién, mediadas por cinco isoformas del citocromo P450 y por todas las isoformas
de la familia UDP-glucuronosiltransferasa.

En la Figura 16 se presenta el interfaz del servidor ADMETlab 3.0.48

8o ADMENab 3.0 A Home @ Services 8 APl Tutorial ¢ Help Il Publication &5 Contact

Enter a single SMILES string Draw a molecule
SMILES NC1=cc=C([N+]([0-])=0)C=CINC(NC2=CC=C(F)C=C2)=0

O Tips:
* In case of errors, users should verify the accuracy of the SMILES before submission.

® Molecules composed of more than 128 atoms are not recommended for evaluation.

QUICK LINKS DEV TOOL

CE-JCEE:

oriental-cds@163.com

166,856 Pageviews
Oct. 18th - Nov. 18th

Figura 16. Interfaz del servidor ADMETIlab 3.0
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6.2.3.6 ADMET-IA

Es una plataforma gratuita en linea que permite predecir propiedades clave de moléculas
absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) con modelos de
aprendizaje automatico. Entre otras virtudes, ADMET-AI destaca por ser hasta donde se sabe
publicamente el predictor ADMET basado en web mas rapido disponible, con una reduccion de
~45 % en tiempo respecto a otros servidores publicos. La herramienta ofrece interfaz web facil
de usar: puedes ingresar moléculas mediante SMILES, archivo CSV o dibujarlas, hasta mil
moléculas por corrida. Los resultados se presentan comparando cada molécula con un conjunto
de ~2,579 farmacos aprobados del DrugBank, lo que ayuda a contextualizar qué tan
“‘prometedora” es la molécula en cuanto a ADMET. En conjunto, ADMET-AI representa una
herramienta poderosa, eficiente y accesible para quienes trabajan en descubrimiento de
farmacos: acelera la priorizacion de compuestos con perfil ADMET favorable.*?
= ADMET-AI es una interfaz web simple, rapida y precisa para predecir las propiedades de absorcién ,

:' :; ADMET-IA distribucién , metabolismo , excrecién y toxicidad ( ADMET ) de las moléculas utilizando modelos de
Ny aprendizaje automatico.

ADMET-IA
v Fondo

v Usar

VW Prediccién local

Predecir Referencia de DrugBank

Ingrese hasta 1000 moléculas para realizar predicciones ADMET. Cree un conjunto de referencia de DrugBank para

proporcionar contexto para las predicciones de ADMET.
Entrada de texto ~ Subirarchivo  Dibujar molécula  Ejemplo

Elija un codigo anatémico terapéutico quimico (ATC) para
seleccionar un subconjunto de medicamentos aprobados por
DrugBank o elija "todos" para todos los medicamentos
aprobados.

SONRISAS (una por linea)

SONRISA

w

El codigo ATC seleccionado " all " incluye 2.579 moléculas.

Seleccione el codigo ATC

Figura 17. Interfaz del servidor ADMET-IA.
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6.2.4 Predicciones del perfil toxicologico

6.2.4.1 OSIRIS Property Explorer

El explorador de propiedades de OSIRIS permite dibujar estructuras quimicas y calcula sobre
la marcha varias propiedades relevantes para farmacos siempre que una estructura sea valida.
Los resultados de la prediccion se valoran y codifican por colores. Las propiedades con alto
riesgo de efectos no deseados como mutagenicidad o mala absorcion intestinal se muestran en

rojo. Mientras que un color verde indica un comportamiento de conformidad con los farmacos.%°

Enter compound name, SMILES or CAS-no: =CHl-Y to paste from clipboard= Toxicity Risks
x ﬁ 0 mutagenic
::.i:‘z- () wmorigenic
- ) imitant
- F reproductive |7
ko 4 O oo
N A cLogP
. e R I
™ Solubility
O [ B R T
o0 H  H § Molweight
CQ I I NS e 2720
T \[r TPSA
C Si |:_:;-| - 3 ) 1125
N P - Druglikeness
0 s e oz
F ol Drug-Score
B | e ozs
r
H ?

Figura 18. Interfaz del servidor OSIRIS.
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6.2.4.2 ACD/Tox Suite

Este es un software para la prediccion de criterios de toxicidad a partir de la estructura quimica.
ACD / Tox Suite es una coleccién de médulos de software que predice probabilidades de
criterios de valoracion basicos de toxicidad. Se personaliza su conjunto de predicciones
eligiendo entre varios modulos que incluyen inhibicién de canales hERG, inhibicion de CYP3A4,
genotoxicidad y toxicidad aguda. Las predicciones se hacen a partir de la estructura quimica y

se basan en grandes bases de datos validadas y modelos QSAR, en combinacién con

conocimientos de quimica organica y toxicologia.®’

ACD/Tox Suite

[mpurity profiling .
ames Test] | Genotoxicity /Carcinogenicity Profile Summary

Carcinogen, Hazards Alert 1,3-Dialkoxrybenzene
- Quinene precursor

Estrogen Receptor - |
- . = 1,3-Dialkoxybenzene | Presence of two
alkoxy-groups in

Ames Test DB = . o .
= Genebc toxicty meta-postion of the
Mutagen, Hazards = Mutagenicity aromatic ning is typical for

Endocrine Disruption = Procaryote clastogenic compounds.

Databases >-—— Bacterial co..,
Salmonella ...
C Escherichio... MEY »4d Benigni R et
= Eucaryote
Eucaryote c...
c/o Yeast comp...
Hy S Drosophila ...
Mouse lym... Equive
0—<C

CRO/CHL a...
+ Clastogenicity
< M

Endpont Cal(+or-) pvaue

4 Genebic toxiaty
3 Carcinogenicty
% Reproductive toxicity

Colchicine

eeecec®
Similar structures: In vitro Mouse Lymphoma Assay

<t

|Exact match
Colchicine Capsaicin Tetracycline Minocycline Oxytetracycline
64-86-8 404-86-4 60-54-8 Similarity: 063 79-57-2
Similarity: 1.00 Similarity: 0.67 Similarity; 0.84 Negative Similarity: 0.63
Positive Positive Positive Positive

Figura 19. Interfaz del programa ACD/TOXsuite.



6.3 Parte biolégica

6.3.1 Pruebas de susceptibilidad in vitro contra T. vaginalis y G. intestinalis.

Los ensayos para la determinacion de la actividad antiprotozoaria se realizaran en
colaboracion con el Doctor Saul Gomez Manzo del Instituto Nacional de Pediatria y la

Doctora Beatriz Hernandez Ochoa del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.

Se empleo el método de subcultivos previamente estandarizado. Los compuestos ALD 1-8
se incubaron a una concentracion final de 25 uM en presencia de 2.6 x 10° trofozoitos/mL
en el medio TYM durante 24 horas a 37 °C. La actividad anti-trichomonas se evalu6 en tubos
de 1,5 mL, donde se trataron 2,6 x 10° trofozoitos/mL con concentraciones crecientes (0—
10 M) de los compuestos ALD 1-8. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Después, se utilizaron las pruebas de exclusion de colorantes con tripan azul y el ensayo
XTT para evaluar la viabilidad. Se usaron tres controles para cada compuesto: (1) un control
negativo que contenia solo trofozoitos, (2) un control negativo que usaba DMSO al 0,06%,
y (3) un control positivo usando Albendazol como referencia. El porcentaje de inhibicién de
crecimiento se determiné en comparacion con el control, y posteriormente, mediante analisis
Probit se calculé la Clso correspondiente a la concentracion que inhiba el 50% del

crecimiento de los trofozoitos. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.5?
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7.RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Sintesis quimica

En este apartado se describe la metodologia utilizada en la sintesis de los compuestos

finales, los cuales se obtienen en una reaccién de un solo paso. Por otro lado, se muestran

las caracteristicas fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos sintetizados.

Finalmente, seguida con la caracterizacion estructural de estos compuestos, a partir de la

RMN 'Hy '3C.

7.1.1 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-fenilurea (ALD-1)

Para la sintesis del compuesto ALD-1 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)

y isocianato de fenilo (10) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura de reflujo.

El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 52% (Tabla 2).

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-1

O,N NH N ' O,N N N
" = T O
+ Acetonitrilo (o)
NH, NH,
(9) (10)
Compuesto Tiempo de Rendimiento Punto de Aspecto
reaccion puro fusion °C fisico
ALD-1 7h 52 % >280 Sélido amarillo
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-1.

En el espectro de proton podemos observar un singulete a 6.4 ppm que integra para 2
hidrogenos de la amina del anillo 2 de benceno. A 6.8 ppm se observa un doblete que integra
para un hidrogeno de la posicion 6 del anillo 2 de benceno. A 7.0 ppm se observa un triplete
que integra para un hidrogeno que corresponde al hidrogeno de la posicion 4 del anillo 1 de
benceno. A 7.3 ppm se observa un triplete que integra para dos hidrogenos en la posicion 3 y
5 del anillo de 1 de benceno. A 7.5 ppm se observa un doblete que integra para dos hidrogenos
de la posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno. A 7.8 ppm se puede ver un doble de dobles que
integra para un proton de la posicion 1 del anillo 2 de benceno con una constante de
acoplamiento orto de 9.0 Hz. A 7.9 ppm se observa un singulete que corresponde a una amina
de la urea vecina al anillo 1 de benceno. A 8.3 se puede observar un doblete que pertenece al
hidrégeno de la posicion 3°del anillo 2 de benceno. Por ultimo, a 8.8 ppm se observa un
singulete que integra para un hidrégeno de la amina de la urea del anillo 2 de benceno sustituido

con el grupo nitro.
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Figura 21. espectro de RMN de "*C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-1.

En el espectro de 3C del compuesto ALD-1 podemos observar una sefial a 114.2 ppm una
sefal del carbono de la posicion 4 del anillo 1 de benceno, a 118.8 ppm se observa la sefial de
los carbonos de la posicion 3 y 5 del anillo 1 de benceno, a 120.4 se observa una senal del
carbono de la posicion 5°del anillo 2 de benceno, a 122.3 ppm se observa una sefial del carbono
de la posicién 6° del anillo 2 de benceno, a 122.5 ppm se observa la sehal del carbono de la
posicion 3 del anillo 2 de benceno, a 123.5 ppm se observa la sefal del carbono cuaternario
de la posicién 1 del anillo 1 de benceno, a 129.4 ppm se encuentra una sefial del carbono de la
posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno, a 136.7 ppm se observa una pequefa sefial de un
carbono cuaternario de la posicién 2°, a 140.3 ppm se puede observar una sefial del carbono
de la posicion 1° del anillo 2 de benceno, a 149.5 se observa una sefal del carbono ipso de la
posicion 4°de anillo 2 de benceno, por ultimo se puede observar a 153.6 ppm una sefal

caracteristica de carbono de un grupo carbonilo.
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7.1.2 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)urea (ALD-2)

Para la sintesis del compuesto ALD-2 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y lIsocianato de 4-(trifluorometil) fenilo (11) utilizando acetonitriio como disolvente a
temperatura de reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 65% (Tabla
3).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-2

Refluj ] [
Acetomtrllo
NH2 CF;

(11)

Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusién °C fisico
ALD-2 8 h 65 % 222-225 Solido amarillo

51



5

-, -921
-8
-804

L 78

768

_
L

L
L

-
10

s8 88 87 86 85 84 83 82 81 B0 79 7.8

Figura 22. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-2.

En el espectro de protdon podemos observar un singulete a 6.42 ppm que integra para 2
hidrogenos de la amina del anillo 2 de benceno. A 6.8 ppm se observa un doblete que integra
para 1 hidrégeno de la posicion 3°del anillo 2. A 7.64 ppm se observa un doblete que integra
para dos hidrogenos de la posicidn 3 y 5 del anillo 1 de benceno. A 7.68 ppm se observa un
doblete que integra para dos hidrégenos en la posicion 2 y 5 del anillo de 1 de benceno. A 7.85
ppm se observa un doble de dobles que integra para un hidrégeno de la posicion 5°del anillo 1
de benceno. A 8.0 ppm se observa un singulete que integra para un hidrégeno de la amina
unida al anillo 1 de benceno. A 8.26 ppm aparece un doblete que integra para un hidrégeno de
la posicion 6°del anillo 2 de benceno. Por ultimo, se observa a 9.21 ppm una seial de un
singulete que integra para un hidrogeno de la amina de la urea de la posicion 2° unida al anillo

2 de benceno.
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Figura 23. espectro de RMN de "*C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-2.

En el espectro de '3C del compuesto ALD-2 podemos observar una sefial a 114.1 ppm una
sefal del carbono de la posicion 3" del anillo 2 de benceno, a 118.3 ppm se observa una sefal
de los carbonos de la posicién 2 y 6, a 122.3 ppm se observa un cuarteto del carbono de la
posicion 4 del anillo 2 de benceno con constante de acoplamiento de 31.96 Hz, a 122.70 ppm
se observa una sefnal del carbono de la posicion 4°, a 122.77 ppm se observa una sefnal del
carbono de la posicion 17, a 125.1 ppm se observa un cuarteto del CF3 con constante de
acoplamiento de 269.32 Hz, a 126.63 ppm se observa un cuarteto de los carbonos de la posicidn
3y 5 del anillo de benceno con constante de acoplamiento de 3.85 Hz, a 136.49 ppm se observa
una sefal del carbono de la posicién 1, a 144.03 ppm se observa una sefal del carbono de la
posicion 57, a 149.63 ppm se observa una sefial del carbono de la posicién 2 unida al grupo
amino y por ultimo, se puede observar una sefal a 153.4 ppm una sefial caracteristica del

carbono del carbonilo en este caso de la urea.
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7.1.3 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil) urea (ALD-3)

Para la sintesis del compuesto ALD-3 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y isocianato de 4-nitrofenilo (12) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura de

reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 51 % (Tabla 4).

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-3

Refluj jO
Acetomtrllo
NH2 NO,

(12)
Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusion °C fisico
ALD-3 9h 51 % 231-233 Solido amarillo
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-3.

En el espectro de protdon podemos observar un singulete a 6.31 ppm que integra para 2
hidrogenos de la amina del anillo 2 de benceno. A 6.78 ppm se observa un doblete que integra
para 1 hidrogeno de la posicién 6°del anillo 2. A 7.11 ppm se observa un td que integra para
dos hidrégenos de la posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno. A 7.48 ppm se observa un qd que
integra para dos hidrogenos en la posicion 3 y 5 del anillo de 1 de benceno. A 7.81 ppm se
observa un doble de doble que integra para un hidrégeno de la posicion 5°del anillo 1 de
benceno. A 7.93 ppm se observa una sefal de un singulete que integra para un proton de la

amina unida al anillo 1 de benceno. A 8.29 ppm una sefal de doblete que integra para un
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hidrogeno de la posicion 3°del anillo 2 de benceno. Por ultimo, se observa una sefial de un

singulete que integra para un hidrogeno de la amina de la urea unida al anillo 2 de benceno.
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Figura 25. espectro de RMN de "*C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-3

En el espectro de '*C del compuesto ALD-3 podemos observar una sefial a 114.12 ppm una
sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de benceno, a 115.75 ppm se observa una sefal
de los carbonos de la posicidon 2 y 6, a 115.92 ppm se observa una sefal del carbono de la
posicion 3'del anillo 2 de benceno, a 120.50 ppm se observa una sefial de los carbono de la
posicion 3y 5, a 122.32 ppm se observa una sefal del carbono de la posicion 57, a 123.37 ppm
se observa una senal del carbono de la posicidon 1°, a 136.60 ppm se observa una sehnal del
carbono de la posicion 47, a 149.27 ppm se observa una sefal del carbono de la posicion 4
unida al grupo nitro, a 153.73 ppm se observa una sefial del carbono de la posicion 1, se puede
observar una sefal a 153.4 ppm una sefal caracteristica del carbono del carbonilo en este caso

de la urea y por ultimo, a 158.75 ppm se observa una sefial del carbono de la posicion 2.
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7.1.4 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-clorofenil) urea (ALD-4)

Para la sintesis del compuesto ALD-4 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y isocianato de 4-clorofenilo (13) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura de

reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 51% (Tabla 5).

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-4

Reﬂu]o
Acetomtrllo
NH2 Cl

(13)
Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusién °C fisico
ALD-4 9h 51 % 218-219 Solido amarillo
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-4

En el espectro de protdon podemos observar un singulete a 6.39 ppm que integra para 2

hidrogenos de la amina del anillo 2 de benceno. A 6.79 ppm se observa un doblete que integra

para 1 hidrégeno de la posicion 3°del anillo 2. A 7.33 ppm se observa un doblete que integra

para dos hidrogenos de la posicidon 2 y 6 del anillo 1 de benceno. A 7.51 ppm se observa un

doblete que integra para dos hidrégenos en la posicion 3 y 5 del anillo de 1 de benceno. A 7.83

ppm se observa un doble de doble que integra para un hidrégeno de la posicién 4 del anillo 1

de benceno. A 7.96 ppm se observa una sefal de un singulete que integra para un hidrégeno

de la amina unida al anillo 1 de benceno. A 8.28 ppm una sefal de doblete que integra para un

hidrégeno de la posicidn 6°del anillo 2 de benceno. Por ultimo, se observa una sefal a 8.93 ppm

de un singulete que integra para un hidrégeno de la amina de la urea unida al anillo 2 de

benceno.
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Figura 27. espectro de RMN de "*C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-4.

En el espectro de 3C del compuesto ALD-4 podemos observar una sefial a 114.12 ppm una
sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de benceno, a 115.75 ppm se observa una sefal
de los carbonos de la posicion 2 y 6, a 115.92 ppm se observa una sefal del carbono de la
posicion 3’del anillo 2 de benceno, a 120.50 ppm se observa una sefial de los carbono de la
posicion 3y 5, a 122.32 ppm se observa una sefial del carbono de la posicién 5°, a 123.37 ppm
se observa una senal del carbono de la posicion 1°, a 136.60 ppm se observa una sehial del
carbono de la posicion 47, a 149.27 ppm se observa una sefial del carbono de la posicion 4
unida al grupo nitro, a 153.73 ppm se observa una sefial del carbono de la posicion 1, se puede
observar una senal a 153.4 ppm una sefal caracteristica del carbono del carbonilo en este caso

de la urea y por ultimo, a 158.75 ppm se observa una sefial del carbono de la posicion 2.
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7.1.5 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-etoxifenil) urea (ALD-5)

Para la sintesis del compuesto ALD-5 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y isocianato de 4-etoxifenilo (14) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura de

reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 50 % (Tabla 6).

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-5

Refluj j 0
Acetomtrllo
NH2 o]

(14)

Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusién °C fisico
ALD-5 9h 50 % 197- 199 Solido amairillo
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-5.
En el espectro de proton podemos observar un singulete a 1.3 ppm que integra para 3
hidrégenos de la posicién 8. A 4.0 ppm se observa un cuarteto que integra para dos hidréogenos
de la posicion 7 del metileno. A 6.3 ppm se observa un singulete que integra para dos
hidrogenos que corresponderia a la amina del anillo 2 de benceno. A 6.8 ppm se observa un
doblete que integra para un hidrogeno en la posicion 3" del anillo de 2 de benceno con una
constante de acoplamiento orto de 9.0 Hz. A 6.9 ppm se observa un doblete que integra para
dos hidrégenos de la posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno con una constante de acoplamiento
orto de 9.15 Hz. A 7.4 ppm se puede ver un doblete que integra para dos hidrégenos de las
posiciones 3 y 5 del anillo del anillo 1 de benceno con una constante de acoplamiento orto de
9.0 Hz. A 7.8 ppm se observa un doble de dobles del hidrogeno de la posicion 5" del anillo 2 de
benceno con constantes de acoplamiento orto de 8.85 Hz y meta de 2.65 Hz. A 7.9 se puede
observar un singulete que pertenece a la amina de la urea. A 8.3 ppm se tiene un doblete que
integra para un hidrogeno de la posicién 3" del anillo 2 de benceno sustituido con el grupo nitro.
Por ultimo, a 8.6 ppm se observa un singulete que integra para un hidrogeno de la amina de la

urea del anillo 2 de benceno sustituido con el grupo nitro.
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Figura 29. Espectro de RMN de *C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-5.

En el espectro de '3C del compuesto ALD-5 podemos observar una sefial a 15 ppm del carbono
de la posicidon 8 perteneciente al metilo terminal, a 63.8 ppm una sefal del carbono de la
posicion 7 del metileno, a 114.2 ppm una sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de
benceno sustituido con el grupo nitro, a 115.2 ppm se observa la sefal de los carbonos de la
posicion 3 y 5 del anillo 1 de benceno, a 120.1 se observa una sefal del carbono de la posicion
5°del anillo 2 de benceno, a 120.7 ppm se observa una sefal del carbono de la posicién 2y 6
del anillo 1 de benceno, a 122.1 ppm se observa la sefial del carbono de la posicion 3" del
anillo 2 de benceno, a 123.8 ppm se observa la sefal del carbono cuaternario de la posicidén 1°
del anillo 2 de benceno, a 133.3 ppm se encuentra una sefal del carbono cuaternario de la
posicion 4 del anillo 1 de benceno, a 136.8 ppm se observa una pequefia sefial de un carbono
cuaternario de la posicion 1, a 149 ppm se puede observar una sefial del carbono de la posicién
4’que esta sustituido con el grupo nitro, a 153.8 se observa una sefial del carbono ipso de la
posicion 2°de anillo 2 de benceno, por ultimo se puede observar a 154.5 ppm una sefal

caracteristica de carbono de un grupo carbonilo.
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7.1.6 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-fluorofenil) urea (ALD-6)

Para la sintesis del compuesto ALD-6 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y isocianato de 4-fluorobenceno (15) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura

de reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 61 % (Tabla 7).

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-6

Reﬂujo
Acetomtrllo
NH2 F

(15)
Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusién °C fisico
ALD-6 9h 61 % > 280 Solido amairillo
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-6.

7

En el espectro de proton podemos observar un singulete a 6.3 ppm que integra para 2
hidrégenos de la amina posicion 2°. A 6.7 ppm se observa un doblete que integra para un
hidrégeno de la posicion 3” del anillo 2 de benceno. A 7.1 ppm se observa un multiplete que
integra para dos hidrégenos de las posiciones 3y 5. A 7.4 ppm se observa un multiplete que
integra para dos hidrogenos de las posiciones 2y 6. A 7.8 ppm se observa un doble de dobles
que integra para un hidrégeno de la posicion 4°del benceno 2 con una constante de
acoplamiento orto de 8.85 Hz. A 7.9 ppm se puede ver un singulete del hidrégeno de la amina
unida al anillo de benceno 1. A 8.2 ppm se observa un doblete del hidrogeno de la posicién 6°
del anillo 2 de benceno con constante de acoplamiento meta de 2.67 Hz. Por ultimo, a 8.8 ppm
se observa un singulete que integra para un hidrogeno de la amina de la urea del anillo 2 de

benceno sustituido con el grupo nitro.
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Figura 31. Espectro de RMN de *C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-6.
En el espectro de '*C del compuesto ALD-6 podemos observar una sefial a 15 ppm del carbono
de la posicidn 8 perteneciente al metilo terminal, a 63.8 ppm una sefal del carbono de la
posicion 7 del metileno, a 114.2 ppm una sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de
benceno sustituido con el grupo nitro, a 115.2 ppm se observa la sefal de los carbonos de la
posicion 3 y 5 del anillo 1 de benceno, a 120.1 se observa una sefal del carbono de la posicion
5°del anillo 2 de benceno, a 120.7 ppm se observa una sefial del carbono de la posiciéon 2y 6
del anillo 1 de benceno, a 122.1 ppm se observa la sefial del carbono de la posicion 3" del
anillo 2 de benceno, a 123.8 ppm se observa la sefal del carbono cuaternario de la posicién 1’
del anillo 2 de benceno, a 133.3 ppm se encuentra una sefal del carbono cuaternario de la
posicion 4 del anillo 1 de benceno, a 136.8 ppm se observa una pequefia sefal de un carbono
cuaternario de la posicion 1, a 149 ppm se puede observar una sefal del carbono de la posicidn
4’que esta sustituido con el grupo nitro, a 153.8 se observa una sefial del carbono ipso de la
posicion 2°de anillo 2 de benceno, por ultimo se puede observar a 154.5 ppm una sefal

caracteristica de carbono de un grupo carbonilo.

65



7.1.7 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-metoxifenil) urea (ALD-7)

Para la sintesis del compuesto ALD-7 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)
y isocianato de 4-metoxibenceno (16) utilizando acetonitrilo como disolvente a temperatura

de reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 63% (Tabla 8).

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-7

Reflu]o
Acetonltrllo
NH2 (o g

(16)
Compuesto Tiempo de Rendimiento puro Punto de Aspecto
reaccion fusién °C fisico
ALD-7 8h 63 % 216-217 Solido amarillo
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-7.

En el espectro de proton podemos observar un singulete a 3.7 ppm que integra para 3
hidrogenos de la posicion 7 del metilo. A 6.3 ppm se observa un singulete que integra para dos
hidrogenos correspondientes a la amina del anillo 2 de benceno. A 6.7 ppm se observa un
doblete que integra para dos hidrégenos que corresponden a la posicion 6°. A 6.8 ppm se
observa un doblete que integra dos hidrogenos de las posiciones 2 y 6 del anillo de 1 de
benceno con una constante de acoplamiento orto de 7.5 Hz. A 7.3 ppm se observa un doblete
que integra para dos hidrégenos de la posicidén 2 y 6 del anillo 1 de benceno con una constante
de acoplamiento orto de 7.5 Hz. A 7.8 ppm se puede ver un doble de dobles que integra para
un hidrogeno de la posicion 5 del anillo 2 de benceno con una constante de acoplamiento orto
de 9.0 Hz y 2.64 Hz. A 7.85 ppm se observa un singulete del hidrégeno de la amina
correspondiente a la urea unida al anillo 2 de benceno. A 8.3 se puede observar un doblete que
pertenece al hidrogeno de la posicion 3’con constante de acoplamiento en meta de 2.82 Hz.
Por ultimo, a 8.5 ppm se observa un singulete que integra para un hidrogeno de la amina de la

urea del anillo 2 de benceno sustituido con el grupo nitro.
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Figura 33. Espectro de RMN de *C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-7.
En el espectro de 3C del compuesto ALD-7 podemos observar una sefal a 55.7 ppm del
carbono de la posicion 7 perteneciente al metilo del grupo metoxi, a 114.0 ppm se observa una
sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de benceno sustituido con el grupo nitro, a 114.5
ppm se observa la sefial de los carbonos de la posicion 3 y 5 del anillo 1 de benceno, a 120.0
se observa una sefal del carbono de la posicion 5°del anillo 2 de benceno, a 120.3 ppm se
observa una sefial del carbono de la posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno, a 122.0 ppm se
observa la sefal del carbono de la posicién 3" del anillo 2 de benceno, a 123.7 ppm se observa
la sefial del carbono cuaternario de la posicion 1° del anillo 2 de benceno, a 133.2 ppm se
encuentra una sefal del carbono cuaternario de la posicion 4 del anillo 1 de benceno, a 136.8
ppm se observa una pequeina sefial de un carbono cuaternario de la posicion 1, a 148. 9 ppm
se puede observar una seinal del carbono de la posicion 4°que esta sustituido con el grupo nitro,
a 153.7 se observa una sefial del carbono ipso de la posicion 2°de anillo 2 de benceno, por
ultimo, se puede observar a 154.5 ppm una sefal caracteristica de carbono de un grupo

carbonilo de la urea.
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7.1.8 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-cloro-3-(trifluorometil) fenil) urea

(ALD-8)

Para la sintesis del compuesto ALD-8 se hizo reaccionar la 4-nitrobenceno-1,2-diamina (9)

y isocianato de 4-cloro-3-trifluorometilbenceno (17) utilizando acetonitrilo como disolvente a

temperatura de reflujo. El rendimiento puro obtenido de este compuesto fue de 61% (Tabla

9)

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas del compuesto ALD-8

Reﬂll] 0
Acetomtrllo
NH )

(17)
Compuesto Tiempo de Rendimiento Punto de
reaccion puro fusién °C
ALD-8 9h 61 % 216-218
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-8.

En el espectro de proton podemos observar un singulete a 6.4 ppm que integra para 2
hidrégenos de la amina de la posicidon 2°. A 4.0 ppm se observa un cuarteto que integra para
dos hidrégenos de la posicion 7 del metileno. A 6.3 ppm se observa un singulete que integra
para dos hidrégenos que corresponderia a la amina del anillo 2 de benceno. A 6.8 ppm se
observa un doblete que integra para un hidrogeno en la posicidén 3” del anillo de 2 de benceno
con una constante de acoplamiento orto de 9.0 Hz. A 6.9 ppm se observa un doblete que integra
para dos hidrégenos de la posicion 2 y 6 del anillo 1 de benceno con una constante de
acoplamiento orto de 9.15 Hz. A 7.4 ppm se puede ver un doblete que integra para dos
hidrégenos de las posiciones 3 y 5 del anillo del anillo 1 de benceno con una constante de
acoplamiento orto de 9.0 Hz. A 7.8 ppm se observa un doble de dobles del hidrogeno de la
posicion 5” del anillo 2 de benceno con constantes de acoplamiento orto de 8.85 Hz y meta de
2.65 Hz. A 7.9 se puede observar un singulete que pertenece al hidrogeno de la amina de la
urea. A 8.3 ppm se tiene un doblete que integra para un hidrogeno de la posicion 3" del anillo 2
de benceno sustituido con el grupo nitro. Por ultimo, a 8.6 ppm se observa un singulete que
integra para un hidrégeno de la amina perteneciente a la urea del anillo 2 de benceno sustituido

con el grupo nitro.
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Figura 35. espectro de RMN de '*C (150 MHz, DMSO-d6) del compuesto ALD-8.
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En el espectro de '*C del compuesto ALD-8 podemos observar una sefial a 15 ppm del carbono
de la posicidn 8 perteneciente al metilo terminal, a 63.8 ppm una sefal del carbono de la
posicion 7 del metileno, a 114.2 ppm una sefal del carbono de la posicion 6° del anillo 2 de
benceno sustituido con el grupo nitro, a 115.2 ppm se observa la sefal de los carbonos de la
posicion 3 y 5 del anillo 1 de benceno, a 120.1 se observa una sefal del carbono de la posicion
5°del anillo 2 de benceno, a 120.7 ppm se observa una sefial del carbono de la posicidon 2y 6
del anillo 1 de benceno, a 122.1 ppm se observa la sefial del carbono de la posicion 3" del
anillo 2 de benceno, a 123.8 ppm se observa la sefal del carbono cuaternario de la posicién 1’
del anillo 2 de benceno, a 133.3 ppm se encuentra una sefal del carbono cuaternario de la
posicion 4 del anillo 1 de benceno, a 136.8 ppm se observa una pequefia sefal de un carbono
cuaternario de la posicion 1, a 149 ppm se puede observar una sefial del carbono de la posicidn
4’que esta sustituido con el grupo nitro, a 153.8 se observa una sefial del carbono ipso de la
posicion 2°de anillo 2 de benceno, por ultimo se puede observar a 154.5 ppm una sefal

caracteristica de carbono de un grupo carbonilo.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN 'H 'y ' C del compuesto ALD-1

H H 6

N\”/N 1 5
(0 2 4

NH, Z

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-1

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13¢

1 --- 123.54

2 7.51,d, 2H, 8.5 Hz 129.47

3 7.31,t, 2H, 8.7 Hz 118.87

4 7.03,t, 1H, 8.8 Hz 114.21

5 7.31,t, 2H, 8.7 Hz 118.87

6 7.51,d, 2H, 8.5 Hz 129.47

1 --- 136.77

2 --- 140.33

3 6.82,d, 1H, 8.7 Hz 122.32

4 7.83,dd, 1H, 2.2 Hz, 7.9 Hz 120.48

5 --- 149.25

6 8.32,d, 1H, 2.34 Hz 122.58
1-NH 7.91,1H ---
2°-NH 8.82, 1H -
NH2 6.44, 2H ---

C=0 --- 153.68



Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-2

O,N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-2

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13c
1 --- 136.49
2 7.67,d,2H, 8.7 Hz 126.61
3 7.63, d, 2H, 8.88 Hz 118.36
4 --- 122.76
5 7.63, d, 2H, 8.88 Hz 118.36
6 7.67,d, 2H, 8.7 Hz 126.61
1 --- 144.02
2’ --- 122.69
3 8.26,d, 1H, 7.8 Hz 114.15
4’ 7.84,dd, 1H, 2.2 Hz, 7.9 Hz 126.51
5 --- 149.63
6 6.80,d, 1H, 2.3 Hz 122.40
1-NH 8.04, 1H ---
2°-NH 9.20, 1H ---
NH2 6.41, 2H ---
Cc=0 e 153.41
CFs - 122.35, q, 245
Hz
2CF3 ---



Tabla 13. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-3

O,N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-3

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13c

1 o 153.73

2 7.11, m, 2H 115.75

3 7.48, m, 2H 120.50

4 — 149.27

5 7.48, m, 2H 120.50

6 7.11, m, 2H 115.75

1’ . 123.37

2 e 158.75

3 8.29, d, 1H, Ju=2.64 Hz 115.92

4’ e 136.60

5 7.82, dd, 1H, Jo: 8.94 Hz

Ju: 2.58 Hz 12292

6 6.78, d, 1H, Jo: 8.94 Hz 114.12
1-NH 7.93, 1H ---
2°-NH 8.81, 1H -
NH2 6.37, 2H -

C=0 - 157.17



Tabla 14. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-4
6 H

0,N N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-5

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13¢

1 --- 135.82

2 6.90, d, 2H, 9.23 Hz 121.73

3 7.32,d, 2H, 9.02 Hz 115.25

4 --- 133.34

5 7.42,d,2H,9.0 Hz 115.25

6 6.94, d, 2H, 9.15 Hz 120.72

1 --- 153.02

2 --- 123.82

3 6.85,d, 1H, 9.0 Hz 114.23

4 7.90, dd, 1H, 2.75 Hz, 8.66 120.12

Hz

5 --- 149.23

6 8.45,d, 1H, 2.23 Hz 122.15
1-NH 7.92, 1H ---
2-NH 8.64, 1H ---
NH2 6.33, 2H ---

C=0 --- 154.53



Tabla 15. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-5

H

O,N N

NH.

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '*C del

compuesto ALD-5

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13c
1 --- 136.82
2 6.94, d, 2H, 9.15 Hz 120.72
3 7.42,d,2H,9.0 Hz 115.25
4 --- 133.34
5 7.42,d,2H,9.0 Hz 115.25
6 6.94, d, 2H, 9.15 Hz 120.72
7 4.0,q, 2H 63.83
8 1.32, t, 3H 15.42
1’ --- 153.82
2 --- 123.82
3 6.85,d, 1H, 9.0 Hz 114.23
4’ 7.84,dd, 1H, 2.62 Hz, 8.85 120.12
Hz
5 - 149.02
6’ 8.3,d, 1H, 2.23 Hz 122.15
1-NH 7.92, 1H -
2°-NH 8.64, 1H ---
NH2 6.33, 2H ---
C=0 e 154.53



Tabla 16. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-6

O,N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-6

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13c

1 --- 149.33

2 7.42,qd, 2H 120.52

3 7.12, td, 2H 115.85

4 --- 136.64

5 7.12,td, 2H 115.85

6 7.42,qd, 2H 120.52

1’ --- 157.15

2 --- 123.34

3 6.72,d, 1H, 9.0 Hz 114.12

4’ 7.80, dd, 1H, 2.64 Hz, 8.85 120.65

Hz

5 --- 153.73

6 8.20, d, 1H, 122.30
1-NH 7.90, 1H ---
2°-NH 8.80, 1H ---
NH2 6.33, 2H -

C=0 - 158.70



Tabla 17. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-7

H

O,N N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '3C del

compuesto ALD-7

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13c
1 --- 136.62
2 6.82,d,2H, 7.5 Hz 120.33
3 7.32,d,2H, 7.45 Hz 114.50
4 --- 133.24
5 7.32,d,2H,7.45 Hz 114.50
6 6.82,d,2H, 7.5 Hz 120.33
7 3.70, s, 3H 55.72
1 --- 153.72
2’ --- 123.70
3 6.74,d, 1H, 7.5 Hz 114.0
4’ 7.80, dd, 1H, 2.64 Hz, 9.02 120.0
Hz
5 e 148.90
6 8.32,d, 1H,2.82 Hz 122.0
1-NH 7.80, 1H ---
2°-NH 8.50, 1H -
NH:2 6.30, 2H ---
Cc=0 --- 155.0



Tabla 18. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y '3 C del compuesto ALD-8

O,N

NH,

Desplazamientos quimicos obtenidos en RMN 'H y '*C del

compuesto ALD-8

Posicion 8 (ppm), mult, H, J (Hz) 8 (ppm)
1H 13¢

--- 136.55

2 7.66, dd, 1H, 2.75 Hz, 8.85 121.83

Hz

3 7.62,d, 1H, 8.65 Hz 132.65

4 --- 122.97

5 --- 127.49

6 8.12,d, 1H, 2.6 Hz 123.10

1 --- 140.11

2’ --- 122.55

3 6.79,d, 1H, 9.15 Hz 114.30

4 7.85,dd, 1H, 2.75 Hz, 9 Hz 123.10

5 --- 150.31

6 8.19,d, 1H, 2.75 Hz 123.71
1-NH 8.07, 1H ---
2°-NH 9.26, 1H ---
NH:2 6.43, 2H ---

C=0 --- 153.72

CF3 -



7.2 Parte computacional (in silico)
7.2.1 Perfil biofarmacéutico

En este proyecto se usaron las herramientas SwissADME, Admet Al y AdmetLab 3.0 para la
prediccién de las propiedades biofarmacéuticas de los compuestos disefiados, en donde se
usaron como controles los farmacos Albendazol y Metronidazol (Tabla 18).

Tabla 19. Propiedades biofarmacéuticas y fisicoquimicas de los compuestos ALD 1-8

ALD-1
Parametro | SwissADME ADMET-AI ADMETLab
Permeabilidadcaco-2 |  NA |
Solubilidad | 0s84MGML | NA

ALD-2

ALD-3
____ NA__
ALD-4

____ NA__

ALD-5

ALD-6

ALD-7

ALD-8

Metronidazol

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

NA

Permeabilidad caco-2
Solubilidad

9.8 mg/ml

Albendazol
Permeabilidad caco-2
Solubilidad




Solubilidad acuosa: > 60 mg/ml, Buena solubilidad; 10 — 60 mg/ml Moderada solubilidad;

Permeabilidad: =3 x 10-6 cm/s, Buena permeabilidad; _

Los compuestos disefados en este proyecto mostraron valores de area polar superficial
topoldgica (TPSA) dentro del rango. Los compuestos ALD 1-8, mostraron valores de Log D7.4
satisfactorios. Otra propiedad que se evaluo fue la solubilidad acuosa, donde la mayoria los
compuestos mostraron probabilidades de ser poco solubles. Finalmente, en la permeabilidad
en células Caco2 (células de cancer de colon con glicoproteina P altamente expresada) los
compuestos presentaron buenas probabilidades de permear este tipo de células por lo que de
acuerdo con el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico los compuestos disefiados (ALD 1-8)
pertenecerian a la clase |l que es en donde se encuentran la mayoria de los farmacos

disponibles en el mercado.%354

CLASE | CLASE Il
1 SOLUBILIDAD | SOLUBILIDAD
1 PERMEABILIDAD 1 PERMEABILIDAD
CLASE Il CLASE IV
1 SOLUBILIDAD | SOLUBILIDAD
| PERMEABILIDAD | PERMEABILIDAD

Figura 36. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico.

7.2.2 Perfil farmacocinético

En el desarrollo de moléculas bioactivas y farmacos es importante evaluar el perfil
farmacocinético. Por lo tanto, en este proyecto se realizaron estimaciones del perfil
farmacocinético de los compuestos disefiados con los predictores ADMETIlab3.0, SwissADME
y AdmetSAR3.0, Admet — Al, biotransformer 3.0 y ACD/ToxSuite, En la Tabla 19 se muestran
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las estimaciones de algunas propiedades ADME, para los nuevos compuestos, usando los
farmacos Albendazol y Metronidazol como controles.

Tabla 20. Propiedades farmacocinéticas de los compuestos ALD 1-8

ALD-1
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)
BHE (%)
Sustrato PGp (%)

Union aproteinas (PPB) (%) % | 882 | 7 |

T '2 (horas

ALD-2
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)

BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)
T > (horas

88
60

ALD-3
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)

BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%) “ 71
T 2 (horas 63
ALD-4

Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)

BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unién a proteinas (PPB) (%)

T %2 (horas

ALD-5
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)
BHE (%)

> [ | <



Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)
T % (horas

ALD-6
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)

BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)
T "2 (horas

87

ALD-7
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)
BHE (%)
Sustrato PGp (%)

Union a proteinas (PPB) (%) | 89

T 2 (horas)

ALD-8
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)

BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)
T %2 (horas

Metronidazol
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)
BHE (%)
Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)

274 | 019 | 0.97

Albendazol
Parametro ADMETLab ADMETsar ADMET-AI
Biodisponibilidad (%)
AGI (%)
BHE (%) *




Sustrato PGp (%)
Unidn a proteinas (PPB) (%)
T %> (horas)

Absorcion 672H001%IProbabilidadialia; 34 - 66 % Probabilidad media; DESSIAISIODaBIiOEE
baja

Barrera hematoencefalica: Gl DONaISIooancacaIs; SASCERARICEBItEaNNets; 0=
33 % Probabilidad baja

Sustrato ilucoiroteina P: 0283 % Probabilidad baja; 34 - 66 % Probabilidad media; Gl

*En el caso del albendazol, la capacidad de atravesar barrera hematoencefalica es una
propiedad satisfactoria ya que dicho farmaco esta indicado para el tratamiento contra la
neurocisticercosis provocado por Taenia solium, a pesar de su baja solubilidad acuosa y si

limitada biodisponibilidad.%®

Como se puede observar en la tabla anterior, todos los compuestos de la serie ALD 1-8
presentaron buenas probabilidades de ser bien absorbidos en tracto intestinal. Asi mismo, todos
los compuestos en general presentaron buenas probabilidades de no atravesar la barrera
hematoencefalica. Todos los compuestos presentaron probabilidad de no ser sustratos de la
glicoproteina P, una bomba de eflujo que se encuentra principalmente en células del intestino
y rifdn que esta implicada en la resistencia de farmacos lo que trae como consecuencia una
disminucién en la biodisponibilidad y finalmente un tratamiento ineficaz. La mayoria de los
compuestos mostraron probabilidades satisfactorias en cuanto al porcentaje de union a
proteinas, teniendo en consideracion que un porcentaje muy elevado o bajo de union a
proteinas no es adecuado, pues de eso depende un efecto terapéutico eficaz de un farmaco o
un posible efecto toxicoldgico del mismo. Finalmente, todos los compuestos muestran
probabilidades no tan favorables en cuanto a su tiempo de vida media, sin embargo, asi mismo

los farmacos de referencia muestran estas mismas propiedades.



7.2.2.1 Prediccion de metabolismo e identificacion de metabolitos
BIOTRANSFORMER 3.0.

Tabla 21. prediccion de metabolismo de fase | de los compuestos ALD 1-8

Tipo de Isoforma

Compuesto Metabolito fase | v
reaccion responsable

O,N H H H H
2
\C[ T o "~ Hidroxilacion oy 1ap
NHy ) del anillo de
NH,

ALD-1 ols benceno
H H H H
OZN\CEN\"/N O,N N\n/N
NH20 oJ NHZO OH Desalquilacion CYP 1A2
ALD-5

H H H H
O,N N\"/N O,N N\H/N
Cinuf \O\o/ \C[ 0 on o CYP 1A2

NH, Desalquilacion
ALD-7
H H H H
O,;N N\n/N R2 | HyN N\n/N R2
., NADPH-
\C[ (o] \©i o \@[ Reduccion del citocromo P450

NH, R’ NH; R’ grupo nitro reductasa
ALD 1-8

En la Tabla 21 se muestran los posibles metabolitos de la fase Il, a partir de los metabolitos

de la fase | de los compuestos ALD 1-8.

Tabla 22. prediccion de metabolismo de fase Il de los compuestos ALD 1-8

. Tipo de reaccion Isoforma responsable
Metabolito fase Il P P

o
NH, (o} (o}
[0 OH 0 .y
/@ )I\ /Q/ Ol gl e UDP-glucuronosiltransferasa
O,N N7 N HO OH aromatica 9
OH

Metabolito ALD-1

(o]
NH, o o
UL onmmn
-glucuronidacion i .
N HJ\H Ho o aromatica UDP-glucuronosiltransferasa
OH

Metabolito ALD-5

> [w <



o
NH, (o} (o}
/@[ j\ /©/ o OH-glucuronidacion
. N Ho on aromatica UDP-glucuronosiltransferasa
OH

Metabolito ALD-7

En la prediccion de metabolismo de los compuestos ALD 1-8, todos mostraron probabilidad de
ser metabolizados por el CYP1A2 mediante una p-hidroxilaciéon en el (o los anillos) de benceno
monosustituido(s), asi como o-desalquilaciones, seguido por reacciones de Fase Il, conjugacion

con acido glucurénico.

7.2.2.2Inhibicion de CYP450

En el organismo se encuentra un sistema metabolizante conocido como Citocromo P450
(CYP450) encargado de contribuir a la eliminacion de compuestos xenobidticos mayormente
de caracter lipofilico o apolar que acceden al organismo volviéndolos mas polares. Su inhibicion
puede resultar en un aumento de concentracion de compuestos ajenos al cuerpo, en
consecuencia, una saturacion de procesos enzimaticos, un aumento en la toxicidad de
farmacos u otras moléculas, asi como interacciones farmacoldgicas, por ende, la prediccion
temprana de una posible inhibicion de las isoformas del CYP 450 es un parametro de suma
importancia ya que esto puede ayudar a evitar encontrarse con moléculas bioactivas o

candidatos a farmacos con estos efectos indeseables.%6:57

Tabla 23. Probabilidades de inhibicién de isoformas del citorcromo P450 de los compuestos
ALD-1-8

Inhibicion de CYP 450

W ADMETLab | Resultado
3.0

admetSAR
3.0
49.5%

Compuesto | Isoforma

3A4

ALD-1

ALD-2




2D6

ALD-3 2C9
1A2
2C19
3A4
2D6

ALD-4 2C9
1A2
2C19
3A4
2D6

ALD-5 2C9 “
1A2 63.7%
2C19 41.4%
3A4 50.5%
2D6

ALD-6 2C9
1A2
2C19 56.49%
3A4 66.9%
2D6

ALD-7  [2C9 sl
1A2
2C19
3A4
2D6

ALD-8 2C9
1A2
2C19
3A4
2D6

ABZ 2C9
1A2
2C19
3A4
2D6
2C9

iz 1A2
2C19

Los datos mostrados en la Tabla 22 indican que todos los compuestos disefiados en este
proyecto (ALD 1-8) presentan muy bajas probabilidades de inhibir el CYP 3A4, la isoforma mas
abundante, y una de las encargadas del casi 50% de las reacciones metabdlicas del complejo
CYP450. Asi mismo, todos los compuestos disefiados en este proyecto mostraron bajas



probabilidades de inhibir algunas isoformas, como la 2C9, 2C19, mientras que todos los
compuestos presentaron probabilidades altas de inhibir a la isoforma 1A2, sin embargo, esa es
una ventaja al inhibir su actividad, ya que estas familias del CYP pueden bioactivar mediante
metabolismo a hidrocarburos aromaticos policiclicos procedentes del humo de tabaco,

combustién, contaminacion para formar metabolitos epdxidos altamente reactivos.>’

7.2.3 Perfil toxicoldégico
7.2.3.1 Bloqueo de canales Herg

Los canales hERG (human ether-a-go-go-related gen), son canales de K*, presentes en células
cardiacas y son determinantes en la actividad eléctrica del corazon, pues de estos depende el
control del voltaje (potencial de membrana) mediante la regulacién del flujo de iones K* al
exterior de la célula, su bloqueo puede provocar una salida mas lenta de iones K* y esto puede
desencadenar una serie de arritmias cardiacas que pueden conducir a la muerte. Por ende, es
importante tener presente este parametro a la hora de disefiar nuevos compuestos y descartar
aquellos que puedan presentar afinidad considerable hacia estos canales y asi evitar un posible
efecto cardiotoxico.5859
Tabla 24. Probabilidades de Bloqueo de canales hERG de los compuestos ALD 1-8

Bloqueo de canales hERG

Compuesto Probabilidad de bloqueo de
los canales hERG (ki <10 uM)
| o
O,N NN
C[ H 43%
NH,
ALD-1
w7 CF;
O,N N~ N
T .,
NH, 52%
ALD-2
2 (:[ ; 50%
NH,
ALD-3
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H Cl
O,N NN
C[ N 56%
NH,
ALD-4
H 7 0
O,N N— >
C[ H 46%
NH,
ALD-5
i 7
O,N N~ SN
C[ H 48%
NH,
ALD-6
on ML ¢
? j@[ N 42%
NH,
ALD-7
CF,

I /é/cn
°2"j©[" . 57%
NH,

ALD-8

v N
A\
C[»?_"” 63%
H >/’_°
o \
ALBENDAZOL

OH

\[:/>_ 18%

METRONIDAZOL

O,N

En la Tabla 23 se muestra que los compuestos presentan probabilidades intermedias de ser
bloqueadores de los canales hERG, los cuales estan estrechamente relacionados con
cardiotoxicidad y sindrome de QT largo, siendo menores en todos los casos al compararlos con
el albendazol.
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7.2.3.2 Prediccién de la carcinogenicidad, mutagenicidad y DILI

Tabla 25 Probabilidades del perfil toxicolégico de los compuestos ALD 1-8

Compuesto

ALD-1 ALD-2 ALD-4 ALD-5 ALD-6 ALD-7 ALD-8 ABZ MTZ

MUTAGENICIDAD

CARCINOGENICIDAD

DILI

Poco satisfactorio Satisfactorio Muy satisfactorio

Como se puede apreciar en la tabla anterior, la mayoria de los compuestos disefiados en este
proyecto presentaron medianas y altas probabilidades de ser mutagénicos y carcinogénicos a
excepcion de los compuestos ALD-1 y ALD-6 que muestran probabilidades bajas de ser
carcinogeénicos sin embargo, es importante recordar que las evaluaciones in silico no garantizan
la seguridad de los compuestos, para corroborar estos datos se deben realizar ensayos
bioldégicos in vitro como la prueba de AMES para mutagenicidad. Por ultimo, todos los
compuestos muestran probabilidades de ocasionar lesion Hepatica Inducida por Farmacos
(DILI).

Si bien la presencia del grupo nitro en los compuestos disefiados representa una alerta
estructural a priori, y por ende estos programas arrojan valores poco satisfactorios, existen
multiples nitrocompuestos en la terapéutica como el metronidazol, nitazoxanida, etc. Que a
pesar de que se han reportado como farmacos mutagénicos y cancerigenos en la mayoria de
las herramientas in silico que predicen subestructuras potencialmente toxicas, estos exhiben
una toxicidad intrinseca muy baja e indices de selectividad superiores a 600 (indice de
selectividad = células de mamiferos CCso/parasitos ICs0) como es el caso de la nitaxozanida, a
esta clase de compuestos con dichas caracteristicas se les ha acufiado el termino de ‘toxicity
cliffs’.60



7.2.3.3 Toxicidad aguda (DLso) y categoria OECD

Tabla 26. Prediccion de la dosis letal media (DLso) y de la clasificacion de la OECD®"

DLso mg/kg

Compuesto Categoria

PO OECD
ALD-1
ALD-2
ALD-3
ALD-4
ALD-5
ALD-6
ALD-7
ALD-8

Metronidazol

| DLso < 5mg/kg Altamente téxico

| 5 mg/kg < DLso < 50 mg/kg Muy téxico

1] 50 mg/kg < DLso < 300 mg/kg Toéxica

v 300 mg/ kg < DLso <2000 Toxicidad moderada
mg/kg

Vv 2000 mg/kg < DLso < 5000 Sin peligro
mg/kg

En la tabla 25 puede observarse que todos los compuestos disefiados en este proyecto se
clasifican de acuerdo con su DLso dentro de la categoria 4 donde se encuentra la mayoria de
los farmacos disponibles en el mercado. Sin embargo, es importante recordar que los ensayos
in silico no remplazan a los ensayos biologicos, por lo tanto, se debe considerar que
estimaciones deben complementarse al realizar pruebas bioldgicas para la determinacion de la

toxicidad de los compuestos disefiados.
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7.2.4 Perfil farmacodinamico
7.2.4.1 Posible actividad bioloégica (PASSonline)

En la Tabla 26 se observa que todos los compuestos ALD 1-8, mostraron probabilidades
discretas de tener alguna actividad antiprotozoaria, sin embargo, es necesario comentar que
debido a que los compuestos disefiados en este proyecto se presentan como moléculas
novedosas, el programa PASSonline no obtuvo moléculas de referencia en su base de datos
para llevar a cabo una relacién estructura actividad y a partir de esto generar un mayor

porcentaje de probabilidad de algun efecto antiparasitario.

Tabla 27. Prediccion de actividad de los compuestos ALD 1-8

Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 55.5
Antiprotozoario 22.4
Antiprotozoario (Trichomonas) 34.7
- AWD2
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 434
Antiprotozoario 24.1
Antiprotozoario (Trichomonas) 18.9
- AWD3
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 56
Antiprotozoario 23.3
Antiprotozoario (Trichomonas) 35.3
- A4
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 60.5
Antiprotozoario 26.9
Antiprotozoario (Trichomonas) 33.1
- ADs
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 55.7
Antiprotozoario 211
Antiprotozoario (Trichomonas) 31.5
- ADe&
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 37.3
Antiprotozoario 0
Antiprotozoario (Trichomonas) 27.9
- AWD7
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 52.8
Antiprotozoario 23.1
Antiprotozoario (Trichomonas) 30

Actividad/proteina Pa (%)



Antiparasitario 51.9

Antiprotozoario 0
Antiprotozoario (Trichomonas) 20.7
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 51%
Antiprotozoario 85%
Antiprotozoario (Trichomonas) 96%
Actividad/proteina Pa (%)
Antiparasitario 81%
Antiprotozoario 0
Antiprotozoario (Trichomonas) 0

7.2.5 Acoplamiento molecular automatizado sobre la proteina PFOR

Se realizé el acoplamiento molecular refinado de lo compuestos con la proteina PFOR usando
el programa MOE vy el archivo 1L5P que fue obtenido de la base de datos Protein Data Bank
(PDB) correspondiente a la enzima Piruvato Ferredoxina Oxido Reductasa. En el ensayo de

acoplamiento molecular se corrieron 100 salidas con cada compuesto por triplicado.

Para validar el método y evaluar la repetibilidad y confiabilidad del experimento computacional,
se llevo a cabo la validacién, en donde un valor de RMSD menor a 2 A indica que los resultados

son confiables y que la simulacién esta validada.

Figura 37. Validacion del acoplamiento molecular de metronidazol sobre PFOR.



Tabla 28. Validacion del acoplamiento molecular dirigido.

Acoplamiento Molecular en MOE
Compuesto Scoring (Kcal/mol) RMSD (A)

Metronidazol -4.435 * 0.057 0.889 £ 0.005

En el acoplamiento molecular, el metronidazol mostrd una energia de unién de -4.435 Kcal/mol
y valor de RMSD de 0.889 A validando asi el método. Para visualizar los datos de manera
grafica, en la figura se muestra que el Metronidazol que se reacopld (color verde) adoptd la

misma posicion a su estructura cristalografica (color magenta). En la figura 34 se observa el

diagrama 3D y 2D, en este ultimo se observan interacciones con los residuos de Lys46, Met332
y Ser33.

Figura 38. (A) representacion 3D acoplamiento molecular del metronidazol y la enzima PFOR.
(B) representacion 2D de las interacciones entre el metronidazol y la enzima PFOR.

Los resultados de los acoplamientos realizados de los compuestos ALD 1-8 sobre la proteina
PFOR se muestran en la Tabla 28.

Tabla 29 Acoplamiento molecular refinado de los compuestos con la proteina PFOR.

(;ompueSFO / Score (Kcal/mol) m
referencia
7

ALD-1 -5.246 + 0.000
ALD-2 -5.426 + 0.004
ALD-3 -5.275 + 0.002
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ALD-4 -5.236+ 0.001 8
ALD-5 -5.714 + 0.000 1
ALD-6 -5.353 £ 0.002 3
ALD-7 -5.285 + 0.000 4
ALD-8 -5.261 £ 0.031 6
Metronidazol -4.435 + 0.057

En la Figura 39 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-1 con un AG de
-5.246 kcal/mol, presentando este compuesto dos de las interacciones esperadas con Met 32

interaccionando con el anillo de benceno. En cuando a Lys 46 esta presenta una interaccion

polar con el oxigeno del grupo nitro de la molécula, asi como otra interaccion con el residuo de
ILe48.

Figura 39. (A) representacion 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-1 y la enzima PFOR. (B)
representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-1 y la enzima PFOR.

En la Figura 40 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-2 con un AG de
-5.436 kcal/mol, presentando este compuesto interacciones esperadas con Lys46
interaccionando con un puente de hidrogeno. En cuando a Lys7 esta presenta una interaccion
polar con el oxigeno del grupo nitro de la molécula, asi como otra interaccion con el residuo de
ILe48.



Figura 40. (A) representacién 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-2 y la enzima PFOR. (B)
representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-2 y la enzima PFOR.

En la Figura 41 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-3 con un AG de
-5.275 kcal/mol, presentando este compuesto interaccion de un residuo de 1Le48 y el anillo de
benceno. En cuando a Lys 46 esta presenta una interaccion polar con el oxigeno del grupo nitro

de la molécula, asi como otra interaccion parecida con el residuo Lys50.

Figura 41. (A) representacion 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-3 y la enzima PFOR. (B)
representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-3 y la enzima PFOR.

En la Figura 42 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-4 con un AG de

-5.236 kcal/mol, presentando este compuesto interacciones esperadas con Ser33

interaccionando con el anillo de benceno. En cuando a Lys46 esta presenta una interaccion

polar con la amina de la molécula, asi como otra interaccién polar del oxigeno del grupo nitro

de la molécula con el residuo de Lys50.



Figura 42. (A) representacion 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-4 y la enzima
PFOR. (B) representaciéon 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-4 y la enzima PFOR.
En la Figura 43 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-5 con un AG de
-5.714 kcal/mol, mostrando interacciones con Ser33 interaccionando con el anillo de benceno.
En cuando a Lys 46 presenta una interaccion polar, asi como otra interaccion con el residuo de

Lys50 que presenta una interaccién polar con el oxigeno del grupo nitro de la molécula.

Figura 43. (A) representacién 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-5 y la enzima PFOR.
(B) representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-5y la enzima PFOR.

En la Figura 44 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-6 con un AG de
-5.353 kcal/mol, mostrando interacciones con Met32 interaccionando con el anillo de benceno.
En cuando a los residuos de Lys 46 y ILe48 presentan interacciones polares, asi como otra
interaccién con el residuo de Lys7 que presenta una interaccion polar con el oxigeno del grupo

nitro de la molécula.
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Figura 44. (A) representacion 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-6 y la enzima
PFOR. (B) representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-6 y la enzima PFOR.
En la Figura 45 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-7 con un AG de
-5.285 kcal/mol, mostrando interacciones con Ser33 interaccionando con el anillo de benceno.
En cuando a Lys 46 presenta una interaccién polar, asi como otra interaccion con el residuo de

Lys50 que presenta una interaccién polar con el oxigeno del grupo nitro de la molécula

Figura 45. (A) representacién 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-7 y la enzima PFOR.
(B) representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-7 y la enzima PFOR.



En la Figura 46 AB se observa el acoplamiento molecular del compuesto ALD-6 con un AG de
-5.261 kcal/mol, mostrando interacciones con Ser33 e |le48 interaccionando con los anillos de
benceno de cada extremo, asi como otra interaccion con el residuo de Lys7 que presenta una

interaccidn polar con el oxigeno del grupo nitro de la molécula.

Figura 46. (A) representacion 3D acoplamiento molecular de compuesto ALD-8 y la enzima
PFOR. (B) representacion 2D de las interacciones entre el compuesto ALD-8 y la enzima
PFOR.

7.2.6 Analisis de consenso farmacoldgico para la seleccidn de un lider
computacional seguro

En el analisis de consenso farmacoldgico (Tabla 29) se resumieron todos los datos recabados
en la evaluacidon in silico de las propiedades biofarmacéuticas, farmacocinéticas,
farmacodinamicas y toxicoldgicas de los compuestos disefiados en este proyecto. El propdsito
del consenso es la seleccidn de hits computacionales seguros para priorizar su sintesis y
bioevaluacién con base los resultados obtenidos en cada una de las categorias. Los resultados
se muestran en la tabla representados con un cédigo de colores tipo semaforo que indica lo
siguiente: Color verde: resultado muy satisfactorio; Color amarillo: resultado satisfactorio; y
BBIBEEI8: resultado poco satisfactorio. Para cada color se ha asignado un valor numérico,
facilitando asi la seleccion de los hits computacionales seguros. Para el color verde, se asigna
un valor de 1, para el color amarillo se asigna el valor de 0, y para el color rojo se asigna el valor
-1 Como se muestra en la tabla, los compuestos presentaron buenas propiedades
biofarmacéuticas, los compuestos mostraron alertas en cuanto a la solubilidad, sin embargo,
esta propiedad podria modificarse o mejorarse.



En la evaluacion de las propiedades farmacocinéticas todos los compuestos mostraron buenas
propiedades predictivas, solo el T12 mostraron valores poco favorables. En el perfil
farmacodinamico todos los compuestos presentaron buenas energias de union en el ensayo de
acoplamiento molecular.

En la parte toxicoldgica, todos los compuestos presentaron probabilidades intermedias de ser
bloqueadores de los canales hERG, quienes estan estrechamente relacionados con sindrome
de QT largo y cardiotoxicidad. Finalmente, en este mismo perfil, los compuestos presentaron
probabilidades intermedias y altas de ser mutagénicos y carcinogénicos y valores bajos de
llegar a causar toxicidad aguda.

A partir de los datos obtenidos y los argumentos anteriormente mencionados se hizo un punto
de corte en valor numérico de 9, por lo tanto, se opto por priorizar la sintesis y bioevaluacién de
la mayoria de los compuestos asi mismo teniendo en cuenta la disponibilidad de materias

primas.
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Tabla 30 Analisis de consenso farmacoldgico de los compuestos ALD-8

Compuestos

Lipinski

Log D, ,

Solubilidad

Permeabilidad

HIA

BHE

Sustrato Pgp

Inhibidor de 3A4

Biodisponibilidad

Unién a proteinas
(PPB)

T1/2

Actividad (%)

Docking MOE

Perfil toxicolégico

Bloqueo de
canales hERG (%)

Mutagenicidad

Carcinogenicidad

Toxicidad aguda

Puntaje

HIA= Absorcién intestinal; BHE= Barrera hematoencefalica
|| Resultado muy satisfactorio (+1)
_ Resultado satisfactorio (0)
-_Resultado poco satisfactorio (-1)
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7.3 Parte bioldgica

Una vez sintetizados y caracterizados, los compuestos se enviaron a evaluacion de su efecto
antiprotozooario que fue determinado especialmente en el Instituto de Pediatria de la Ciudad
de Mexico bajo la tutela del Dr. Saul Gonzalez Manso y la Dra. Beatriz Hernandez Ochoa.

A continuacion, se presenta el efecto antiprotozoario de los compuestos evaluados ALD 1-8,
en Concentraciones Inhibitorias medias (Clso) valores pM, frente a, G. intestinalis y T.vaginalis

Los resultados se compararon con la Clso de Albendazol el cual se utiliz6 como control positivo.

Tabla 31. Concentracion inhibitoria media (Clso) contra G. intestinalis y T. vaginalis de los
compuestos ALD 1-8 y albendazol.

Compuesto Clso £ SD (uM) T. Clso £ SD (uM) G.
vaginalis intestinalis
O,N N
o, 10.0 + 0.52 3278+2.8
ALD-1
(o]
o F 181.6 + 9.2 18.15 + 0.84
ALD-2
(o]
L+ 16.9 £ 1.02 39.85 + 1.9
ALD-3
o f a
ON N~
o ® 13.33£ 0.8 155.2 + 8.8
ALD-4
2 N
QNH L ) 10.13 + 0.6 204.4 +11.2
ALD-5
o, 9.19+0.5 204.2 £ 10.4
ALD-6
. f 9
OZN@N N 311015 236.6 + 13.1
NH,
ALD-7
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CF,
oM,
T H 99.73 £ 4.2 28.81£1.0
NH,
ALD-8
-
g )‘\ 16.34 £ 1.0 0.0216 + 0.001
ALBENDAZOL
‘L
~o
\f ~ 10.62 + 1.30 3.5+ 0.91
METRONIDAZOL

Se determind experimentalmente la concentracién inhibitoria media (Clso) de los compuestos
ALD 1-8 frente a G. intestinalis. Todos los compuestos obtuvieron valores in vitro pobres de
Clso en comparacién con el albendazol y metronidazol que mostraron un Clso de 0.0216 uM y
3.5 £ 0.91 uM respectivamente. De acuerdo con estos valores, los compuestos ALD-1, ALD-2,
ALD-3 y ALD-8 se encuentran clasificados como compuestos ordinarios > 10 uyM y los
compuestos ALD 4-7 como inactivos.

Asi mismo, se determind la concentracion inhibitoria media (Clso) de los compuestos ALD 1-8
frente a T. vaginalis.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 30, se muestran los valores de Clsode
los compuestos ALD 1-8 contra T. vaginalis. Los compuestos ALD-1, ALD-5 y ALD-6
presentaron actividad contra T. vaginalis, se puede observar que son equipotentes y que estos
se catalogan como hits experimentales a partir de los valores encontrados en el rango
micromolar de Clso presentados contra T. vaginalis.

En la Figura 47 se muestra la grafica de la potencia relativa de ALD 1-8 vs Albendazol en
cuanto a la actividad frente a T. vaginalis, donde el compuesto ALD-3 exhibié ser equipotente
con albendazol, ALD-1 mostro 1.6 veces mas potencia que Albendazol el farmaco de
referencia, ALD-4 presento 1.2 veces mas potencia que albendazol, ALD-5 fue 1.6 veces mas
potente que el compuesto de referencia y finalmente ALD-6 fue 1.7 veces mas potente que
albendazol, siendo este ultimo el compuesto con mayor actividad trichomonicida de toda la

serie.
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Potencia relativa ALD 1-8 vs Albendazol
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Figura 47. Potencia relativa de los compuestos ALD 1-8 vs Albendazol frente a T. vaginalis.

En la Figura 48 se muestra la grafica de la potencia relativa de ALD 1-8 vs metronidazol en
cuanto a la actividad frente a T. vaginalis, donde se puede observar que los compuestos ALD-

1, ALD-5 y ALD-6 mostraron ser equipotentes comparados con el metronidazol.

2.00
1.80
1.60

Potencia relativa de ALD 1-8 vs Metronidazol
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Compuestos
Figura 48. Potencia relativa de los compuestos ALD 1-8 vs Metronidazol | frente a T. vaginalis.
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ALD-3

H 2
L @ oL, L
H/IL /@/ [ I
H,

2

Log P= 2.480 CLsp 181.6 uM Log P=2.171
Log P=3.392
ALD-6
ALD-4 ALD-5
H/[L o o
H/[L
NN
O
2
NH
Clsp 13.3 uM 2 Clsp 9.1 uM
Log P= 3,307 Clsg 10.1 uM Log P= 2.551
Log P=2.583
ALD FFs
7
o o/ ALD-8 ¢ ol
H H
O,N N/[LN/O/ O,N NiN
T e
NH, NH,
Clsg 31.1 uM Clsg 99.7 uM
Log P= 2.227 Log P= 3.788

Figura 49. SAR T. vaginalis

El andlisis SAR vs T. vaginalis mostro que la presencia del fluor, un grupo metoxi en los
compuesto ALD-5 y ALD-6 favorecen a la actividad frente a T. vaginalis ya que dichos grupos
proporcionan una mayor lipofilicidad a la molécula. Asi mismo, si se hace una relacion en cuanto
a los valores de log P de los compuestos y lo que estos pueden aportar, se observa que los
compuestos mas activos; ALD-1, ALD-5 y ALD-6 presentan valores similares de log P y con
rangos optimos de log P para que estos puedan a travesar de manera correcta las membranas

celulares de los protozoarios en este caso de trofozoitos de T. vaginalis.
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8. CONCLUSIONES

e Se sintetizaron, purificaron y caracterizaron 8 compuestos finales mediante

técnicas espectroscopicas (RMNde 'H y '3C).

e Los compuestos ALD 1-8 presentaron propiedades farmacodinamicas y

farmacocinéticas apropiadas en la evaluacion in silico.

e Se seleccionaron a los compuestos ALD-1, ALD-2, ALD-4, ALD-5, ALD-6 y ALD-

7 como hits computacionales seguros para priorizar su sintesis y su bioevaluacion.

e Por su facilidad y disponibilidad, se sinterizaron todos los compuestos con

rendimientos finales de discretos a intermedios.

e Los compuestos ALD-1, ALD-5 y ALD-6 presentaron actividad considerable
contra T. vaginalis por ende se catalogan como hits experimentales a partir de los
valores de Clso en el bajo orden micromolar (<10uM) presentados, siendo
equipotentes al comparar con el metronidazol, y ligeramente mas potentes que el
albendazol. Estos compuestos también fueron hits computacionales en el analisis

de consenso por lo existe una correlacion.
¢ Finalmente, los compuestos presentaron buenas energias de union con la enzima

PFOR de T. vaginalis, por lo que no se descarta la inhibicion de esta enzima como

posible blanco terapéutico tricomonicida.
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. PERSPECTIVAS

Realizar la caracterizacion de los compuestos mediante técnicas espectrométricas
(Masas-IE).

Llevar a cabo ensayos de dinamica molécular de los compuestos con mejor actividad

tricomonicida con la enzima PFOR.

Completar la citotoxicidad en células no tumorales de los compuestos mas activos y

determinar su indice de selectividad.
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10. ANEXOS

10.1 Instrumentacion

La sintesis de los compuestos ALD 1-8 se realizaron con reactivos obtenidos comercialmente
de Aldrich®.

Para efectuar la sintesis de los compuestos se utilizé una parrilla de calentamiento con agitacion
magneética marca Science Med. Se utilizaron matraces bola de 10 y 25 mL equipados con
agitacion magnética. Para llevar las reacciones en condiciones de reflujo, se hizo el uso de

refrigerante de vidrio.
La evaporacion de los disolventes se llevd a cabo a presion reducida empleando un
rotaevaporador de la marca BUCHI R-Il, con bomba de vacio marca vacuubrand, modelo

vacuum pump, vacio de 100mbar y equipo recirculador enfriador marca PolyScience® , R134A.

Los puntos de fusion (pf) de los compuestos, se midieron en un aparato marca Santford

Research System) EZ-Melt, modelo MPA 120, utilizando capilares de vidrio.
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10.2 Cromatografia

El monitoreo del avance de las reacciones quimicas realizadas se monitoreo por cromatografia
en capa fina (ccf) en placas de 2.5 cm x 4 cm recubiertas con silice gel 60 (Merck- F254).

La visualizacion se llevé a cabo con lampara de luz ultravioleta a longitudes de onda de 254/
366 nm (entela UVGL-25) y con vapores de yodo.

Para la elucion de las placas cromatograficas se utilizaron los siguientes sistemas.

Tabla 32 Sistemas de elucion utilizados

Sistema Composicion Proporcion

| CH2Cl2:MeOH 95:05

Il CH2Cl2:MeOH 96:04
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10.3 Sintesis de los compuestos finales ALD 1-8

10.3.1 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-fenilurea (ALD-1)

H

H
O5N N N
O2N NH; P C//N Reflujo 2 \n/
- EEm—
+ O Acetonitrilo (o)
) NH,
(9) (10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidén de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CHsCN y 0.200 g (0.0013 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-diamina
y se dej6 en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2 mL de
CH3CN con 0.152 mL (1.1 equivalentes) de isocianato de fenilo gota a gota. Una vez adicionado,
se dejo reaccionar a reflujo. La reaccién fue monitoreada con CCF a los 60 minutos y
posteriormente cada hora usando el sistema [, la duracién de la reaccién fue de 7 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedio a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sdlido amarillo
con un peso de 0.263 g y un rendimiento crudo de 78.7%. El compuesto fue purificado mediante
lavados con metanol. Se obtuvo un sélido amarillo con un rendimiento final de 52% y un punto
de fusion >280 °C.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) &: 6.44 (s, 2H, NH2), 6.82 (d, 1H, H-3", Jo= 8.7 Hz), 7.03 (t, 1H,
H-4, Jo= 8.8 Hz), 7.31 (t, 2H, H-3, H-5, Jo= 8.7 Hz), 7.51 (d, 2H, H-2, H-6, Jo= 8.5 Hz), 7.83 (dd,
1H, H-4", Jm= 2.2 Hz, Jo= 7.9 Hz), 7.91 (s, 1H, 1-NH), 8.32 (d, 1H, H-6", Jo= 2.34 Hz), 8.82 (s,
1H, 2°-NH) ppm.

RMN '3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 114.21 (C-4), 118.87 (C-3, C-5), 120.48 (C-4"), 122.32 (C-
37), 122.8 (C-67), 123.54 (C-1), 129.47 (C-2, C-6), 136.77 (C-1"), 140.33 (C-27), 149.25 (C-5),
153.68 (C=0) ppm.
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10.3.2 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-(trifluorometil)fenil)urea (ALD-2)

Reﬂujo
Acetonltrllo
NH2 CF,

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CHsCN y 0.150 g (0.000979 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-
diamina y se dejo en agitacidon durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2
mL de CH3CN con 0.202 mL (1.1 equivalentes) de Isocianato de 4-(trifluorometil)fenilo gota a
gota. Una vez adicionado, se dejé reaccionar a reflujo. La reaccion fue monitoreada con CCF a
los 60 minutos y posteriormente cada hora usando el sistema I, la duracién de la reaccion fue
de 8 h. Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedié a afiadir
con una pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejo en agitacién durante 20 minutos.
Una vez transcurrido el tiempo se procedio a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un soélido
amarillo con un peso de 0.290 g y un rendimiento crudo de 87.0 %. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol. Se obtuvo un soélido amarillo con un rendimiento final de 65% y

un punto de fusion con intervalo de 222-225 °C.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 6.42 (s, 2H, NH2), 6.82 (d, 1H, H-3", Jo= Hz), 7.64 (d, 2H, H-
3, H-5, Jo= Hz), 7.68 (d, 2H, H-2, H-6, Jo= Hz), 7.85 (dd, 1H, H-5", Jo= Hz), 8.0 (s, 1H, 1-NH),
8.26 (d, 1H, H-6"), 9.21 (s, 1H, 2"-NH) ppm.

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6) &: 114.10 (C-3°), 118.30 (C-2, C-6), 120.48 (C-4"), 122.30 (q,
C-4, 2CF3= 31.96 Hz), 122.70 (C-4"), 122.77 (C-17), 125.10 (q, CF3, YCF3= 269.32 Hz), 126.63
(g, C-3, C-5, 3/CF3= 3.85 Hz), 136.49 (C-1), 144.03 (C-57), 149.63 (C-2") 153.40 (C=0) ppm.
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10.3.3 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)urea (ALD-3)

Reﬂujo
Acetomtrllo
NH2 NO,

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CHsCN y 0.200 g (0.000130 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-
diamina y se dejo en agitacidon durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2
mL de CH3CN con 0.213 g (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-nitrofenilo gota a gota. Una
vez adicionado, se dej6 reaccionar a reflujo. La reaccion fue monitoreada con CCF a los 60
minutos y posteriormente cada hora usando el sistema I, la duracién de la reaccion fue de 8 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedié a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo
con un peso de 0.310 g y un rendimiento crudo de 74.87%. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol. Se obtuvo un soélido amarillo con un rendimiento final de 51% vy

un punto de fusion con intervalo de 231-233°C.

RMN "H (600 MHz, DMSO-d6) &: 6.37 (s, 2H, 1°-NH), 6.78 (d, 1H, H-6", Jo= 8.94 Hz), 7.11 (m,
2H, H-2, H-6), 7.48 (m, 2H, H-3, H-5), 7.82 (dd, 1H, H-5", Jo: 8.94 Hz, Ju: 2.58 Hz), 7.93 (s, 1H,
1-NH), 8.29 (d, 1H, H-3", Ju: 2.64 Hz), 8.81 (s, 1H, 2"-NH) ppm.

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6) &: 114.12 (C-6"), 115.75 (C-2, C-6), 115.92 (C-3"), 122.50 (C-
3, C-5), 122.32 (C-57), 123.37 (C-17), 136.60 (C-4"), 149.27 (C-4), 153.73 (C-1), 157.17 (C=0),
153.40 (C-2") ppm.
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10.3.4 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-clorofenil)urea (ALD-4)

Reﬂujo
Acetomtrllo
NH2 cl

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CHsCN y 0.150 g (0.000979 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-
diamina y se dejo en agitacidon durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2
mL de CH3CN con 0.165 g (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-clorofenilo gota a gota, el cual,
previamente se mantuvo en agitacion por media hora debido a la baja solubilidad de este. Una
vez adicionado, se dej6 reaccionar a reflujo. La reaccion fue monitoreada con CCF a los 60
minutos y posteriormente cada hora usando el sistema Il, la duracion de la reaccion fue de 9 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedié a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo
con un peso de 0.206 g y un rendimiento crudo de 68.66%. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol. Se obtuvo un sélido amarillo con un rendimiento final de 51% vy

un punto de fusién con intervalo de 218-219°C.

RMN "H (600 MHz, DMSO-d6) : 6.39 (s, 2H, 2°-NH), 6.79 (d, 1H, H-3", Jo= 9.0 Hz), 7.33 (d,
2H, H-2, H-6, Jo= 8.94 Hz), 7.51 (d, 2H, H-3, H-5, Jo=9.94 Hz), 7.83 (dd, 1H, H-4", Jo: 8.94 Hz
Jm: 2.64 Hz), 7.96 (s, 1H, 1-NH), 8.28 (d, 1H, H-6", Ju= 2.70 Hz), 8.93 (s, 1H, 1-NH) ppm.
RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6) &: 114.14 (C-3°), 120.26 (C-2, C-6), 120.81 (C-6°), 122.47 (C-
4%), 123.14 (C-4), 125.98 (C-17), 129.11 (C-3, C-5), 136.60 (C-1), 139.30 (C-5), 149.42 (C-2"),
153.53 (C=0) ppm.
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10.3.5 sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-etoxifenil)urea (ALD-5)

Refluj ] 0
Acetomtrllo
NH2 o)

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CH3CN y 0.100 g (0.0065 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-diamina
y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2 mL de
CHsCN con 0.103 ml (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-etoxifenilo gota a gota, el cual,
previamente se mantuvo en agitacion por media hora debido a la baja solubilidad de este. Una
vez adicionado, se dej6 reaccionar a reflujo. La reaccion fue monitoreada con CCF a los 60
minutos y posteriormente cada hora usando el sistema Il, la duracion de la reaccion fue de 9 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedié a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo
con un peso de 0.148 g y un rendimiento crudo de 72.19%. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol. Se obtuvo un soélido amarillo con un rendimiento final de 50% y

un punto de fusién con intervalo de 197-199°C.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) 5: 1.3 (t, 3H, H-8), 4.0 (q, 2H, H-7), 6.3 (s, 2H, 1"-NH2), 6.8 (d,
1H, H-6", Jo= 9.0 Hz), 6.9 (d, 2H, H-2, H-6, Jo: 9.15 Hz), 7.4 (d, 2H, H-3, H-5, Jo= 9.0 Hz), 7.8
(dd, 1H, H-5",Jo= 8.85 Hz, Ju= 2.62 Hz), 7.9 (s, H, 1-NH), 8.3 (s, 1H, H-3"), 8.6 (s, 1H, 2"-NH)
ppm.

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 15.4 (C-8), 63.8 (C-7), 114.2 (C-6"), 115.2 (C-3, C-5), 120.1
(C-57), 120.7 (C-2, C-6), 122.1 (C-3°), 123.8 (C-17), 133.30 (C-4), 136.8 (C-1), 149.0 (C-4"),
153.8 (C-2), 154.5 (C=0) ppm.
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10.3.6 sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-fluorofenil)urea (ALD-6)

Reﬂujo
Acetonltrllo
NH2 F

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CH3CN y 0.100 g (0.0065 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-diamina
y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2 mL de
CH3sCN con 0.080 ml (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-fluorobenceno gota a gota. Una vez
adicionado, se dej6 reaccionar a reflujo. Después de agrego 30 % mas de 1-fluoro-4-
isocianatobenceno ya que este se habia consumido casi totalmente y aun habia 4-
nitrobenceno-1,2-diamina. La reaccién fue monitoreada con CCF a los 60 minutos vy
posteriormente cada hora usando el sistema Il, la duracion de la reaccion fue de 9 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedio a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo
con un peso de 0.153 g y un rendimiento crudo de 81.38%. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol/ acetona. Se obtuvo un sélido amarillo con un rendimiento final
de 61% y un punto de fusion de > 280 °C.

RMN "H (600 MHz, DMSO-d6) &: 6.3 (s, 2H, 2"-NH), 6.79 (d, 1H, H-3", Jo= 9.0 Hz), 7.1 (m, 2H,
H-3, H-5), 7.4 (m, 2H, H-2, H-6), 7.83 (dd, 1H, H-4", Jo: 9.0 Hz, Jw: 2.76 Hz), 7.9 (s, 1H, 1-NH),
8.2(d, 1H, H-6", Ju= 2.76 Hz), 8.8 (s, 1H, 1"-NH) ppm.

RMN *3C (150 MHz, DMSO-d6) 5: 114.06 (C-3°), 115.75 (C-3, C-5, “/CF: 22.0 Hz), 120.40 (C-

2, C-6, "'CF: 7.89 Hz), 120.55 (C-4°), 122.30 (C-6°), 123.30 (C-2°), 136.56 (C-1°), 149.26 (C-
5°), 153.66 (C=0), 149.42 (C-2"), 157.90 (C-4, "'CF: 236.64 Hz) ppm.
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10.3.7 sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-metoxifenil)urea (ALD-7)

Refluj ] 0
Acetomtrllo
NH2 O~

(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CH3CN y 0.200 g (0.00130 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-diamina
y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2 mL de
CH3CN con 0.080 ml (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-metoxifenilo gota a gota. Una vez
adicionado, se dejo reaccionar a reflujo. Después de agrego 30 % mas de 1-isocianato-4-
metoxibenceno ya que este se habia consumido casi totalmente y aun habia 4-nitrobenceno-
1,2-diamina. La reaccién fue monitoreada con CCF a los 60 minutos y posteriormente cada hora
usando el sistema I, la duracion de la reaccion fue de 8 h. Posteriormente se rotaevaporo el
disolvente, y una vez eliminado se procedié a afiadir con una pipeta Pasteur 5 mL de agua fria
al matraz, se dej6 en agitacion durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se procedio
a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo con un peso de 0.288 g y un
rendimiento crudo de 73.46 %. El compuesto fue purificado mediante lavados con metanol/
acetona. Se obtuvo un sélido amarillo con un rendimiento final de 63% y un punto de fusién de
216-217 °C.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) d: 3.7 (s, 3H, CHzs), 6.3 (s, 2H, 1-NH), 6.7 (d, 1H, H-6", Jo= 7.7
Hz), 6.8 (d, 2H, H-2, H-6, Jo=7.5 Hz), 7.3 (d, 2H, H-3, H-5, Jo: 7.45 Hz), 7.8 (dd, 1H, H-5",
Jo=9.02 Hz, Ju= 2.64 Hz), 7.87 (s, 1H, 1-NH), 8.3 (d, 1H, H-3", Ju= 2.82 Hz), 8.5 (s, 1H, 2"-NH)
ppm.

RMN "3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 55.7 (C-7), 114.0 (C-6"), 114.5 (C-3, C-5), 120.0 (C-5"),
120.3 (C-2, C-6), 122.0 (C-3°), 123.7 (C-17), 133.2 (C-4), 136.6 (C-1), 148.9 (C-4°), 153.7 (C-
2'), 155.0 (C=0) ppm.
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10.3.8 Sintesis de 1-(2-amino-5-nitrofenil)-3-(4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)urea (ALD-8)

CF;
Reﬂujo
ﬁ \@ Acetonitrilo \@ \@
NH2 o]
(10)

En un matraz bola de 25 mL equipado con parrilla de agitacion, embudo de adicidn de presiones
igualadas, se colocaron 3 mL de CH3CN y 0.100 g (0.0065 mol) de 4-nitrobenceno-1,2-diamina
y se dejo en agitacion durante 10 minutos. Una vez pasado el tiempo se adicionaron 2 mL de
CH3CN con 0.080 ml (1.1 equivalentes) de isocianato de 4-clo-3-trifluorofenilo gota a gota. Una
vez adicionado, se dejé reaccionar a reflujo. Después de agrego 30 % mas de 1-fluoro-4-
isocianatobenceno ya que este se habia consumido casi totalmente y aun habia 4-
nitrobenceno-1,2-diamina. La reaccién fue monitoreada con CCF a los 60 minutos vy
posteriormente cada hora usando el sistema Il, la duracion de la reaccion fue de 9 h.
Posteriormente se rotaevaporo el disolvente, y una vez eliminado se procedio a afiadir con una
pipeta Pasteur 5 mL de agua fria al matraz, se dejé en agitacion durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se procedié a filtrar con vacio el precipitado. Se obtuvo un sélido amarillo
con un peso de 0.153 g y un rendimiento crudo de 81.38%. El compuesto fue purificado
mediante lavados con metanol/ acetona. Se obtuvo un sélido amarillo con un rendimiento final
de 61% y un punto de fusion de > 280 NP.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) &: 6.44 (s, 2H, 2"-NHz2), 6.79 (d, 1H, H-3", Jo= 9.15 Hz), 7.61 (d,
1H, H-3, Jo= 8.65 Hz), 7.67 (dd, 1H, H-2,Ju=2.75 Hz, Jo= 8.85 Hz), 7.85 (dd, 1H, H-4", Jm: 2.75
Hz, Jo= 8.85 Hz), 8.07 (s, 1H, 1-NH), 8.12 (d, 1H, H-6, Ju= 2.62 Hz), 8.20 (d, 1H, H-6", Ju= 2.62
Hz), 9.27 (s, 1H, 1°-NH) ppm.

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 114.30 (C-6°), 117.43 (C-6), 121.83 (C-2), 122.66 (C-1'),
123.10 (C-57), 123.50 (CF3), 123.71 (C-37), 127.49 (C-5), 136.55 (C-1), 140.11 (C-2°), 150.13
(C-47), 153.72 (C=0) ppm.
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elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

JUDITH GONZALEZ CHRISTEN | Fecha:2026-08-27 10:01:55 | FIRMANTE
BDTwD+llgnd46dgjNUacG551BTdK3GUIBQAUGVSCIRAZZGE4ADWIIVWE]1Bow/tJzg5dWd4TPYO0JIWTFrJpQzchIXIICOnPk7FA9edZt8 JPQFCPOCTQCa4CcnoCusbP8xwES

Vb70InMtyrimvDR7SLDQ28+LxkkGnVa93MY]E6XB4L4Z161gXZ1B0GirC4QWHW]jONL75vtZoljiwu2c061BDNb6IpJcWqgK0/eSzN7TAUC1eQL3v5Puvxz7eisUAwSeS/6z9
Wmg3iiFhueXSeU4kS7megGCXyFuPA3LT9pJnclSTMmM5qWnJIBZONGGbKIFhmbt3GIQAuesn+AQOXOP/UAw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o

escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

QajsZiN3b

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OQc4lueDNErkI8fa4DW3UWLQYPutpsbS
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OQc4IueDNErkI8fa4DW3UWLQYPutpsbS

-
\Ja(cultad de Farmacia

Comcimiento ai servicio de la saind UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Aldair Castillo Agustin

Titulo de la tesis: “DISENO, SINTESIS Y BIOEVALUACION DE 5-
NITROFENILUREAS COMO AGENTES ANTIPARASITARIOS”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: _ Dr. Carlos Martinez Conde

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. Carlos Martinez Conde 24/08/26
Firma del miembro del jurado Fecha
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

CARLOS MARTINEZ CONDE | Fecha:2026-08-24 10:00:08 | FIRMANTE
e4WPv5/mbyUtBm5Kv67XiSjfwe7205tWr50J/WYACImguf7eEPRPT4HPMjWX6moDnRIrv71kna2N1KQxILNbRDfPYG49k2l/UKTEJJNQuUIL60cnRbYruYqVDueCFiPlcdoyaf

02iXqUMcwYv3eBzTXGKmcCSgA+ucjsCuWOjGW7jlaY GwhqBstjovHsFSF9s/6J1jf460gSBHzXvBTt2rtjQdmMqu64CrxrfakZmS2iyKojdIvGsrI2IOEGvoY CMsqVjVLQWAX9H(q
hVwk6seTenVH9Ijrztsz5|AhgopVopWMcudovVmmxenL/h4u2KsKXnWbdQf30gqq9JC59g6Xpw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o

escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

WOHZaRXIf

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/0Po0prT5gehKB1tEjhnHQNMZ8d575DUg
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/0Po0prT5gehKB1tEjhnHQNMZ8d575DUg

-
\Ja(cultad de Farmacia

Comcimiento ai servicio de la saind UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Aldair Castillo Agustin

Titulo de la tesis: “DISENO, SINTESIS Y BIOEVALUACION DE 5-
NITROFENILUREAS COMO AGENTES ANTIPARASITARIOS”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: _Dra. Angélica Flores Flores

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dra. Angélica Flores Flores 24/08/26
Firma del miembro del jurado Fecha
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

ANGELICA FLORES FLORES | Fecha:2026-08-26 19:30:12 | FIRMANTE
pEdylJDGDKr1Nd38Pc+xcv85JO0pMAA+kOg8Ig+bY9IHOkA0QQ4JVIHI3276QhqzZ7J9XBPRLUMoggKImyjHgAU5Ku8kpS9VLIaCpUpffloJEKpGTdgpll5/ypl5xobxUxNy4dvrr3

5d0ia83rZ69Zg8xtkIXXIGFWIX]jtDIXR+6YAVa+8+E+8ZkJIJFruW+ZX/AmrYNCMoH/ECsMNqc17w2NYuyyW0obEC/56JbltPuzjzYWq82DgPG1k90cFVQvnUPh/siwzkrmVWo
HKKXvsUGkhxsYOP4fxeF44SAk+LzfBj92ILhLnRPb2/wBiaEMP5wG1deVFjJSFICbI28J5290Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o

escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

N38wJf7Ky

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Qo2PYiclrEonFJPk05LoG09Z8ayZY Piv
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Qo2PYic1rEonFJPk05LoGo9Z8ayZYPiv

-
\Ja(cultad de Farmacia

Comcimiento ai servicio de la saind UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Aldair Castillo Agustin

Titulo de la tesis: “DISENO, SINTESIS Y BIOEVALUACION DE 5-
NITROFENILUREAS COMO AGENTES ANTIPARASITARIOS”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: _Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:

La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez 24/08/26
Firma del miembro del jurado Fecha
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

JUAN GABRIEL NAVARRETE VAZQUEZ | Fecha:2026-08-24 13:19:50 | FIRMANTE
TNzZ6RZ/1IKhmM2NHNB3FmIERgL3/jhzfAo5igcgHv+KOLX7SBHrM6Rwxc5/IGRbVD30Uk1rgGy93c3Yw6LqTeOsQAdOVNpRGEKB9s4RJ83MUFoLPo4viwgJOVU+5kmbz

PvQxty5b63LmOD7fC2HQVT8HDWWY QhC8f/fsV2K2tPJV8UD9cpbDCHb96 T1GW75BeuX3gtuYLo8WviOr4a5Bi50SMNNdE+usAp9dLevK1x7By7omKcl3df/ORffykjgPl+eSx
ESL3p+h88H+MQ3yJJUURFKhrLg6LpO0IxgcTWqIDX+iXSxyvyl14YUDwpS3eAzrra8lIES2YES8Ab4dghw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o

escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

EDtc6bzgP

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hHrO9jPSwwn5Qv94TFcuHgCODjM8j8VM

90 UAEM
= NI


https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hHrO9jPSwwn5Qv94TFcuHqCODjM8j8VM

