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Las quinoxalinas constituyen un sistema heterociclico presente en numerosos compuestos con
demostrada y variada actividad biologica. Teniendo ello en cuenta, en este trabajo de Tesis
Doctoral se ha abordado el disefio y la sintesis de compuestos quinoxalinicos con potencial

aplicacién como agentes quimioterapicos.

Con el fin de contribuir al disefio de nuevos compuestos con potencial actividad anti-HIV y/o
antichagasica, ya sea a través de su accion inhibitoria sobre la transcriptasa reversa del virus de
la inmunodeficiencia humana o de su inhibiciobn de la cruzipaina, enzima esencial para el
desarrollo del ciclo de vida del Trypanosoma cruzi, en este trabajo de Tesis Doctoral se han
empleado varias estrategias de disefio de farmacos asistido por computadora para disefiar

posibles inhibidores de los mencionados sistemas enzimaticos con estructura quinoxalinica.

A partir de los resultados alcanzados mediante el disefio de novo o a través del cribado virtual se
propusieron un total de veinticinco compuestos quinoxalinicos que podrian resultar inhibidores de
la transcripsa reversa y diez, muchos de ellos comunes al primer grupo, posibles ligandos de la
cruzipaina. Estos compuestos fueron sintetizados empleando algunas metodologias habituales
para la sintesis de quinoxalinas a las cuales se les introdujeron modificaciones que permitieron su
optimizacion, tales como el empleo de radiacibn microondas como fuente de energia. De esta
manera se aporta una ruta sintética lineal, sencilla y eficiente para la obtencion de 8 compuestos

guinoxalinicos no descriptos en la bibliografia previamente.

Se iniciaron los estudios de la potencial actividad antichagasica de los compuestos disefiados y
sintetizados dejando planteada la posibilidad de que ensayos posteriores contribuyan a demostrar
la actividad de los mismos y la utilidad de los métodos computacionales en el disefio de nuevos

compuestos quinoxalinicos activos.

El Capitulo I, de la presente tesis, corresponde a la Introduccién, donde se relatan las
generalidades del disefio de farmacos y la contribucion de la quimica computacional al mismo,
como asi también una breve descripcidbn sobre las actividades biolégicas de compuestos
quinoxalinicos. Se incluye una descripcibn somera de los aspectos mas relevantes respecto del
Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA) y de la enfermedad de Chagas, dado que son
objetivos de esta Tesis Doctoral el disefio de inhibidores de dos posibles blancos terapéuticos
implicados en la terapia de esas patologias: la transcriptasa reversa (TR) del virus de la

inmunodeficiencia humana (HIV) y la cruzipaina (CP) del Trypanosoma cruzi.

El Capitulo Il comprende el disefio de los compuestos con potencial actividad inhibitoria de la TR y
de la CP mediante el empleo de distintas herramientas computacionales, tales como cribado
virtual, QSAR 3D, docking y dindmica molecular, entre otras, para el disefio de inhibidores de la

TR y disefio de novo para ligandos de la CP. El capitulo incluye la metodologia empleada.
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En el Capitulo Il se describe la sintesis y la caracterizacion de una veintena de quinoxalinas
sustituidas, potencialmente activas, de acuerdo al disefio realizado en el capitulo II. Al final del

capitulo se incluye la parte experimental correspondiente.
En la ultima parte, Conclusiones generales y perspectivas, se da cuenta de las conclusiones
generales del mismo en los dos aspectos abordados en esta Tesis y se sefialan las perspectivas

gue surgen a partir del trabajo realizado.

Al final de la Tesis se incluye la Bibliografia a la que se hace referencia en todo el manuscrito.
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1 Introduccion

1.1 Desarrollo de farmacos

El desarrollo de farmacos es un proceso prolongado, de alto costo y riesgo. Existe una gran
probabilidad de fracaso dado que la mayoria de los candidatos a farmacos no supera las pruebas
de seguridad y eficacia clinica en animales de experimentacion. El costo total de este proceso,
gue involucra muchas etapas de investigacion a largo plazo, se estima que es de alrededor de
1400 millones de doélares por droga que sale al mercado’ y requiere un periodo de desarrollo que
varia entre 10 y 15 afios (figura 1.1).

La necesidad de contar con opciones terapéuticas mejoradas, o hallar nuevos blancos de accion
sobre patologias que puedan ser tratadas farmacolégicamente es el motor que pone en marcha la
intensa investigacion que se realiza en la busqueda de moléculas bioactivas. En este sentido, el
desarrollo de nuevos farmacos es un area de sumo interés ya sea en politicas de salud publica,

como asi también en la industria farmacéutica.

Etapa pre-clinica

U
Seleccion de compuestos Testeo de eficacia y toxicidad Estudios de formulacion,
a estudiar. Sintesis de in vitro e in vivo. Optimizacion. estabilidad, sintesis a gran
nuevos compuestos. Seleccién del cabeza de serie. escala y toxicidad crénica in
Estudios de toxicidad y vivo.
farmacocinética en animales.

Etapa clinica

=,

Aprobacion y Revision de datos Fase llI: confirmacion de dosis y Fase II: estudios de Fase |: estudios de
comercializacion presentados. régimen de administracion en un eficacia y rango de tolerabilidad en
de la droga. gran nimero de pacientes. dosis en pacientes. humanos voluntarios.

Figura 1.1 Etapas en el desarrollo de un farmaco. Imagen adaptada de Lombardino, J.G. 2004. *

El proceso se inicia con la identificacién de estructuras quimicas que pudieran resultar nuevos
cabezas de serie 0 hits en relacion a una actividad biolégica determinada. Estos pueden provenir
de la sintesis quimica, de fuentes naturales o de procesos biotecnolédgicos y su preparacion y/o
aislamiento debe estar seguido de la caracterizacion estructural de los compuestos elegidos.

Exceptuando los casos en los que se han identificado cabezas de serie fortuitamente, como el
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hallazgo de la penicilina, o los resultantes de observar efectos secundarios de farmacos ya
existentes, como seria el caso de las sulfas hipoglucemiantes, en la busqueda de nuevos cabezas

de serie se distinguen dos metodologias: métodos de cribado y métodos de disefio (tabla 1.1).

Las estrategias tradicionales para la identificacion del compuesto cabeza de serie estan basadas
en esquemas de cribado (screening) y resultan de ensayar una variedad de compuestos sobre
una actividad biologica (aleatorio), un compuesto sobre una variedad de actividades biolégicas
(exhaustivo), o una variedad de compuestos sobre una variedad de actividades bioldgicas
(combinado). Un perfeccionamiento de las estrategias de cribado deriva en los métodos de
cribado de alto rendimiento (High-Throughput Screening o HTS) los cuales emplean kits de testeo
biol6gico y sistemas robotizados para la automatizacion de los distintos ensayos, combinacion que
facilita el proceso de hallazgo y permite el analisis de una gran poblacién de compuestos.

Por otra parte, las estrategias basadas en métodos de disefio se fundamentan sobre modelos
tedricos de relacion estructura-actividad (REA) para estimar la actividad del compuesto cabeza de
serie con respecto a un blanco biolégico, evitando en una primera instancia la sintesis de los
candidatos. Estos modelos teéricos se construyen a partir de informacién experimental, que puede

provenir del conocimiento:

A) De rutas metabdlicas o procesos biol6gicos implicados en una patologia, lo que
normalmente conduce al disefio de compuestos que conservan cierta analogia con los

sustratos o mediadores naturales implicados en el proceso.
B) De compuestos con actividad biolégica conocida.

C) De la estructura del blanco bioldgico involucrado. El procesamiento de esta informacién
es en mayor o menor medida realizado por técnicas computacionales, resultando de
este modo la quimica computacional una nueva area involucrada en el hallazgo de

farmacos.

Resulta crucial disponer de una quimioteca para aplicar los métodos de cribado, mientras que los
métodos de disefio se desarrollan en base a la sintesis quimica y los ensayos biolégicos de unos
pocos compuestos. Por esto, los métodos de disefio son, en principio, menos costosos y con

menor impacto ambiental.
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Tabla 1.1 Cuadro comparativo entre los métodos de hallazgo

Métodos de Disefio Métodos de Cribado

Farmacéforo Necesita modelo No necesita modelo

Extractos naturales, quimiotecas
Fuente Sintesis dirigida comerciales, Sintesis orientada a la
diversidad; quimica combinatoria

Estimado, requiere confirmacion

Prototipo mediante ensayo biol6gico

A partir de prueba directa

Equipamiento para laboratorio
Costo inicial Equipamiento para cGmputo reactivos, intermediarios
solventes, insumos quimicos
Los reactivos e insumos se tienen que

volver a adquirir para estudiar otros blancos
biolégicos

El equipamiento se puede reutilizar

Reciclado . S
para estudiar otros blancos biolégicos

Una vez que un compuesto es identificado, sintetizado y su perfil farmacolégico es definido, la
etapa pre-clinica continla con ensayos sobre animales de experimentacion para evaluar la
eficacia y toxicidad de los mismos. A partir de los resultados hallados, el compuesto puede
definirse como prototipo y queda sujeto a cambios estructurales con el fin de hallar analogos que
mejoren las propiedades indeseables detectadas en las primeras etapas de evaluacién biol6gica.
Como resultado, el anadlogo que relna las mejores condiciones pasara a la siguiente etapa de

desarrollo como compuesto lider.

Finalmente, en la etapa clinica, tiene lugar la evaluacién secuencial del principio activo en
humanos voluntarios. ComUnmente esta etapa consiste en tres fases: primero se evalla la
tolerabilidad del mismo (fase 1), luego la eficacia y el rango de dosis (fase Il) y finalmente, en un
estudio mas amplio, se confirman las dosis y el régimen de administracion (fase Ill). Una vez
finalizados estos estudios, los datos son presentados ante el organismo gubernamental

correspondiente para la aprobacion del candidato a farmaco.?

1.2 Disefo de farmacos asistido por computadora

Se denomina disefio de farmacos asistido por computadora (CADD) al area de la quimica

computacional que estudia los modelos de REA empleando herramientas de computo.

El proceso de disefio de compuestos activos sobre un blanco biolégico comienza con la creacién
de modelos farmacoféricos o aproximaciones a ellos. Un farmacoéforo se define como un conjunto
de elementos estructurales presentes en un compuesto quimico, denominado normalmente
ligando, que determinan el grado de complementariedad o afinidad por un sitio de unién a un
blanco biolégico (macromolécula). Estos modelos son estudiados por medio de métodos

computacionales o in silico a partir de la informacion aportada desde distintas disciplinas de la
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quimica y la biologia. El farmacdéforo puede ser descripto de forma directa si se dispone de la
estructura tridimensional del blanco biolégico (aproximacién directa), o bien de manera indirecta
cuando se emplean modelos de correlacion estructura-actividad entre propiedades fisicoquimicas

o descriptores moleculares y su actividad biologica (aproximacion indirecta).

Sobre estas aproximaciones se han desarrollado diversos protocolos de exploracion para la
identificacion de un compuesto activo, que de acuerdo a como conducen a la identificacion del
mismo, se los agrupa en dos tipos: a) métodos de cribado virtual (CV) y b) métodos de disefio de-
novo (figura 1.2).>*

A B - .
Quimioteca virtual [ WI i “l
l vHTS l
Seleccion de dentificacion del
compuestos | |dentificacion &
10 compuestos de CS _ |
l Ensayo Docking de fragmentos
biclogico
\ |
Compuestos Activos Coneccion de fragmentos
1 REAy sintesis | Optimizacion |

de analogos Tde cs Evaluacion de esqueletos

completos

Figura 1.2 Protocolo de cribado virtual (A) y métodos de novo (B). CS: Cabeza de serie.®

1.2.1 Métodos de aproximacioén directa

Son métodos que necesitan del modelo tridimensional del blanco biolégico, el cual puede ser
obtenido por caracterizacion estructural empleando técnicas de difraccion de rayos X (DRX),
resonancia magnética nuclear (RMN) o utilizando técnicas de modelado por homologia. La
estructura tridimensional es utilizada para explorar el espacio quimico mediante docking, o bien

para disefiar de novo compuestos a partir de la complementariedad con el sitio de unién.®

Las técnicas de docking permiten evaluar la actividad potencial de un compuesto por generacion
de modelos de interaccion ligando-blanco (figura 1.3). Estos constan de juegos conformacionales
de ligandos confinados en una region de la molécula blanco, siendo cada conférmero, junto con la
orientacion espacial adoptada, un modo de unién del ligando. Estos modelos de interaccion son
logrados por un proceso de dos etapas: 1) generar el conférmero a partir de alguna técnica de
generacion de los mismos, y 2) estimar los descriptores termodindmicos de interaccion ligando-

blanco por medio de una funcion de scoring.
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Figura 1.3 Representacion gréafica de los resultados de un estudio de docking: el
ligando (color blanco) emplazado en su sitio de unién (contorno de color) y sus
interacciones polares (puntos amarillos). La imagen se realiz6 a partir del
complejo ligando-macromolécula PDB: 1ME4.

Para mejorar el valor predictivo de la interaccion ligando-blanco existen a su vez esquemas de
trabajo que incluyen estimaciones de la energia de interaccion por medio de estudios de dinamica
molecular, entre los que se pueden citar: LIE (linear interaction energy), MM-PBSA (molecular
mechanics Poisson-Boltzmann surface area) y perturbacién de energia libre (FEP, free energy
perturbation).

1.2.2 Métodos de aproximacion indirecta
Los mismos pueden dividirse de manera general de acuerdo a la siguiente clasificacion:

Relacion estructura-actividad cuantificada (QSAR): Son metodologias esencialmente
estadisticas que buscan desarrollar modelos de correlacion de propiedades. Descripto
originalmente por Hansch® y Free,” en el caso particular de QSAR (acrénimo del inglés:
guantitative structure-activity relationship) se busca correlacionar propiedades fisicoquimicas de
una molécula (como descriptores moleculares) con la actividad biolégica observada. Las
expresiones mas sencillas de estos modelos normalmente adoptan la forma lineal

multiparamétrica, mostrada en la siguiente ecuacion:

log L = an+b.RM+c.oc
[CE]
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Donde: CE es la concentracion efectiva a la cual se observa una propiedad biol6gica, n es un
descriptor de lipofilicidad, RM un descriptor estérico y ¢ un descriptor electronico. Los coeficientes

a, by c se obtienen por un método de regresion.

Los aspectos mas importantes a tener en cuenta para desarrollar un modelo de QSAR son: el
modelo biolégico usado en la determinacion de la actividad, la calidad de los descriptores y la
rigurosidad estadistica empleada en el analisis de correlacion. Los mismos se describen

brevemente a continuacion:

= Ensayo bioldgico: la rigurosidad del ensayo permitird llegar a conclusiones con distinto
grado de certeza sobre lo estudiado. Por ejemplo, un ensayo in vitro directamente sobre el
blanco biol6gico permitirA establecer descripciones mas detalladas que un ensayo

realizado in vivo.

= (Calidad de los descriptores: tienen la propiedad de cuantificar alguna caracteristica de los
compuestos candidatos. Pueden tener su correlato con determinaciones experimentales de
propiedades quimicas o fisicas, o pueden ser métricas determinadas a través de modelos

tedricos.

* Rigurosidad estadistica: la cantidad de observaciones, la cantidad de descriptores
(variables a regresar), y el grado de independencia de las variables a regresar definen la

metodologia de regresion:

= Simple o multivariante: para estos se hace de especial importancia que el nUmero
de observaciones supere al numero de descriptores, y en el caso multivariante que

los descriptores tengan la méaxima independencia entre si (ortogonalidad).

= Minimos cuadrados parciales (PLS): es especialmente apta cuando el numero de
variables a regresar superan al numero de observaciones o cuando existe

multicolinealidad entre ellas.

En particular, los descriptores moleculares pueden ser clasificados en: 1D, que especifican datos
de tipo presencia/ausencia de restos o magnitudes fisicoquimicas; 2D, que incluyen informacién
topoldgica, como la conectividad molecular y 3D, cuando contemplan la estructura tridimensional
de la molécula. En lo que se refiere a la medida de similitud, se utilizan métricas como coeficientes
de similitud y distancia. Muchos de estos descriptores o meétricas resultan sensibles a la
conformacion de los ligandos, lo cual es importante tener en cuenta durante el desarrollo de los

modelos y el andlisis posterior de los candidatos.®
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Shape-matching: Utilizan como plantilla el modelo de un ligando con actividad conocida y
determinan la potencialidad de los compuestos candidatos en ser un compuesto activo, a través
de un analisis de semejanza sobre superposicion estructural de ligandos. El analisis de semejanza

se puede realizar por grillas de potenciales o empleando descriptores moleculares 3D.% *°

1.3 Quinoxalinas

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se buscé orientar la sintesis de compuestos
quinoxalinicos con potencial actividad quimioterapica, empleando técnicas de disefio asistido por
computadora. Particularmente, por cuestiones de analogia estructural con compuestos de
actividad conocida, se estudiaron por un lado, quinoxalinas que puedan resultar activas en el
tratamiento del SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida), y por otro posibles compuestos
quinoxalinicos que pudieran presentar actividad antichagésica. Sin embargo, no es de menor
importancia, estudiar el espacio quimico de las mismas en relaciébn a otros usos, a fin de dar

cuenta de su versatilidad y de la importancia de su sintesis.

La quinoxalina es un sistema aromatico heterociclico nitrogenado resultante de la fusion de un
anillo de benceno con un anillo de pirazina, el cual recibe el nombre IUPAC de benzopirazina
(figura 1.4), aunque el uso del nombre trivial “quinoxalina” también esta aceptado para su

nomenclatura oficial.

8 1
L
—
6 N
5 4

Figura 1.4 Estructura de la quinoxalina

Junto a sus derivados parcialmente saturados conforman una familia de compuestos con una
base estructural emparentada que, convenientemente sustituidos, ofrecen una amplia variedad de
heterociclos con interesantes aplicaciones en tecnologia de materiales y desarrollo de compuestos

con actividad bioldgica.

En tecnologia de materiales se pueden citar polimeros electrocromicos (figura 1.5 A),** polimeros
para celdas solares utilizados para la obtencion de energia (figura 1.5 B)*? y diodos orgéanicos de
emision de luz (OLED, figura 1.5 C)*® utilizados para la fabricacion de pantallas de dispositivos
como celulares, computadoras portatiles y televisores. Los materiales fabricados con estos
compuestos organicos resultan ser “mas amigables” para el medio ambiente, ademas de permitir

la construccién de dispositivos con caracteristicas mecénicas novedosas.
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Figura 1.5 Quinoxalinas aplicadas en tecnologia de materiales.

En la bibliografia se encuentran descriptas, ademas de las quinoxalinas aromaticas, una gran
variedad de ndcleos quinoxalinicos con su sistema aromatico parcialmente saturado tales como:
las 1,2-dihidroquinoxalin-2-onas, las 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-onas vy las 1,2,3,4-

tehrahidroguinoxalin-2,3-dionas (figura 1.6).

H
H
N._X N X R
Crx I s
VR VR L X
R N0
X=0,8 X=0,S R

1,2-dihidroquinoxalin-2-onas 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-onas 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2,3-dionas

Figura 1.6 Quinoxalinas parcialmente saturadas.

Entre las mudltiples actividades bioldgicas publicadas para compuestos quinoxalinicos se
encuentran descriptos sus efectos anticancerigenos, anticonvulsivantes, antiinflamatorios,
antichagasicos, antimicrobianos y antirretrovirales. La variedad de actividades descriptas para
moléculas que contienen este nucleo heterociclico en su estructura, hacen del mismo un atractivo
motivo estructural para continuar con la busqueda de nuevos farmacos conteniendo dicha
estructura. A modo de resumen, se muestran a continuacion los ejemplos mas relevantes respecto
de la presencia de las quinoxalinas como motivos estructurales presentes en compuestos

biol6gicamente activos.

1.3.1 Actividad biolégica asociada a la farmacologia de receptores y canales.

Antagonistas a receptores de adenosina Al y A3: Los receptores de adenosina Al, A2 y A3
tienen la capacidad de modular varios sistemas efectores celulares como adenilato ciclasa,
canales de potasio y calcio, fosfolipasa C o D y guanilato ciclasa. Diversos agonistas y
antagonistas de los mismos, conteniendo un anillo de quinoxalina en su estructura, han sido

propuestos para el tratamiento de un amplio rango de patologias. En particular se ha descripto
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gque antagonistas del receptor A1 (QNX1 en figura 1.7) podrian resultar eficaces para el
tratamiento del Alzheimer, déficit cognitivos y bradiarritmias cardiacas, mientras que los
antagonistas para los receptores A3 (QNX2 en figura 1.7) podrian resultar interesantes para el

tratamiento del glaucoma, apoplejia, antiasmaticos y antiinflamatorios.™
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Figura 1.7 Quinoxalinas activas sobre receptores.

Ansioliticos de accidon antagonista a benzodiazepinas: La QNX3 resultdé ser un agonista
parcial de alta afinidad por los receptores GABA, con bajos efectos sedativos y con buena
capacidad para antagonizar los efectos del diazepam, respecto a la reduccion de la capacidad
motora, amnesia y baja respuesta al estimulo. La analoga QNX4 también presenta un perfil similar

de accion.®

Antagonistas AMPA: Derivados de quinoxalin-2,3-dionas han demostrado ser potentes
antagonistas a los receptores de AMPA, siendo eficaces como antiepilépticos y neuroprotectores
en modelos de accidentes cerebrovasculares. La QNX5 es utilizada como estandar de referencia
en la evaluacién de nuevos compuestos antagonistas de AMPA y motivo estructural de partida
para la farmacomodulacion de analogos. Relacionados con esta actividad se han descripto

compuestos, tales como la QNX6 mostrada en la figura 1.7.*°

1.3.2 Inhibidores de transportadores de membranay de la cascada de coagulacion

Inhibidores de glicoproteina-P y MRP1: Uno de los mayores problemas en la quimioterapia
contra el cancer se da por la resistencia que desarrollan las células cancerosas contra los
farmacos anticancerigenos. Esta resistencia suele ocurrir por la sobreexpresion de proteinas
transportadoras de membrana que tienen la capacidad de transportar farmacos fuera de la célula.

Sobre este fendmeno se estudian compuestos que resulten inhibidores de dichos transportadores,
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con el fin de encontrar coadyuvantes de la terapia contra el cancer. Se han propuesto derivados
de quinoxalin-2-onas, tales como las QNX7 y QNX8 (figura 1.8) como potentes inhibidores de los

transportadores MRP1 y glicoproteina-P."

Antitrombaticos: En relacidbn a los agentes con actividad anticoagulante se han encontrado
compuestos conteniendo estructura de quinoxalin-2-ona, tales como la QNX9 (figura 1.8) que
resultaron inhibidores del factor Xa de la cascada de coagulaciéon, que han demostrado un

bloqueo de la produccion de trombina a partir de protrombina y en Gltima instancia disminucién de

Cl CHs NH
: N__O
N cl NH,

la sintesis de fibrina.*®
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Figura 1.8 inhibidoras de MRP1 (QNX7 y 8) y antitromboticas (QNX9).

1.3.3 Antimicrobianos

En la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos las técnicas de estudio derivan en el cribado
de compuestos activos sobre el crecimiento de una poblacién microbiana. De estos estudios se
han podido identificar las siguientes estructuras quinoxalinicas (figura 1.9): la QNX10 activa frente
a aureus, Bacillus cereus, Serratia marcesens, Proteus merabitis, Aspergillus ochraceus,
Penicillium chrysogenum, la QNX11 activa frente a Mycobacterium tuberculosis, la QNX12 activa
frente a Staphyloccus aureus, Bacillus subtilis, y Escherichia coli, la QNX13 y analogos con
actividad inhibitoria frente a Staphyloccus aureus y Escherichia coli. Derivados de la QNX14
demostraron actividad sobre Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium y la QNX15,
resultdé activa frente a Chrysosporium keratinophilum, Staphyloccus aureus, Bacillus cereus,

Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli.'*?®
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Figura 1.9 Quinoxalinas con actividad antimicrobiana.

1.3.4 Anticancerigenos

Inhibidores de serin-treonin kinasa STK33: Las serin-treonin kinasas son una serie de
proteinas de membrana con capacidad de GTP-asa codificadas por el oncogén RAS y estan
intimamente relacionadas con la traduccién de sefiales de factores de crecimiento. Mutaciones
sobre este oncogén otorgan a las células la capacidad de “inmortalizarse” y su incidencia es
hallada en el 30% de los canceres humanos. Especificamente, se lo ha encontrado en un 90% de
los canceres pancreéticos, en un 50% en canceres de colon y en un 25% de los adenocarcinomas
de pulmén. También se encontré que STK33 tiene una funcién critica en la supervivencia de
lineas células hematopoyéticas cancerosas tales como leucemia mieloide, mieloma mudltiple y
leucemia linfoblastica aguda. Recientemente, se han hallado compuestos inhibidores de STK33,
derivados de quinoxalin-2-onas, tales como la QNX16 (figura 1.10), altamente selectivos y con

actividades del orden nanomolar (0.014 pM).**
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Figura 1.10 Quinoxalinas con actividad antineoplasica.

Inhibidores de poli(ADP-ribosa)polimerasa-1 (PARP-1): La PARP-1 corresponde a una familia
de enzimas nucleares, la mas abundante, relacionada con los procesos de reparacion del ADN y
regulacion de la apoptosis. La células tumorales tienen comprometidos sus mecanismos de
reparacion del ADN, siendo mas dependientes de la actividad de PARP-1 para su supervivencia
frente agentes quimioterapicos que actlan dafiando el ADN. Entre estos inhibidores pueden
mencionarse las pirrolo[1,2-c]quinoxalin-2-onas tal como la QNX17 (figura 1.10) con capacidad de

actuar como coadyuvante en terapias que involucren mecanismos de dafio al ADN.?

Quinoxalinas inhibidoras de la telomerasa: La telomerasa es la enzima que tiene como funcién
el mantenimiento de los telédmeros, los cuales tienen un papel importante en el reloj vital de la
célula. El acortamiento de los mismos significa envejecimiento celular. La actividad de la
telomerasa se halla aumentada en la mayoria de las células cancerosas, haciendo que la misma
sea un blanco para el desarrollo de farmacos contra su actividad. En relacién a esto se encontré
que la 2,3,7-tricloro-5-nitro-quinoxalina (QNX18, figura 1.10) posee una alta actividad anti-

telomerasa.?®

Derivados de quinoxalinas modificadores del potencial redox: Son N-6xidos de quinoxalinas
con alta selectividad sobre tumores que mantienen ambientes hipéxicos en su interior. Se ha
establecido que para analogos como la tirapazamina (QNX19, figura 1.10) cuanto mas negativo es
el potencial de reduccion mayor es la selectividad por el tejido hipdxico. Su mecanismo de accién

podria estar relacionado con la modificacion del potencial de membrana mitocondrial llevando a la
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célula a un proceso apoptoético. Dentro de este tipo de compuestos también se puede mencionar
la QNX20 (figura 1.10).%’

1.3.5 Antichagésicos

20 e
g gy,

QNX21 QNX22

Figura 1.11 Quinoxalinas con actividad antichagésica.

A partir de estudios de cribado se han identificado quinoxalinas con actividad tripanosomicida: la
QNX21 (figura 1.11)*®® con actividad comparable al nifurtimox (droga de actual uso en el
tratamiento contra el Chagas) para la que se propone su accion por inhibicion de la enzima
cruzipaina, involucrada en la patogénesis de T. cruzi y la QNX22% con capacidad de inhibir a la

tripanotiona reductasa, enzima crucial para el metabolismo redox del microorganismo.
1.3.6 Antirretrovirales

Se han publicado anédlogos de 1,2,3,4-tetrahidro-quinoxalin-2-onas (QNX23 y QNX24, figura 1.12)
con potente accion inhibidora de la TR, enzima crucial para la reproduccion del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV), agente etiol6gico del SIDA. Los mismos corresponden al grupo

de los denominados inhibidores no nucleosidicos de la TR (INNTR).% 3!

X LK
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A

QNX23 QNX24
Figura 1.12 Quinoxalinas inhibidoras de la TR.
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1.4 Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Como se coment6 previamente, una de las areas de interés es el estudio de quinoxalinas como
potenciales agentes antirretrovirales en el tratamiento del SIDA, dado que las mismas poseen una

alta analogia estructural con compuestos con actividad antiviral conocida.

El SIDA es una enfermedad del sistema inmunitario producida por el HIV, el cual causa una
severa inmunodepresion provocando que el organismo no sea capaz de ofrecer una respuesta
inmune eficiente y llevando en la mayoria de los casos a la muerte. Constituye sin duda la primera
pandemia de la segunda mitad del siglo XX. Detectado en 1981, sus origenes hay que buscarlos
en Africa Central donde, en la década de 1950, probablemente se produjo la primera infeccion en
un ser humano. Luego desde esa zona se propag6 al Caribe y posteriormente a Estados Unidos y
Europa. Hoy en dia, de acuerdo con el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el
HIV/SIDA (ONUSIDA) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), existen alrededor de 34
millones de personas infectadas por HIV, entre las que se distinguen 2,2 millones de nifios
menores de 15 afios infectados (datos de 2011). En 2011 se registraron 2,5 millones de nuevos

casos y 2,1 millones de muertes causadas por el SIDA.3* %

La inmunodepresion observada en los pacientes que desarrollan el SIDA por infeccién con HIV, se
debe principalmente a la reduccién en el nidmero de linfocitos T helper (T4), los cuales son
reconocidos por el virus por expresar la proteina de superficie CD4 entre otras. Este tipo de
células tienen un rol fundamental en el funcionamiento del sistema inmunolégico ya que
intervienen en la mayoria de las respuestas en donde la generacién de anticuerpos es clave. Las
células T4 a su vez asisten en la maduracién de células T efectoras, como son los linfocitos T

citotoxicos CD8+, y pueden tener actividad citotoxica por si mismas.

En el inicio de la infeccion por HIV, los linfocitos T4 virus-especificos son estimulados a proliferar
por los antigenos virales, sin embargo, el virus infecta y se replica en células activadas de este
tipo llevandolas a la destruccion. Al mismo tiempo, tiene lugar la expansion de linfocitos T CD8+
virus-especificos que coincide con la disminucién de la viremia. Dado que la proliferacion de estos
ultimos es dependiente de los linfocitos T4, entra en juego un fino balance entre la poblacién de
linfocitos CD4+ y CD8+ activados, en el control de la infeccion. La poblacion de células T4 cae
inicialmente con la infeccién, pero luego se recupera durante la fase no sintomatica de la
enfermedad. En este punto el virus infecta otros tipos celulares y comienza a multiplicarse en los
organos linfoides. A largo plazo, la poblacion de células T4 funcionales cae a niveles en los que el
sistema inmune no puede responder eficientemente. Entre las alteraciones del sistema inmune

causadas por el HIV se encuentran: deficiencia de T4, niveles bajos de linfocitos, respuesta a
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antigenos e inmunogenos disminuida, funcién reducida de otras células inmunes (macrofagos,

células dendriticas, células NK) y pérdida de la estructura de los nédulos linfaticos.?*3¢

Estas alteraciones llevan a la pérdida de funcionalidad del sistema inmunolégico, haciendo que el
individuo sea susceptible a infecciones oportunistas y a desarrollar ciertos tipos de neoplasias que

eventualmente llevan a la muerte del paciente.

1.4.1 El virus de inmunodeficiencia humana: composicion y genoma.

El virus del SIDA es un retrovirus, perteneciente a una gran familia de lentivirus de acido
ribonucleico (ARN), caracterizados por su asociacion con enfermedades inmunosupresivas o del
sistema nervioso central y por sus largos tiempos de incubacién desde la infeccién hasta que se

manifiesta la enfermedad.

Se conocen dos tipos de HIV, el HIV-1y el HIV-2, de los cuales el primero es el predominante y es
el que recibe el nombre genérico de HIV. El HIV-2 es el causante de infecciones principalmente en
el Africa Occidental y se diferencia del HIV-1 por la secuencia genémica (sélo tienen un 40% de
homologia de secuencia), en las propiedades antigénicas en el tamafio de sus proteinas, siendo
menos virulento que el HIV-1. Ademas, dentro del tipo HIV-1 existen tres grupos: denominados M,
Ny O, a su vez, el M contiene 10 subtipos que van desde la A hasta la J. El HIV es una particula
esférica (figura 1.13) con un didmetro entre 80 y 110 nandémetros que presenta tres capas
concéntricas:®" %
Bicapa lipidica
= ~gpl20
s gp4l

nucleocapside
pb/p7

AN pl7-Matriz
Integrasa
Transcriptasa "%z, cadieiely
inversa p -)0..:’::‘..--'
p24-Capside

Proteasa

Figura 1.13 Estructura del HIV

= Capa interna: Esta formada por la capside (nucleoproteina p24) que contiene el genoma
del virion junto con la nucleocpside formada por las proteinas p7 y p9, las enzimas

transcriptasa reversa p66-p51, integrasa p32 y la aspartil-proteasa p10.

= Capaintermedia: Es la matriz que recubre la capside, formada por la proteina p17.
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= Capa externa o envoltura: Es una bicapa lipidica que procede de la membrana externa
de la célula huésped acompafiada de la insercion de glicoproteinas del virus (espiculas),
cada una de las cuales posee dos componentes: gp4l, que atraviesa la membrana desde
el interior del virus, y gp120, extramembrana, apilada formando un complejo con gp4l.
Ademas, estas espiculas, estdn acompafiadas por otras proteinas de reconocimiento
originarias de las células infectadas entre las que destacan antigenos de
histocompatibilidad de clases | y Il (HLA 1y II).

El genoma del HIV es diploide, consta de dos cadenas de ARN de sentido positivo con los
extremos 5' y 3' poliadenilados (secuencias no codificantes que regulan la transcripcion o LTR).
Presenta tres genes (env, gag y pol) que codifican para los principales elementos estructurales y
funcionales, los genes tat y rev que codifican para proteinas reguladoras del ciclo infectivo y los
genes accesorios vpu (facilitacién del proceso infectivo), vif (proteccién del genoma viral) y nef
(evita re-infeccion viral) (figura 1.14).%
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Figura 1.14 Organizacion del genoma del HIV 1
1.4.2 Ciclo vital del HIV

El mismo consta de las siguientes etapas (figura 1.15):%

= Acoplamiento y fusion de membranas: la entrada del HIV-1 en la célula se produce por
la interaccion del virus con al menos dos tipos de receptores. Inicialmente la proteina gp120 con
CD4 vy luego con receptores de quimioquinas CXCR4 y CCR5. Esto lleva a la fusion entre las
membranas de la célula y del virus. El principal responsable es la gp41, la cual se inserta en la
membrana celular permitiendo la internalizacion de la nucleocédpside del virus y la

desencapsidacion de su genoma.
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Figura 1.15 Ciclo de replicacién del HIV y sus blancos terapéuticos conocidos.*

= Transcripcion inversa: una vez incorporado el material viral en el citoplasma de la célula,
comienza la retrotranscripcion del ARN viral en ADN bicatenario. La enzima que cataliza esta
sintesis es la TR, un heterodimero formado por las subunidades p51 y p66. Su actividad se
puede resumir en la sintesis de ADN monocatenario a partir del ARN viral (templado) que
comienza por la fijacion del ARNt (ARN de transferencia), cebador en un sitio especifico de
reconocimiento del genoma viral. A partir de éste se da la elongacion de la cadena de ADN.
Luego el ARN viral es degradado por el dominio ARNasa H de la TR. El proceso culmina cuando
la TR sintetiza la hebra complementaria a partir del ADN monocatenario.

= Integracion: la doble cadena asi generada, es integrada por medio de la integrasa viral
(p32) en el ADN de la célula, aunque parte del ADN formado puede persistir en el citoplasma de
la célula sin integrarse dentro del genoma celular. Una vez integrado en el material genético de
la célula, el provirus puede permanecer latente o empezar a multiplicarse de una forma
controlada o de una forma masiva, en cuyo caso ocasionara efectos citopéticos sobre la célula,

mientras que en la fase de latencia no se producen alteraciones patolégicas.

= Transcripciéon: la transcripcion del ARNm (ARN mensajero) proviral se debe a la
activacion celular por diferentes factores: antigenos, mitégenos, citoquinas o virus heterdlogos.
Estos factores, entre los que destaca el NF-bK, conducen a una nueva transcripcion en la que se
lleva a cabo la sintesis de ARNm viral a partir del ADN proviral integrado en el genoma
hospedador. Este ARNm se sintetiza como un Unico transcripto de intrones y exones, siendo los
intrones removidos en el proceso de maduracion para dar un ARNm maduro que puede salir al

citoplasma de la célula.
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= Traduccién: a continuacién se traduce el ARNm viral a las proteinas precursoras del virus.
El producto de este proceso son los juegos de poliproteinas gag, gag-pol y env, que requieren el
clivaje por la proteasa p10 para madurar a las proteinas funcionales del virus. En este punto una
de las caracteristicas que le otorga la presencia de vpu al HIV es capacidad de proteger a la
gpl120 en esta etapa de sintesis. La gpl20 es sintetizada junto con CD4 en el reticulo
endoplasmatico de la célula hospedadora y la misma tiene alta afinidad por CD4 pudiéndose
formar un complejo proteico gp120-CD4 el cual es susceptible a degradacion. La presencia de
vpu promueve la protedlisis de CD4 para evitar la formacion del complejo.

= Ensamblaje: el ensamblaje del viribn ocurre en la membrana celular y parece comenzar
con la asociacion de la proteina pl17 de la matriz con el dominio citoplasmético de la proteina
gp4l. Sobre estas proteinas se agregan las de la capa interna més las cadenas de ARN

recubiertas por la nucleocapside.

= Salida de viriones: Una vez ensamblado el viribn este se halla aun inmaduro (sin
capacidad infectiva). EI mismo es liberado por gemacién y una vez liberado, por accion de la
proteasa pl0, la particula viral madura tras el clivaje de gp160 que da el ensamble gp41-gp120

de las espiculas.
1.4.3 Farmacos anti-HIV

Como se muestra en la figura 1.15, el ciclo vital del HIV presenta distintos blancos terapéuticos
sobre los cuales se puede trabajar en el desarrollo de compuestos anti-HIV. A continuacién se
detallan estos blancos junto con algunos compuestos inhibidores representativos de cada uno de

ellos.*® **

Inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa reversa (INTR): esta categoria corresponde a
una familia de compuestos que son analogos estructurales de nucledsidos. Actian sobre el sitio
activo de la TR y pueden resultar inhibidores de la misma o cortadores de cadena de ADN
proviral. Los representantes mas importantes que se hallan en uso clinico, son: zidovudina (AZT,

figura 1.16), lamivudina (3TC), abacavir (ABC), tenofovir, adefovir y estavudina (d4T).
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Figura 1.16 Inhibidores nucleosidicos y nucleotidicos de la TR.

Inhibidores nucleotidicos de la transcriptasa reversa (INtTR): son analogos estructurales de
nucléotidos y su mecanismo de accién es semejante al de los INTR. El hecho de que sean
pseudonuclettidos hace que se reduzca el tiempo de latencia en la accién de los mismos, ya que
los INTR deben ser convertidos a nucleétidos para resultar activos. Dentro de esta familia
podemos citar a compuestos tales como: tenofovir (figura 1.16) y adefovir dipivoxil (figura 1.16), un
profarmaco de mayor lipofilicidad que facilita su pasaje a través de membranas, actualmente en

uso clinico.

Inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa reversa (INNTR): esta clase de
quimioterapicos fueron descriptos por primera vez en 1989 por Baba,* quien describié el HEPT y
por Debyser*® quien introdujo el grupo de los TIBO (figura 1.17). Los mismos actian como
moduladores alostéricos de la TR. A diferencia de los grupos anteriores, explotan una
caracteristica particular de esta enzima, con lo cual se los supone mas selectivos, ya que no
interferirian en los mecanismos de sintesis de acidos nucleicos de las células eucariontes, propias
del organismo hospedador. Entre los farmacos de esta familia que se encuentran en uso clinico

podemos citar a la nevirapina, delavirdina y efavirenz como los mas representativos (figura 1.17).
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Figura 1.17 Inhibidores no nucleosidicos de la TR.

Inhibidores de la integrasa: son inhibidores de la actividad de la integrasa viral, con lo cual
evitan la integracion del ADN proviral al genoma del hospedador. Son los de introduccion més

reciente en la terapia antirretroviral, representados al presente por el elvitegravir (figura 1.18).
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Figura 1.18 Inhibidores de la integrasa y de la proteasa del HIV.
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Inhibidores de la proteasa (IP): el HIV tiene su propia proteasa, cuya accion le permite madurar,
a partir de la produccion por accién de la misma de los polipéptidos principales (gag, gag-pol y
env), los elementos estructurales de la capside y las proteinas funcionales del virus (proteasa,
transcriptasa reversa e integrasa). Esta enzima es una aspartil-proteasa por estar implicada en el
mecanismo de hidrélisis de un péptido a través de la presencia de grupos aspartatos, para la que
se han diseflado inhibidores con estructura peptidomimética. Dentro de los compuestos
pertenecientes a esta familia y en uso clinico, se pueden mencionar al saquinavir (figura 1.18),

indinavir, lopinavir y atazanavir.

Bloqueadores de la interaccién de gpl120 con CXCR4 / CCR5: luego del acople gpl120-CD4,
gp120 necesita interaccionar con los co-receptores de quimiocinas CXCR4 o CCRS5 para activar el
proceso de fusiébn. Compuestos bloqueadores de este proceso tienen la capacidad de
desestabilizar la interaccién de la gp120 con estos co-receptores. Dentro de estos farmacos de
reciente introduccién en la terapia contra el HIV, se pueden destacar al aplaviroc (figura 1.18) y al

maraviroc, gue actian como blogueantes de la interaccion gp120-CCR5.

Inhibidores de la fusién (IF): impiden la insercion de gp41 en la membrana celular bloqueando el
proceso de fusién de la envoltura viral con la membrana celular. El farmaco en uso clinico
perteneciente a esta familia es el enfuvirtide, un compuesto de naturaleza peptidica (4.5 kDa),

Gnico por el momento en uso para la terapia contra el HIV.

1.4.4 Laterapia antirretroviral

El desarrollo de vacunas para prevenir enfermedades producidas por distintos agentes patégenos
seria, sin duda, uno de los primeros caminos a tomar para evitar el desarrollo de las mismas. Las
vacunas contienen antigenos del patégeno que activan la respuesta del sistema inmune ante su
presencia y generan memoria del mismo. Esta memoria impresa en el sistema inmune es lo que le
permite actuar mas rapido ante una exposicion repetida frente al mismo antigeno con la
consecuente destruccion del patégeno por accion del sistema inmune. Sin embargo, el desarrollo
de vacunas efectivas contra el HIV se ve complicado por la alta capacidad de mutacién del virus y
el tipo celular que ataca, el linfocito T4.*” En este contexto la quimioterapia antirretroviral sigue

siendo por el momento la Gnica herramienta farmacologica para el tratamiento del HIV.

Actualmente, las terapias contra el HIV estan basadas en esquemas de administracion multiple
que combinan farmacos con distintos mecanismos de accion, a las cuales se las denomina
terapias antirretrovirales de gran actividad (TARGA) y que generalmente se componen de uno o
mas INTR o uno o0 mas INtTR, junto con un INNTR o bien un IP, a veces complementados por un

IF. Las TARGA han demostrado ser mas efectivas para el control de la enfermedad que las
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monoterapias, las cuales llevan mas rapido a la seleccion de virus resistentes y pérdida de

eficacia terapéutica.** *®

Sin embargo, a pesar del gran nimero de farmacos disponible, existen diversas preocupaciones
acerca del empleo de los esquemas dispuestos en las TARGA. La alta capacidad de mutacién que
tiene el HIV hace que se generen facilmente mutantes tolerantes, por lo cual el compromiso del
paciente en el cumplimiento del régimen de administracion de estos farmacos es crucial para el
éxito de la terapia, de lo contrario, la seleccion de mutantes resistentes conduce a la reduccion de
las posibilidades terapéuticas. Debe tenerse en cuenta que el apego del paciente al régimen
terapéutico se puede ver amenazado por la cantidad de tomas diarias de farmacos y sus efectos
secundarios.”* * Por esto, el desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento del SIDA, mas
activos, menos toxicos y tolerantes a las mutaciones sigue siendo de interés para enfrentar

terapéuticamente la infeccién por el HIV.

1.5 Enfermedad de Chagas

Una de las caracteristicas notables de las técnicas de CADD es la adaptabilidad de sus protocolos
a una variedad de casos. Por consiguiente, y conociendo quinoxalinas activas como compuestos
antichagasicos, se estudiaron las mismas como posibles prototipos para el desarrollo de

compuestos activos en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

El mal de Chagas es una enfermedad causada por el Trypanosoma cruzi (T. cruzi), un
microorganismo eucarionte tripanosomatideo. Esta clase de microorganismos son parasitos
pertenecientes al orden Kinetoplastida, género Trypanosoma, con la capacidad de infectar
mamiferos, invertebrados y plantas. A su vez, existe otra tripanosomiasis en el humano,
denominada “enfermedad del suefio” endémica en Africa y causada por el Trypanosoma brucei (T.

brucei).*

La enfermedad de Chagas constituye un serio problema para la salud publica en las regiones
donde es endémica (21 paises en América del Sur y Central, desde el Norte de México hasta
Argentina, figura 1.19) debido a que no existen métodos inmunoprofilacticos o quimioterapéuticos
efectivos. Por otra parte, el nUmero de pacientes infectados ha aumentado en paises
desarrollados donde la enfermedad no es endémica debido al creciente movimiento de

inmigrantes latinoamericanos que desconocen ser portadores del parasito.
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Figura 1.19 Distribucion geografica de la enfermedad de Chagas.”*

El parasito T. cruzi es trasmitido por vectores hematdfagos pertenecientes a la subfamilia
Triatominae, familia Reduviidae, orden Hemiptera, los cuales depositan sus heces infectadas
sobre la piel al picar. Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Panstrongylus megistus son los
vectores mas importantes. Actualmente, existen 8-9 millones de personas infectadas por T. cruzi y
otros 40 millones con riesgo de adquirir la enfermedad. Investigaciones recientes indican que cada
afio ocurren 14.000 muertes asociadas con esta condicion ubicandose a nivel mundial en tercer

lugar entre las afecciones parasitarias.>

1.5.1 Ciclo de vida del parésito

Al igual que otros parasitos del orden Kinetoplastida, T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo,
con estadios especializados para la supervivencia tanto en el vector como en el mamifero (figura
1-20).

Después de ser ingeridos por el insecto, los tripomastigotas sanguineos se transforman en
epimastigotas, los cuales proliferan en la luz del tracto gastrointestinal. Los epimastigotas se
adhieren a la superficie epitelial en la porcidon terminal del tubo digestivo (recto) y se diferencian a
la forma infectiva tripomastigota metaciclica. Estos son eliminados en las heces cuando el insecto
pica a un mamifero e ingresan a éste a través de la piel 0 mucosas. Estas formas no proliferativas
evaden el sistema inmune y pueden invadir diversos tipos celulares, incluyendo células
musculares y nerviosas del corazén y del tracto gastrointestinal, asi como también células del
sistema reticulo endotelial e incluso neuronas.®® *® Los procesos de evasion e invasion dependen
de ciertas proteasas presentes en el paréasito entre las que se destaca la cruzipaina.®* ** Después
de la invasion, los parasitos abandonan los fagolisosomas y se diferencian a la forma amastigota,

la cual prolifera por fisibn binaria y eventualmente se re-diferencia a la forma tripomastigota
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sanguinea a través de estadios intermedios, algunos de las cuales presentan una morfologia
epimastigota.® °® Una vez formados, los tripomastigotas sanguineos destruyen la célula
hospedera pasando a la sangre pudiendo invadir otras células o ser ingeridos por un vector

apropiado, completandose asi el ciclo.>

VECTOR EPIMASTIGOTAS (forma proliferativa, no
infectiva))
i
ﬂ‘ 'G-:s' _%t;m

\‘. TRIPOMASTIGOTAS METACICLICOS
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Figura 1.20 Ciclo de vida de T. cruzi

En humanos, T. cruzi induce una fase aguda inicial seguida de una fase cronica de larga duracion.
La infeccidbn aguda es en general asintomatica, pero en algunos casos los individuos pueden
presentar sintomas como fiebre o anorexia. Si en este momento se diagnoéstica la infeccion, el
tratamiento con los farmacos comerciales puede detener el avance de la enfermedad. En
ausencia de tratamiento los sintomas persisten alrededor de dos meses, con una mortalidad de 2
a 8%, principalmente en nifios.>” Sin embargo, cuando el sistema inmune disminuye la parasitemia
la enfermedad entra en una fase crénica. Los pacientes con infeccion cronica presentan lesiones
cardiacas o dilatacion patolégica del tracto digestivo (megacolon, megaesotfago) y desérdenes en
la conduccién nerviosa en esos 6rganos. Las personas con enfermedad cronica severa mueren,

en dltima instancia, por insuficiencia cardiaca.>” *®

La aparicion de nuevos procesos infecto-contagiosos como HIV o el aumento de enfermedades
asociadas con los habitos actuales de vida (céancer, enfermedades cardiovasculares) han
provocado que la enfermedad de Chagas se convierta, cuando esta presente junto con estas

patologias, en la principal causa del deterioro de la salud del individuo.>*®*
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La trasmision de la enfermedad ocurre, principalmente, a través del vector (80 a 90%). Sin
embargo, se han descrito casos de individuos infectados por transfusién sanguinea (5 a 20%) o de

forma congénita (0.5 a 8%).°’
1.5.2 Agentes farmacolégicos disponibles

La enfermedad de Chagas, una de las denominadas enfermedades desantendidas, es padecida
principalmente por poblaciones de bajos recursos, que no resultan un mercado interesante para
las grandes compafiias farmacéuticas, por lo que el incentivo al desarrollo de nuevos farmacos o

vacunas es bajo.*

Al no existir vacunas, la quimioterapia sigue siendo el Unico método para tratar individuos
afectados o para disminuir la transmision poblacional. Los dos farmacos que se utilizan para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas son compuestos nitroheterociclicos: un nitrofurano,
nifurtimox  (4-[(5-nitrofurfuriliden)amino]-3-metiltiomorfolin-1,1-diéxido), y benznidazol, un
nitroimidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol)acetamida, Rochagan®, Radanil®, Roche) (figura 1.21)

cuya actividad antiparasitaria fue descubierta empiricamente hace mas de tres décadas.®
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Figura 1.21 Farmacos disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas

Si bien nifurtimox y benznidazol presentan una buena actividad durante la fase aguda de la
enfermedad (se estima un indice promedio de cura parasitolégica del 60%), ninguno de estos
farmacos resulta eficaz durante la etapa crénica y ambos provocan serios efectos secundarios.
Estos efectos adversos, que incluyen anorexia, vomitos, polineuropatia periférica, dermatitis
alérgica, leucopenia, entre otros, pueden conducir en algunos casos a la interrupcién del

tratamiento. Ademas, ambos farmacos estan contraindicados durante el embarazo.®’

1.5.3 Blancos biol6gicos presentes en T. cruzi para el desarrollo de nuevos farmacos

A continuacion se presentan algunos procesos bioquimicos y enzimas del parasito que se estan
utiizando a nivel experimental como potenciales blancos terapéuticos para el desarrollo de
farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, junto con ejemplos de los inhibidores

mas relevantes hallados hasta el presente.
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Biosintesis de esteroles de membrana

Se ha observado que T. cruzi es extremadamente susceptible a los inhibidores de la biosintesis de
ergosterol ya que los de esteroles son de alto requerimiento en todos los estadios de su ciclo vital,
tanto para la proliferacion como para la viabilidad celular.®

Los inhibidores de esta ruta biosintética han mostrado ser efectivos, tanto en la etapa aguda como
cronica de la enfermedad. Entre ellos se distinguen: los inhibidores de la escualeno oxidasa como
la terbinafina (antifingico, figura 1.22)* y los inhibidores selectivos de la 14-a-lanosterol
desmetilasa (CYP51) para los que se encuentran los derivados de triazoles, como el posaconazol
(figura 1.22) que posee actividad antifingica y sobre protozoarios.*®

(0]
(0]
Al o OO
N _/
Posaconazol Terbinafina

Figura 1.22 Inhibidores de la biosintesis de esteroides

Tripanotiona reductasa (TRR)

Los tripanosomatideos presentan un metabolismo redox diferente al de la mayoria de los
microorganismos eucariotas y procariotas. Este es regulado principalmente por el sistema
tripanotiona (N1,N8-bis(glutationil)espermidina)/TRR, en vez del sistema glutation/glutation-
reductasa presente en los mamiferos. La TRR es una flavoproteina dependiente de NADPH que
mantiene a la tripanotiona en su forma reducida, lo que favorece un ambiente intracelular
reductor.®® Dado que la TRR es una enzima clave en la defensa antioxidante del tripanosoma y
esta ausente en mamiferos, la misma ha sido considerada un blanco terapéutico atractivo para el

desarrollo de farmacos tripanosomicidas.
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Figura 1.23 Compuestos activos sobre la TRR.

Se han encontrado compuestos con las siguientes actividades sobre este sistema enzimatico:

¢ Inhibidores reversibles de TRR: son poliaminas, que resultan analogas al sustrato natural,
tales como la N1,N1,N4,N8,N12-penta(3-fenilpropil)espermina.®” También han resultado
activos derivados de sistemas triciclicos fenotiazinicos (TRR1, figura 1.23) presentes en

68, 69

los farmacos neurolépticos y antidepresivos, y derivados de las 9-amino-acridinas,

como la mepacrina (TRR2, figura 1.23).7°

e Sustratos subversivos: llamados asi por el cambio que inducen en el ciclo redox de la

enzima. Este tipo de inhibidores son los nitrofuranos, tales como el nifurtimox.

Enzimas glicoliticas

La forma amastigota de T. cruzi utiliza glucosa como la principal fuente de ATP. Es por esto que
las enzimas involucradas en la glicdlisis son consideradas un blanco interesante para el desarrollo
de inhibidores selectivos que afecten su funciébn metabdlica. Entre estas enzimas, la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la triosafosfato isomerasa (TIM) han resultado
blancos terapéuticos atractivos para el desarrollo de farmacos, ya que presentan importantes

diferencias estructurales con las correspondientes enzimas humanas.” "
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La enzima GAPDH cataliza la oxidacion y fosforilacion de gliceraldehido-3-fosfato a 1,3-
bifosfoglicerato en presencia de NAD" y fosfato inorganico. Los inhibidores conocidos fueron
desarrollados por estrategias structure-based y son analogos de adenosina, como el GLIC 1,

mostrado en la figura 1.23.

La TIM cataliza la isomerizacion entre gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetonafosfato en la via
glicolitica.” Las TIMs son homodimeros, siendo activas Gnicamente en su forma dimérica.” En
funcibn de esta caracteristica se buscaron compuestos dirigidos a la interfase entre los
monomeros con el objetivo de inducir modificaciones estructurales que alteraran la integridad del
dimero provocando la inactivacion de la enzima. En este sentido, se han encontrado inhibidores
altamente selectivos de la TIM del parasito como los derivados de benzotiazol (GLIC 2, figura
1.23).7%77

Acidocalcisomas

Los acidocalcisomas son organelas acidicas, ricas en calcio y fosfatos que se han conservado
durante la evolucion desde procariotas hasta eucariotas. Estas organelas estan involucradas en el
almacenamiento de cationes y polifosfatos, metabolismo de pirofosfato y polifosfatos, homeostasis
de calcio, mantenimiento del pH intracelular y osmoregulacion.”® En los parasitos, los
acidocalcisomas poseen enzimas, tales como la bomba de protones vacuolar dependiente de
pirofosfato (V-H*-PPasa) y la farnesil pirofosfato sintetasa, que estan ausentes o difieren de las
analogas presentes en mamiferos por lo que han sido consideradas posibles blancos terapéuticos

para el desarrollo de farmacos.’

Inhibidores de la V-H'-PPasa: es una enzima presente en los acidocalcisomas de
tripanosomatideos validada como blanco para el disefio de nuevos farmacos.®* 8 En 1998 Scott y
colaboradores demostraron que los andlogos de pirofosfato aminometilenbifosfonato (AMBP,

figura 1.23) eran capaces de inhibir la V-H*-PPasa presente en acidocalcisomas de T. cruzi.®

Inhibidores de la farnesil pirofosfato sintetasa: para esta enzima se han encontrado inhibidores
tales como los N-alquilbisfosfonatos, por ejemplo el pamidronato, (figura 1.23) con una potente

actividad y selectividad frente a T. cruzi, tanto in vitro como in vivo.®* ”®

Trans-sialidasa

La trans-sialidasa de T. cruzi es una glicoproteina presente en los tripanosomatideos expresada
en la superficie de la forma tripomastigota sanguinea del parédsito y liberada al medio, que
constituye uno de los pocos ejemplos de glicosiltransferasas de superficie en eucariotas. Los

tripanosomas no son capaces de sintetizar acido sidlico y usan esta enzima para transferirlo
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desde sialoglicoconjugados presentes en la sangre y otros tejidos del hospedero hacia residuos
de galactosa terminales, presentes en mucinas que cubren la superficie del parasito. Las mucinas
sialidadas estan involucradas en aspectos clave de la interaccion parasito-célula hospedadora

tales como adhesion e invasién celular asi como en la evasion del sistema inmune.®

Para esta enzima se conocen pocos inhibidores, entre ellos se han encontrado anélogos de
lactosa tales como el polialcohol lactitol y &cido lactobiénico (figura 1.23). Estos compuestos,
debido a su naturaleza quimica, poseen una mala biodisponibilidad y en funciéon de esto se han
desarrollado derivados PEGilados (unidos a polietilenglicol) que tienen la capacidad de liberar con

una cinética controlada a los analogos de lactosa, lo cual supone una mejora en dicho aspecto.®*
85

Cistein-proteasas

Las cistein-proteasas son enzimas hidroliticas en las que el grupo sulfhidrilo de un residuo de
cisteina presente en el sitio activo actia como nucled6filo durante la catalisis. Para los parasitos del
orden Kinetoplastida las cistein-proteasas son importantes factores de virulencia.®® Se ha
comprobado que resultan esenciales para la supervivencia de estos organismos.®” Estas
proteasas parasitarias participan en distintos procesos relacionados con la patogénesis de la

enfermedad incluyendo invasion, migracién, nutricion y evasion del sistema inmune.® %

Las cistein-proteasas parasitarias mas ampliamente estudiadas pertenecen a la familia C1, dentro
de la familia CA, en la que se encuentran la papaina, en plantas, y las catepsinas (CAT) B, C, Ly

S presentes en mamiferos.*

El papel fundamental que juegan las cistein-proteasas en las infecciones parasitarias, sumado a
las diferencias que presentan con respecto a las correspondientes enzimas presentes en los
mamiferos, han validado esta familia de proteasas como blancos para el desarrollo de nuevos

agentes quimioterapicos.™

Dentro de estas enzimas, la cruzipaina (CP) es la principal cistein proteasa presente en T. Cruzi.
La misma es una de las cistein-proteasas mas estudiada y caracterizada estructuralmente a partir
de datos cristalograficos. Si bien hasta el momento se ha desarrollado un gran namero de
inhibidores, debido a que la CP comparte un alto grado de similitud de secuencia y especificidad
con CAT-L y CAT-S, una de las desventajas observadas en muchos de estos compuestos es la
falta de selectividad y la correspondiente toxicidad dada por interaccion con proteasas del

hospedador.®



Capitulo | | Introduccién y Objetivos | 31

Cabe destacar también que la mayoria de los compuestos desarrollados hasta el momento que
presentan actividad frente a CP son peptidomiméticos, tales como VS1 y T10 (figura 1.24), que
inhiben irreversiblemente a la enzima por unién covalente en el sitio activo. Sin embargo, esta
clase de inhibidores son desestimados dado que el complejo unido covalentemente puede ser
reconocido como un epitope y por lo tanto provocar respuestas autoinmunes en los individuos
tratados. Ademas, los inhibidores con estructuras peptidicas tienen el problema adicional de su
inestabilidad plasmética, aunque esto se ha mejorado mediante la utilizacion de aminoacidos no

naturales en el disefio de los péptidos.®

Por otra parte, se han encontrado inhibidores reversibles que muestran buena actividad inhibitoria
sobre CP in vitro (TSC, T10, B95 y puronitrilos, figura 1.24), aunque presentan problemas de
biodisponibilidad. Por ello, es de interés continuar con la busqueda de compuestos que actien por

un mecanismo de acciéon analogo, aunque con mejor selectividad frente a la cistein proteasa

parasitaria.’>%*

Algunos ejemplos de las distintas familias de inhibidores de CP que se han desarrollado hasta el

momento se presentan en la figura 1.24.

O
/
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Tiosemicarbazonas B95 Puronitrilos

VS1 T10

Figura 1.24 Compuestos con actividad inhibitoria de CP
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2 Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos resefiados en la introduccion de este trabajo
de tesis, los objetivos del mismo se centran en el disefio y la sintesis de compuestos
quinoxalinicos con potencial accion inhibitoria sobre dos posibles blancos terapéuticos:

A) la transcriptasa reversa (TR) del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)
B) la cruzipaina (CP) del Trypanosoma cruzi

1 Disefio deinhibidores de la TR del HIV

Se propone seleccionar a partir de una quimioteca virtual, construida en base a
compuestos quinoxalinicos, prototipos Utiles en el direccionamiento de la blsqueda hacia

el hallazgo de nuevos INNTR.
2 Disefio deinhibidores de la CP

Se propone estudiar a partir de informacion estructural y técnicas de simulacion
computacional un posible sitio de unién de estructuras quinoxalinicas al mismo, con el fin

de contar con prototipos para el disefio de novo de compuestos inhibidores.

3 Sintesis de compuestos quinoxalinicos con potencial actividad anti-HIV vy

antichagasicos

A partir de los resultados encontrados en el disefio asistido por computadora se propone
desarrollar la sintesis y caracterizacion de los compuestos quinoxalinicos que hayan

demostrado un perfil promisorio en los estudios anteriores.

El cumplimiento de los objetivos planteados se desarrolla en este trabajo de tesis, organizado de

la siguiente manera:

= Capitulo Il: Comprende el disefio de los compuestos con potencial actividad inhibitoria
de la TR y de la CP mediante el empleo de distintas herramientas computacionales.

Incluye la metodologia empleada y conclusiones.

= Capitulo lll: Comprende la sintesis y caracterizacion de quinoxalinas potencialmente
activas de acuerdo al disefio realizado en el capitulo Il. Incluyen la parte experimental

correspondiente y conclusiones.
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= Conclusiones generales y perspectivas

= Bibliografia
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Diseno de Quinoxalinas
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1 Disefio Molecular

Como se menciond en la introduccion, el CADD estudia los modelos de REA empleando
metodologias computacionales, lo cual es debido a la cantidad de datos a procesar para realizar
predicciones de posibles compuestos lider.

Como toda técnica utilizada en investigacion, las simulaciones computacionales tienen sus
limitaciones. Para este tipo de técnicas, existe una que se destaca por sobre todas las demas: el
costo computacional de los procesos. Si uno desea utilizar métodos rigurosos, debera utilizar
sistemas pequefios. Por el contrario, si uno desea estudiar sistemas grandes, debera seleccionar
métodos menos rigurosos. Sera mérito del investigador lograr escoger el método mas adecuado,

realizando un balance entre la calidad de las predicciones y el costo de célculo computacional.

1.1 Fundamentos tedricos

Métodos basados en la mecanica cuantica:

Cuando se desea predecir las propiedades de sistemas moleculares pequefios, donde los
protagonistas son los electrones, se deben resolver las ecuaciones de la mecanica cuantica, que

tiene como ecuacion fundamental a la propuesta por Schrédinger:*®

ow(x, t) h? 92
ot~ | 2mox2

+ V)| w(x, B

Esta es una ecuacion diferencial cuya solucién consiste en obtener la funciéon de onda g, que da
la descripciébn matematica de un sistema de particulas cuanticas, sujetas a un potencial V. La
funcion de onda contiene toda la informacion necesaria para calcular las propiedades del sistema,
como por ejemplo la energia potencial. Sin embargo, resulta imposible resolver de forma exacta
esta ecuacion para un sistema molecular, y se deben buscar soluciones aproximadas: suponer
que el potencial es independiente del tiempo (ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo);
asumir que los electrones se mueven en un potencial de cargas positivas estaticas (dadas por las
posiciones nucleares, aproximacioén de Born-Oppenheimer); y finalmente aproximar la solucién por

el principio variacional.®®

En la préctica, e incorporando otras aproximaciones, los paquetes de software disponibles ofrecen
3 tipos de métodos para el calculo de energia del sistema empleando los métodos de mecanica

cuantica: los métodos semiempiricos (como CNDO, AM1, PM3), que tienen parametrizaciones
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basadas en la incorporacién de datos experimentales, los métodos ab-initio o de primeros
principios, que no incorporan informacién adicional, y de los cuales el método basico es el de
Hartree-Fock, y finalmente los métodos basados en la teoria del funcional de la densidad (DFT). |
La diferencia radica en la calidad de las predicciones alcanzadas y fundamentalmente en la
velocidad de célculo, siendo los semiempiricos los mas rapidos, pero mas pobres en cuanto a la
caracterizacion del sistema atomico mientras que los basados en DFT ofrecen una buena relacién
costo-beneficio para sistemas de tamafio medio, por lo que su empleo en biomoléculas es muy

comun.*®
Métodos basados en la mecanica clasica

Un tipo de aproximacion muy util al trabajar con sistemas constituidos por miles de atomos como
las proteinas, son los métodos basados en la mecénica clasica. En la misma se representa a la
macromolécula como un sistema mecéanico en el cual las particulas que lo componen, atomos o
grupos de atomos, interactian entre si a través de potenciales analiticos sencillos. En nuestro
caso, consideraremos potenciales atomisticos, en los cuales consideramos como particulas los
atomos, a diferencia de los esquemas de grano grueso, que agrupan los mismos en unidades
mayores. Es decir, las interacciones entre los atomos se describen a partir de ecuaciones
matematicas simples donde se incluyen por ejemplo: la distancia entre ellos, los angulos, la carga
de cada uno, el radio de los mismos, etc. Al conjunto de ecuaciones y parametros necesarios para
evaluar la energia potencial, se lo denomina campo de fuerza y generalmente se encuentran
disponibles para el publico dentro de paquetes de programas tales como CHARMM,?’
GROMOS,*® Amber,” etc. En el campo de fuerzas AMBER la energia potencial es funcion de la
posicion de los N atomos del sistema y su forma funcional para cada par de atomos i-j es como se

muestra en la siguiente ecuacion:

Viotal = Vi + Vi

Donde V, describe la energia potencial de la molécula a través de sus uniones y V,, la energia

potencial de interaccion a través del espacio:

Vi= Y Kilr—reg)®+ > Ko(0 —teq)+ > %[1 +c0s(ng — )]

enlaces angulos diedros

Descripcion de los términos de la ecuacion:
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= Enlaces: corresponde al potencial de Hooke, el cual describe los enlaces covalentes,
siendo req la distancia de equilibrio, r la distancia en un momento determinado, y k; la

constante de fuerza para ese par de atomos.

= Angulos: corresponde al angulo formado entre 3 atomos consecutivos, siendo 6, su angulo
en el equilibrio, 8 el angulo formado en un momento determinado, y kg la constante de

fuerza para esa triada de atomos.

= Diedros: describe a partir de cuatro atomos unidos consecutivamente, el angulo diedro
formado entre ellos, donde y es la fase del diedro, ® el angulo formado en un momento

determinado, n la multiplicidad y V, la constante de fuerza.

= VdW: describe las interacciones de no-unién. EI marco azul corresponde al término de
Lennard-Jones el cual describe interacciones del tipo dispersivas o de Van der Waals y de
repulsion de corto alcance, siendo A = (4.£L_J.ri,-_min)12 (repulsién) y B = (4.£L_J.ru_mm)6
(atraccion), para los cuales, €,; es la constante de fuerza o profundidad del potencial, y r;.
min €S la distancia del par i-j donde el potencial es el minimo, mientras que R; es la distancia
en un momento determinado. El marco verde corresponde al término de Coulomb que
describe la interaccién electrostatica entre el par i-j, donde respectivamente gi y gj son

carga del atomo, Rij la distancia del par y € = 4.11.D, siendo D la constante dieléctrica.

= HX: Es un término semejante al de Lennard-Jones y caracteriza la interaccion a través de

puentes de hidrégeno. Este término se emplea solo en algunas parametrizaciones.
Optimizacién conformacional: Métodos de minimizacion

Para calcular propiedades descriptivas de una molécula es habitual determinar la conformacién de
minima energia. Para eso, se cuenta con métodos de optimizacién de su geometria, los cuales
consisten en minimizar las variables de la funcion de energia potencial (V) de forma iterativa, con
el fin de encontrar el valor de energia méas bajo sobre la superficie de energia potencial, de modo
que se tendran que reorientar las posiciones atémicas hasta encontrarla. Esto implica que la
derivada primera de la funcién en el minimo de la SEP sea igual a cero y que las derivadas
segundas sean todas mayores a cero (figura 2.1). Los algoritmos de minimizacién se agrupan en 2
categorias: los no derivativos (por ejemplo el Simplex) y los derivativos (Gradiente y Derivada

Segunda).*®
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Figura 2.1 SEP: representacion grafica de la superficie de
energia potencial. A modo de ejemplo: El eje Z
corresponde a V, y los ejes X e Y a posiciones
determinadas. En el centro azul el gradiente tiende a ser
cero.

Los métodos derivativos son ampliamente utilizados en el modelado molecular, el uso de la
derivada primera (gradiente) de la funcion permite conocer la direccion dénde se ubica el minimo y

su valor cuan lejos esta del minimo:

AV

Vi)

L. oV(x e
{x} = = { } g{x} — Xz
I!'}xn .

aV(x)

L i¥Xn |

De modo que los algoritmos de gradientes conjugados iteran la ecuacion:
X{.'_‘] = J'.",f - (t.s,'

Donde x:; es la nueva posicion del atomo en el paso i+1, x; es la posicion del atomo previo al
incremento de i, a es el tamafio del paso y S; es la direccion del paso. En el caso de gradientes

conjugados S; se calcula como:
Si=—g+3.5

Donde g; es el gradiente en el paso i para el &omo x, S;; es la direccion en el paso anterior y f3; es
una relacién de gradientes (entre el nuevo paso y el paso anterior), por ejemplo, la forma de
céalculo Polak-Ribiere es:
—1
(g — gi-1)-9; |
g."—1 -g."—1
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Muestreo conformacional: Dindmica molecular

La metodologia méas extendida en el campo de la simulacién de biomoléculas para explorar el
espacio conformacional es la técnica de dindmica molecular, que consiste en determinar

trayectorias a partir de una conformacion inicial.®®

Con la energia potencial calculada tanto de
forma clasica, cuéntica o hibrida cuantico/clasica, es posible encontrar la fuerza que experimenta
cada &tomo. Conociendo esta fuerza y la masa del atomo, e integrando las ecuaciones de
movimiento de Newton es posible calcular la nueva posicion que tomara el sistema al cabo de un
cierto tiempo denominado time step (dt). Existen diferentes algoritmos para integrar las
ecuaciones de movimiento. Es importante notar que el dt debe ser lo suficientemente pequefio
como para poder describir de manera adecuada el movimiento natural del sistema como si la
integracion de las ecuaciones de Newton fuera exacta. Sin embargo, cuanto menor sea el mismo,
debera realizarse un mayor nimero de calculos para simular un tiempo total dado. En general,
una soluciéon de compromiso, es utilizar un dt que sea un décimo del tiempo caracteristico del
modo mas rapido del sistema. En proteinas, cuando se mantienen los enlaces covalentes que
involucran los atomos de hidrégeno fijos, el tiempo caracteristico de la vibracién de enlaces

covalentes ocurre en decenas de fs, por lo tanto el dt utilizado en estos casos es de 1-2 fs.

Para la integracion de las ecuaciones de movimiento existen diferentes algoritmos. En todos los
casos, se asume que las posiciones y las propiedades dinamicas (velocidad, aceleracién, etc)

pueden ser aproximadas como una expansion de Taylor:

r(t+dt) = r(t) + dt v(t) + ¥ dt® a(t) + 1/6 dt* b(t)+........
v(t+dt) = v(t) + dt a(t) + ¥ dt® b(t) + 1/6 dt® c(t)+........

t96

El algoritmo de Verlet™ utiliza una excelente aproximacion, para realizar la integracién, a partir de

la posicion anterior que tomé la particula r(t — dt), donde:

r(t+dt) = r(t) + dt v(t) + %2 dt® a(t) ...
r(t - dt) = r(t) - dt v(t) + . dt? a(t) ...

Sumando ambas ecuaciones, tenemos:
r(t+dt) = 2 r(t) - r(t - dt) + dt® a(t)
Donde las velocidades no se encuentran de forma explicita, sino que la posicion de la particula

luego de un tiempo dt puede encontrarse, a partir de la posicion y aceleracion actual, junto con la

posicion previa. Por su parte, existen numerosas formas de encontrar las velocidades. Una de
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ellas es a partir de las diferencias de las posiciones que tomé la particula en un lapso de tiempo 2
dt:
v(t)= [r(t+dt) - r(t - dt)] / 2dt

En cuanto al tratamiento de la temperatura, debe tenerse en cuenta que como las velocidades de
los &tomos de un sistema determinan la temperatura del mismo, al asignar velocidades iniciales a

los &tomos, estaremos asignando una temperatura al sistema segun la siguiente ecuacion:
> (MmV) =% (BNKT)

El término de la izquierda corresponde a la energia cinética de todos los atomos del sistema,
donde m corresponde a la masa y v a la velocidad de los &tomos. En el término de la

derecha se encuentra la constante de Boltzmann k, la cantidad total de atomos del sistema (N) y
la temperatura del mismo T. Por lo tanto podemos seleccionar una temperatura a la cual
deseamos realizar la simulacion, y a partir de esta, asignar velocidades a los 4tomos de forma tal

que respeten la temperatura indicada mediante la ecuacion que las relaciona.

En este trabajo de Tesis se ha utilizado el termostato de Langevin'® para el control de la energia
cinética. El mismo actla sobre los atomos del sistema como un bafio termostatizado escalando la

velocidad de los mismos segun la ecuacion:
m.a = m.(dv/dt) = F(x) =B v + n (t)

Donde, F(x) es la fuerza que siente el atomo x por el sistema, (por ejemplo calculado desde el
campo de fuerzas), B.v es la fuerza de friccion proporcional a la velocidad, y n(t) es una funcién de

fuerza estocastica (o de ruido gaussiano).
Muestreo Conformacional: Docking

Los métodos de docking buscan predecir la orientacién y conformacion (pose) de un ligando en
torno a su sitio de union en un blanco biolégico, lo que resulta necesario por ejemplo para obtener
la conformacion inicial requerida en la técnica de dinamica molecular. Para esto, los programas de
docking requieren en principio, las coordenadas atémicas de la estructura del blanco biolégico
(macromolécula) y del ligando a analizar. A partir de estructura del ligando el programa busca
juegos conformacionales de los mismos en torno al sitio de unién en la macromolécula y su
"aceptacion” en relacion a dicho entorno se calcula por medio de una funciéon de scoring. Los
métodos de busqueda conformacional y la funcion de scoring son el corazon de estos

programas.'®1%
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Dentro de los métodos de busqueda conformacional de ligandos sobre el blanco biolégico

podemos citar:'%+1%

e Métodos sistematicos: A partir de una estructura inicial del ligando realizan cambios

incrementales de angulos o construccién del ligando por sustitucion incremental.

e Métodos estocasticos: Se seleccionan conformaciones de ligandos a partir de poblaciones
conformacionales generadas aleatoriamente, como los métodos por algoritmos evolutivos

o Monte Carlo.

e Métodos de simulacion: Se obtienen las conformaciones por dindmica molecular o

minimizacion de geometria in-situ.

Por otro lado, el “buen” muestreo del espacio conformacional de un ligando no sélo depende de él,
sino también del entorno macromolecular en el que se generan las conformaciones. Para eso, la
mayoria de los programas de docking tienen la capacidad de otorgar cierta flexibilidad a las
cadenas laterales de la macromolécula, pero la consideracion de las cadenas laterales moviles
puede prolongar demasiado el tiempo de busqueda. Por eso, la seleccion de los residuos moviles
debe hacerse previo al estudio de la flexibilidad de los mismos, a través de datos cristalograficos o

por dinamica molecular.** **°

Con respecto a la funcion de scoring, debe previamente hacerse la consideracién de que el
proceso de docking se da bajo condiciones de equilibrio entre la forma unida ligando-
macromolécula [LM] y la forma libre [L] + [M] en medio acuoso, de tal manera que el mismo puede

ser caracterizado por su constante de equilibrio Ki:

[LM]
M] + [L]

[LM] === [M] +[L] K;j=

Y la energia libre de del proceso de unidon queda expresada en funcién de la Ki de la forma:

AG® hisgn= -R T In (K

unién—

Donde R es la constante de los gases ideales y T la temperatura en Kelvin.
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Figura 2.2 Representacion del equilibrio L (amarillo) - M

(verde).

Normalmente las funciones de scoring son ecuaciones viriales cuyos términos buscan predecir Ki
y AG. Las mas comunmente utilizadas estan basadas en términos de campos de fuerza, pero hay
ecuaciones que incluyen factores experimentales (obtenidos por ajuste con datos de actividad) y

términos que estiman la energia de desolvatacion y el cambio de entropia conformacional.

Particularmente en este trabajo de ha elegido para realizar los experimentos de docking, el
programa Autodock ya que ha sido previamente utilizado en hallazgo de INNTR,™**** ademas es
de distribucion libre, con manuales y ejemplos accesibles online. Este programa utiliza un método
estocastico (algoritmo genético) para la busqueda conformacional, y su funcién de scoring tiene la

expresion:* 1

AG = (VL-Lunido - VL-LIibre) + (VM_Munida - VM-MIibre) + (VL-Munidos' VL-MIibres) + ASconf

Donde V es la energia potencial evaluada para los pares unido-libre de la macromolécula y
ligando respectivamente, y AS..,, €S un término estimado por la pérdida de libertad

conformacional debido a la unién ligando-macromolécula, como se ilustra en la figura 2.3:

& J > m/\l L-M unidos

L-L libre L-L unido
L-M libres

(‘ M-M libre m

W A

M-M unida

1

Figura 2.3 Representacion grafica del proceso de docking.
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La evaluacion de cada par de V esta basada en el campo de fuerzas AMBER a partir de los
términos de energia para las interacciones de Van der Waals (vdw), puente de hidrégeno (hbond),

electrostaticas (elec), y solvatacion (sol), quedando ésta definida como:
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Estimacion de propiedades termodindmicas: MM-PBSA

116. 117 entre dos moléculas evaluando la

Es un método para estimar la energia libre de unién
energia de interaccion ligando-macromolécula a través de una simulacién de dinamica molecular,
siempre y cuando el fenébmeno de interaccion se dé en condiciones de equilibrio, como el indicado

anteriormente en la figura 2.2.

Sin embargo, en la simulacién de los estados solvatados de la figura 2.2, la mayor parte de la
contribucién en la fluctuacion de energias se va a deber a la interaccion solvente-solvente, de
modo que se tendrian que hacer simulaciones muy prolongadas para tener buena convergencia
de las energias. Por lo tanto, una forma mas eficiente para estimar la energia libre es

descomponiendo el proceso indicado en la figura 2.2 en el siguiente ciclo termodinamico:

AGD
-""‘G unian, sal

| F
| 0 J Ji] 0
v 'EGS{IL L iT \G sl M v '\Gs.nl. L-M

-'J"G'uni:'m. vacio

P —

Figura 2.4 Ciclo termodinamico considerado para el calculo de energia libre por el
método de MM-PBSA.

Para el ciclo propuesto el célculo de energia libre queda expresado como:
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AG? 4+AGD )

solv, receptor

_ 0 0 _
AGgfnd, solv — AC-‘?tn‘nc:', vacuum+AGsoIv, complex ( olv, ligan
La variacion de las energias libres de solvatacion se calcula resolviendo un modelo de solvente
continuo, basado en la ecuacién linealizada de Poisson-Boltzman, para cada uno de los tres
estados (esto le da la contribucién electrostética a la energia libre de solvatacion) mas un término

empirico para las contribuciones hidrofobicas:

G2

electrostatic, e=80 electrostatic, e=

AGg 1+AG?7

olv ydrophobic
La variacion de energia libre en el vacio es calculada a partir de las energias de interaccion entre
el ligando-macromolécula (AE,) menos el cambio de entropia por la union de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

AG

vacuum

—T-AS°

normal mode analysis

_ 0
- A":_mo.le'cu:"ar mechanics
La entropia puede ser calculada mediante andlisis de modos normales, aunque éste término se
puede despreciar en los casos donde el AG tenga valor comparativo entre ligandos con modos de
unién semejantes (y el estado entrépico del complejo ligando-macromolecula sea similar entre
ellos). Esto es de especial importancia, ya que el calculo de modos normales requiere de mucho

tiempo de cémputo.
Obtencién de parametros para las simulaciones clasicas

Como ya fue sefialado, los estudios basados en la mecanica clasica necesitan de una serie de
parametros para poder calcular la energia potencial del sistema. Para el caso de proteinas, acidos
nucleicos, azlcares, y la mayoria de las moléculas de interés farmacolégico estos parametros se
encuentran disponibles para el publico. Sin embargo, en casos donde las moléculas que se
desean simular son diferentes a las convencionales, estos parametros deben ser calculados por el

usuario.

Para los casos de interés en esta Tesis Doctoral, la mayoria de los parametros se hallan en el
campo de fuerzas de AMBER (GAFF, General AMBER Force Field), a excepcién de las cargas
parciales sobre los ligandos, que se determinaron utilizando el método RESP.® El mismo
consiste en ajustar las cargas atomicas de una molécula, de forma tal de reproducir el potencial
electrostatico del sistema. Por lo tanto, inicialmente se calcula el potencial electrostatico de la
molécula de interés, y posteriormente se evalla el mismo en cada punto de una grilla cuyas

dimensiones dependen del sistema de estudio. Las cargas de cada atomo deben reproducir de
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forma Optima el potencial electrostatico calculado. La suma de todas las cargas atébmicas debera

ser igual a la carga total del sistema.
Descriptores moleculares

En el desarrollo de este capitulo se hardn uso de descriptores para andlisis de QSAR3D, el cual
consiste en explorar los posibles modelos de correlacion actividad-descriptor. Dado que el mismo
se hara teniendo en cuenta propiedades geométricas de las moléculas en estudio, se ha elegido

una clase de descriptores 3D que caracterizaron adecuadamente a las estructuras propuestas.*™
120

Los descriptores WHIM (Weighted Holistic Invariant Molecular descriptors) son descriptores
moleculares que contienen informacion acerca de la estructura tridimensional de la molécula en

cuanto a su tamafio, forma, simetria y distribucion atémica.**" '??

Los WHIM utilizan un sistema de tres ejes, semejante a los ejes cartesianos (X, Y, z), definido por
tres eje principales (1, 2 y 3) en donde la molécula se centra. El eje 1 es el de mayor varianza (es
el eje donde la molécula se extiende mayoritariamente), el eje 3 es el de menor varianza (es el eje
donde la molécula se extiende minoritariamente) y el eje 2 queda definido como el eje intermedio.
Esto hace que los WHIM no varien su valor ni por traslaciéon ni por rotaciéon. Para su calculo, se
utiliza el analisis de componentes principales (PCA), el cual utiliza la matriz de covarianza

ponderada por distintas propiedades (w;) de donde se obtienen los autovalores y autovectores:*?*
122

A
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Los autovectores son los tres ejes principales definidos anteriormente.

= U (unidad) (donde w; = 1)

* m (masa atomica)

= v (volumen de Van Der Waals)
= e (electronegatividad atémica)

= p (polarizabilidad atémica)

A su vez, los descriptores WHIM se dividen en dos clases: WHIM direccionales y WHIM no
direccionales. Los WHIM direccionales se calculan a partir de los autovalores de la matriz de

covarianza, obteniéndose 4 descriptores para cada uno de los ejes principales (1, 2 'y 3) y para



Capitulo Il | Disefio de Quinoxalinas | 46

cada una de las propiedades (u, m, v, e y p), dando un total de 55 descriptores WHIM

direccionales (v3 es eliminado porque presenta muticolinealidad).

= A (lamda), WHIM direccional de tamario.
= v (nu), WHIM direccional de forma.
= n (eta), WHIM direccional de densidad.

= vy (gamma), WHIM direccional de simetria.

Los WHIM no direccionales derivan directamente de los WHIM direccionales. En ellos desaparece
la informacién relacionada con los ejes principales (ya que se combina la informacion de los tres

ejes), dando Unicamente una descripcion global de la molécula.

Asi se obtienen 5 WHIM no direccionales para cada una de las 5 propiedades (u, m, v, e y p),

dando un total de 28 descriptores WHIM no direccionales.

= T: no direccional de tamafio.
= A: no direccional de tamafio.
= V:no direccional de tamafio.
= K: no direccional de forma.

= D: no direccional de densidad.

El autovalor de la matriz de covarianza es fundamental para los WHIM ya que a partir de ellos se
calculan el resto de los descriptores. Cada autovalor (A, A2 y A3) representa una medida de

dispersion de los &tomos de la molécula a los largo de su eje principal.

2 Inhibidores no nucleosidicos de la TR

2.1 Aspectos estructurales

Como se coment6 en la Introduccion de esta Tesis Doctoral la transcriptasa reversa es una
enzima fundamental en el ciclo replicativo del HIV, ya que realiza la retrotranscripcion del ARN
viral a ADN viral, a partir del cual, la maquinaria sintética del organismo huésped producira copias
del virus. Este proceso biosintético comienza (1) con la union de un ARNt cebador a una
secuencia especifica del templado de ARN viral (secuencia PBS: primer binding sequense),
continuando con la elongacion de una cadena complementaria de ADN, resultando en un
complejo hibrido ADN/ARN. (2) Una vez terminada la elongacion de la cadena, el dominio
ARNasaH de la TR degrada el ARN viral y dispone a la enzima a (3) completar la doble hebra de

ADN viral que luego es integrado al genoma de la célula huésped.'®
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Esta enzima es un heterodimero que consta de 2 cadenas polipeptidicas: la subunidad p66 (66
kDa, 560 residuos) y la subunidad p51 que es idéntica en secuencia a los primeros 440 residuos
(51 kDa) desde la porcion N-terminal de p66. Sobre la unidad p66 se describen 5 subdominios:
dedos, palma, pulgar, conexion y ARNasaH (ver figura 2.5). La interfase del heterodimero se
encuentra mayormente estabilizada por interacciones entre los subdominios de conexion, y en
menor medida, por interacciones entre los otros subdominios: ARNasaH con el pulgar de p51,

dedos de p51 con palma de p66.'**

Figura 2.5 Representacion tridimensional de la TR. PDBid: 1FK9. (A) En forma de trazas, la
linea punteada indica la zona donde se da la division de ambas subunidades. (B) En cintas.
Cddigos de color de subdominios: dedos=azul, palmas=verde, conexion=rojo, pulgares=cyan,
ARNasaH=naranja.

La subunidad p51 carece del sitio ARNasaH y tiene una marcada diferencia conformacional en los
dominios de la palma y conexion. El dominio de la palma de p66 contiene el sitio catalitico de la
TR, que junto a los dedos y pulgar de p66 conforman la horquilla de anclaje del templado-cebador
(tabla 2.1). En el sitio catalitico se hallan 4 residuos de aminoécidos: Tyr 183, Met/Val 184, Asp

185 y Asp 186, que se encuentran altamente conservados en otras retrotranscriptasas virales.'?*
125

Para su estudio in-silico, se disponen en el PDB (Protein Data Bank: http://www.rcsb.org) cerca de
220 estructuras de TR con resoluciones de entre 1.5 y 4.75 A, en forma de proteina libre o en

complejo con sustratos y/o inhibidores.
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Tabla 2.1 Subdominios de la TR

Subdominio Rango de residuos Funciones

Forman parte de la horquilla de anclaje del templado de
p66:1-84,120-150  ARN viral.

Dedos . ) ) )
p51:1-85,119-149 Forma parte de sitio activo polimerasa. Intervienen en la
dimerizacion.
p66: 85 - 119, 151 - 243 Sitio activo pollm_erasa y posiciones de anclaje del ARNt
Palma cebador - ARN viral

PS1:86 - 118, 150 - 244 Anclaje del ARNt cebador

p66: 244 - 322 Union del templado-cebador y translocacion del mismo.
Pulgar ' Forman el fondo de la horquilla de anclaje del templado-

pS1:245 - 320 cebador. Intervienen en la dimerizacion

Conexién p66: 323 - 437 Forman el fondo de la horquilla de anclaje del templado-
p51: 321 - 427 cebador. Intervienen en la dimerizacion

ARNasaH 438 - 560 Hidroliza el templado de ARN viral del hibrido ARN/ADN.

Interviene en la dimerizacion.

Sitio de unidén de los inhibidores no nucleosidicos (sitio INNTR) ala TR

Se trata de una cavidad flexible, proxima al sitio catalitico de la polimerasa y de la interface, entre
la palma de p66 y el dedo de p51 (figura 2.6), con un volumen entre 620-720 A% siendo su
superficie interna altamente hidrofébica, conformada en su mayoria por residuos de p66 a

excepcion de Glu 138 que corresponde a p51.*%%

Los residuos que intervienen en la interacciéon con los INNTR generan una cavidad del tipo

“mariposa” (ala A, Ala B y cabeza), en la figura 2.7 se muestra Efavirenz, un clasico INNRT, como

ejemplo de la geometria involucrada en la interaccion:*?* *2°
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Figura 2.6 Sitio de union INNTR marcado en amarillo.

Figura 2.7 Representacion del efavirenz en perspectiva y con superficie.

Donde:

= ALA A: queda rodeada por las cadenas laterales de los residuos Pro 95, Tyr 181, Tyr

188, Phe 227, Trp 229 y Val 234 siendo una zona &vida por formar uniones de

interaccion n-rt (ala con sistema m: alilos, fenilos).

= CABEZA: con afinidad por grupos formadores de puente de hidrégeno, rodeada por
las cadenas laterales de Leu 100 y Glu 138 (de p51) y el backbone de los residuos Lys
101 y Lys 103; por debajo de ella hay espacio para un grupo alquilico, conformado
entre la cadena lateral de Val 179, Lys 103 y Val 106, y con fondo sobre el backbone
de Val 189 y Gly 190.
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= ALA B: rodeada por una zona hidrofébica dada por las cadenas laterales de los
residuos Leu 100, Lys 103, Val 106 Val 179, Gly 230, Tyr 318 y con el backbone de
Val 189, Gly 190, His 235y Pro 236. También puede haber interaccién por puentes
de hidrégeno con estos Ultimos.

Mecanismo de accién de los INNTR

Los inhibidores no nucleosidicos de la TR se unen al sitio INNTR, inhibiendo la actividad
enzimatica por regulacion alostérica, de hecho se ha demostrado que algunos INNTR muestran
mavyor afinidad por el complejo enzima-sustrato (ES) que por la enzima libre.*”® En general, estos
inhibidores son solamente activos sobre la TR del HIV-1, y practicamente inactivos sobre otras
retrotranscriptasas (por ejemplo HIV-2), debido a que el sitio INNTR es una caracteristica Unica de
la TR del HIV-1.12% 12

Los aspectos mas importantes que se alteran en la funcionalidad de la TR por la ocupacion del
sitio INNTR son:

= La presencia de un INNTR en este sitio alostérico produce un fenémeno de induced-fitting,
con una reduccién en la superficie del sitio de entre 190-240 A?, traduciéndose en una
reducciéon de la flexibilidad en multiples regiones de la TR, llevando a interferir multiples
funciones, incluso, algunos INNTR pueden alterar pasos especificos en el ciclo

transcripcional.*** %/

= Si bien los INNTR no compiten con el sustrato en el sitio activo de la enzima, si cambian
enormemente la tasa de incorporacion de nucleétidos durante el paso de sintesis del ADN

viral dependiente de ARN viral.'*®

= Los INNTR presentan importantes diferencias de afinidad por el sitio de unién, de acuerdo
al complejo templado-cebador formado y al nucle6tido unido a ser incorporado a la cadena
de &cido nucleico en proceso de sintesis. Mientras que la mayoria de los INNTR presentan
este mecanismo alostérico no competitivo, una familia de éstos, los HEPT parecen
presentar cierto grado de alosterismo competitivo segun el nucleétido unido al sitio

catalitico.'?®
Compuestos INNTR
Los INNTR han sido estudiados estructuralmente con diferentes técnicas de analisis y se ha

llegando a la conclusibn que los mismos deben tener cierta capacidad para adoptar una

conformacion de tipo “mariposa” (figura 2.7) poseer una alta capacidad para formar uniones
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hidrofébicas e interacciones n-n stacking en las alas y presentar grupos formadores de puente de

hidrogeno en la cabeza.'? 124 12

A partir de estudios in-silico sobre cristalografias de complejos INNTR-TR, se establecié por
superposicion de ligados, que ciertos sustituyentes son clave en la definicion de un farmacéforo

bidimensional.*® En la figura 2.8 se muestran estos requerimientos:

X1 = anillo aromatico de 5 0 6 miembros

X2 = anillo de 5 a 7 miembros, o alquilo

X3=N,00S
Patrén 1 Patrén 2
d1=45-6.0A di1=24-28A
d2=35-45A d2=25-45A
d3=45-65A d3=4.0-55A

Figura 2.8 Representacion bidimensional del farmacéforo.**°

También se ha descripto a través del andlisis de datos cristalograficos la flexibilidad del sitio
INNTR en funcién del ligando unido,** los modos de unién para las distintas familias de INNTR y
las distancias tipicas que adoptan los residuos del sitio INNTR en relacién a su ligando,
confirmando los modelos propuestos.*?® **” A modo de ejemplo, en la figura 2.9 se toman 2 casos
estructurales extremos con respecto a su flexibilidad: Nevirapina, estructuralmente rigida, pero su
conformacion natural adopta la forma de mariposa, y la Rilpivirina, con libertad rotacional a lo largo

de sus 3 anillos, que le permite reacomodarse para ubicarse en el sitio.

HN ? N}@N%
N
== [ N N/ B
LA A -
N N y NH
A N=
Nevirapina (NVP) Rilpivirina (T27)

Figura 2.9 Otros compuestos que cumplen con la REA de los INNTR.

A modo de deducir a priori la potencialidad de las quinoxalinas propuestas en el presente trabajo
de tesis como INNTR, hemos seleccionado como modelos de comparacion, las estructuras de
compuestos activos INNTR, obtenidas por cristalografia de rayos X de complejos ligando-TR
(figura 2.10). En la figura 2.11 se muestran imagenes de los mismos con su posicién y

conformacion adoptada en el sitio de los INNTR.
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Figura 2.10 Estructuras utilizadas a modo comparativo por su analogia con las quinoxalinas propuestas

en esta tesis. Entre paréntesis se indica el cédigo PDB de la cristalografia de donde se tomaron sus

coordenadas atomicas.
A partir de estas estructuras pudimos definir los requisitos mas importantes a la hora de plantear
las modificaciones o sustituciones a nucleo de quinoxalina: La agrupacién atémica formadora de
puente de hidrégeno en las posiciones N1-0O2, la presencia o ausencia de grupos alquilicos en C3
y su estereoquimica, la naturaleza alquilica o aromatica en los sustituyente de N4, y la presencia
0 ausencia de restos alquilicos pequefios en C6. Del analisis de las interacciones mas importantes

de las estructuras indicadas en la figura 2.10, se puede resumir;

= Los grupos alquilicos en posicién 4 de HBY, HBQ, EFV, junto grupo 3’ de UC3 ocupan el
espacio del ala A, rodeada de TYR 181, TYR188 y TRP 229.

= Los anillos A de HBY, HBQ y EFV, y el fenilo de UC3 ocupan la zona del ala B,
interaccionando con VAL 106, Val 179 y GLY 190.

= Los grupos de la cabeza formadores de puente de hidrégeno con LYS 101 son N1, S2 de
HBY y HBQ, N1y O2 de EFV, N3y S2 de UC38.
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HBY EFV

W229

HBQ uc3s

Figura 2.11 Representacion de los ligandos HBY, EFV, HBQ y UC38 en sus sitio de union.

Mutantes resistentes alos INNTR

En los ultimos afios se han caracterizado varias mutantes de la TR que llevan a la aparicion de
resistencia a INNTR'? y se ha propuesto que este fenémeno ocurre por alguna de las siguientes

situaciones:

= Pérdida de interacciones favorables: Por ejemplo la mutacion Tyr 181 Cys, que
provoca la pérdida de interacciones m-n stacking.

= Conflicto estérico: Por ejemplo mutaciones sobre Gly 190 conduce a la repulsiéon
estérica de importantes grupos, como el ciclopropilo de la nevirapina.

» Induccion de conformaciones desfavorables: los cambios conformacionales en el sitio

debido a la mutacioén ocurren, en general, en la mayoria de los casos.

Las mutantes Leu 100 lle, Lys 103 Asn, Val 106 Ala, Val 108 lle, Glu 138 Lys, Val 179 Asp, Tyr
181 Cys, Gly 190 Glu, Met 230 lle y Pro 236 Leu son las comunmente halladas en las cepas
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resistentes a alguno de los INNTR, siendo las Tyr 181 Cys y Lys 103 Asnh las que presentan
resistencia para la mayoria de ellos. También es comin que una mutacion hacia un INNTR cruce
la resistencia hacia otras familias de INNTR, aunque de forma contraria, se ha encontrado que la

resistencia hacia un INNTR ha aumentado la sensibilidad hacia otro. *?3

En base al grado de resistencia presentado frente a alguna de las mutantes, los INNTR se
clasifican en inhibidores de primera generacién y de segunda generacion. En el caso de los de
primera, en general, la mutacion vuelve refractaria a la TR frente al INNTR (por ejemplo:
nevirapina frente a Tyr 181 Cys o efavirenz frente a Lys 103 Asn), mientras que los de segunda
(por ejemplo: HBY, opaviralina y rilpivirina) adn resultan activos frente a mutantes sobre las que
otros INNTR pierden eficacia, por ejemplo HBY es un potente inhibidor de Tyr 181 Cys y Lys 103
Asn.

Sin embargo, otra consideracion que motiva el desarrollo y optimizacion de los INNTR, es que
mientras se adquiere resistencia hacia un grupo de INNTR, hay otras familias que sobre esas
mutantes mantienen la actividad (generalmente entre integrantes de INNTR de segunda
generacion), incluso, modificaciones quimicas sobre la misma familia de INNTR puede restablecer
la sensibilidad perdida por la mutacién.*?® Esto puede replantear la terapia contra el HIV-1
mediante el empleo de juegos de INNTR que se puedan intercambiar segin la cepa mutante

resistente hallada en el paciente.*?®

2.2 Disefio de INNTRs

La busqueda de nuevos compuestos INNTR empleando herramientas propias del CADD estéa bien
documentada en la literatura.*** *2 3! En trabajos previos se han descripto protocolos de cribado
virtual y disefio de-novo basados en estudios QSAR, docking y dinamica molecular que han
resultado ser utiles en el direccionamiento de las busquedas hacia el hallazgo de nuevos
INNTR. 3 130 132133 Eny relacion a ello, es objetivo de la presente Tesis Doctoral explorar por
medio de cribado virtual una quimioteca construida en base a compuestos quinoxalinicos, como

punto de partida para la sintesis posterior de los sistemas quinoxalinicos potencialmente activos.

2.2.1 Cribado virtual

El cribado virtual es un protocolo que tiene dos aspectos fundamentales para su ejecucion: la
guimioteca virtual y el sistema de filtros que seleccionan los compuestos prometedores. Las
guimiotecas virtuales son en esencia bases de datos desde el punto de vista computacional, que
pueden contener informacién de los compuestos en forma de cadenas de reconocimiento (por
ejemplo: SMILES), descriptores o coordenadas atémicas (llevan informacién conformacional). El

sistema de filtros puede derivar de algunas de las aproximaciones ya comentadas: evaluar a los
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candidatos a través de descriptores o desde su sitio de unién al blanco macromolecular de
interés.*> ** Todos ellos, previamente a ser aplicados deben ser calibrados para las condiciones

de estudio.
2.2.2 Quimioteca Virtual

Previamente se han descripto las caracteristicas de los ligandos INNTR, prestando especial
atencion sobre aquellos que poseen un sistema quinoxalinico en su estructura o una alta analogia,
dado que las quinoxalinas son los compuestos de interés en esta Tesis. Es de esperar que los
compuestos de nuestra quimioteca virtual puedan tener el mismo modo de unién que los ligandos

descriptos en la figura 2.10 y por lo tanto una actividad biolégica similar.

La quimioteca virtual fue construida teniendo como rasgo comun las estructuras indicadas en la
figura 2.12, variando de forma combinatoria los sustituyentes R3, R4, R6 y R7, contemplando

ademas ambas posibilidades estereoisoméricas (R y S) para el C3 asimétrico.

H H
R, N__O N__O
LT L X

Rg j\m N” R,

1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 1,2-dihidroquinoxalin-2-ona

07 R,

Figura 2.12 Estructuras base propuestas para la construccion de la QV.

La mayoria de los residuos propuestos para cada uno de los grupos R se fundamentan desde el
punto de vista quimico en la presencia de los mismos en compuestos INNTR analogos ya
conocidos, y tratan de encuadrarse en el modelo farmacoférico propuesto por Wang et al (figura
2.9), aunque se han elegido algunos grupos “voluminosos” para R4 con la idea de comprobar la

capacidad de los filtros en seleccionar entre tamafios adecuados de ligandos.

En las tablas 2.2 y 2.3 se muestran los sustituyentes que se utilizaron para las posiciones 3,6y 7;

y en la tabla 2.4 los sustituyentes para la posicion 4.

Tabla 2.2 Sustituyentes para C3 Tabla 2.3 Sustituyentes para C6 y C7
R3 R6 / R7
H metil H cloro
metil-tio-etil 2-butil fldor metil

isopropil Isobutil acetilamino amino




Tabla 2.4 Sustituyentes para N4

Capitulo Il | Disefio de Quinoxalinas | 56

R4
metil pent-3-in-1-il 3,3-dimetil-pentil 4-cloro-2-butenil
etil pent-4-in-1-il 2,2-dimetil-pentil 4-fluor-2-butenil
propil 1-metil-2-en- 2-propen-1-il 3-fenil-propil
butil 2-ciclopropil-etil 2-buten-1-il bencil
pentil ciclopentil 3-buten-1-il 2-amino-1-etil
hexil isopropil 2-metil-3-buten-1-il 2-ciano-1-etil
heptil 2-butil (2)-penta-2,4-dien-1-il fenacil1-il
octil isobutil 3-ciclopenten-1-il 4-metoxi-fenacil
nonil terbutil ciclobutil-metil 4-nitro-fenacil
decil 2-pentil ciclopropil-metil 4-cloro-fenacil
ciclopropil 3-pentil ciclohexil-metil 4-metil-fenacil
ciclobutil isopentil 2-cloro-etil 4-bromo-fenacil
ciclopentil neopentil 3-cloro-propil 4-hidroxi-fenacil
ciclohexil 2-hexil 2-cloro-propil 2-nitro-fenacil
2,4-dien-ciclopentil 3-hexil 4-cloro-butil 2-cloro-fenacil
2,5-dien-ciclohexil  3,3-dimetil-butil 3-cloro-buitil 2-metil-fenacil
propen-2-in-1-il 2,2-dimetil-butil 2-trifluorometil-etil 2-metoxi-fenacil
buten-2-in-1-il 2,3-dimetil-butil 3-bromo-propil benzhidril
buten-3-in-1-il 3,4-dimetil-pentil 4-bromo-butil 2-tienil
penta-2-in-1-il 4,4-dimetil-pentil 3-bromo-butil 2-tienil-metil
formil isopropiloxicarbonil fenilacetil 4-cloro-tiofensulfonil
acetil difluoroacetil 4-metoxi-fenilacetil tieofensulfonil
propionil 4-metoxybenzoil 4-nitrofenilacetil 1-naftalensulfonil
butanoil fenilpiruvato 3-cloro-tiofen-2-carbonil 4-amino-benzoil
cloroacetil 2-nitrobenzoil 4-cloro-tiofen-2-carbonil 2-hidroxi-benzoil

3-cloro-propanoil
benzoil
bencensulfonil
2-butil-oxi-carbonil
bromoacetil
2-metil-acriloil

benciloxicarbonil

3-nitrobenzoil
4-nitrobenzoil
2-clorobenzoil
3-clorobenzoil
4-clorobenzoil
acriloil

tiofen-2-carbonil

(furan-2-il)-acetil
(3-cloro-furan-2-il)-acetil
(E)-3-(furan-3-il)acriloil
nicotinato
isonicotinato
4-metil-bencensulfonil

3-cloro-bencensulfonil

isonicotinohidracida-N'-il
3-isopropilurea-1-il
acetamida-N-il
anilina-N-il
dihidrocinnamaoil
3-metoxi-bencensulfonil

tiofen-3-carbonil

De la combinacién de todos los residuos propuestos resulté una quimioteca virtual formada por un
total de 106(R4)x6(R3)x6(R6)x6(R7)x2(R/S) = 45.792 compuestos quinoxalinicos a ser evaluados

en la etapa de filtracion.

La construccion de la QV fue llevada a cabo mediante combinacién de SMILES. Los SMILES son

una notacion lineal que describe estructuralmente una molécula en términos de conectividad y
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estereoquimica, pero pierde la informacién tridimensional de la misma. Esta eleccion se debe a
gque estas notaciones se pueden manipular como cadenas de texto y los sustituyentes a
reemplazar se dan por simple reemplazo de caracteres. En la figura 2.13 se muestran los SMILES
tomados como plantilla, correspondientes para las estructuras base propuestas. Nétese que entre
paréntesis y corchetes se indican las posiciones R. Reemplazando esa posicion por la cadena de

caracteres del sustituyente se forma la nueva estructura.

H R (@]
1 7
2N _0 :@i f
_ J/ Rg "Ry

H
N
2N h
; o
H 0=C1[C@H](R3)N(C(R4)=0)C2=CC(R6)=C(R7)C=C2N1
N (@)
LY H
N (@)
N
; DO
N” "R;

0=C1CNC2=CC=CC=C2N1 0=C1C(R3)=NC2=CC=CC=C2N1

—_

R4

A B

Figura 2.13 Codificacién en SMILES: (A) muestra la descomposicion en SIMLES de una quinoxalina
y sus conectividades. (B) SMILEs de las estructuras base. La letra arroba se utiliza para indicar la
estereoquimica del carbono que le antecede.

De este modo se armaron base de datos conteniendo los SMILES de los sustituyentes indicados
en la tablas anteriores y con un script se realizé el reemplazo de las posiciones indicadas con la
cadena de texto del sustituyente (ejemplo figura 2.14), dando asi los SMILE de los compuestos
nuevos. Estos fueron procesados por un intérprete de SMILE para generar estructuras
tridimensionales, y estas fueron optimizadas por mecanica molecular empleando el campo de
fuerzas MMFF94. Al final de éste proceso se obtuvieron los archivos de coordenadas atémicas de

los compuestos a cribar.

Como intérprete del script se utilizé el lenguaje PHP ya que este lenguaje de programacion tiene
muchas herramientas para el procesado de texto. Como intérprete de los SMILE se utilizé el
programa OpenBabel para generar las coordenadas atémicas de las quinoxalinas. A estas se les
optimizé su geometria, quedando disponibles para los experimentos de docking y célculo de

descriptores para el andlisis de QSAR3D.
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0O=C1CN(R4)C2=CC=CC=C2N1 base de datos de SMILES 0=C(Cl)C1=CC=CC=C1

| '

_ A~ reemplazo de caracteres y - 4=CC=CC=C4
O=C1CN3C2=CC=CC=C2N1 ajuste de conectividades O=C3ca=ce=ce=c

H
N O
@[ f combinacion de cadenas
N O=C1CN3C2=CC=CC=C2N1.0=C3C4=CC=CC=C4

©/§O
modelo tridimensional / coordenadas atdomicas

-1.5694 2.6879 0.33520 -0.5033 -2.9937 -1.5678 C
-0.4580 2.2318 0.2503C 0.2178 -1.9650 -1.0942 C

intérprete y optimizacién

Figura 2.14 Operatoria con SMILEs para generar nuevos compuestos. La cadena final se interpreta a un
archivo de coordenadas atdmicas y se optimiza su estructura.

2.2.3 Filtro de compuestos

Para el cribado de la QV se planteé realizar una primera seleccién de estructuras quinoxalinicas a
través de estudios de docking, y a partir de los conférmeros seleccionados de las mismas
mediante dicho estudio, realizar una seleccion final por calculo de actividad a través de un modelo
de QSAR3D. Estos filtros fueron calibrados y validados a partir de datos de actividad biol6gica

disponibles en bibliografia.

El filtro de docking tiene como objetivo seleccionar aquellas estructuras que arrojen valores de
scoring (AG) aceptables y generar los conféormeros a ser analizados por el QSAR3D. Este ultimo
filtro tiene como objetivo predecir la actividad biolégica para el conformero de mejor scoring. A
partir de estos resultados se definiran los criterios a ser tenidos en cuenta en la definicién de los

sustituyentes que deberan estar presentes en las quinoxalinas a sintetizar.
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Filtro QSAR3D

Para calibrar este filtro se han tomado los datos cristalograficos de 32 INNTR (figura 2.15)
formando el complejo ligando-TR, de modo que la conformacion adoptada por el ligando quedo
caracterizada por el descriptor 3D proveniente de dicha estructura. Por otra parte, se han buscado
datos bibliogréficos de sus correspondientes actividades biolégicas con las cuales se realizé el
andlisis exploratorio de correlacion de datos, llegando de ese modo al modelo de QSAR que se
utilizé en la prediccion de las actividades. El andlisis exploratorio se realiz6 con el programa
McQSAR,'® el cual emplea algoritmo genético para explorar los posibles modelos de correlacion.
En la tabla 2.5 se encuentran los cédigos PDB de las cristalografias utilizadas y las actividades
biologicas halladas en la literatura expresadas como el log (1/ICsp) = plCspexp, Siendo ICs, la
concentracion molar inhibitoria que produce el 50% de efecto. Dependiendo del ensayo biol6gico
el efecto puede representar la actividad enzimatica de TR libre, o referirse a algin experimento

gque determina la replicacion viral.

o~ O 0
)\ \
HBY

N__s N._s
X X Cl
| N HN | N \l\f-l “
> = ClI /N
N N —
[ [ N
/ Wy
F F N o4
™ -
FPT FTC S11

Figura 2.15 Estructura de los compuestos INNTR seleccionados de cristalografias.
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Capitulo Il | Disefio de Quinoxalinas | 62

Tabla 2.5 Valores de los 32 ligandos utilizados de calibracion.

PDB Ligando plCspexp  Ref PICsocal res Dp E3m Dv E2u
1BQM HBY 8.22 129 8.56 -0.34 1.196 0.535 1.052 0.584
1COT BM1 7.29 136 6.89 0.40 1.063 0.325 0.993 0.437
1CoU BM5 6.66 136 6.40 0.26 1.027 0.251 0.952 0.422
1DTQ FPT 8.22 137 8.39 -0.17 1.159 0.407 1.238 0.468
1DTT FTC 8.30 137 8.37 -0.07 1.197 0.435 1.195 0.484
1EP4 S11 8.51 129 8.45 0.06 1.114 0.648 1.070 0.476
1HNV TBO 7.85 138 7.69 0.16 1.200 0.421 1.111 0.432
1IKW EFZ 8.15 139 8.18 0.04 1.027 0.693 1.007 0.449
1JLQ SBN 8.16 140 8.32 -0.16 1.069 0.541 1.031 0.550
1KLM SPP 7.67 141 8.00 0.09 1.236 0.345 1.179 0.482
1RT1 MKC 8.09 142 7.87 0.22 1.194 0.397 1.163 0.437
1RT2 TNK 7.39 143 7.31 0.08 1.100 0.356 1.060 0.443
1RT4 uc1l 8.05 1a4 8.25 -0.20 1.150 0.751 1.069 0.371
1RT7 uc4 7.38 129 7.47 -0.10 1.270 0.242 1.190 0.434
1RTH uo5 6.40 145 6.49 -0.09 1.041 0.123 0.966 0.508
1S6P IET 8.52 146 8.23 0.29 1.217 0.475 1.157 0.465
1S9E ADB 8.51 147 7.87 0.66 1.059 0.462 0.987 0.549
1S9G ABZ 8.52 148 8.27 0.25 1.068 0.582 1.030 0.516
1SUQ 185 8.40 148 8.82 -0.42 1.065 0.643 1.034 0.583
1TKT H12 7.52 149 7.80 -0.27 1.167 0.474 1.097 0.431
1TKX GWB 7.54 149 7.47 0.07 1.078 0.388 1.011 0.496
1VRT NVP 7.05 150 7.36 -0.32 1.115 0.285 1.038 0.516
2B5J 3AC 9.10 151 8.73 0.37 1.336 0.554 1.177 0.497
2B6A T50 6.30 151 6.45 -0.15 0.998 0.266 0.926 0.445
2BAN 357 9.00 152 8.54 -0.14 1.210 0.435 1.111 0.591
20PP HBQ 6.75 153 6.97 -0.22 1.124 0.288 1.056 0.422
2WON ZZE 6.92 154 6.46 -0.26 1.039 0.194 1.031 0.402
3C6U M22 8.33 155 8.39 -0.06 1.326 0.363 1.268 0.470
3DLE GFA 8.70 155 8.49 0.21 1.246 0.462 1.170 0.513
3LAL KRV 8.21 156 8.21 0.00 1.087 0.606 1.025 0.494
3M8P 65B 8.85 157 8.76 0.09 1.001 0.757 0.981 0.545
3NBP JGZ 7.62 143 7.89 -0.27 1.069 0.640 1.038 0.398

PDB: Codigo PDB de la cristalografia del complejo ligando-TR; plCseexp: actividad biolégica como el log
1/ICxo (molar) hallada experimentalmente; plCsocal: actividad biolégica como el log 1/1Cs, (molar) calculada
con la ecuacion 1 de la tabla 3.x; res: residuales experimental-prediccion. Ref: Referencia a literatura de la
actividad bioldgica.

Descriptores WHIM: E2u, eta 2 pesado por conectividad, E3m, eta 3 pesado por masa, Dv, global pesado
por volumen de Van der Waals; Dp, global pesado por polarizabilidad.
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Como resultado en tabla 2.6 se muestran los coeficientes para las 8 ecuaciones lineales simples
y multiparamétricas que resultaron mas significativas junto a sus estadisticos de regresién, todas

ellas incluyen los descriptores WHIM.

Tabla 2.6 Coeficientes de las ecuaciones mas representativas

Descriptores

Ec. E3m E2u Dv Dp o) n r R%corr SD F
1 3.16 457 3.96 32 0.94 0.88 0.26  80.37
2 3.28 4.42 3.92 32 0.93 0.85 030  61.83
3 3.54 4.20 1.75 32 0.87 0.75 040  47.30
4 3.14 4.61 4.26 32 0.80 0.62 0.47  26.98
5 3.48 6.29 32 0.73 0.52 053  35.37
6 6.50 4.74 32 0.47 0.20 0.68 8.81
7 4.01 3.54 32 0.45 0.18 0.69 7.72
8 3.64 3.73 32 0.43 0.16 0.70 6.96

O: ordenada al origen; n: numero de compuestos; r: coeficiente de regresion de Pearson; R%cor: coeficiente de
regresion corregido; SD: desvio estandar; F: prueba de Fisher.

En la tabla 2.5 junto los valores de descriptores de actividad ya mencionados, se incluyen los
valores de descriptores WHIM utilizados y la actividad biol6gica calculada a partir de ellos con la
ecuacion 1 de la tabla 2.6. En el grafico 2.1 se muestra la correlacién entre la actividad plC50

experimental y pIC50 calculada:
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Grafico 2.1 Correlacion entre actividad calculada (pIC50cal) y la experimental (pIC50exp).
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En la tabla 2.7 se muestra el ANOVA para la ecuacion 1. El fendmeno de multicolinealidad en esta
clase de regresiones es indeseable dado que se llegan a ecuaciones con buenos estadisticas,
pero con una pobre capacidad de prediccién. Por eso, para asegurarnos de la ortogonalidad de
los descriptores hemos realizado un analisis de correlacion entre estos descriptores WHIM
empleando los calculados para las 32 estructuras de la tabla 2.5 a los que se adicionaron otros 40
ligandos, extraidos también de cristalografias de complejos ligando-TR (tabla 2.8).

Tabla 2.7 Andlisis de la varianza

Df SS MS F aF
Regresion 300 16.49 550 80.37 7.17x10™
Residual 28.00 191 0.07
Total 31.00 18.40

Tabla 2.8 Correlacion de descriptores

WE3.m WE2.u wD.v wD.p
WE3.m 1
wE2.u 0.20822 1
wD.v -0.02824  -0.06773 1
wD.p -0.05723 0.017419 0.892076 1

A partir de estos resultados, fue seleccionada la ecuacion 1 de la tabla 2.6, dado que es la que
presentd los mejores estadisticos de validacion y minima multicolinealidad entre sus descriptores.
Esta ecuacion se utilizé luego en el analisis de los resultados de docking, para seleccionar las

guinoxalinas candidatas a ser sintetizadas.

Filtro docking

Nuestro método de docking se calibr6 en base a las 32 macromoléculas utilizadas en la
calibracion del QSAR3D. Inicialmente se planteé que el método pueda predecir correctamente la
conformacion de los ligandos, con lo cual se realiz6 un andlisis de docking cruzado (cross-
docking). Este tiene como objetivo estudiar empleando docking la variacién conformacional de los
ligandos (normalmente proveniente de una cristalografia), a lo largo de varias macromoléculas.
Esto da idea de como se comporta estructuralmente el ligando y cual o cudles son aquellas
macromoléculas con mejor valor predictivo para el método empleado, y las consideraciones a ser
tenidas en cuenta al seleccionar los parametros del programa (parametros del algoritmo de

busqueda, criterios de aceptacion y residuos flexibles).

Para eso, con el fin de aumentar la variabilidad estructural enfocados en el ligando, se adicionaron

40 estructuras de ligandos de otras cristalografias de complejos INNTR-TR. Asi entonces en el
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experimento de cross-docking se evaluaron un total 72 estructuras de ligandos con geometria
conocida, sobre las 32 macromoléculas previamente seleccionadas. La forma en que se evaluo el
grado de “prediccion” fue mediante el calculo de RMSD entre la pose obtenida por docking y la
natural extraida de la cristalografia. El calculo de RMSD consiste en calcular las diferencias de las
posiciones de los &tomos en el espacio sobre una estructura utilizada como plantilla (en este caso
las 72 poses obtenidas de las cristalografias), de modo similar al desvio estdndar sobre un set de

datos, su expresion es:

1n
I w2 )2 W2
RMSD = n§ ((Vie — Wix)2 + (Viy — Wi)2 + (viy — wy)?)

i=1
Donde v y w son un par de atomos i, y los subindices x, y, z indican la direccion en esos

respectivos ejes.

El criterio para seleccionar la pose mas adecuada en el analisis de RMSD se basé en tomar
aquella pose con el valor de funcién de scoring (AGnisn) Mas bajo. En el grafico 2.2 se muestra un
histograma donde se representan 2 grupos de datos: en azul el porcentaje de ligandos que sus
poses fueron predichas con RMSD < 2 y en rojo aquellos ligandos con RMSD = 2. Consideramos
aquellos valores superiores a 2 como una mala prediccion. El eje de ordenadas indica el
porcentaje de ligandos (sobre 72) que cumplen los RMSD citados y en las abscisas el c6digo PDB

de la macromolécula utilizada.
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Grafico 2.2 Porcentaje de prediccion de las poses de 72 ligandos agrupados por RMSD. Azul: porcentaje de poses
halladas con RMSD < 2; Rojo porcentaje de poses halladas con RMSD > 2.

De este analisis se pudo observar que para el método de docking propuesto, las estructuras 3C6U
(RMSD <2 =78.4% y RMSD =2 = 21.6%) y 2B6A (RMSD <2 =78.4% <2y RMSD =2 = 21.6%)
son las que mejor predicen la pose de los ligandos. Analizando el RMSD para el grupo de 32

ligandos usados en el QSAR, se observd que la estructura 2B6A es la que mejor predice la pose
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(84% de los ligandos, grafico 2.3), y dado que la diferencia de resolucién entre proteinas no es
muy significativa (2.65 A y 2.7 A respectivamente), fue seleccionada como plantilla generadora de

conférmeros vy filtro de docking.
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Grafico 2.3 Porcentaje de prediccion de las poses de 32 ligandos de calibracion agrupados por RMSD. Azul oscuro:
porcentaje de poses halladas con RMSD < 2; Azul claro: porcentaje de poses halladas con RMSD > 2.

Finalmente como criterio de primer filtrado de la QV se propuso utilizar la mediana estadistica
calculada a partir de los AG,nsn para las poses de menor energia, obteniéndose un valor de AGgock

= -8.0 kcal/mol. Luego estas poses seran analizadas por QSAR3D.

Validacion

Para validar el método, ademas de emplear los 32 compuestos usados para calibrar el QSAR3D,
fueron colectados datos de otros 27 compuestos (figura 2.16) con actividad INNTR de los que no
se conocen sus estructuras cristalograficas, y para las cuales se optimiz6 su geometria

empleando métodos computacionales.
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Figura 2.16 Estructura de los 28 INNTR sin estructura cristalografica ligando-TR determinada.
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Figura 2.16 Continuacion.

Por otro lado, las 32 estructuras utilizadas en la calibraciéon fueron tratadas con el fin de perder el
sesgo de la conformacion inicial en el experimento de docking. Para eso a las mismas se les
busco, por el método de buasqueda conformacional sistematica del paquete Hyperchem,
conformaciones que optimizadas difirieran por lo menos en un RMSD > 2.5 respecto a la

estructura inicial.

Finalmente se procedié a la prediccion de la actividad de un set total de 58 estructuras o ligandos

de prueba, siguiendo la siguiente metodologia:
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1) Filtro docking: Se generaron las conformaciones de los 58 ligandos de prueba por medio de
docking, empleando la macromolécula 2B6A, y se controlé que el AG,.isn para la mejor pose fuera

inferior a -8.0 en que unidades. Todos los ligandos cumplieron con este requisito.

2) Filtro QSARS3D: A partir de las conformaciones obtenidas en el paso anterior, se calcularon las
actividades bioldgicas de los ligandos por medio de la ecuacién 1 de la tabla 2.6. En la tabla 2.9 se
resumen los valores de los resultados. En el grafico 2.4 se muestra la correlacion entre la

actividad biologica experimental y la hallada con éste método.
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Grafico 2.4 Correlacion entre actividad calculada (pICsoca) y la
experimental (pPICsoexp)-

Tabla 2.9 Correlacion de descriptores

Ligando AGyock PICspexp Ref pICsocal res Dp E3m Dv E2u
HBY -8.50 8.22 129 7.40 0.82 1.325 0.152 1.139 0.527
BM1 -13.00 7.29 136 6.98 0.31 1.096 0.314 0.985 0.456
BM5 -12.10 6.66 136 6.29 0.37 0.988 0.326 0.862 0.403
FPT -8.50 8.22 137 8.23 -0.01 1.332 0.333 1.189 0.541
FTC -8.70 8.30 137 8.24 0.06 1.450 0.180 1.267 0.581
S11 -10.60 8.51 129 8.45 0.06 1.299 0.438 1.198 0.507
TBO -11.00 7.85 138 7.30 055 1.330 0.097 1.185 0.504
EFZ -12.00 8.22 139 8.00 0.22 1.034 0540 1.086 0.437
SBN -11.60 8.16 140 8.12 0.04 1.087 0.476 1.037 0.549
SPP -10.60 8.09 141 7.81 0.28 1.304 0.150 1.255 0.517
MKC -11.00 8.09 142 7.20 0.89 1.184 0.174 1.106 0.496

TNK -11.40 7.39 143 7.30 0.09 1.208 0.173 1.157 0.475
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uc1l -10.70 8.05 144 8.20 -0.15 1.376 0.382 1.197 0.492
uc4 -9.80 7.38 129 7.44 -0.06 1.214 0.216 1.157 0.475
uos5 -10.10 6.40 145 6.29 0.11 1.010 0.109 0.921 0.503
IET -10.40 8.52 146 7.54 098 1.304 0.194 1.219 0.459
ABZ -11.50 8.52 148 7.76 0.76 1126 0.311 1.057 0.566
H12 -12.20 7.52 149 7.08 0.44 1.232 0.188 1.136 0.436
GWB -11.50 7.54 149 7.11 0.42 1.126 0.148 1.064 0.532
NVP -11.10 7.05 150 7.18 -0.14 1137 0.240 1.034 0.510
3AC -11.20 9.10 151 8.45 065 1536 0.230 1.416 0.462
T50 -14.90 6.30 151 6.66 -0.36 1.011 0.328 0.905 0.447
HBQ -10.11 6.75 153 6.51 0.24 1.149 0.119 1.051 0.431
ZZE -8.80 6.20 154 6.59 -0.39 1.099 0.116 1.029 0.471
M22 -11.50 8.33 155 8.47 -0.14 1.338 0.366 1.280 0.493
GFA -12.50 8.70 155 8.04 0.66 1.176 0.346 1.106 0.562
KRV -10.60 8.21 156 7.18 1.03 1.155 0.162 1.079 0.525
JGZ -11.00 7.62 143 7.55 0.07 1279 0.129 1.244 0.485
L69 -11.60 7.30 129 7.64 -0.34 1274 0.167 1.158 0.554
ATA -11.70 5.30 129 5.76 -0.46 0.837 0.127 0.902 0.392
PE1 -8.90 7.70 129 7.68 0.02 1.336 0.083 1.272 0.521
PE2 -9.20 7.30 129 7.08 0.22 1275 0.138 1.158 0.451
INO -10.10 5.85 129 5.90 -0.05 1.004 0.063 0.900 0.468
NSO19 -12.10 6.48 158 6.93 -0.45 1.024 0.231 0.994 0.496
NSO17 -9.30 5.20 158 5.91 -0.71 1.027 0.173 0.935 0.362
NSO16 -9.00 6.70 158 6.56 0.14 1.131 0.116 1.043 0.451
NSO15 -8.80 6.08 158 6.71 -0.63 1.048 0.190 1.012 0.460
NSO12 -9.40 5.30 158 5.95 -0.65 0.997 0.190 0.928 0.366
NSO10 -9.00 6.70 158 6.30 0.40 0973 0.101 0.946 0.488
QNO4-7c -8.90 6.04 159 6.66 -0.62 0.988 0.388 0.933 0.380
QNO4-7a -9.70 6.66 159 7.22 -056 1.080 0.410 0.997 0.433
QNO4-9m -10.70 6.86 159 7.20 -0.34 1128 0.366 1.032 0.429
QNO4-9k -10.80 6.95 159 7.16 -0.20 1.114 0.334 1.034 0.439
QNO4-9b -10.30 6.00 159 6.30 -0.30 1.012 0.383 0.933 0.305
QNO4-9f -10.40 6.85 159 7.06 -0.20 1.088 0.359 1.005 0.425
QNO4-9¢c -8.90 6.89 159 7.10 -0.22 1.059 0.415 0.974 0.423
QNO4-9d -9.80 7.21 159 7.30 -0.09 1.088 0.425 1.000 0.437
QNO4-9e -10.00 7.15 159 7.21 -0.06 1.090 0.407 1.001 0.430
QNOA4-9j -10.70 6.70 159 6.67 0.02 1.081 0.326 1.003 0.365
QNO4-9 -10.60 6.94 159 6.78 0.15 1.122 0.348 1.019 0.361
QNO4-9i -10.80 6.85 159 6.69 0.17 1.081 0.340 0.999 0.363
QNO4-9h -10.30 7.72 159 7.36 0.37 1.147 0.361 1.053 0.447
QNO4-7b -10.40 6.67 159 6.36 0.31 0940 0.391 0.885 0.356

QNO4-9g -8.90 7.70 159 7.28 0.42 1.111 0.365 1.032 0.446
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357* -12.30 8.40 152 6.63 1.77 1141 0.162 1.060 0.420
185* -10.30 8.40 148 6.63 1.77 1.049 0.039 1.000 0.557
65B* -10.50 8.85 157 6.41 244 1011 0.043 0.969 0.533
ADB* -10.50 8.52 147 7.19 1.33 1.219 0.197 1.128 0.460

* Estos compuestos no fueron incluidos en el gréafico 2.4 de correlacion ya que fueron considerados outliers o
casos fuera de correlacion.

A partir de estos resultados pudo concluirse que el método predice de forma aceptable la
potencialidad del ligando como INNTR.

2.2.4 Cribado de la quimioteca virtual

Este se realizd utilizando la misma metodologia que se describié en la validacion del método.
Inicialmente se realizd el experimento de docking, seleccionado la conformacion de méas bajo
MGy« Luego esta fue evaluada por medio de la ecuacion 1, de la tabla 2.6 obteniéndose el valor
de la actividad estimada para cada quinoxalina de la QV. En la tabla 2.10 se muestra los valores

hallados con el criterio de filtracion:
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Tabla 2.10 Quinoxalinas seleccionadas de la QV

Compuesto  AGgoek plC50cal E3m Dv E2u Dp
1 -11.7 6.19 0.060 0.897 0.533 0.985
2 -8.5 6.21 0.136 0.952 0.439 1.042
3 -8.2 5.79 0.063 0.882 0.458 0.967
4 -9.3 8.14 0.372 1.118 0.552 1.219
5 9.1 8.00 0.401 1.004 0.600 1.115
6 -10.6 8.57 0.400 1.220 0.540 1.180
7 -10.4 7.24 0.212 1.100 0.482 1.193
8 -10.6 6.49 0.102 1.058 0.430 1.169
9 -8.3 8.01 0.330 1.111 0.560 1.143
10 -10.5 6.27 0.071 1.041 0.420 1.195
11 -8.9 5.89 0.088 0.897 0.448 1.015
12 -8.9 6.52 0.146 1.048 0.416 1.175
13 -11.4 7.18 0.216 1.165 0.409 1.289
14 -10.0 7.02 0.245 1.048 0.458 1.150
15 -11.6 7.33 0.331 1.107 0.414 1.205
16 -9.8 7.34 0.274 1.120 0.444 1.217
17 -10.2 7.01 0.148 0.989 0.573 1.027
18 -11.2 5.10 0.002 0.694 0.512 0.781
19 -9.6 5.34 0.037 0.811 0.440 0.918
20 -9.3 541 0.052 0.849 0.410 0.941
21 -10.8 5.92 0.041 0.878 0.504 0.972
22 -10.2 6.60 0.230 0.934 0.475 0.954
23 -10.9 8.14 0.175 1.220 0.601 1.207
24 -10.5 7.39 0.221 1.049 0.553 1.106
25 -94 7.21 0.099 1.086 0.566 1.168

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el empleo de planilla de calculo. A partir del
mismo y teniendo en cuenta el objetivo de la presente Tesis, respecto a la sintesis de compuestos
guinoxalinicos potencialmente inhibidores de la TR, en la figura 2.17 se muestran las estructura de
aguellos seleccionados en base a su posible actividad, estimada por el QSAR3D, vy la factibilidad

de su sintesis.
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Figura 2.17 Quinoxalinas seleccionadas a partir QV como inhibidores de la TR.
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Figura 2.17 Continuacion.

3 Inhibidores de CP

3.1 Aspectos estructurales

La Cruzipaina, la principal cistein proteasa presente en todos los estadios del ciclo de vida de T.
cruzi es una endopeptidasa que, al igual que otras enzimas de esta clase, une el sustrato en una
conformacion extendida ubicdndose las cadenas laterales del mismo en subsitios de unién
localizados en el sitio activo de la proteina. Segun la convencién adoptada por Schefter y
Berger'® para identificar los residuos del sustrato y los subsitios de la enzima, se designa P a
residuos presente en el sustrato y S refiere a los correspondiente subsitios de la enzima. Los
residuos identificados como “prima” (P’) estan ubicados hacia el extremo C-terminal del enlace
peptidico, mientras que los residuos “no prima” se ubican en el extremo N-terminal.

La enzima es estable en un rango de pH entre 4.0 y 9.0,'%" 162

pero su actividad frente a un
sustrato es muy dependiente del pH. Por ejemplo, la hidrélisis de seroalbumina bovina (BSA) es
6ptima a pH 4.0, mientras que para la azocaseina la maxima actividad se observa a pH 5.0.*°* CP
es capaz de hidrolizar sustratos que contienen tanto residuos basicos como hidréfobicos en
posicion P2 mostrando preferencia por arginina y fenilalanina, un rasgo que comparte con la
catepsina B (CATB) presente en mamiferos. Ha sido descripto que a pH 6.0 la preferencia de CP
por fenilalanina es s6lo de un 15 % mientras que a menor pH la selectividad aumenta
notablemente. Este fenOmeno se relaciona con el estado de protonacion de un residuo de
glutamato presente en el sitio S2 de la enzima y que seria el responsable de su especificidad

caracteristica.'®®

La Cruzipaina (CP) es sintetizada como una preproenzima de 467 aminoacidos que después de la
remocion autoproteolitica del extremo N-terminal da lugar a la enzima madura: esta es una
glicoproteina rica en manosa (PM 40 Kd, incluyendo dos residuos de manosa), presentando tres
sitios de glicosilacién sobre residuos de asparagina, dos en el dominio catalitico y uno en el
extremo carboxilo terminal.’®* Consta de una Unica cadena polipeptidica que posee un dominio
catalitico de 215 aminoacidos y un domino C-terminal de 130 aminoacidos que es caracteristico

de las cistein proteasas de tripanosomatideos. Si bien la funcion de este domino no ha sido
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determinada, cabe destacar que el mismo es altamente inmunogénico.'® **® Ha sido descrito que
después de la infeccion, los anticuerpos del hospedador se unen al extremo C-terminal de CP sin
alterar las propiedades cataliticas de la enzima.'®® La remocioén de éste dominio C-terminal da
lugar a la Cruzaina que es sélo la unidad catalitica, y la que utilizaremos como unidad estructural
de estudio. En la figura 2.18 se muestra en representacion de cintas la estructura cristalografica

de la Cruzaina:

Frente

Superior

Figura 2.18 Representacion en cintas de la Cruzaina. Los subsitios S estan coloreados segun: sitio catalitico
Rojo. S1 Celeste (G 23); S2 Verde (GLY 66, MET 68, GLU 205, ALA 131, GLY 160, LEU 157); S3 Rosa
(SER 61, LEU 67); S1’ Violeta (TRP 117, ASP 158, ALA 136, MET 142); S2' Amarillo (CYS 22, GLY 20, GLN
19).
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La especificidad de los distintos subsitios de CP ha sido ampliamente estudiada y se ha
observado que S1° presenta una notoria especificidad por agrupamientos aromaticos en P1’,
definida principalmente por la presencia del residuo de TRP 177." Los sitios S1 y S3 presentan

especificidad por agrupamientos basicos.

La especificidad del sitio S2'no es clara, pero el residuo de GLN 19 presente en el mismo juega un
rol fundamental en la estabilizacion del oxianién formado durante la catalisis (figura 2.19).'* Se ha
visto que el sitio S2 es el principal determinante de la especificidad de esta enzima. Este subsitio
es capaz de unir tanto residuos hidrofébicos como basicos debido al comportamiento del residuo
de GLU 205. Este residuo, cargado negativamente a pH fisiolégico, es capaz de adoptar una
conformacion orientada hacia el sustrato cuando el mismo presenta agrupamientos basicos en P2,
con los que establece interacciones electrostaticas. Cuando P2 sustenta agrupamientos
hidrofébicos GLU 205 adopta una conformacion orientada hacia el disolvente. Este
comportamiento también explica la mayor selectividad de la enzima por sustratos hidrofébicos a

pH &cido debido al estado de protonacién de GLU 205.%
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Figura 2.19 Proceso catalitico de la CP.

La flexibilidad del bolsillo S2 de CP y de otras cistein proteasas parasitarias diferencia a estas
enzimas de las homélogas humanas CATL y CATS, las cuales carecen de un residuo de GLU
205, aunque en esa posicion presentan los residuos MET y PHE, respectivamente. En la

homdloga humana CATB, la posicién equivalente a GLU 205 es reemplazada por un residuo de
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ASP (cumpliendo un rol analogo a GLU 205). Teniendo en cuenta esto, el disefio de compuestos
gue puedan interactuar con GLU 205 resulta fundamental a la hora de generar inhibidores

especificos de las enzimas parasitarias.

El analisis del alineamiento de las secuencias del dominio catalitico de distintas enzimas
homologas a CP muestra que esta presenta un 70 % de homologia con la principal cistein
proteasa de T. brucei y un 58 % de identidad con la proteasa analoga de Leishmania major. La
identidad de secuencia con las catepsinas humanas es de 42 % con CATL, 37 % con CATS y 19
% con CATB.

3.2 Disefio de inhibidores de CP

A diferencia de los INNTR, para hallar inhibidores de cruzipaina no se encuentra suficiente
informacion cristalografica de complejos ligandos-CP que permitan seguir el mismo criterio de
andlisis empleado en el disefio de aquellos. Si bien la mayoria de los compuestos que han
demostrado actividad inhibitoria de la CP tiene rasgos estructurales propios de peptidomiméticos,
en la introduccion de ésta tesis se hizo referencia a compuestos quinoxalinicos que poseen esta

actividad.

Mediante el empleo de andlisis cristalografico y dinAmica molecular se ha estudiado un sitio
adyacente a S2 (AS2) que ha sido propuesto como blanco para el desarrollo de nuevos
compuestos inhibidores de cruzipaina.'® La propuesta fue entonces estudiar estructuras
guinoxalinicas en relacion al sitio AS2, en la busqueda de motivos estructurales para el disefio de

novo de compuestos inhibidores.

AS2 se trata de una zona comprendida por los aminoacidos GLU 112, ASN 69, LEU67, GLU 205,
MET 68 y SER 207, donde los juegos GLU 112 - ASN 69 y LEU 67 - GLU 205 forman una especie
de “doble puerta”. EI comportamiento de éste sistemas de puertas fue previamente estudiado por
simulacién de DM'® determinado que en una trayectoria de 100 ns el 82.5% del tiempo, la
proteina se encontraba en su forma cerrada, un 6.9% en su forma semi-abierta y un 3.6%
totalmente abierta, quedando caracterizadas del siguiente modo: a) Puerta 1: cuando la distancia
entre el atomo de carbono y de LEU 67 y el atomo de carbono & de GLU 205 es mayor a 6.25 A
se considera abierta (con una media de 7.6 A, hallandose de esta forma el 70% de la simulacion)
y menor cerrada (con una media de 5.4 A); b) Puerta 2: cuando la distancia entre el atomo de
carbono & de GLU 112 y el atomo de nitrégeno del amino lateral de ASN 69 es mayor a 4.5 A
(con una media de 6.5 A) es considerada abierta y menor (con una media de 3.7 A) cerrada. La
puerta A es sensible a la presencia de ligando en la el sitio S2, obligandola a permanecer abierta.

De forma muy general se ha determinado que este sitio adyacente a S2 puede tener buena
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afinidad con anillos aromaticos, cadenas alquilicas y grupos oxidrilos (por puente de hidrégeno
con GLU 205y GLU 112).*%

En relacion a estos datos se decidid estudiar la posible interacciébn de quinoxalinas con AS2,
empleando el método de docking para hallar los modos de unién mas importantes. Luego por el
método de dindmica molecular MMPBSA estimar los valores de AGyign.

Si bien el sitio en estudio no esta localizado directamente en el propio sitio catalitico, se ha
probado la capacidad de prediccion del Autodock realizando un cross-docking entre 19 ligandos
extraidos del PDB (figura 2.20), sobre una estructura de partida obtenida por cristalografia de la
cruzaina con codigo de PDB 1ME4. Es de destacar que como 16 de ellos se hallaban unidos de
forma covalente a la cruzaina, se prepararon para el estudio de docking con mapa covalente
(consiste en asignarle un potencial de la forma k(r-r)?> en un punto del espacio a un atomo del
ligando); para el caso se utiliz6 el atomo de azufre de la CYS 25 unido covalentemente al ligando,
como atomo parte del ligando, al cual se le aplico el potencial citado. Esta consideracion tiene el
inconveniente que se sesga la busqueda conformacional hacia un grupo posible de
conformaciones. En la tabla 2.11 se muestran lo RMSD de la mejor pose con respecto a su

conformacion de cristalografia.
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Figura 2.20 Estructura de los 19 inhibidores de cruzaina tomados de las cristalografias indicadas en tabla 2.11
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Tabla 2.11 Estructuras y resultados del Cross-Docking. En gris se indican los
ligandos que no forma unién covalente con CYS 25

PDB Ligando AGyock RMSD
1AIM ZYA -5.13 2.35
1EWL R99 -3.54 1.26
1EWM RL2 -4.23 1.87
1EWO VSC -5.77 1.80
1EWP 015 -5.34 1.12
1F29 VS1 -9.91 1.98
1F2A VS2 -6.88 1.95
1F2B VS3 -5.18 2.97
1F2C VsS4 -6.56 2.85
1IME3 P10 -5.43 1.96
1IME4 T10 -7.85 1.96
1U9Q 186 -6.74 1.38
2AIM ZRA -5.68 1.64
2022 D1R -8.43 2.66
3HD3 25B -8.31 0.98
3106 QL2 -6.56 4.98
3IUT KB2 -7.55 2.80
3KKU B95 -8.26 3.58
3LXS 4MC -8.87 2.20

A partir de estos resultados y dado que para los ligandos no unidos covalentemente, T10 (1ME4) y
P10 (1ME3) la prediccion de la pose fue dentro de lo aceptable (RMSD < 2), se prosigui6é con el
uso Autodock.

Inicialmente, para poder estudiar el sitio adyacente, fue necesario generar los conférmeros de la
cruzaina con las puertas A y B abiertas. Para eso se realiz6 una simulacién de DM de 30 ns con el
fin de seleccionar un juego de conformaciones para un posterior experimento de docking y analisis
de interaccion por el método de dindmica molecular MM-PBSA. Se partié entonces de la
estructura cristalografia 1IME4, la cual ya ha sido utilizada en esta clase de simulaciones y es una
de las estructuras con mejor resolucion de su tipo (1.20 A). La misma se preparé para el campo de
fuerzas AMBER, considerando su estado de protonacion a pH 5.5 (y puentes disulfuro). Como
resultado se tomaron 5 conformaciones con la puerta 1 abierta y 5 con 1-2 puertas abiertas para el
experimento de docking. En la figura 2.21 se muestran las conformaciones cerradas y abiertas de

1-2 obtenidas por simulacion de DM.
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1y 2 en forma abierta

Figura 2.21 Conformaciones de las puertas 1y 2, la clave
de colores indican: MET 68, amarillo; Puerta 1: LEU 67,
naranja; GLU 205, rojo; Puerta 2: ASN 69, violeta; GLU 112,
rosa.

El experimento de docking se realizo con las diez estructuras quinoxalinicas indicadas en la figura
2.22, teniendo en cuenta que la mayoria de ellas serian sintetizadas como potenciales agentes

INNTR y algunas, tales como los compuestos tQNX1 y tQNX2 son sus intermediarios sintéticos.
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Como criterio para seleccionar la mejor pose de los resultados de docking, se establecié tomar
aguella pose que cumpliera dos requisitos: (1) con mejor scoring a través todas las

conformaciones (2) que represente al mayor grupo de conformaciones con RMSD < 2.
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Figura 2.22 Quinoxalinas utilizadas en el analisis por MM-PBSA.

Luego, a partir de las poses asi obtenidas se prepararon los complejos quinoxalina-cruzaina para
estimar los valores AG,is, por medio del método MM-PBSA. En la tabla 2.12 se muestran los

resultados de los AGign, Obtenidos.

Tabla 2.12 Resultados de docking y MM-PBSA.

Quinoxalina AGyoek* AGym-presa

2 -4.8 -5.83

tQONX1 -4.6 -8.33
3 -4.9 -2.31
4 -5.2 -3.57
7 -5.1 -2.98

tQNX2 -4.9 -6.31
21 -6.3 -8
22 -5.4 -8
17 -4.9 -8
19 -4.9 -8

* El AGuyock corresponde al valor hallado més bajo y al grupo
de conformaciones mas alto. ® El ligando se desprendié de
su sitio de unién durante el equilibrado
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En base a estos resultados fueron inspeccionadas las conformaciones de los ligandos obtenidos a

través de la dindmica, y se pudo observar que:

= Para todas las selecciones del docking, durante la etapa de minimizacion y equilibrado de
los complejos quinoxalina-cruzaina se cierra la puerta B, quedando el ligando confinado

entre S2 y la puerta 1.

= El grupo carbonilo en C2, presente en los compuestos 2, 3, 4, 7, 17, tQONX1 y tQNX2 forma
puente de hidrégeno con el resto GLU 205 de la enzima (ejemplo compuestos tQNX1 y 4

de la figura 2.23), estabilizando a la quinoxalina entre la puerta'y S2.

= Los compuestos 19, 21 y 22 proyectan el residuo presente en el C3 hacia S2 y la
interaccién con GLU 205 (ejemplo compuesto 21 de la figura 2.23), formando solamente

puentes de H con las moléculas de agua adyacentes.

Compuesto 4

Figura 2.23 Representacion gréafica de las quinoxalinas
tQNX1, 4, 21 en el sitio de unién luego de 1 ns de
simulacion..
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Compuesto 21

Figura 2.23 Continuacion.

= Las quinoxalinas tQNX1, tQNX2 y 17, tienen orientaciones distintas a las N4 sustituidas,
ubicando el grupo N4 por fuera de la proteina (el H de N4 forma puente de H con las aguas
del entorno durante la simulacion) mientras que las sustituidas en N4 proyectan el
sustituyente hacia S2, orientando el anillo bencénico de la quinoxalina hacia afuera de la
proteina (ejemplo estructuras 3y 5 de la figura 2.23).

= En base a lo observado para el compuesto tQNX1, sustituciones en C7 con grupos
alquilicos o fenil-alquilicos serian adecuadas para estabilizar el ligando a través de
interacciones con S2, mientras el anillo de pirazina deberia poseer grupos basicos y/o

formadores de puente de hidrogeno.

4 Conclusiones

Inhibidores no nucleosidicos de la TR

Se llevo a cabo la construccion de una quimioteca virtual aprovechando la facilidad que ofrece la
notacion SMILES de una estructura quimica en relacion al manejo informético de la misma. Esta
notacion permite reducir la estructura a una cadena de caracteres que lleva informacion de
conectividad y estereoquimica, pero no de coordenadas atomicas. Inicialmente se prepard una
base de datos de sustituyentes en notacion SMILES, para luego ser combinados sobre las
plantillas de quinoxalinas indicadas en figura 2.12, siendo las mismas también escritas en la
misma notacion. El proceso se llevd a cabo con un script, como se mostré en la figura 2.14,

llegando finalmente a la quimioteca virtual de quinoxalinas.
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En el protocolo de filtracibn de la QV se emplearon dos aproximaciones para analizar los
compuestos provenientes de la quimioteca virtual. Primero, por medio de docking se
seleccionaron los compuestos que dieron valores de AG < -8.0 y se generaron las conformaciones
de quinoxalinas que luego fueron analizadas por QSAR3D. Ambas metodologias son sensibles a
la conformacién de los compuestos y fueron previamente calibradas con estructuras de
conformacioén conocida provenientes de cristalografias de complejos de unién ligando-TR. El
QSAR3D se calibro de forma tal que permitio estimar la actividad biologica de las quinoxalinas, la
cual se utilizé6 como criterio final de seleccion. Finalmente los resultados se analizaron por planilla
de célculo, seleccionando aquellas quinoxalinas de mejor actividad bioldégica y accesible

sintéticamente.
Disefio de inhibidores de la CP

La propuesta para estudiar compuestos que logren ser antichagasicos a través de la inhibicién de
la CP debi6é ser distinta a los protocolos estudiados anteriormente para TR, dado que no se
disponen de suficientes datos de compuestos activos (con cristalografia) para realizar un analisis
de QSAR3D, y solo el estudio de docking podria ser insuficiente para evaluar la potencialidad de
un compuesto. Sin embargo a través de un protocolo de disefio de novo utilizando docking y
analizando la interaccion por una técnica de simulacion como MMPBSA fue posible estudiar la
interaccion de fragmentos quinoxalinicos en un sitio adyacente al catalitico de la cruzaina, con el
fin de identificar algunos requerimientos estructurales. Las quinoxalinas utilizadas para éste
estudio resultaron ser parte de las seleccionadas previamente en la QV y sus sintesis ya estaba

identificada durante el desarrollo del estudio tedrico.

Sobre los compuestos quinoxalinicos seleccionados en este capitulo se estudiaran las vias de

sintesis, y caracterizaran sus estructuras en el capitulo III.

5 Metodologia

Las optimizaciones de geometria de los ligandos que se utilizaron en los experimentos de docking
se realizaron empleando el campo de fuerzas MMFF94, por gradientes conjugados, con criterios

de convergencia del gradiente inferior a 1x10° 6 maximo 5000 iteraciones.

En los casos donde se requiri6 muestrear otras conformaciones de los ligandos se utilizo el
método de busqueda sistemética, incluido en el programa Hyperchem 8 (opcién Conformational
Search), y las geometrias obtenidas fueron optimizadas por AM1 con criterio de convergencia

inferior a 0.001 o maximo 1000 iteraciones.
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Los descriptores para el analisis de QSAR se calcularon con el programa PaDEL 2.3 a partir

de las geometrias optimizadas de los ligandos.

El analisis exploratorio para el hallazgo del modelo de QSAR se llevé a cabo con el programa
McQSAR (Multiconformational QSAR).*** Este programa produce de forma aleatoria juegos de
ecuaciones de correlacion estructura-actividad, sobre las cuales, mediante un algoritmo genético,
selecciona aquellas con mejor correlacion por regresion lineal simple. Sobre las mejores
ecuaciones seleccionadas por McQSAR se continuaron los analisis estadisticos empleando
planilla de célculo.

Para la obtencion de cargas RESP utilizadas en las simulaciones clasicas de dinAmica molecular,
las optimizaciones de geometria y los calculos se realizaron por el método de estructura
electrénica Hartree-Fock con bases 6-31G*, empleando el programa Gaussian 03. El resto de los
parametros de los ligandos fueron obtenidos del campo de fuerzas GAFF (General AMBER force

field), empleando el programa Antechamber.

Las simulaciones clasicas de DM fueron realizadas utilizando el campo de fuerzas de AMBER ff99
y ejecutadas con el programa NAMD 2.4. Las proteinas fueron solvatadas con una caja de agua
explicita descripta con el potencial TIP3P, de forma tal de que entre la superficie de la proteina y
los extremos de la caja existieran aproximadamente 10 A. Se utilizé el termostato de Langevin y
condiciones periédicas de contorno en todos los casos. Los sistemas se inicializaron del siguiente
modo: se comenzé con 5000 pasos para el sistema completo, continuando con un tiempo de paso
(dt) de 1 fs en el que se hicieron 2 etapas de termalizacion (con una rampa de 0 a 300 K durante
300 ps), primero con la proteina fija durante 300 ps, para relajar las moléculas de agua, seguida
por otros 300 ps donde se fijaron solamente los atomos de carbonos a (CA) de la misma por
altimo se equilibré el sistema completo, libre de restricciones, durante 3 ns. Finalmente se
corrieron producciones de 30 ns para la obtencion de conformaciones. Para el calculo de energia
libre por MM-PBSA se simularon los complejos ligando-cruzaina y los términos termodinamicos se

calcularon con el script MMPBSA.py del paguete AMBER.

En los casos en los que se necesitd un estado de protonacion determinado para las proteinas se

utilizo el predictor H™, disponible de forma on-line a través de: http://biophysics.cs.vt.edu/

Las imagenes y el andlisis visual de los datos y resultados se realizaron con los programas UCSF-
Chimera 1.9y VMD 1.9.1.

Los scripts para el manejo de coordenadas atémicas y archivos en general fueron escritos para
los intérpretes de comando BASH o PowerShell, dependiendo del sistema operativo en el que se

realiz6 el manejo de archivos o datos.


http://biophysics.cs.vt.edu/
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Para el procesado de datos y acceso a base de datos se utilizaron los intérpretes de script PHP y
Java, los cuales se utilizaron de acuerdo a la prestacién de sus funciones built-in (incorporadas al

lenguaje del programa).
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Sintesis de Quinoxalinas
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1 Sintesis de Quinoxalinas

Como fue mencionado en la Introduccién las quinoxalinas representan un grupo de compuestos
de gran interés en farmacologia, especialmente al momento de definir prototipos para el desarrollo
de nuevos farmacos. Esto es debido a la gran variabilidad estructural y versatilidad quimica que
poseen y a la diversidad de potenciales aplicaciones terapéuticas que han demostrado. A
continuacion se describira lo realizado en este trabajo de Tesis Doctoral para dar cumplimiento al
objetivo planteado con respecto a la sintesis y caracterizacion de quinoxalinas que contengan en
su estructura la sustitucién estimada a través de los célculos teoricos realizados (Capitulo 1) ,
como Optima para acceder a compuestos con actividad antichagéasica o anti-HIV.

1.1 Caracteristicas quimicas

La quinoxalina en su forma aromética comparte muchas propiedades quimicas con los
heterociclicos quinolina y pirazina. La presencia de dos atomos de nitrégeno con hibridacion sp?
disminuye la densidad electrénica de la nube 1, mostrando propiedades tipicas de los anillos 1

deficientes (figura 3.1).*"

» () o® b
= — ~ —
N N N N
Piridina, pKa =5.2 Pirazina, pKa= 0.6 Quinolina, pKa= 4.92 Quinoxalina, pKa =0.7

Figura 3.1 Anillos heterociclicos relacionados con la quinoxalina y sus valores de pKa

Los atomos de nitrégeno de estos heterociclos, como en la piridina, poseen hibridizacion sp?
pudiendo asi compartir un electrén del orbital p en el plano anular, lo que confiere el caracter
aromatico al heterociclo (figura 3.2). Por otro lado, el orbital sp? no compartido, con un par de

electrones libres, le confiere caracteristicas basicas:

Figura 3.2 Representacion de los orbitales p y sp2 de la piridina

Sin embargo, la basicidad para los heterociclos con mas de un 4tomo de nitrégeno se ve muy

disminuida por la presencia de otro atomo mas electronegativo que el de carbono, el cual aumenta
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la deficiencia electronica en el anillo, encontrandose en el caso de la quinoxalina un pKa = 0.7,

correspondiente al 4cido conjugado (figura 3.3):

@cgz =0

Figura 3.3 Equilibrio acido-base de la quinoxalina

El anillo de quinoxalina presenta baja reactividad en las reacciones de sustitucién electrofilica
aromética (SEA), dandose casi exclusivamente en posicién 5, mientras que se ve fuertemente
activado para reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica (SNA) sobre el anillo heterociclico
(figura 3.4).

_ HNOg Nj N
+
SEA ©: j ®NO, Q:N/ ozN/C[N/j
NO,
_ NaOCH;, _ ©:Nj/°CH3
SNA @E ]/ ©0CH, N
Figura 3.4 Posiciones reactivas de la quinoxalina frente a las clasicas SEA y SNA.

Esto se puede explicar a partir de las estructuras resonantes, en las que se puede apreciar la

deslocalizacién de cargas (figura 3.5):

o[ Xa—6ry
LX) —CR) |~ O

Figura 3.5 Estructuras canonicas de la quinoxalina.

La presencia de un grupo hidroxilo en la posicion 2 (y/6 3) puede llevar a las quinoxalinas a

establecer un equilibrio tautomérico (figura 3.6) del tipo lactama-lactima (2-hidroxiquinoxalina),

hallandose la forma lactama como la preponderante:*"* 1"



Capitulo Ill | Sintesis de Quinoxalinas | 91

H
T Oy
~ -
N N/

2-hidroxi-quinoxalina lactama

H
bl CCx
LY =
~
N” OH N O
Figura 3.6 Equilibrio tautomérico de las hidroxiquinoxalinas.

Sin embargo, no se dispone de estudios exhaustivos del tautomerismo en relacién a una variedad
de sustituyentes en posicion 3, considerando que esta posicion deberia tener, en primera

instancia, un efecto directo sobre la estabilidad del tautémero preponderante. Los casos mas

173, 174

estudiados son la 2-quinoxalinona y el caso particular de una tercera forma tautomérica,

cuando en posicién 3 hay un resto metilén-cetona que puede dar lugar al equilibrio entre las

formas 3-enamino y 3-imino (figura 3.7).*>*"”

H
e CL Y
(LT = L
—
1) R o) R
imina enamina

Figura 3.7 Equilibrio tautomérico de las quinoxalinonas 2-metilcetona sustituidas.

Como ocurre con la piridina y la pirazina, en las quinoxalinas la presencia de grupos donadores de
electrones, por efecto resonante, aumenta la disponibilidad del par de electrones del orbital sp®
con un consecuente aumento del caracter basico, encontrandose para la 2-quinoxalinona un
pKa=1.37. Esto también se evidencia en un aumento de la reactividad frente a la SEA. Lo

contrario ocurre cuando los grupos son atractores de electrones, tales como halégenos o nitro.

Las quinoxalinas parcialmente saturadas, como las tetrahidroquinoxalinas | y Il (figura 3.8),
pierden parcialmente la contribucion a la aromaticidad del sistema anular, comportandose mas
como anilinas N-alquil sustituidas (pKa tipicos entre 4.5 y 5.5) y mostrando que la reactividad

frente ala SEA y SNA, en el anillo bencénico sea similar a sus anélogos, las anilinas sustituidas.
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Figura 3.8 Quinoxalinas parcialmente saturadas.

De forma general, podemos resumir una serie de caracteristicas electrénicas que pueden ser
importantes a la hora de disefiar un potencial farmaco que contenga un anillo quinoxalinico en su

estructura:

= Las quinoxalinas por su caracter electronico 1 deficiente podrian dar buenas interacciones
T-stacking con anillos ricos en electrones, como fenilos, fenoles e indoles, presentes en los

a-aminoacidos constituyentes de las proteinas.

= Los a&tomos de nitr6geno presentes en las quinoxalinas podrian ser aceptores o donadores
de puente de hidrogeno, dependiendo del grado de saturacién del sistema.

= Las formas lactama-lactima pueden tener distintas contribuciones en la formaciéon de

puentes de hidrogeno.
= Las tetrahidroquinoxalinas al perder el caracter aromatico de la parte heterociclica de la

molécula dejan de ser anillos 1 deficientes, pero ofrecen otras posibilidades de

incorporacién de sustituyentes.

1.2 Métodos generales de sintesis de quinoxalinas

Entre los métodos de sintesis de quinoxalinas pueden enumerarse los siguientes:*’**"?

1. Condensacién de o-diaminas aromaticas con compuestos a-dicarbonilicos
2. Ciclacion intramolecular de o-diaminas aromaticas N-sustituidas

3. Reacciones de transformacion de anillos
A continuacion se resumen los aspectos mas relevantes de cada uno de ellos:
1 Condensacion de o-diaminas aromaticas con compuestos a-dicarbonilicos: Constituye el

método clasico de sintesis de quinoxalinas el cual puede ser representado de manera general a

través de la siguiente reaccion (figura 3.9):
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NH
CL - XL
+
NH» 0] R
Figura 3.9 Método general de sintesis de quinoxalinas.

Esta reaccion es muy sencilla y constituye la mas ampliamente utilizada para la sintesis de
quinoxalinas y sus derivados alquilados. La condensacién de glioxal con o-fenilendiamina produce
la quinoxalina en forma cuantitativa.'”? Fenilglioxales sustituidos son los materiales de partida para
la obtencién de 2-arilquinoxalinas y sus correspondientes cetoacidos lo son para la sintesis de 3-
arilquinoxalinas (lll y IV) (figura 3.10).

[:::I:NHZ 0. _H 1,0 N

+ —_—
NH, 0 ::::N/
1l

H
@[NHz @) OH ‘H,0 ©:N 0]
+ —_—
~
NH, (0] N
v
Figura 3.10 Sintesis de quinoxalinonas a partir de fenil glioxales.

La condensacion de acido mesoxalico con o-fenilendiamina produce la esperada 3-carboxi-2-

quinoxalinona V, aunque el uso de la sal sédica correspondiente sigue un curso de reaccion

anémalo que lleva a la obtencién del compuesto VI (figura 3.11).*"®

Co,
NH2 O COOH N
— s O
COOH
NH "o 2Na COOH N N
sal disédica del Vil

acido mesoxalico

Figura 3.11 Sintesis de quinoxalinas a partir de a partir de acido mesoxalico.

Siguiendo esta metodologia, la reaccion entre dimetilacetilenedicarboxilato con o-fenilendiamina

lleva a la obtencién de 3-metoxicarbonilmetilen-2-oxo-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalina (VI11).*”® Por su
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parte el tratamiento de o-fenilendiamina con 2-clorofenilacetato de etilo produce 3-fenil-1,2,3,4-

tetrahidro-2quinoxalinona que se oxida a 3-fenil-2-quinoxalinona (IX) (figura 3.12).1"

NH, o) COOCH3
DRI @ )¢
NH, 07 >COOCH, COOCH;

VIl

H
NH2 CzH5 N__O
e
NH2 N
IX
Figura 3.12 Sintesis de quinoxalinonas a partir de acetilendicarboxilato.

Las reacciones de condensacion de o-fenilendiaminas con azucares o derivados de estos, que
actian como compuestos carbonilicos, ha sido estudiada en detalle y asi se han preparado

derivados quinoxalinicos de osonas, osonahidrazones y acido deshidro-L-ascorbico.*®® 18

2 Ciclacion intramolecular de o-diaminas aromaticas N-sustituidas: La reaccién de ciclaciéon
de a-aminoacidos N-arilsustituidos, intermediarios formados a partir de la reaccion entre un o-
aminoacido y un o-nitrohalobenceno es muy utilizada para la sintesis de 2-quinoxalinonas. A modo
de ejemplo puede sefalarse la obtencién de la 7-nitro-1,2,3,4-dihidroquinoxalin-2-ona (X) y la 7-

nitro-1,2-dihidroquinoxalin-2-ona (XI) a partir de 2,4-dicloronitrobenceno y glicina (figura 3.13).'%?

183

Mas recientemente y empleando la reaccion de Ullman, se han preparado 1,2,3,4-
tetrahidroquinoxalin-2-onas a partir de o-bromoanilinas y a-aminoacidos en presencia de cloruro
cuproso, a través de intermediarios equivalentes a los obtenidos por reduccién del grupo nitro, de

acuerdo al siguiente esquema general mostrado en la figura 3.13.
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O,N NO, O O,N
L v coon @ @ Pt @ ¥’
Cl COOH

X Xl

Sintesis de quinoxalinonas a partir de o-halonitrobencenos y a-aminoacidos

NH2 :Ng_( CuCl ©: /Vg/\

Esquema sintético empleando la reaccion de Uliman
Figura 3.13 Sintesis de quinoxalinonas a partir de ciclacién intramolecular de o-diaminas aroméaticas

3 Reacciones de transformacién de anillos: Las quinoxalinas pueden ser sintetizadas por
reacciones de degradacién de sistemas de anillos de mayor tamafio (figura 3.14). Asi, la 3-
carboxi-1,2-dihidroquinoxalin-2-ona (XI) puede ser aislada de la hidrdlisis alcalina de una
alloxazina fusionada.'® Cuando una solucién bencénica de la 1,5-benzodiacepina es irradiada en
presencia de oxigeno produce la contraccién oxidativa del anillo que conduce a la 2-benzoil-3-
metilquinoxalina (XI1).'®*> De manera similar la fotélisis de la 7-cloro-2-metilamino-5-fenil-3H-1,4-
benzodiacepina-4-6xido en benceno produce la N-benzoilquinoxalina (XIIl). Otras contracciones

de anillos de diacepinas a quinoxalinas han sido observadas.'®*#

N~ CH;
XII

N>§ NHCH;
) — L
Cl =N_

O "

Figura 3.14 Sintesis de quinoxalinas a partir de anillos de mayor tamafio.
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1.3 Meétodos de sintesis basados en tecnologia de microondas

Desde mediado de los anos ‘80 la tecnologia de microondas viene siendo usada como fuente de
energia en la sintesis organica. Sin embargo, su popularidad como técnica usual en las areas de
investigacion y desarrollo de la quimica organica sintética se alcanzd en los anos ‘90, con la
introduccion comercial de equipos que pudiesen controlar variables criticas del proceso de sintesis
(temperatura, presion y potencia de la MW) y la forma de irradiacion empleada, las cuales tienen
impacto en la calidad y reproducibilidad de los resultados. EI modo de irradiacion afecta
principalmente a la homogeneidad de la radiacion de MW. Los equipos domésticos debido a que
la cavidad del horno es mayor a la longitud de onda empleada, favorecen que las mismas reboten
en las paredes de la cavidad, generando una distribucion no homogénea del campo (genera
zonas mas calientes que otras). A esta forma de operacién se la llama multi-modo. Por otro lado,
los equipos disefiados para sintesis (mono-modo) enfocan de forma eficiente el campo sobre el
tubo de reaccion, haciendo mas homogénea la radiacion de MW en el medio de reaccién. Los

sistemas mono-modo se caracterizan por una alta reproducibilidad de sus resultados.*®® **°

Esencialmente estas técnicas utilizan la radiacion de MW como fuente de energia o calor. El

fenémeno de calentamiento se puede dar por dos mecanismos: **

1. Polarizacion dipolar: el calentamiento dieléctrico resulta cuando una molécula con
momento dipolar es sometida a un campo eléctrico oscilante. A la frecuencia de MW, los
dipolos eléctricos responden a la radiacién provocando la rotacion rapida de la molécula en
el espacio para realinearse con el campo oscilante (figura 3.15). En los liquidos, este
cambio rotacional produce calor por los fendmenos de rozamiento y colision entre las

moléculas vecinas.

AVAVIL Sy

Figura 3.15 Mecanismo de polarizacion dipolar

2. Mecanismo de conduccién: si hay iones disueltos en el solvente dipolar, estos se
acoplan fuertemente al campo eléctrico oscilante, aumentando la tasa de colision entre las
moléculas, por migracion de los iones en el campo oscilante, con un aumento mayor de la

temperatura, respecto del observado en el mecanismo de polarizacién dipolar (figura 3.16).
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Figura 3.16 Mecanismo de conduccion

Se pueden encontrar en la bibliografia numerosas reacciones sintéticas optimizadas mediante el
empleo de MW. Las caracteristicas que habitualmente se ven mejoradas son: disminucién de los
tiempos de reaccién y uso de solventes de reaccidbn menos toxicos, aunque también han sido
reportados cambios radicales en los productos de reaccion obtenidos o la desaparicion de
productos laterales. Esto Ultimo quizas sea porque el calentamiento en el seno del medio de
reaccion es practicamente instantaneo y homogéneo, favoreciendo alguno de los caminos del

control cinético/termodinamico de la reaccién.*®

En lo referido a la sintesis de quinoxalinas, el empleo de MW ha dado buenos resultados en la
optimizacion de muchas de las reacciones clasicas de sintesis. A modo de ejemplo, se puede
sefalar la utilizaciébn de MW en reacciones de condensacion entre o-fenilendiaminas sustituidas y
compuestos dicarbonilicos, por ejemplo el dibenzoilo, que empleando calentamiento convencional
suelen completarse con tiempos de reaccion que van entre las 2 y 12 hs, con rendimientos que
oscilan entre el 30 y 80%. El calentamiento por MW ha llevado a que los tiempos de reaccion se

reduzcan a 5 minutos, con rendimientos que oscilan entre el 85y 99% (figura 3.17).*"

NH O MeOH:HOAc O
@ 2 9:1 AN
_—
=
NH, MW N
160° C /5 min

Figura 3.17 Sintesis de quinoxalinas derivadas de dibenzoilo empleando MW.

Se han descripto reacciones de deshidratacion entre o-fenilendiamina y a-hidroxicetonas, en
condiciones libres de solvente, empleando MnO, como catalizador, con tiempos de reaccion de

alrededor del minuto y rendimientos entre el 48 y 85% (figura 3.18).

@NH2 i @l
MW/1m|n

Figura 3.18 Sintesis de quinoxalinas derivadas de a-hidroxicetonas empleando MW.
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De manera eficiente, también se ha descripto la sintesis de quinoxalin-2-onas quirales por

ciclacion intramolecular entre nitrohalobencenos soportados en polietilenglicol con a-aminoacidos

naturales (figura 3.19).'%

(0]
PEG NO
OCH © i
3 TEA
NH
MW / 10min
(@] “
‘R
OCH,4
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PEG._ NO
o) 2 Q
zZn° /NH4CI
NH MW /6 T
min
(0] "
‘R
OCH,4

Figura 3.19 Sintesis de quinoxalin-2-onas quirales empleando MW.

1.4 Desarrollo y resultados

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el capitulo Il, respecto de la potencialidad de las
qguinoxalinas como agentes anti-HIV y antichagasicos, en el presente trabajo de tesis se
ensayaron distintas rutas sintéticas que permitieran obtener esta clase de compuestos.
Concretamente, los resultados obtenidos en los célculos orientaron la sintesis de una serie de 1,2-
dihidroquinoxalin-2-onas (dQNXs) y 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-onas (tQNXs) con diferentes

sustituyentes en posiciones 3y 4 (figura 3.20).

sod @[ r

O R4
1,2-dihidroquinoxalin-2-ona (dQNX) 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona (tQNX)

Figura 3.20 Estructuras base de las quinoxalin-2-onas disefiadas.
1.4.1 1,2,3,4-Tetrahidroquinoxalin-2-onas (tQNXs)

De acuerdo con los resultados obtenidos en la etapa de disefio empleando herramientas
computacionales, resultaba fundamental obtener drivados de tQNXs sustituidos en posiciones 3 y
4, prestando especial atencién a la quiralidad del C3 de acuerdo a los requerimientos

estereoquimicos de los blancos proteicos estudiados en el capitulo Il. Por ello es que a partir de
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los datos presentes en la literatura respecto de posibles metodologias para la obtencion de dichos
derivados resultd particularmente atractiva la secuencia que emplea un o-halonitrobenceno, al que
se hace reaccionar con un a-aminoacido homoquiral en una reaccion de sustitucién nucleofilica
aromética, para dar un intermediario abierto que por reduccion del grupo nitro y posterior ciclacion
produce las tQNXs sustituidas de acuerdo al esquema general mostrado en la figura 3.21.

NO,

NO, HoN - HAL" ) Redox
+ "IR3 - NH . —>
o) 2) HOR' “R3  -HCI
OR' R\\“Kfo

3 R o
OR' 4

Figura 3.21 Esquema sintético general de las tQNXs N4 aciladas

Como puede verse, en principio los a-aminoacidos, deberian estar en forma de ésteres para evitar
que la forma zwiteridnica correspondiente disminuyera la nucleofilia del grupo amino. Por ello, en
primer lugar se buscaron condiciones de esterificacién de dichos precursores. Si bien la literatura
al respecto es abundante, las condiciones experimentales descriptas no resultaban éptimas
teniendo en cuenta que estos aminoacidos resultan los precursores tempranos de toda la
secuencia sintética propuesta. En la bisqueda de una metodologia para la sintesis de los ésteres
de a-aminoéacidos la reaccion se estudié primero en la preparacion de ésteres derivados de varios
acidos carboxilicos de muy diferente reactividad. La esterificaciébn entre un alcohol y un &cido,
catalizada por acidos minerales es una reaccion muy importante en la sintesis organica y un gran
namero de condiciones experimentales se han desarrollado para esta reaccién. Las
esterificaciones catalizadas son un area activa de investigacion en la actualidad. Reacciones
estequiométricas entre un alcohol y un &cido han sido descriptas por Yamamoto? y Tanabe® y
estan entre las mejores, sobre todo desde el punto de vista de la economia de atomos. La sintesis
de ésteres a partir de acidos carboxilicos y alcoholes utilizando acido metanosulfénico (CH3;SO3H)
soportado sobre alimina (Al,O3) como catalizador (AMA) en condiciones de reaccion clasicas esta
bien documentada, sobre todo para la sintesis selectiva de monoésteres obtenidos a partir de
dioles.’®® Estas sintesis emplean cantidades muy grandes de AMA (15 mmol de CH;SOzH / 3
mmol de Al,Os/1 mmol de acido carboxilico) por lo que resulta muy dificil separar el catalizador del
producto de reaccion. Por otra parte, varios autores han descripto recientemente ejemplos de
sintesis asistida por microondas que emplean reactivos soportados con excelente resultados.'®*
Teniendo en cuenta estos aportes en el marco del desarrollo de esta Tesis Doctoral propusimos el
uso de AMA como catalizador en reacciones de esterificacion inducidas por microondas. Estas
condiciones fueron evaluadas y optimizadas en primer lugar en la esterificacion de &cidos
carboxilicos y con ello ha sido posible reducir la proporcion de AMA / acido carboxilico (1 mol/1,6

mol), obtener productos de reaccién mas limpios, con altos rendimientos y tiempos de reaccion
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reducidos. El uso de una mezcla ternaria de alcohol (metanol, etanol o isopropanol), un &cido
carboxilico aromatico o alifatico y AMA, preparado previamente a partir de CHsSO3zH (2 mol) y
AlL,O3z (3 mol), llevé a la obtenciébn de una gran familia de ésteres, empleando tecnologia de
microondas.’® En el punto 1.4.2. de este capitulo se muestran los resultados obtenidos en la
obtencion de algunos de esos ésteres, objetivo de esta Tesis Doctoral.

Esteres de a-aminoacidos son intermediarios importantes en la sintesis orgénica, ya que se han
utilizado en diversas &reas, tales como la sintesis de péptidos,*®® de quimica médica,*® **” como
materias primas para la sintesis de polimeros quirales."*®?*® Una variedad de reactivos se han
reportado para el transformacion de aminoécidos en ésteres de aminoacidos, que incluyen acidos

203 cloruro de

proticos (&cido clorhidrico gaseoso, acido sulfurico y acido p-toluenosulfénico),
tionilo,”®* 2,2-dimetoxipropano®® y resinas de intercambio i6nico.”® Hay otros métodos que
requieren multiples pasos de reaccion para obtener los productos, tales como la secuencia de N-
proteccién, esterificacion y desproteccién. Aungque algunos de ellos son ampliamente utilizados,
tienen varias desventajas, incluyendo procedimientos tediosos, problemas de seguridad, de

eliminacion de residuos y condiciones de reaccion severas.

El uso de AMA, empleando irradiacion de microondas como fuente de energia, mostré la
aplicabilidad de esta metodologia para la preparacion de ésteres de metilo, etilo, propilo e
isopropilo de algunos a-aminoacidos con excelentes rendimientos y tiempos de reaccion cortos
(figura 3.22).

En la Tabla 3.1 se recogen algunos ejemplos de las condiciones empleadas para la obtencion de
diez de los ésteres de a-aminoacidos a través de la metodologia optimizada como parte del
trabajo de la presente Tesis Doctoral. Algunos de estos compuestos se aislaron como base y
otros como el metansulfonato de amonio correspondiente. En ambos casos la caracterizacion se

realizd basandose en la comparacion con en los espectros de *H-RMN reportados en la literatura.

R\)kOH . HOHCH CHySO3H / AlbO5 R%o@cm

MW /120° C /6 Bar NH
CH3803

Figura 3.22 Reaccion de esterificaciéon empleando AMA
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Tabla 3.1 Rendimientos y tiempos de reaccién en la esterificacion de los aminoacidos
utilizados en la sintesis de quinoxalinas.

Metanol Etanol 1-Propanol 2-Propanol

Aminoacido Tpo Ren Tpo Ren Tpo Ren Tpo Ren
(min) (%) (min) (%) (min) (%) (min) (%)

Glicina 20 90 - ’ - ’ -

Valina 20 88 20 88 20 88 20 88
Leucina 20 80 - | - | - -
Alanina 20 95 20 95 20 95 20 95

Donde: Tpo es tiempo de reaccion y Ren rendimiento.

Los correspondientes metil ésteres de a-aminoacidos se utilizaron como nucledéfilos en la reaccién
de SNA sobre 2-flior-1-nitrobenceno (FNB) y 2-cloro-1-nitrobenceno (CINB). Esta reaccion de
desplazamiento nucleofilico se realiz6 utilizando un reactor de microondas, dando tiempos mas
cortos de reaccién sobre el flior que sobre el cloro derivado. Otros autores habian descripto la
obtencion de estos derivados mediante condiciones modificadas de la reaccion de Sanger, en
todos los casos utilizando directamente el aminoacido sin esterificar;?*’ dado que el empleo de los
ésteres conduce a obtener el producto secundario de autocondensacion del metil éster del
aminoacido utilizado. Teniendo en cuenta estos resultados, aln cuando el empleo de microondas
no llevaba a un porcentaje importante en la obtencién de las dicetopiperazinas,?®® se decidié
ensayar las reacciones de desplazamiento nucleofilico con las sales potasicas de los a-
aminoacidos. Los resultados obtenidos fueron comparables a los obtenidos con los ésteres,

independientemente del o-halonitrobenceno utilizado como reactivo.

Por ello se decidié continuar con la preparacion de los intermediarios N-arilsustituidos empleando
directamente la sal potasica del a-aminoacido, encontrando rendimientos en promedio del 60%.
Recientemente, se ha descripto el uso de grafeno en la optimizacidbn de rutas sintéticas
desarrolladas empleando MW.?*?'? Por ello, se decidié ensayar la incorporacion de grafeno a la
reaccion de SNA, empleando como reactivos FNB o CINB y el a-aminoacido, en solucion acuosa
de carbonato de potasio. Esta metodologia permitié obtener los compuestos ND1 a ND8 (figura
3.23) en un Unico paso de sintesis, a partir de los reactivos comerciales (Tabla 3.2). De esta forma
se obtuvieron los compuestos derivados de glicina, (S)-alanina, (S)-leucina y (S)-valina y de sus

respectivos metilésteres.
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NO, . o) NO, H 0 NO, , O NO, H OH
o~ OH N -0 - 0
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A S h T
ND5 ND6 ND7 ND8

Figura 3.23 N-nitrofenil derivados obtenidos a partir de los aminoacidos y sus metil ésteres.

Tabla 3.2 Rendimientos y tiempos de reaccion de los derivados de aminoacidos con los o-halonitrobenceno.

2-cloro-1-nitrobenceno 2-flior-1-nitrocenceno  2-FNB + grafeno

Derivado del a-amino&cido Tpo Ren Tpo Ren Tpo Ren
(min) (%) (min) (%) (min) (%)

Glicina sal potasica 40 45 30 75 15 90
Glicina metil éster 40 50 30 80 15 90
Leucina sal potasica 40 40 30 70 20 90
Leucina metil éster 40 55 30 80 20 90

Donde: Tpo es tiempo de reaccién y Ren rendimiento.

La caracterizacion de los nitrofenilaminoacidos mediante espectroscopia de RMN permite
destacar las siguientes sefiales caracteristicas: Los desplazamientos de los atomos de hidrogeno
unidos al Ca proveniente del aminoacido se observan entre 4.00 y 5.00 ppm, el NH caracteristico
del resto amino desplazado entre 8.16 y 8.35 ppm y las sefiales caracteristicas del fenilo,
observandose el particular doblete entre 8.10 y 8.19 ppm correspondiente al H en posicion orto
con respecto al nitro, demostrando el efecto atractor de electrones del mismo. A modo de ejemplo

se muestran en la figura 3.24 los espectros de RMN correspondientes al compuesto ND8:
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Figura 3.24 Espectros de RMN **C y 'H del compuesto ND8
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En el espectro de correlacion total H-H (TOCSY, figura 3.25), el cual permite estudiar la
correlacion entre protones vecinos directos, se puede observar el doblete a 8.16 ppm
correspondiente al NH, para el cual se observa correlacion con los protones alquilicos a (4.40
ppm), B (1.79 ppm), y (1.74 ppm) y & (0.96 y 0.89). Por otro lado se observa la correlacién entre el
proton desplazado a 8.10 ppm con los H del nicleo aromatico, dando cuenta que es parte del

o A JL M\
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mismo.
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Figura 3.25 TOCSY del compuesto ND8

Una vez obtenidos estos derivados, tanto los acidos como los ésteres fueron utilizados en la
obtencion de las correspondientes tQNXs. Condiciones experimentales para la obtencion de las
mismas ya habian sido descriptas en la literatura.*®® 2% #3214 En ellas se describe el empleo de
distintos agentes reductores del grupo nitro, tales como formiato de amonio/Pd-C; Na,S,05/K,COg3;
SNnCI,/HCI o0 Zn%HClI para obtener las correspondientes anilinas sustituidas. Durante el proceso de
reduccién del grupo nitro ya se observa parte de la ciclacion de la anilina intermediaria,**® reaccion
que puede completarse mediante calentamiento. La ciclacion intramolecular se produce cuando el

grupo nitro es reducido al amino correspondiente, el cual por ataque al carboxilo/carboxilato
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produce la lactama, con pérdida de agua o el alcohol correspondiente si el reactivo de partida es

un éster del nitroderivado.

A partir de lo descripto en la literatura, en la presente Tesis Doctoral se buscaron condiciones
experimentales optimizadas para la obtencion en un Unico paso de las tQNXs a partir de los
ésteres o los acidos derivados de los nitrobencenos. En tal sentido, para la reduccion del grupo
nitro al correspondiente grupo amino, fueron ensayados dos tipos de agentes reductores:

A) El empleo de formiato de amonio en presencia de Pd-C conduce a una mezcla de productos,
entre los que se incluyen los compuestos ciclados, con distinto grado de oxidacion. En el caso de
la reduccién de ND1 o ND2 se obtiene una mezcla de tQNX y dQNX en una proporcion 60:40
determinada por HPLC.

B) Buscando condiciones de reduccion que permitieran la obtencion de tQNXs sin la concomitante
obtencion de las dQNXs, se ensay6 la reduccién del grupo nitro utilizando como agente reductor
SnCl, en medio acido y calentamiento convencional, obteniéndose las tQNXs como clorhidratos.
De esta forma, si bien la presencia del producto de oxidacién (dQNX) no pudo ser evitada de

manera completa, la relacion tQNX / dQNX fue de 95:5, determinada por HPLC.

Las tQNXs obtenidas empleando estas Ultimas condiciones experimentales son los compuestos
tQNX1, tQNX2, tQNX3 y tQNX4 (figura 3.26)

H
X R X
U, . T
| o LT L
N N""CH, N N
H H CH,4 H
ONX1 ONX2 ONX3 tONX4

Figura 3.26 tQNX sintetizadas

Por otro lado la obtencion de las dQNX 19 y 20, a las que se hara referencia en el apartado 1.4.2
(figura 3.26), se puede conseguir prolongando el tiempo de reaccion en la oxidacion de las tQNX3
y tQNX4 respectivamente, cuando la ruta utilizada es la del formiato de amonio en presencia de
Pd-C; o por otro lado, tratando a reflujo los clorhidratos de las tQNXs, en una solucion de K,CO;

con H,0.,. En la figura 3.27 se muestra un esquema de los caminos sintéticos empleados.
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Figura 3.27 Esquema sintético de tQNXs.

En la tabla 3.3 se resumen los resultados obtenidos para las quinoxalinas sintetizadas a partir de

los nitroderivados a través de las dos rutas ensayadas:

Tabla 3.3 Rendimientos y tiempos de reaccion en la reduccion
y ciclacién de los nitroderivados

Nitroderivado HCOONH, / Pd-C SnCl, / HCI

Tpo Ren Tpo Ren

N-(2-nitrofenil)- (hs) (%) (hs) (%)

glicina 25 60 25 90
valina 25 30 25 75
leucina 25 40 25 80
alanina 25 45 25 90

Donde: Tpo es tiempo de reaccion y Ren rendimiento.

Por otro lado, en el caso particular de la 1,2,3,4-tetrahidro-2-quinoxalinona (tQNX1) también se
estudid su obtencion a través de la reaccion entre el &cido cloroacético con o-fenilendiamina
(figura 3.28, a). Para la misma, con el empleo de microondas se consiguié obtener la tQNX1 con
rendimientos del 85%, trabajando a potencia constante: irradiando 1 minuto a 30 W y 10 minutos a

15W.

En la figura 3.28 b) se resumen las condiciones experimentales optimizadas para la obtencion de
las tQNXs, conteniendo un centro asimétrico en C3, en dos pasos partiendo de FNB y un a-

aminoacido y la posterior ciclacion del intermediario, producto de la reduccién del grupo nitro.
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Figura 3.28 Esquema sintético de tQNXs

Caracterizacion espectroscoépica de las tQNXs

Espectroscopia de infrarrojo: En los espectros de IR de estos compuestos se observan bandas
caracteristicas de los estiramientos para el grupo carboxamido (HNC=0) entre 1660 y 1690 cm™;
el doblado de la unién N-H de los grupos amino y amido, con sefiales en 1616 cm™ y 1600 cm™; y
se aprecia la sustitucion 1,2 del anillo bencénico con una sefial alrededor de 755 cm™. La figura
3.29 muestra un espectro tipico, tomando como ejemplo al compuesto tQNX4. También es
caracteristica para este grupo de compuestos la aparicion de las sefiales alrededor de 1500 cm™
y 1377 cm™ (figura 3.29).
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Figura 3.29 Espectro de infrarrojo del compuesto tQNX4.

Espectrometria de masa: Empleando como fuente de ionizacién el impacto electrénico (70 eV)
se observo el i6n molecular para todas las tQNXs sintetizadas y en aquellas sustituidas con un
resto alquilo en posicibn 3 se observé la presencia del ibn m/z 147 por pérdida de dicho
fragmento, en la figura 3.30 se muestra como ejemplo a la tQNX4, para la cual se observa su i6n

molecular con m/z 204.

| 108
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Figura 3.30 Espectro de masa del compuesto tQNX4.

Espectroscopia de RMN: Las sefiales caracteristicas, observadas en los espectros de *H-RMN
de esta familia de tQNXs (figura 3.31), tomando como ejemplo el compuesto tQNX4 son un
singlete ancho a & 4.10 ppm que se corresponde al atomo de hidrogeno unido al atomo de
nitrégeno N4 de tipo anilina, mientras que a 5 9.89 ppm se encuentra al &tomo de hidrégeno unido
al atomo de nitrégeno (N1) de tipo aril-lactama. Es de destacar, que para este compuesto, el
atomo de hidrégeno que aparece como un doble doblete a 6 3.98 ppm se corresponde con el
atomo de C3, de acuerdo a lo observado en en el experimento de HSQC y que es comun, en el
rango de & 3.70 a 4.00 ppm, en toda esta serie. Con respecto a los espectos de **C-RMN, la sefial
a 4 170.1 ppm hace evidente la presencia del carbonilo lactamico y la sefial correspondiente al C3

del aparece en toda la famila de tQNXs en el rango comprendido entre 5 46.00 ppm y 62.00 ppm.
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Figura 3.31 Espectros de 3¢ y 'H del compuesto tQNX4 y el grafico de correlacién H-C a un enlace de
distancia obtenido por un experimento HSQC.

1.4.2 4-Acil-1,2,3,4-tetrahidro-quinoxalin-2-onas (atQNXs)

Teniendo en cuenta el objetivo de este trabajo respecto de sintetizar quinaxolinas conteniendo la
sustitucién predicha en la etapa de disefio, la incorporaciéon de sustituyentes en la posicién 4 del
anillo es fundamental para favorecer la interaccion de los mismos con las enzimas TR y CP. Por
ello se estudid la acilacién de los compuestos tQNX1, tQNX2, tQNX3 y tQNX4, con el fin de

obtener los derivados que a nivel de los célculos serian activos.

La derivatizacién del compuesto tQNX1 con distintos agentes acilantes, tales como: cloruro de
acetilo, clorocloruro de acetilo, cloruro de propionilo, B-cloro cloruro de propanoilo, cloruro de
sufonilo, cloroformiato de propilo y cloroformiato de isobutilo, llevo a obtener los derivados que se
muestran en la figura 3.32 con muy buenos rendimientos. Las condiciones generales de reaccion
involucran el empleo del correspondiente cloruro de &cido en un ligero exceso estequimétrico
(10%), utilizando como solvente acetato de etilo 6 acetonitrilo y empleando hexametilentetramina

0 trietilamina como base aceptora del cloruro de hidrégeno liberado.
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Figura 3.32 Quinoxalinas N4 aciladas derivadas de tQNX1

Empleando las mismas condiciones de sintesis, a partir de las tQNXs precursoras tQNX2, tQNX3
y tQNX4, que ya contenian un sustituyente hibrofébico en posicion 3, se prepararon los
compuestos 9, 14 y 16 empleando cloruro de 3-cloropropanocilo como agente acilante; los
compuestos 10 y 13 acilando con clorocloruro de acetilo; 12 y 15 empleando como reactivo el

cloroformiato de isobutilo y 11 acilando con cloruro de propanoilo (figura 3.33).
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’ z f N~ "“CH
N CH3 N /CH3 ©:N ’/CH3 )\ 3
O)I &H 0”0
O o)
] | g(
9 10 11 12

13 14 15 16

Figura 3.33 Quinoxalinas N4-aciladas derivadas de tQNX2, tQNX3 y tQNX4
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Caracterizacion espectroscoépica de las atQNXs

Espectroscopia de infrarrojo: El patron de bandas caracteristicas observado para estos
compuestos resultd6 muy similar al de sus precursores (tQNXs). Dado los sustituyentes
incorporados, so6lo bandas de estiramientos C-H y una banda extra debida a la incorporacién del
grupo acilo en N4 se adicionan al patron previamente indicado para las tQNXs. Se observaron dos
bandas definidas para los grupos carboxamido (HNC=0) en 1640 cm™ y 1690 cm™, salvo en los
derivados de carbamatos, como 12 y 15 donde la segunda banda se observa entre 1704 y 1715
cm™; el doblado del grupo N-H amido a 1600 cm™ y el estiramiento entre 3100 y 3300 cm™. La

figura 3.34 muestra, a modo de ejemplo, el espectro correspondiente al compuesto 16.

100.0
920

80
757.52 1756.58
1004.3

i
70 1042.49
575.30 |
52143
I 488.00
1156.45 67087

60 93959 /
8)/6.02 429.81

%T

816.32
|
320112 I 1293.24
3140.9: [1600.45 754.15
50 3081.15

2970.42
2923.15

1
5$8.28 1501.19 1236.28
40
1381.82
I
1682.49

30

20.0

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0
cm-1 1/em

Figura 3.34 Espectro infrarrojo del compuesto 16.

Espectrometria de masa: Empleando como fuente de ionizacién impacto electréonico (70 eV) fue
posible observar el ibn molecular y la pérdida del sustituyente en N4 para todas las atQNXs
estudiadas. A modo de ejemplo en la figura 3.35, tomando como ejemplo el compuesto 16, se
observa la aparicién del ibn molecular a m/z 294. El ibn m/z 91 que corresponde al fragmento de
B-cloropropionilo y el ibn m/z 204 que corresponde a la tQNX de partida por la pérdida del resto
presente en N4 y migracién de un proton. Al igual que en sus precursoras, las tQNXs, se pudo
observar la pérdida conjunta de los sustituyentes presentes en los atomos C3, adicionalmente a

la pérdida del sustituyente en N4 con la aparicién del i6n de m/z 147.
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Figura 3.35 Espectro de masa del compuesto 16.

Espectroscopia de RMN: En los espectros de las atQNXs resultan caracteristicos los
desplazamientos del atomo de hidrégeno unido al C3 del heterociclico, perteneciente al Ca del
aminoacido precursor. Mientras que en las tQNXs dicho &tomo aparece aproximadamente a 4.00
ppm, en las atQNXs se desplaza a menores campos, apareciendo a mas de 1.50 ppm por encima
del valor inicial (6 5.57 ppm para el compuesto 16). Es de destacar la diastereotopicidad de los
hidrégenos metilénicos ante la presencia del centro quiral. A modo de ejemplo se muestran en la
figura 3.36 los espectros de RMN del compuesto 16. En el HSQC se observa la correlacién entre
el &tomo de C3 a 6 53.9 ppm con el proton desplazado a 5.57 ppm, mientras que en el COSY se
observa correlacion del mismo protén con los protones diasterotopicos del grupo metileno 3A
vecino, desplazados a 6 1.35 ppm. También es de sefialar la presencia del atomo de hidrégeno
metinico 3B, portador de los dos restos metilos, el cual presenta correlacién con los protones de

3Ay los metilos. Este protén, 3B, se ve solapado por la sefial de solvente en el *H-RMN.
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Figura 3.36 Espectros de 3¢ y 'H del compuesto 16 y los gréaficos de correlacion H-C a un enlace de distancia
obtenido por un experimento HSQC, y de correlacién H-H por medio de un experimento COSY.



Capitulo Ill | Sintesis de Quinoxalinas | 117

1.4.3 1,2-Dihidro-quinoxalin-2-onas (dQNXs)
Para la obtencién de las dQNXs, conteniendo distintos sustituyentes en la posicion 3 del

heterociclo, se emple6 la reaccion de condensacion de o-fenilendiamina con compuestos o-

cetocarbonilicos de acuerdo al esquema mostrado en la figura 3.37.

H
NH, RO. _O N__O
(L, L —~ CLX
NH, 07 R, N~ "R
H,0

Figura 3.37 Reaccion general de sintesis de dQNXs.

3

Esta es una ruta de sintesis muy difundida para la preparacion de dQNX, y en los inicios de este
trabajo de tesis la misma fue optimizada mediante el empleo de MW. El desarrollo de las
reacciones de condensacién entre o-fenilendiamina con a-cetoacidos por medio de calentamiento
con MW, llevé a reducir los tiempos de reaccién requeridos, cuando se emplea calentamiento
convencional, a periodos que van de 5 a 13 min (figura 3.38). Los rendimientos obtenidos
resultaron superiores al 90%.

NH, O OH H @)

L, L —— L X
+
—
NH, O "R MW N” "R
100° C / 5-13 min

Figura 3.38 Reaccion general de sintesis de quinoxalin-2-onas empleando MW

Utilizando la reaccién sefialada y los compuestos dicarbonilicos que tuvieran en su estructura los
grupos R requeridos en la posicién 3 del heterociclo, de acuerdo al disefio previo (Capitulo I1), se
prepar6 una familia de cuatro dQNXs (figura 3.39), los compuestos 17, 18, 21 y 22. La reaccion se
desarroll6 empleando calentamiento por microondas, primero en un microondas doméstico y luego
en un equipo de sintesis. En todos los casos empleando cantidades equimoleculares de los
reactantes y una minima cantidad de solvente (etanol), los productos fueron obtenidos como

sélidos blancos y cristalinos.

N._0O
H H H
Crr g e L
N
= 0)
z N
N~ >CHj N" O OH
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17 18 22

Figura 3.39 Quinoxalin-2-onas sintetizadas empleando MW
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Inicialmente, utilizando un microondas domeéstico se obtenian rendimientos que oscilaban entre el
80% y 90%, observandose ademas, por cromatografia en placa delgada (TLC) y revelado al UV,
tres componentes minoritarios que eran removidos en la etapa de purificacién por recristalizacion
con carbon activado. Recientemente, empleando un equipo de microondas de sintesis mono-
modo se alcanzaron rendimientos que oscilan entre el 90% y 98%, con un componente minoritario

revelado por TLC, que se elimina en la etapa de purificacion.

Otro grupo de dQNXs que surgieron del disefio fueron los compuestos 23, 24 y 25 (figura 3.40), en
los que se modifica la relacion polaridad / tamafio del sustituyente en posicién 3, respecto de la
quinoxalina 22. Para ello se obtuvo una serie de derivados, por esterificacion del grupo carboxilo
presente en dicha molécula, con un rendimiento promedio mayor al 90%. Para la obtencion de
estos derivados se empled tecnologia de microondas y la reaccion fue catalizada mediante el
empleo de acido metanosulfénico soportado sobre alimina (reactivo AMA). Estas condiciones de
reacciéon fueron establecidas y optimizadas en el marco de la presente Tesis Doctoral, como fue

descripto en el punto 1.4.1. de este mismo capitulo.

H
N__o N__o ©:N ©
C[NI/YO ©:NI/YO NI/YO

0 ~_O \(O
23 24 25

Figura 3.40 Esteres derivados del compuesto 22

Finalmente, por oxidacién de las correspondientes tQNXs, tal como fue descripto previamente en
este capitulo (punto 1.4.1, figura 3.27), se completé la serie de dQNXs, sustituidas por restos

alquilicos en la posicion 3, con la obtencién de los compuestos 19 y 20 (figura 3.41)

H
H
N @] N o
) CUT 1
N N
19 20

Figura 3.41 Quinoxalinas 19 y 20 obtenidas por oxidacién de
las tQNXs.

Caracterizacion espectroscépica de las dQNXs

Espectroscopia de infrarrojo: En los espectros de IR de estos compuestos se observan bandas

caracteristicas de los estiramientos para los grupos: carboxamido (HNC=0) entre 1660 y 1690
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cm’™, carboxilo (HOC=0) 1730 cm™ (para el compuesto 22), éster (ROC=0) para los derivados del
compuesto 22, alrededor de 1725 cm™ y estiramientos O-H (para el compuesto 22) y N-H entre
3100-3300 cm™. La figura 3.42 muestra un espectro tipico, tomado como ejemplo al compuesto
23.
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Figura 3.42 Espectro de infrarrojo del compuesto 23.

Espectrometria de masa: Mediante el empleo de espectrometria de masa empleando impacto
electronico (70 eV) como fuente de ionizacion, se evidencian para todas las dQNXs su i6n
molecular y el ibn m/z 145 debido a la pérdida del resto presente en posicion 3 del sistema
heterociclico (se hace mas notable cuando R3 > 1 atomo de carbono). Tomando como ejemplo al
compuesto 23, espectro en figura 3.43, se observa su iGn molecular con m/z 232, la presencia del
ion de m/z 145 (pérdida de R3), y particularmente los iones m/z 173 por pérdida del carboxilato, el
fragmento m/z 201 por pérdida del grupo alcoxi, y el ibn m/z 200, por reordenamiento
intramolecular del ion molecular (figura 3.44), el cual es propuesto a partir de fragmentaciones

conocidas para esta clase de derivados.”™
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Figura 3.43 Espectro de masa del compuesto 23.
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Figura 3.44 Algunos fragmentos del compuesto 23.
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Espectroscopia de RMN: En esta familia es de destacar en el espectro de *°C las sefiales

comprendidas entre 3155 y 160 ppm para el atomo de C2, y las sefiales comprendidas entre 6 160

y 165 ppm para el atomo de C3. Como es de esperar, en el caso del compuesto dicarbonilico 18

se observa una Unica sefial a 3 155.6 ppm. En la figura 3.45 se muestra el espectro de compuesto

23, en éste ademas se puede apreciar la sefial a & 173.8 ppm debido al grupo C=0O del éster

metilico. En el espectro de 'H es de destacar la presencia de un atomo de hidrégeno unido a

heteroatomo (N u O) a muy bajos campos (por encima de 10 ppm). En la region aromatica de este

espectro (5 7.7-7.2 ppm) se aprecian los dobletes para los protones en unidos a C5y C8, y el

juego de tripletes (uno parcialmente solapado) para los protones unidos a C6 y C7. En la region

alquilica se observa el singlete para el grupo OCH3z a 6 3.61ppm YV el juego de tripletes tipicos

para grupo etilo 1,2 disustituido (6 3.09 ppm y 2.79 ppm). En el espectro de correlacién H-C a un
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enlace de distancia se pueden observar las correspondencias entre los atomos de hidrégeno con

sus respectivos atomos de carbono.
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Figura 3.45 Espectros de 3¢ y 'H del compuesto 23y el grafico de correlacion H-C a un enlace de distancia
obtenido por un experimento HSQC.

1.5 Estudio preliminar de la actividad biol6gica de algunos de los compuestos
preparados

A partir de los resultados tedricos obtenidos y descriptos en el Capitulo Il, los compuestos
quinoxalinicos prodrian ser potenciales inhibidores de la cruzipaina. Las estructuras quinoxalinicas
que se usaron en el calculo, para estimar su actividad inhibitoria de la CP, surgieron en funcién de

la disponibilidad sintética de las mismas.

De este modo, una vez sintetizados los compuestos mostrados en la figura 3.46 se incluyeron en
un programa de screening de drogas antichagasicas a cargo del Dr. Hugo Cerecetto llevado a
cabo por la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) con el fin de evaluar la
potencialidad de las quinoxalinas como agentes activos frente al Trypanosoma cruzi. Algunos de

los compuestos seleccionados mostraban valores de AG que alentaron a realizar este estudio.

El ensayo realizado se basa en medir, a una concentraciéon Unica del compuesto (25 um), el
porcentaje de inhibicion de crecimiento de la forma epimastigote del T. cruzi, cepa Tulahuen 2, el
cual es crecido en medio BHT (Brain Heart Infusion + Triptosa) complementado con suero fetal
bovino (SFB). En la tabla 3.4 se muestran los porcentajes de inhibicion para las quinoxalinas

testeadas, asi como los valores de AG calculados en la etapa de disefio.
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Figura 3.46 Quinoxalinas estudiadas por MM-PBSA como posibles prototipos para el desarrollo de antichagésicos.

Tabla 3.4 Resultados de actividad bioldégica a 25 yM de concentracion de la
guinoxalina. El nifurtimox se utilizé6 como control positivo a 5 uM.

Quinoxalina AGyock AGym-resa % inibicion
tQONX1 -4.6 -8.33 13.7
3 -4.9 -2.31 9.7
4 -5.2 -3.57 9.7
2 -4.8 -5.83 9.5
7 -5.1 -2.98 7.3
tQNX2 -4.9 -6.31 7.0
17 -4.9 - 5.0
21 -6.3 -8 inactivo
22 -5.4 -8 inactivo
19 -4.9 -8 inactivo
Nifurtimox - - 28.1°

2 El ligando se desprendi6 de su sitio de union durante el equilibrado de la DM.
b porcentaje obtenido a concentracion 5 uM.

Como puede observarse en la tabla, si bien lo porcentajes de inhibicibn no son elevados,
muestran buena correlacién con lo predicho a través de los calculos, a menor valor de AGyu.pasa,

mayor porcentaje de inhibicion.
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2 Conclusiones

e Para todas las familias de quinoxalinas sintetizadas, se han optimizado las rutas
convencionales de sintesis descriptas en la literatura, utilizando microondas como fuente

de energia en una o mas de las etapas sintéticas desarrolladas.

e Las sintesis de las tQNXs, intermediarios sintéticos de las 4-acil-tQNXs, se plante6 a partir
de nitrofenil derivados de a-aminoacidos homoquirales. A raiz de esto, y considerando que
la forma zwitteridnica de los aminoacidos disminuye la nucleofilia del grupo amino, se
considerd la preparacion de los ésteres correspondientes. Para ello se optimizé una
técnica de preparacion de ésteres por medio de MW con el empleo de un catalizador
soportado (AMA). La robustez de la técnica se probd con otros &cidos carboxilicos,

hallandose aplicabilidad en un amplio espectro de casos con altos rendimientos.

e También se estudié la sintesis de los nitrofenil derivados a través del empleo de la sal
potasica de los a-aminodcidos, pero no se alcanzaron rendimientos superiores que con
sus analogos esterificados. Sin embargo, teniendo en cuenta publicaciones recientes que
incluyen grafeno en sus técnicas de calentamiento por MW, se comprobé que con el
agregado de grafeno al medio de reaccion en que se desarrolla la SNA, se obtienen
rendimientos superiores y equivalentes empleando los a-aminoécidos en cualquiera de sus
formas (éster o sal). Dada la simpleza de su preparacién, se empled la sal potasica en la

preparacion de los nitrofenil derivados.

e En la reduccion de los nitrofenil derivados se ensayaron dos condiciones de reaccién. La
reaccion de reducciéon con formiato de amonio en presencia de paladio adsorbido sobre
carbon activado conduce a la reduccion total del nitrofenil derivado, pero produce como
productos finales una mezcla tQNX/dQNX en proporciones de 60:40. El calentamiento
posterior a reflujo, conduce a la formacion total de dQNX. En cambio, la reaccién de
reduccion con SnCl, en medio acido produce una minima cantidad de dQNX, menor o

igual al 10%.

e Las acilaciones de tQNX fueron realizadas de forma convencional, en un medio de acetato
de etilo/acetonitrilo y el cloruro de acido o el cloroformiato correspondiente; en presencia
de hexametilentetramina o trietilamina, como aceptores del cloruro de hidrégeno producido

durante la reaccion.
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o Las dQNXs se prepararon mediante la reaccion de condensacién entre o-fenilendiamina y
un a-cetoacido; la misma se dio con alto rendimiento y en un corto tiempo con el empleo
de MW.

e Si bien seria adecuado realizar un ensayo sobre la cruzipaina aislada, como para poder
cotejar los resultados obtenidos en los estudios computacionales sobre CP, los ensayos
preliminares sobre T. cruzi fueron alentadores para continuar el estudio de actividad de
compuestos sintetizados. Los compuestos tQNX1, 2, 3 y 4 mostraron aceptable actividad,
de acuerdo a lo previsto por el célculo y serian prototipos para continuar el desarrollo de

antichagasicos con estructura quinoxalinica.

3 Metodologia experimental

3.1 Sintesis quimica

Los reactivos comerciales fueron usados sin purificaciéon. Las sintesis fueron llevadas a cabo en
un microondas doméstico marca BGH o Zenith con una potencia de 650W. Para las reacciones
realizadas con el microondas de sintesis se utiliz6 un equipo Anton Parr Monowave 300, de

potencia regulable entre 1 y 600 W, equipado con sensor de presion y temperatura.

Los puntos de fusién fueron determinados en un aparato Thomas Hoover. Los espectros de 'H y
3C-RMN fueron realizados en CDCl; o DMSO-d6, segln se indica en cada caso, un equipo
Bruker Avance Il de 500 Mhz o en un Buker Avance Il de 300 Mhz. Los desplazamientos quimicos
(d) se expresan en ppm, usando como referencia el pico residual del solvente. Las constantes de
acoplamiento estan dadas en Hz y las multiplicidades de las sefales en los espectros de RMN
estan abreviadas de la siguiente manera: s: singlete; sa: singlete ancho; d: doblete; dd: doble
doblete; t: triplete; dt: doble triplete; td: triple doblete; m: multiplete y ac: absorcion compleja. Los
espectros de infrarrojo se realizaron en un equipo FT-IR Shimadzu IRAffinity, y los espectros de
masa en un equipo Waters ThermaBeam con fuente de ionizacién por impacto electrénico (70 eV),
equipado con un analizador de cuadrupolo. Las rotaciones Opticas fueron determinadas en un
polarimetro Perkin—Elmer 141 a temperatura ambiente y en la linea D de la lAmpara de sodio. Los
andlisis elementales fueron realizados en un Carlo Erba Elemental Analyzer 1106. Las
cromatografias en capa delgada preparativa (TLC-p) y las cromatografias en capa delgada (TLC)
se realizaron sobre silica gel GFz4 (Merck). Las columnas cromatograficas fueron realizadas a

presion atmosférica sobre silica gel Merck 60, 230-400 mesh.

Procedimiento general de sintesis de los ésteres derivados de a-aminoacidos en un equipo

de microondas de sintesis.
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El catalizador AMA 2:3 fue preparado mezclando en un mortero Al,Oz (3 mol), previamente
activado por calentamiento en estufa a 150 °C durante 72 h, con acido metanosulfénico (2 mol)

hasta homogeneidad.

En una reaccion tipica de esterificacion de aminoacidos se mezclaron 5 g de AMA 3:2, 10 mmoles
del &cido carboxilico y 2 ml del alcohol en un tubo de reaccién, cerrado herméticamente y provisto
de un agitador magnético. La temperatura se fij6 en 120° C y la mezcla se irradi6 por 25 min.
Luego de enfriada, la mezcla de reaccion fue diluida con éter (50 ml), filtrada por gravedad y
lavada con éter. Para los ésteres obtenidos como sales del &cido metanosulfénico la fase organica
fue secada sobre Na,SO,, filtrada y concentrada al vacio. Para obtener la base libre, previo al
secado sobre Na,SO,, la fase organica fue lavada con 3 porciones de 30 ml solucién de NaOH al
1%.

Metanosulfonato de la glicina metil éster?®

Alcohol utilizado: metanol. Rendimiento: 1.7 g, 90%.

Aceite amarillo.

CH4SO, HaN ©
3= /Y '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 2.77 (s; 3H; CH3SO3), 3.85 (s; 3H;
O OCHs), 3.96 (m; 2H; CH,; NCH,), 7.70 (sa; 3H; NH3").

Metanosulfonato de la (S)-alanina metil éster?"’

Alcohol utilizado: metanol. Rendimiento: 1.9 g, 95%.

Aceite amatrillo.

— + : O
CH5S0; H3N/\( .
o) H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCly): 1.61 (d; J=7.30 Hz; 3H; CHj3), 2.75 (s;
- 3H; CH3S03), 3.80 (s; 3H; OCHs), 4.17 (m; 1H; NCH), 8.09 (sa; 3H; NH3").

Metanosulfonato de la (S)-alanina etil éster®'®
Alcohol utilizado: etanol. Rendimiento: 2.0 g; 95%.

Aceite amarillo.

J=7.30 Hz; 3H; CHs), 2.75 (s; 3H; CH3S03), 4.14 (m; 1H; CH), 4.24 (m; 2H;

CH,SO; Hsﬁ/\fo "H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.29 (t; J=7.10 Hz; 3H; CHs), 1.61 (d;
~0 CH,); 8.00 (sa; 3H; NHg").

Metanosulfonato de la (S)-alanina propil éster?*

Alcohol utilizado: propanol. Rendimiento: 2.1 g; 95%.
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Aceite amarillo.

_ + 0)
CH5S0, H3N/\f 'H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCly): 0.91 (m; 3H; CH3), 1.61 (m; 5H), 2.74
~_O (s; 3H; CH,S05), 3.55 (t; J=6.70 Hz; 1H), 4.12 (m; 2H), 7.86 (sa; 3H; NHy").

(S)-Alanina isopropil éster?

Alcohol utilizado: isopropanol. Rendimiento: 1.2 g, 95%.

Aceite amarillo.

HzN;\fo

O '"H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCly): 1.24 (d; J=6.20 Hz; 6H; 2 x CH3), 1.31
Y (d; J=7.00 Hz; 3H, CHs), 2.05 (sa; 2H; NH,), 3.50 (m; 1H), 5.01 (m; 1H).

Metanosulfonato de (S)-valina metil éster®’

Alcohol utilizado: metanol. Rendimiento: 2.0 g, 88%.

Aceite amarillo.
\/

-4 0] '"H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCl,): 1.07 (d; J=7.10 Hz; 6H; 2 x CH3), 2.34
CH3SO03 HN™ (m; 1H), 2.75 (s; 3H; CH5SOs-), 3.80 (s; 3H; OCHa), 4.00 (m; 1H; NCH);
_0O 7.75-7.93 (sa; 3H; NH3").

Metanosulfonato de (S)-valina etil éster*®
Alcohol utilizado: etanol. Rendimiento: 2.1 g, 88%.

Aceite amarillo.
\/

- 4 0 1H-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.06 (d; J=7.10 Hz; 3H; CH; ), 1.08
CH3S03 HsN/\f (d; J=6.90 Hz; 3H; CHy), 1.29 (t; J=7.1 Hz; 3H; CHs), 2.35 (m; 1H), 2.75 (s;
~_© 3H; CH3S03), 3.97 (m; 1H), 4.26 (ac; 2H), 7.75-7.91 (sa; 3H NH3").

Metanosulfonato de (S)-valina propil éster

Alcohol utilizado: propanol. Rendimiento: 2.2 g, 88%.

Aceite amarillo.

7 IH-RMN (500 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.97 (t; 3H; J=7.50 Hz; CHs), 1.08 (d:

~ +_ .0 3H; J=8.10 Hz; CHy), 1.11 (d; 3H; J=8.10 Hz; CHj), 1.71 (m; 2H), 2.37 (m;
CH3S04 H3N/Y 1H), 2.77 (s; 3H; CH3S03), 4.01 (m; 1H), 4.16 (m; 2H), 7.75-7.91 (sa; 3H;
~_0 NH;").

¥C-RMN (125 MHz) & (ppm) (DCCls): 10.3 (CHs), 17.5 (CHs), 18.3 (CHa),
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21.7, 29.3, 58.4 (OCHy,), 67.7 (NCH), 169.0 (C=0).

Anal. calc. para CgH,;NOsS: C, 42.34; H, 8.29; N, 5.49; S, 12.56.
Encontrado: C, 42.10; H, 8.40; N, 5.30; S, 12.52.

(S)-Valina isopropil éster
Alcohol utilizado: isopropanol. Rendimiento: 1.4 g, 88%.

Aceite amarillo.

'H-RMN (500 MHz) 3 (ppm) (DCCls): 0.88 (d; J=6.90 Hz; 3H; CHj ), 0.96 (d;
~ J=6.90 Hz; 3H; CHj), 1.24 (dd; J=6.40 Hz, J'=6.20 Hz; 6H; 2 x CH,), 2.00
(dd; J=6.90 Hz, J’=5.00 Hz; 1H), 3.22 (d; J=5.00 Hz; 1H), 5.00 (m; 1H).

O B3C-RMN (125 MHz) & (ppm) (DCCly): 17.3, 22.1, 32.4, 60.2 (OCH), 68.3
(NCH), 175.3 (C=0).

Anal. calc. para CgH7NO,: C, 60.35; H, 10.76; N, 8.80. Encontrado: C,
60.20; H, 10.90.; N, 8.71.

(S)-Leucina metil éster
Acohol utilizado: metanol. Rendimiento: 1.2 g, 80%.

Aceite amarillo.

'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 0.91 (sa; 6H; 2 x CH3), 1.67 (m;
)\ 2H; CH,), 1.74 (m; 1H; CH), 3.76 (s; 3H; OCH3), 3.96 (m; 1H; NCH), 7.90-
8.60 (sa; 2H; NH,).

0
HzN/\f 3C-RMN (75 MHz) 5 (ppm) (DMSO-de): 22.4, 22.6, 24.2, 40.0, 51.2 (NCH),
0 53.4 (OCHj), 170.8 (C=0).

Anal. calc. para C;H;sNO,: C, 57.90; H, 10.41; N, 9.65. Encontrado: C,
57.80; H, 10.70.; N, 9.60.

Procedimiento general para la preparacion de N-(2-nitrofenil)-aminoéacidos.

A. A partir de ésteres de aminoacidos: En 10 ml de acetonitrilo se agregaron 10 mmoles del
éster, 10 mmoles de FNB (6 2-nitroclorobenceno), 22 mmoles de diisopropilamina o
hexametilentetramina y 10 mg de grafeno. La mezcla se calent6 empleando MW, en un
tubo reactor cerrado herméticamente, a 100° C entre 30 y 40 minutos. Al finalizar, el
volumen de solvente se redujo a la mitad utilizando presion reducida y la solucion
resultante se dispuso para su purificacion por columna cromatogréfica, utilizando como
solvente de elucion Hexano/Cloroformo 50:50. Los derivados obtenidos por esta via

resultaron liquidos de color naranja.
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B. A partir de aminoacidos libres: A 20 ml de una solucién de K,CO; al 20% se agregaron 10
mmoles del aminoacido, 10 mmoles de FNB y 10 mg de grafeno. La mezcla se calentd
empleando MW, en un tubo reactor cerrado herméticamente, a 120° C entre 15 y 20
minutos, dependiendo del aminoéacido utilizado. Al finalizar este proceso se agregaron 30
ml de agua y se lavd con 3 porciones de 30 ml éter cada una. Luego se acidifico y se
extrajo con 5 porciones de 30 ml de acetato de etilo cada una. La fase organica se seco
sobre Na,SO, y el solvente se removio a presion reducida. Los derivados obtenidos por

esta via resultaron sdlidos cristalinos de color naranja o amarillo.

Acido 2-(2-nitrofenilamino)etanoico ND1

Aminoacido empleado: glicina. Tiempo de reaccién: 16 min. Rendimiento: 1.8 g (sélido amarillo),
90%.

PF: 192 - 194° C (lit. 193° C).**°

MS (m/z): 196.0

7.47 Hz; 1H; ArH), 6.91 (d; J= 8.50 Hz; 1H; ArH), 7.54 (t; J= 6.88 Hz; 1H;

H
@EN%OH 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-de): 4.17 (sa; 2H; NCH,), 6.73 (t; J=
NO, ArH), 8.09 (d; J= 8.60 Hz; 1H; ArH), 8.37 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 44.6 (CH,), 115.4, 116.2, 126.6,
131.8. 137.0, 144.9, 171.5 (C=0).

2-(2-Nitrofenilamino)acetato de metilo ND2%**

Ester empleado: glicina metil éster. Tiempo de reaccion: 35 min. Rendimiento: 1.9 g, 90%.

Aceite amatrillo

MS (m/z): 210.0
y O
N\)J\O/CH3 IH-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCly): 3.83 (s; 3H: OCHs), 4.11 (d; J=4.40;
2H; NCH,), 6,73 (t; J= 8.07 Hz; 1H; ArH), 6.73 (d; J=8.10 Hz; 1H; ArH),
7.48 (t; J= 8.10 Hz; 1H; ArH), 7.48 (d; J= 8.80 Hz; 1H; ArH), 8.41 (sa; 1H;
NO NH).
BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 44.7 (CH,), 52.6 (OCH,), 113.6,
116.3, 127.0, 132.8, 136.3, 144.1, 169.8 (C=0).

Acido (2S)-2-(2-nitrofenilamino)propanoico ND3

Aminoéacido empleado: (S)-alanina. Tiempo de reaccién: 15 min. Rendimiento: 1.9 g (sélido
amarillo), 92%.

0 PF: 144° C (lit. 144° C).*"
/C W
HO
NH MS (m/z): 210.0
©:NO '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCl): 1.66 (d; J= 7.16 Hz; 3H; CHs), 4.28
2

(m; 1H; NCH); 6.73 (m; 2H; ArH), 7.45 (t; J= 7.60 Hz; 1H; ArH), 8.19 (d;
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J=7.90 Hz; 1H; ArH), 8.32 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 18.5 (CH,), 51.2 (CH), 113.8, 116.2,
126.9, 132.4, 136.5, 143.8, 177.5 (C=0).

(2S)-2-(2-nitrofenilamino)propanoato de metilo ND4***
Ester empleado: (S)-alanina metil éster. Tiempo de reaccion: 35 min. Rendimiento: 2.0 g, 89%.

Aceite amarillo

0 MS (m/z): 224.0
AN )J\_‘\\\
O '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.67 (d; J= 6.70 Hz; 3H; CHs), 3.79
NH (s; 3H; OCHj,), 4.28-4.36 (m; 1H; NCH), 6.27 (sa; 1H; NH); 6.70-6.76 (m;
2H; ArH), 7.42-7.48 (m; 1H; ArH), 8.22 (dd; J= 8.80 Hz, J'=2.00 Hz ; 1H;
NO, ArH), 8.32 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-ds): 18.5 (CHs), 51.1, 52.5, 113.7,
116.1, 126.9, 132.4, 136.2, 146.8, 173.0 (C=0).

Acido (2S)-3-metil-2-(2-nitrofenilamino)butanoico ND5

Aminoécido empleado: (S)-valina. Tiempo de reaccién: 18 min. Rendimiento: 2.1 g (sélido
amarillo), 88%.

PF: 83° C (lit. 85° C).%**

MS (m/z): 238.0

NO,
Q '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.14 (d; J= 7.34 Hz; 3H; CH3), 1.17
NH (d; J= 6.25 Hz; 3H; CH3), 2.34-2.45 (m, 1H, CH), 4.12 (t; J= 8.27 Hz, 1H,
>|... NCH), 6.75 (m; 2H; ArH), 7.45 (t; J= 7.70 Hz; 1H; ArH), 8.22 (dd; J= 8.53
0 Hz, J’=1.10 Hz; 1H; ArH), 8.41 (d; J=7.54 Hz; 1H; NH), 9.10-10.10 (1H; sa;
HO OH).

BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCly): 18.2 (CH3), 19.2 (CHs), 31.2 (CH),
61.2 (CH), 113.7, 116.4, 127.1 132.8, 136.4, 144.4, 177.8 (C=0).

(2S)-3-metil-2-(2-nitrofenilamino)butanoato de metilo ND6%**

Ester empleado: (S)-valina metil éster. Tiempo de reaccion: 38 min. Rendimiento: 2.2 g, 91%.

Aceite naranja

MS (m/z): 252.0

NO, O
H _ '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.08 (d; J= 6.70 Hz; 3H; CHs), 1.13
H o (d; J=7.10 Hz; 3H; CHs3), 2.26-2.49 (m; 1H; CH), 3.77 (s; 3H; OCHy3), 4.07
PN (t; J= 8.27 Hz; 1H; NCH), 6.72 (m; 2H; ArH); 7.44 (t; J= 7.54Hz; 1H; ArH),

8.21 (d; J= 8.55 Hz; 1H; ArH), 8.40 (d; J= 7.00 Hz; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 18.5 (CHj3), 19.3 (CH3), 31.4 (CH),
52.3 (OCHs), 61.7 (CH), 113.7, 116.2, 127.1, 136.3, 136.4, 144.6, 172.2
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(C=0).

Acido (2S)- 4-metil-2-(2-nitrofenilamino)pentanoico ND 7%%

Aminoacido empleado: (S)-leucina. Tiempo de reaccion: 20 min. Rendimiento: 2.0 g (sélido
naranja que descompone al intentar determinar su PF), 90%.

MS (m/z): 252.1

0 'H-RMN (300 MHz) 5 (ppm) (DMSO-dg): 0.89 (d: J= 6.56 Hz; 3H; CHy),
H& 0.97 (d; J= 6.56 Hz: 3H, CH,), 1.70-1.82 (m, 3H, CHCH,), 4.40 (m; 1H:
-~ OH NCH), 6.76 (m, 1H: ArH), 6.98 (d; J= 8.25 Hz; 1H; ArH), 7.57 (m; 1H; ArH),
©: o: 8.10 (dd: J= 8.55 Hz, J= 1.56 Hz; 1H; ArH), 8.17 (d; J= 7.70 Hz; 1H:; NH).
N 2\(

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 22.5 (CHs); 23.1 (CHa), 25.1 (CHy),
40.9 (CH), 54.1 (CH), 115.2, 116.6, 126.8, 132.0, 137.3, 144.6, 174.2
(C=0).

(2S)-4-metil-2-(2-nitrofenilamino)pentanoato de metilo ND8%**

Ester empleado: (S)-leucina metil éster. Tiempo de reaccion: 40 min. Rendimiento: 2.3 g, 90%.
Aceite naranja

MS (m/z): 266.1

o)
HJL 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.96 (d; J=5.90 Hz; 3H, CHs), 1.03 (d;
7 OCHs J=5.90 Hz; 3H; CHs), 1.78-1.88 (m; 3H; CHCH,), 3.76 (s; 3H; OCHj), 4.25

Q:NOY (m; 1H; NCH), 6.68-6.78 (m; 2H; ArH), 7.44 (t; J= 7.90 Hz; 1H; ArH), 8.20
2

(dd; J=8.42 Hz, J'= 1.35 Hz; 1H; ArH), 8.20 (d; J=8.42 Hz; 1H; NH).

BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 21.9 (CH3), 22.7 (CHs), 25.0 (CH,),
41.7 (CH), 52.5 (OCHj), 54.5 (CH), 113.6, 116.3, 127.0, 132.7, 136.4,
144.3,173.2 (C=0).

Procedimiento general para la preparaciéon de las tQNX a partir de nitrofenil-derivados.

A. Empleando formiato de amonio: Se disolvieron 10 mmoles del nitroderivado (acido o éster),
150 mmoles de formiato de amonio (9.45 g) y 4.3 g de Pd-C en 200 ml de etanol. La
mezcla se dejé con agitacion durante 12 hs. Luego fue filtrada y se removié el etanol a
presion reducida. Al residuo se lo purific6 por columna cromatografica empleando como

fase movil: hexano/cloroformo/isopropanol 50:30:20, para dar un compuesto solido.

B. Empleando cloruro de estafio (IlI): Se disolvieron10 mmoles del nitroderivado (acido o
éster), en 30 ml de etanol. La mezcla se llevo a la temperatura de reflujo del solvente con
agitacion magnética Sobre esta solucion se agregé por goteo, durante un lapso de 60 min,
una mezcla de 36 mmoles de SnCl, en 26 ml de HCI 5 M. Luego de completado el
agregado el calentamiento se continué por 60 min adicionales. Finalmente, se redujo el

volumen de etanol a presion reducida y se dejo la solucion resultante a 5° C durante 12 hs

| 131



Capitulo Il | Sintesis de Quinoxalinas | 132

para obtener el clorhidrato de la quinoxalina, que por filtracion, empleando vacio, se aislo

como un soélido rojizo. EI mismo se secd al vacio y se conservd como tal sin mas

purificacion hasta el momento de su utilizacion. Una muestra analitica (100 mg) fue

disuelta en K,CO3; al 10 % y extraida en acetato de etilo. Se seco sobre Na,CO; y el

solvente se removio a presion reducida. El residuo en forma de base libre se utilizo en la

caracterizacion de las tQNXs.

Procedimiento general para la preparacién de tQNX1 a partir de &cido cloroacético.

En el tubo reactor del microondas de sintesis se dispers6 1.1 g de o-fenilendiamina (10 mmoles)

con 1.0 g de &cido cloroacético en 20 ml de etanol. La mezcla se irradid, manteniendo agitacion

magnética, durante 1 minuto a 30 W y 10 minutos a 15 W. Finalmente, el producto se recristalizo
de etanol, para dar 1.25 g de la tQNX1 (rendimiento: 85%).

1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona tQNX1
Rendimiento: 1.3 g, 90%, como base libre.

ZT
o

LS

Iz

PF: 138-140° C (lit. 136-138° C).”*®
IR (cm™): 3371, 3183, 1668, 1602, 1504.
MS (m/z): 148.2

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 2.49 (sa; 1H; NH), 3.75 (sa; 2H;
NCH,), 6.68-6.71 (m; 1H; ArH), 6.75-6.81 (m; 3H; ArH), 10.33 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-d): 46.7 (CH,), 115.1, 115.4, 119.9,
123.0, 127.5, 132.6, 166.6 (C=0).

(3S)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona tQNX2

Rendimiento: 1.5 g, 90%, como base libre.

H
CLY

N
H

PF: 110° C (lit. 112° C).*®

[a]: +8.30 (c 0.6, CHCly)

IR (cm™): 3370, 3180, 1680, 1600, 1500
MS (m/z): 162.1

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCly): 1.49 (d; J= 6.71 Hz; 3H; CH,); 2.64
(sa; 1H; NH); 4.05 (c; J= 6.80 Hz; 1H; NCH); 6.71 (d; J= 7.83 Hz; 1H; ArH),
6.76-6.82 (m; 2H; ArH), 6.86-6.96 (m; 1H; ArH), 8.89 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCly): 17.9 (CHs), 52.0 (CH), 114.1, 115.5,
119.6, 123.8, 125.5, 133.4, 169.6 (C=0).
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(3S)- 3-(2-metiletil)- 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona tQNX3
Rendimiento: 1.4 g, 75%, como base libre.

PF: 98-99° C (lit. 100° C).'®
[a]: +21.0 (c 0.6, CHCly)

IR (cm™): 3369, 3188, 1688, 1600, 1501.

H
@NTO MS (m/z): 190.1

H "H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.00 (d; J= 6.67 Hz; 3H; CH3), 1.07
(d; J=6.90 Hz; 3H; CH3), 2.20-2.37 (m; 1H; CH), 3.80 (d; J= 5.65 Hz; 1H;
NCH), 4.09 (sa; 1H; NH), 6.65-6.80 (m; 3H; ArH), 6.89 (td; J= 7.55 Hz,
J'=1.10 Hz; 1H; ArH), 9.52 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 17.5 (CHs), 19.0 (CHs), 30.9 (CH),
61.8 (CH), 113.4, 115.5, 118.8, 123.9, 124.9, 133.3, 168.7 (C=O0).

(3S) 3-(2-metilpropil)- 1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona tQNX4'*

Rendimiento: 1.6 g (sélido que descompone al intentar determinar su PF), 80%, como base
libre.

[a]: +32.0 (c 0.3, CHCls)
IR (cm™): 3300, 3100, 1670, 1601, 1501

MS (m/z): 204.4

H
N__O
©: f )\ 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.97 (d: J= 6.67 Hz; 3H; CHs3), 1.00
N~ (d; J= 6.67 Hz; 3H; CH3), 1.60-1.73 (m; 2H; CH,), 1.75-1.87 (m; 1H; CH),
H 3.96-4.03 (dd; J=8.70 Hz, J'=5.07; 1H; NCH), 4.10 (sa; 1H; NH), 6.66-6.80
(m; 2H; ArH), 6.82-6.94 (m; 2H; ArH), 9.89 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 21.5 (CH3), 23.2 (CH3), 24.2 (CH),
40.3 (CH,), 54.6 (CH), 114.3, 115.7, 119.4, 123.8, 125.6, 132.9, 170.1
(C=0).

Sintesis de 4-Acil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-onas (atQNXs).

Las tQNX1-4 almacenadas como clorhidratos fueron liberadas a la base libre antes de proceder a
su acilacion. Para ellos, se disolvié una cantidad del clorhidrato de tQNX, equivalente a 1 mmol de
tQNX base libre, en 50 ml de K,CO3; al 10% y se extrajo con 3 porciones de 20 ml de acetato de
etilo. La fase organica se seco con Na,SO, anhidro y su volumen se redujo a la mitad por
evaporacion a presion reducida. A esta solucién se agregd 1.2 mmol del agente acilante, 1.2 mmol

de trietilamina o hexametilentetramina y se la calenté a la temperatura de reflujo del solvente
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durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, la mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente y se la
llevé a 50 ml por agregado acetato de etilo. Finalmente se agregaron 50 ml de K,CO; al 10% y la
mezcla resultante se mantuvo con agitacién durante 15 min. Transcurrido este tiempo las fases se
separaron en una ampolla de decantacion. La fase organica se lavd secuencialmente con tres
porciones de 30 ml de HCI 0.5 M cada una, una porcién de 50 ml de K,CO3; al 10% vy finalmente
con 30 ml de agua. La fase organica se secO sobre Na,CO; y el solvente se removié por
evaporacion a presion reducida. Los productos asi obtenidos se caracterizaron sin purificacion

adicional.

4-Acetil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 1

Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de acetilo. Rendimiento: 0.16 g, 90%.
PF: 162-163° C (lit. 164-165° C).*®

IR (cm™): 3190, 1702, 1666, 1503.

H
@NTO MS (m/z): 190.0
N

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 2.25 (sa; 4H; CHa, NH), 4.52 (s; 2H;
o)\ NCH,), 7.04-7.05 (d; J= 7.80 Hz; 1H; ArH), 7.12 (td; J= 7.80 Hz, J’= 1.20
Hz; 1H; ArH), 7.18-7.28 (m; 2H; ArH), 9.74 (sa; 1H; NH).

3C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 22.2 (CHs), 45.5 (CH,), 116.9, 123.3,
124.0, 127.0, 127.3, 131.2, 167.7 (C=0), 169.8 (C=0).

4-Benzoil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 2

Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de benzoilo. Rendimiento: 0.22 g, 90%.
PF: 207° C (lit. 208° C).**®

IR (cm™): 3266, 1708, 1666, 1500

H
©:N fo MS (m/z): 252.0
N

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 4.63 (s; 2H; NCH,); 6.70 (sa, 1H,

0 ArH); 6.80 (t; J= 7.80 Hz ; 1H; ArH); 7.00 (dd; J= 7.80 Hz, J’= 1.40 Hz; 1H;
ArH); 7.11 (td; J= 8.40 Hz; J’=1.50 Hz ; 1H; ArH); 7.30-7.40 (m; 2H; ArH);
7.40-7.50 (m; 3H; ArH); 9.34 (sa; 1H; NH).

BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCly): 47.7 (CH,), 116.5; 123.0; 124.7;
126.2; 128.4; 128.9; 131.2; 134.1; 141.1; 141.4; 168.6 (C=0); 169.3 (C=0).

4-Propionil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 3%

Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de propanoilo. Rendimiento: 0.18 g, 90%.
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PF. 162° C

IR (cm): 3084, 1698, 1650, 1497

H
N__O

@[ f MS (m/z): 204.2
N

'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.19 (t; J=7.32 Hz; 3H; CHs), 2.57 (¢
) J=7.32 Hz; 2H; CH,), 4.53 (s; 2H; NCH,), 7.02 (d; J= 7.80 Hz; 1H; ArH),
7.11 (m; 1H; ArH), 7.20-7.30 (m; 2H; ArH), 9.46 (sa; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 9.70 (CHa), 27.2 (CH,), 46.2 (NCH));
116.8 (para 2 C); 123.3; 124.2; 126.8; 127.1, 169.4 (C=0), 173.3 (C=0).

4-(3-Cloropropionil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 4°%

Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de 3-cloropropanoilo. Rendimiento: 0.23 g, 95%.

PF: 143-144° C

IR (cm™): 3084, 1698, 1651, 1496, 747.

H
N__O

@[ f MS (m/z): 238.7
N

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 3.04 (t; J= 6.60 Hz; 2H, CH,), 3.87 (t
@) J=6,60 Hz; 2H; CICH,), 4.57 (s; 2H; NCH,), 7.05 (d; J= 7.60 Hz; 1H; ArH),
7.15 (t; J=7.80; 1H; ArH), 7.20-7.40 (m; 2H; ArH), 9.59 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 36.6 (CH2); 39.8 (CICH,); 45.9
(NCH2); 116.9; 123.3; 124.0; 127.0; 127.3; 131.2; 169.3 (C=0); 169.5
(C=0).

4-(2-Cloroacetil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 5°%°
Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de cloroacetilo. Rendimiento: 0.19 g, 85%.

PF: 168-170° C

IR (cm™): 3140, 1702, 1656, 1497, 759

N._O
@[ f MS (m/z): 224.6
N
'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 4.27 (s; 2H; CH,), 4.56 (sa; 2H,
O NCH,); 7.02 (d; J= 7.80 Hz; 1H; ArH); 7.15 (t; J= 7.80 Hz; 1H; ArH); 7.25-
Cl 7.48 (m; 2H; ArH); 8,90 (sa; 1H; NH).

BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 40.6 (CICH2); 46.6 (CH,); 116,9;
117.0; 123.8; 126.1; 127.8; 131.2; 165.9 (C=0); 166.6(C=0).
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4-(Bencenosulfonil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 6
Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloruro de bencensulfonilo. Rendimiento: 0.20 g, 70%.

PF: 183-185° C (lit. 183-185° C).?*’

IR (cm™): 3218, 1702, 1693, 1604, 1492.

H
N__O

©: f MS (m/z): 288.1
N

0=S=0 '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 4.35 (sa; 2H; NCH,); 6.71 (dd; J=
7,80 Hz, J’=1,10 Hz; 1H; ArH); 7.18 (td; J= 1.30, J'= 7.80; 1H; ArH); 7.22-
7.37 (m; 3H; ArH); 7.42-7.55 (m; 3H; ArH); 7.75 (d; J= 7.80 Hz ; 1H; ArH);
8.56 (sa; 1H; NH).

B¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 49.2 (CH,); 116.2; 124.0; 124.4;
127.0;127.7; 128.4; 129.0; 132.1; 133.5; 136.8; 166.3 (C=0).

4-(Metiletiloxicarbonil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 72%

Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloroformiato de isopropilo. Rendimiento: 0.19 g, 80%.
PF: 160-161° C

IR (cm™): 3200, 1712, 1682, 1504.

H
N__O

@[ f MS (m/z): 234.3
N

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCl,): 1,34 (d; J= 6.03Hz, 3H, CH,); 1.36 (d;
J=6.03Hz; 3H; CHy); 4.46 (sa; 2H; NCH,); 5.09 (m; 1H; CH); 6.93 (m; 1H;

0~ O
)\ ArH); 7.11 (m; 2H; ArH); 7.69 (sa; 1H; ArH); 9,05 (sa; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCly): 22.0 (2 x CH3); 47.4 (CH,); 70.8 (CH);
116.2; 123.4; 123.9; 125.4; 126.6; 129.8; 153.1 (NC(=0)0); 168.2 (C=0).

4-(2-Metilpropiloxicarbonil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 8%*°
Reactivo: tQNX1, agente acilante: cloroformiato de isobutilo. Rendimiento: 0.24 g, 95%.

PF: 142-144° C

IR (cm™): 3199, 1720, 1692, 1600, 1503.

©: f MS (m/z): 248.3
N

)\ '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.99 (d; J=6,90Hz; 6H; CH3); 2,03 (m;
1H; CH); 4,03 (d; J=6,60 Hz; 2H; CH,); 4.48 (sa; 2H; NCH,); 6,94 (d; J=7.50
Hz; 1H; ArH); 7.12 (m; 2H; ArH); 7,67 (sa; 1H; ArH); 9,19 (sa; 1H; NH).

ZT
O

o

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 19.1 (2 x CHs); 27.9 (CH); 47.5 (N-
CH2); 72.9 (O-CH,); 116.3; 123.4; 124.0; 125.6; 126.5; 129.8; 153.7 (N-
C(0)-0); 168.2 (C=0).

| 136
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(3S)-4-(3-Cloropropionil)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 9
Reactivo: tQNX2, agente acilante: cloruro de 3-cloropropanoilo. Rendimiento: 0.24 g, 95%.

PF: 155-156° C
IR (cm™): 3200, 1681, 1657, 1503.

MS (m/z): 252.7

(m, 1H, CICH,CHH); 3.09-3.26 (m; 1H; CICH,CHH); 3.73-3.96 (m; 2H;
CICH,); 5.60 (ac; 1H; NCH); 7.04 (d; J=7.42; 1H; ArH); 7.14 (td; J= 7.50 Hz,
)\L J'=1.10 Hz; 1H; ArH); 7.20-7.35 (m; 2H; ArH); 9.51 (sa; 1H; NH).
o)

H
@[Nfo 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.27 (d J=6.57; 3H; CHs); 2.77-2.97
N

Cl BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 15.3 (CH3); 37.0 (CH,); 39.8 (CICH,);
51.1 (NCH); 116.7; 123.5; 124.1; 125.1; 127.2; 130.9; 169.0 (C=0); 171.9
(C=0).

Anal. calc. para C,H;3CIN,O,: C, 57.04; H, 5.19; N, 11.09. Encontrado: C,
57.00; H, 5.25; N, 11.00.

(3S)-4-(Cloroacetil)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 10
Reactivo: tQNX2, agente acilante: cloruro de cloroacetilo. Rendimiento: 0.19 g, 80%.

PF: 198-200° C
IR (cm™): 3183, 1692, 1650, 1502, 757.

MS (m/z): 238.7

H
N__O
f 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.31 (d; J= 7.32 Hz; 3H; CHs); 4.19 (d
“, J=14.30 Hz; 1H; CICHH); 4.33 (d; J= 14.30 Hz; 1H; CICHH); 5.52 (ac; 1H;
N ’ NCH); 7.05 (d; J=7.14; 1H; ArH); 7.17 (t; J= 7.40 Hz; 1H; ArH); 7.22-7.35

(m; 1H; ArH); 7.35-7.47 (m; 1H; ArH); 9.41 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 15.2 (CHs); 41.4 (CICH,); 52.0
(NCHCO); 116,8; 123.8; 123.9; 127.7; 130.7; 130.9; 165.8 (C=0); 171.3
(C=0).

Anal. calc. para C;;H;;CIN,O,: C, 55.36; H, 4.65; N, 11.74. Encontrado: C,
55.30; H, 4.68; N, 11.70.

(38S)-4-(Propionil)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 11

Reactivo: tQNX2, agente acilante: cloruro de propanoilo. Rendimiento: 0.19 g, 90%.
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PF. 176-177° C
IR (cm™): 3183, 1702, 1650, 1500.

MS (m/z): 218.3

H
AN 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 1.20 (t; J= 7.13 Hz; 3H; CHs); 1.26 (d
©: J= 7.22 Hz; 3H; CHy); 2.38-2.56 (m; 1H, ;CHH); 2.57-2.75 (m; 1H; CHH);
N 5.59 (ac; 1H; NCH); 6.98 (d; J=7.23; 1H; ArH); 7.12 (t; J= 7.61 Hz; 1H;
)w ArH); 7.23 (t J=7.61; 1H; ArH); 7.27-7.34 (m; 1H; ArH); 8.98 (sa; 1H; NH).
O

BC.RMN (75 MHz) & (ppm) (DCClg): 15.2 (CH3); 27.5 (CH,); 52.0 (NCH);
116,3; 123.3; 124.8; 125.2; 126.6; 130.5; 168.0 (C=0); 173.0 (C=0).

Anal. calc. para C;,H14N,O,: C, 66.04; H, 6.47; N, 12.84. Encontrado: C,
66.00; H, 6.49; N, 12.70.

(3S)-4-(2-metilpropiloxicarbonil)-3-metil-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 12

Reactivo: tQNX2, agente acilante: cloroformiato de isobutilo. Rendimiento: 0.24 g, 90%.
PF: 165-167° C
IR (cm'l): 3193, 1720, 1681, 1600, 1503.

MS (m/z): 262.2

H
N0 '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.99 (d; J=6.25Hz; 6H; 2 x CH3); 1.31
(d; J=7.22 Hz, 3H, CH3); 1.92-2.14 (m; 1H; CH); 4,05 (ac; 2H; CH,); 5.23
N i (ac; 1H; NCH); 6,89-6.99 (m; 1H; ArH); 7.03-7.20 (m; 2H; ArH); 7.69 (sa;
O%\O 1H; ArH); 9.12 (sa; 1H; NH).

H/ 3C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 16.0 (CH3), 19.1 (2 X CHs); 27.9 (CH);
53.2 (NCH); 72.7 (OCH2); 115.9; 123.5; 124.3; 124.8; 125.4; 129.1; 153.5
(NC(=0)0); 170.7 (C=0).

Anal. calc. para C4HgN,O3: C, 64.10; H, 6.92; N, 10.68. Encontrado: C,
64.00; H, 6.98; N, 10.62.

(3S)- 3-(metiletil)-4-(cloroacetil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 13

Reactivo: tQNX3, agente acilante: cloruro de cloroacetilo. Rendimiento: 0.20 g, 75%.
PF: 215-216° C

H 5 IR (cm™): 3190, 1674, 1603, 1503

C[Nf/( MS (m/z): 266.7

© '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.91 (sa; 3H; CHj); 1.09 (d; J= 6.81

Cl Hz; 3H; CH3); 1.65-1.75 (m; 1H; CH); 4.16 (d; J= 12.32 Hz; 1H; CICHH);
4.34 (d; J= 12.32 Hz; 1H; CICHH); 5.09 (ac; 1H; NCH); 7.00 (d; J=7.42; 1H;
ArH); 6.89 (td; J= 7.80 Hz, J= 1.35 Hz; 1H; ArH); 7.22-7.32 (m; 1H; ArH);
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7.35-7.45 (m; 1H; ArH); 8.81 (sa; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 19.1 (2 x CHs); 28.5 (CH); 40.4
(CICH,); 61.1 (NCH); 116,7; 123.6; 123.8; 127.7; 131.0; 131.1; 166.3
(C=0); 169.3 (C=0).

Anal. calc. para Cy3H;sCIN,O,: C, 58.54; H, 5.67; N, 10.50. Encontrado: C,
58.50; H, 5.70; N, 10.48.

(3S)-3-(2-Metiletil)-4-(3-cloropropionil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 14
Reactivo: tQNX3, agente acilante: cloruro de 3-cloropropanoilo. Rendimiento: 0.22 g, 80%.

PF: 179-180° C
IR (cm™): 3200, 1687, 1657, 1600, 1503, 748.

MS (m/z): 280.8

H 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCly): 0.90 (d; J=6.51; 3H; CH3); 1.08 (d:
N O J= 6.51 Hz; 3H; CHa); 1.69 (m; 1H; CH); 2.77-2.86 (m; 1H; CICH,CHH);
©: f 3.19-3.28 (m; 1H; CICH,CHH); 3.76-3.84 (m; 1H; CICHH); 3.88-3.97 (m;
N /( 1H; CICHH); 5.14 (d; J=8.05; 1H; NCH); 7.00 (d; J=7.42; 1H; ArH); 6.89 (td
J=1.35 Hz, J’'= 7.80 Hz; 1H; ArH); 7.22-7.32 (m; 1H; ArH); 7.35-7.45 (m; 1H;
o) ArH); 8.81 (sa; 1H; NH).
cl

3C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 18.9 (2 x CHs); 28.3 (CH); 36.7 (CH,);
40.1 (CICH,); 60.7 (NCH); 116,5; 123.4; 124.9; 125.2; 127.2; 131.2; 169.5
(C=0); 171.7 (C=0).

Anal. calc. para Cy4H;7CIN,O,: C, 59.89; H, 6.10; N, 9.98; Encontrado: C,
59.80; H, 6.15; N, 9.95.

(3S)-3-(2-Metilpropil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 15

Reactivo: tQNX4, agente acilante: cloroformiato de isobutilo. Rendimiento: 0.26 g, 85%.
PF: 149-151° C
IR (cm™): 3185, 1704, 1685, 1603, 1503

MS (m/z): 304.4

N._O
©: f )\ '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.92 (d; J= 6.73 Hz; 3H; CHj); 0.94-
N 1.01 (sa; 6H; 2xCHj3); 1.02(d; J= 6.73 Hz; 3H; CHy); 1.36-1.46 (m; 2H; CH,);
)\ 1.65-1.77 (m; 1H; CH); 2.02 (sa; 1H; CH); 3.90-4.20 (sa; 2H; OCH,); 5.19

0 0 (ac; 1H; NCH); 6.92 (d; J=7.41 Hz; 1H; ArH); 7.11 (t; J=7.16 Hz; 1H; ArH);
7.16 (t; J=7.41 Hz; 1H; ArH); 7.60 (sa; 1H; ArH); 8.80 (sa; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 19.1 (CHj); 19.2 (CHs); 21.9 (CHy);
22.9 (CHs); 24.4 (CH); 27.9 (CH); 38.5 (CH2); 55.7 (NCH); 72.9 (OCHy);
115.8; 123.8, 125.7; 126.1; 129.8; 154.1 (C=0), 171.5 (C=0).

Anal. calc. para Ci7H»4N,O3: C, 67.08; H, 7.95; N, 9.20. Encontrado: C,
67.00; H, 7.99; N, 9.18.
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(3S)-3-(2-Metilpropil)-4-(3-cloropropionil)-1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2-ona 16
Reactivo: tQNX4, agente acilante: cloruro de 3-cloropropanoilo. Rendimiento: 0.25 g, 85%.

PF: 150-151° C
IR (cm™): 3203, 1681, 1651, 1502, 746

MS (m/z): 294.7

H o) '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DCCls): 0.89 (d; J= 6.19 Hz; 3H; CHs); 1.03

(d; 3= 6.19 Hz; 3H; CHg3); 1.29-1.37 (m; 1H; CHH); 1.38-1.46 (m; 1H; CHH);

©: f)\ 1.57 (m; 1H; CH); 2.81 (dt; J=16.1 Hz, J'=6.59 Hz; 1H; CHH); 3.19 (dt;

N™ J=15.9 Hz, J’=6.60 Hz; 1H; CHH); 3.77-3.85 (m; 1H; CICHH); 3.87-3.94 (m;

1H; CICHH); 5.57 (dd; J=11.3 Hz, J’=4.23 Hz; 1H; NCH); 7.01 (d; J=7.29

0 Hz; 1H; ArH); 7.15 (td; J=7.60 Hz, J’=1.02 Hz; 1H; ArH); 7.25-7.30 (m; 2H,;
ArH); 8.99 (sa; 1H; NH).

Cl

B¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DCCls): 21.7 (CH3); 23.0 (CH3); 24.6 (CH);
36.9 (CH,); 37.6 (CHy); 39.9 (CH,); 53.9 (NCH); 116.6; 123.5; 124.4; 125.4;
127.5; 131.3; 169.5 (C=0), 171.5 (C=0).

Anal. calc. para C;5H19CIN,O,: C, 61.12; H, 6.50; N, 9.50;. Encontrado: C,
61.10; H, 6.52; N, 9.48.

Procedimiento general de sintesis de 1,2-dihidroquinoxalin-2-onas (dQNX) por irradiacion

en horno de microondas doméstico.

En todos los casos se emplearon cantidades equimoleculares de o-fenilendiamina y el
correspondiente compuesto dicarbonilico. En un balén se preparé una mezcla de 10 mmoles de
cada uno de los reactivos en 5 ml de etanol y se la irradié6 entre 5 y 13 minutos, segun el
compuesto, en un horno de microondas doméstico al que se ha adaptado un refrigerante. El
avance de la reaccion fue monitoreado por TLC. Finalmente se le agregé a la mezcla 10 ml de
etanol y el compuesto obtenido se recristalizd empleando carbon activado, obteniéndose como

sélido blanco cristalino en todos los casos.

Cuando esta reaccion fue realizada en el MW de sintesis se obtuvieron rendimientos algo
mayores (> 90%) que en el MW doméstico, para tiempos de reaccion equivalentes. En estos
casos, la mezcla de reaccion indicada se cargd en un tubo reactor con cierre hermético y se
irradié a 30 W durante el minuto inicial, y el resto del tiempo a 15 W, con agitacion continua. La

purificacion se realizé del modo ya indicado.

3-Metil-1,2-dihidroquinoxalin-2-ona 17

Compuesto dicarbonilico utilizado: &cido piravico. Tiempo de reacciéon: 8.5 min. Rendimiento:
1.6 g, 98% (MW de sintesis, 88% en el doméstico).
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PF: 243-245° C (lit. 244 - 245° C)**°

IR (cm™): 3045, 1670, 1640

H .
N _O MS (m/z): 160.2
©:NICH 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 2,39 (s; 3H; CHy); 7.22-7.35 (sa;
3 2H; ArH); 7.41-7.54 (sa; 1H; ArH); 7.64-7.74 (sa; 1H; ArH); 12,33 (sa; 1H;
NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (CDClg): 21.0 (CHg); 115.7; 123.5; 128.3;
129.8; 132.1; 132,3; 155.4 (C=N); 159.9 (C=N).

1,2,3,4-tetrahidroquinoxalin-2,3-diona 18

Compuesto dicarbonilico utilizado: &cido oxalico. Tiempo de reaccion: 6 min. Rendimiento: 1.5
g, 90 % (MW de sintesis, 90% en el doméstico).

PF: > 320° C (lit. 410° C)***
IR (cm™): 3043, 1681, 1613, 1500

I MS (m/z): 162.1
o)

'"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 7.02-7.20 (m; 4H; ArH); 11.93
(s.a.; 2H; NH).

ZT
@)

L

Iz

B3C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-de): 115.6; 123.5; 126.0; 155.7 (C=N).

3-Bencil-1,2-dihidrogquinoxalin-2-ona 21

Compuesto dicarbonilico utilizado: &cido fenilpirivico. Tiempo de reaccion: 13 min.
Rendimiento: 2.2 g, 95 % (MW de sintesis, 86 % en el doméstico).

PF: 198 - 200° C (lit. 199 - 200° C)**?
IR (cm™): 3061, 1655, 1597, 1500

H MS (m/z): 236.2

0]
©:NI/© '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 4.13 (s; 2H; CH,); 7.16-7.38 (m;

7H; ArH); 7.49 (t; J=7.24 Hz; 1H; ArH); 7.73 (d; J= 8.11 Hz; 1H; ArH); 12,39
(s.a.; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-ds): 39.9 (CH,); 115.7; 123.6; 126.7;
128.7; 128.8; 129.6; 130.2; 132.1; 132.4; 137.9; 155.5 (C=N); 160.8 (C=N).
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Acido 3-(1,2-dihidroquinoxalin-2-ona-3-il)propanoico 22
Compuesto dicarbonilico utilizado: acido a-ceto-glutarico. Tiempo de reaccién: 5 min
Rendimiento: 2.1 g, 98 % (MW de sintesis, 91 % en el domeéstico).

PF: 256 - 258° C (lit. 257 - 258° C)***

IR (cm™): 3435, 3102, 1730, 1666, 1608, 1502.

o) MS (m/z): 218.1

X o
NI/Y 'H-RMN (300 MHz) 5 (ppm) (DMSO-dg): 2.72 (t; J=6.30 Hz; 2H; CH,); 3.02

OH (t; J=6.30 Hz; 2H; CHy); 7.21-7.35 (m; 2H; ArH); 7.46 (t; J= 7.65 Hz; 1H;
ArH), 7.69 (d; J=8.06, 1H, ArH), 12.10 (s.a.; 1H; OH); 12.30 (s.a.; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 28.1; 30.4; 115.7; 123.5; 128.5;
129.9; 131.9, 132.1; 155.0 (C=N); 160.7 (C=0); 174.4 (COOH).

Sintesis de dQNX a partir de la deshidratacién de tQNX

La sintesis de dQNX también se puede llevar a cabo por deshidratacién de las tQNX. Esta
reaccibn se puede dar espontdneamente durante el mismo proceso de reducciéon de los
nitroderivados como ocurre al reducir con formiato de amonio en presencia de paladio soportado
en carbon, aunque este método da mezcla tQNX/dQNX y no es del todo reproducibles las
proporciones. Una forma optimizada para obtener estos compuestos resultdé de calentar a reflujo
durante 1 hora 10 mmoles del clorhidrato de la tQNX y 0.5 ml de H,0O, (100 vol) en 50 ml de una
solucion de K,CO; al 10%. Luego de enfriada, la mezcla de reaccién se extrajo con 5 porciones de
30 ml de acetato de etilo cada una. La fase organica se secd sobre Na,SO, y el solvente se
removié a presion reducida, rindiendo para los casos estudiados un sélido blanco cristalino, que

se purificd por recristalizacion de etanol.

3-(metiletil)-1,2-dihidroquinoxalin-2-ona 19°%

Rendimiento: 1.3 g, 70%.

PF: 190° C.
IR (cm™): 3120, 1660, 1490.

MS (m/z): 188.1

ZT
o

©:N/ 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 1.39 (d; J= 6.83 Hz; 6H, 2 x CHy);
3.60-3.75 (m, 1H, CH); 7.30-7.40 (m; 2H; ArH); 7.50 (t; J= 7.94 Hz; 1H;
ArH); 7.87 (d; J=7.94 Hz; 1H; ArH); 11.78 (s.a.; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) d (ppm) (DMSO-dg): 23.2 (2 X CHs); 30.7 (CH); 115.3;
124.0; 128.9; 129.5; 130.8; 132.9; 156.0 (C=N); 165.6 (C=0).
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3-(2-metilpropil)-1,2-dihidroquinoxalin-2-ona 20
Rendimiento: 1.4 g, 70%.

PF: 184-185° C (lit. 186-187° C)**
IR (cm™): 3308, 1661, 1600, 1556.

H MS (m/z): 202.3
N

©: I/k '"H-RMN (300 MHz) 6 (ppm) (DMSO-dg): 0.94 (d; J= 6.79 Hz; 6H; 2 x CHy);

N 2.19-2.31 (m; 1H; CH); 2.67 (d; J= 6.40 Hz; 2H; CH,); 7.23-7.33 (m; 2H;
ArH); 7.48 (t; J= 7.56 Hz; 1H; ArH); 7.73 (d; J= 8.31 Hz; 1H; ArH); 12,32
(s.a.; 1H; NH)

BC-.RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 23.0 (2 x CHj3); 26.6 (CH); 42.0
(CH,); 115.7; 123.5; 128.6; 129.9; 132.1; 132.2; 155.3 (C=N); 161.7 (C=0).

Procedimiento general de sintesis de ésteres derivados del compuesto 22 empleando

microondas.

En una reaccion de esterificacion tipica, se mezclan 3,4 g de AMA 3:2 (preparado como se indico
en la obtencién de los ésteres de los a-aminoacidos) con 10 mmoles del acido carboxilicoy 2 ml
del alcohol. Luego la mezcla se irradié con agitacién en el tubo de reaccion, el cual se cerro
herméticamente. La temperatura se fij6 a 120° C y el tiempo de reaccion se ajusté para obtener
los mejores rendimientos. Luego de enfriada, la mezcla de reaccion fue diluida con diclorometano
(41 ml), filtrada por gravedad y lavada con Na,CO; (ss). La fase organica fue secada sobre

Na,SO,, filtrada y concentrada bajo presion reducida para dar el correspondiente éster.

Metil éster del acido 3-[1,2-dihidroquinoxalin-2-ona-3-iljpropanoico 23
Alcohol utilizado: metanol. Tiempo de reaccién: 10 min. Rendimiento: 2.2 g, 95%.
PF: 208-209° C (lit. 208 - 209° C)**
IR (cm™): 1730, 1655, 1615, 1510, 1490, 1565.

H 5 MS (m/z): 232.3

C[NI/YO 'H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 2.79 (t; J=7.01 Hz; 2H; CH,); 3.06

(t; J=6.83 Hz; 2H; CHy); 3.60 (s; 3H; OCHy); 7.23-7.33 (m; 2H; ArH); 7.48 (t;
J=7.99 Hz; 1H; ArH), 7.68 (d; J= 8.40; 1H; ArH), 12.36 (s.a.; 1H; NH).

BC-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 28.0 (CH,); 29.8 (CH,); 51.8
(OCHg); 115.7; 123.6; 128.6; 130.0; 131.9; 132.2; 155.0 (C=N); 160.4
(C=0); 173.4 (CO).
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Etil éster del acido 3-[1,2-dihidroquinoxalin-2-ona-3-ilJpropanoico 24
Alcohol utilizado: etanol. Tiempo de reaccién: 20 min. Rendimiento: 2.3 g, 95%.
PF: 186-188° C (lit. 186 - 187° C)***
IR (cm'l): 1727, 1677, 1668, 1617, 1510, 1490, 1572.

MS (m/z): 246.3

H
N__O
@E I/Yo '"H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 1.17 (t; J=7.01 Hz; 2H; CHa); 2.77
N
\/O

(t; J=6.95 Hz; 2H; CH,); 3.05 (t; J=6.95 Hz; 2H; CH,); 4.06 (c; J= 7.25 Hz;
2H, OCHy,); 7.23-7.33 (m; 2H; ArH); 7.43-7.51 (t; J= 7.74 Hz; 1H; ArH), 7.67
(d; 3= 7.55 Hz; 1H; ArH), 12.36 (s.a.; 1H; NH).

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 14.6 (CH3); 28.1 (CHy); 30.1 (CHy);
60.2 (OCHy); 115.7; 123.6; 128.5; 130.0; 131.9; 132.2; 155.0 (C=N); 160.4
(C=0); 172.8 (CO).

Metiletil éster del acido 3-[1,2-dihidroquinoxalin-2-ona-3-il]propanoico 25

Alcohol utilizado: isopropanol. Tiempo de reaccion: 25 min. Rendimiento: 2.3 g, 90%.

PF:178-179° C

IR (cm™): 1719, 1666, 1651, 1562, 1427, 1186.

H 5 MS (m/z): 260.2
C[N/ O "H-RMN (300 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 1.17 (d; J=7.01 Hz; 3H; CH3); 1.18
o (d; J=7.01 Hz; 3H; CH3); 2.73 (t; J=6.80 Hz; 2H; CH,); 3.04 (t; J=6.80 Hz;
W/ 2H; CHy); 4.88 (m; 1H; CH); 7.23-7.33 (m; 2H; ArH); 7.48 (t; J= 7.74 Hz,
1H; ArH), 7.65 (d; J=7.14 Hz; 1H, ArH), 12.35 (s.a.; 1H; NH)

¥C-RMN (75 MHz) & (ppm) (DMSO-dg): 22.1 (2 x CHy); 28.2 (CH,); 30.4
(CH,); 67.4 (OCH); 115.7; 123.6; 128.4; 129.9; 131.9, 132.1; 155.0 (C=N);
160.5 (C=0); 172.3 (CO).

3.2 Determinacién de actividad bioldgica

Se trabajo sobre la forma epimastigote del T. Cruzi, cepa Tulahuen 2, permitiendo su crecimiento
en un medio BHT (Brain Heart Infusion + Triptosa) complementado con un 10 % de suero fetal
bovino (SFB ).

Los compuestos a evaluar se disolvieron en DMSO vy se realizaron soluciones 24 mM a partir de
las cuales se prepararon soluciones intermedias de 3 mM que por dilucion con DMSO se logra

una concentracion 25 uM en el pocillo de la placa de lectura.
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Se realizaron las determinaciones por duplicado y se incluyé un blanco (agregando DMSO a los
pocillos correspondientes) contra el cual se evalla la capacidad de los compuestos de inhibir el
crecimiento de los parasitos. También se realizdé un control positivo a partir de una solucion de
Nifurtimox de 0.6 mM.

El crecimiento de los parasitos se observo determinado el aumento de absorbancia con un lector
ELISA a 610 nm, considerando que es la lectura es proporcional al nimero de células presentes.
Se midi6 la absorbancia en el dia 0, tomando 200 ul de cada pocillo y posteriormente se volvié a

medir al dia 5, mediante el mismo procedimiento.

Los datos obtenidos fueron procesados en una planilla de calculo y el porcentaje de inhibicion fue

calculado empelando la siguiente ecuacion:

% inibicién = [1 — (Abs p5 - Abs p0 / Abs b5 — Abs b0Q)] * 100

Donde:

Abs p0 = Absorbancia problema dia 0
Abs p5 = Absorbancia problema dia 5
Abs b0 = Absorbancia blanco dia 0
Abs b5 = Absorbancia blanco dia 5
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Teniendo en cuenta los antecedentes respecto de la actividad quimioterapica de compuestos
quinoxalinicos, los objetivos planteados en el Capitulo | de este Trabajo de Tesis Doctoral y los
resultados obtenidos y mostrados en los Capitulos Il y Ill, se puede arribar a las siguientes

conclusiones generales, en los distintos aspectos abordados:

1 Disefno de inhibidores de la TR del HIV

= Se construy6 una QV haciendo uso de la facilidad que ofrece la notacibn SMILES de una
estructura quimica en relacioén al manejo informatico de la misma. Para ello se prepar6 una
base de datos de sustituyentes en notacion SMILES, que luego fueron combinados sobre
las plantillas de quinoxalinas, también escritas empleando notacién SMILES. El proceso se
llevé a cabo mediante el uso de un script, llegando finalmente a la QV de quinoxalinas. La
misma quedd conformada como una base de datos de coordenadas atémicas optimizadas,
sobre las que se aplicaron los protocolos de filtracion (cribado), para identificar aquellas

que podrian ser potenciales agentes anti-HIV.

= En el protocolo de filtracién de la QV se emplearon dos aproximaciones para analizar los
compuestos provenientes de la misma. Primero, por medio de docking se seleccionaron
los compuestos que dieron valores de AG < -8.0 y posteriormente se generaron las
conformaciones de quinoxalinas que luego fueron analizadas por QSAR3D. Ambas
metodologias fueron calibradas con estructuras de conformacién conocida provenientes de
cristalografias de complejos de unién ligando-TR. El QSAR3D se calibr6 de forma tal que
permitié estimar la actividad bioldgica de las quinoxalinas, la cual se utiliz6 como criterio
final de seleccién. Finalmente los resultados se analizaron por planilla de calculo,

seleccionando 25 quinoxalinas con potencial actividad biolégica y sintéticamente accesible.

2 Disefno de inhibidores de la CP

= Dado que no se dispone de suficientes datos cristalograficos para realizar un analisis de
QSAR3D y un estudio unicamente de docking seria insuficiente para evaluar la
potencialidad de un compuesto quinoxalinico como ligando de la CP, a través de un
protocolo de disefio de novo utilizando docking y analizando la interaccion por una técnica
de simulacion como MMPBSA, fue posible estudiar la interaccion de fragmentos
guinoxalinicos en un sitio adyacente al catalitico de la cruzaina, con el fin de identificar

algunos requerimientos estructurales.
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= Las quinoxalinas utilizadas para este estudio resultaron ser parte de las seleccionadas
previamente en la QV, o alguno de sus intermediarios sintéticos y surgieron en funcién de

la accesibilidad sintética de las mismas.

3 Sintesis de compuestos quinoxalinicos con potencial actividad anti-HIV y antichagésicos

= Para todas las familias de quinoxalinas sintetizadas (dQNXs, tQNXs, atQNXs), se han
optimizado las rutas convencionales de sintesis descriptas en la literatura, utilizando

microondas como fuente de energia en una 0 mas de las etapas sintéticas desarrolladas.

= Las sintesis de las tQNXs, se planted a partir de nitrofenil derivados de a-aminoacidos
homoquirales. Se optimiz6 una técnica de preparacion de ésteres de dichos a-aminoéacidos
para poder usarlos como mejores nucledfilos en dicha sintesis, utilizando como fuente de
energia MW y un catalizador soportado (AMA). La robustez de la técnica se probd con
otros acidos carboxilicos, hallandose aplicabilidad en un amplio espectro de casos con

altos rendimientos.

= Teniendo en cuenta publicaciones recientes que incluyen grafeno en sus técnicas de
calentamiento por MW, se comprob6 que con el agregado de grafeno al medio de reaccion
en que se desarrolla la SNA, se obtienen rendimientos superiores y equivalentes

empleando los a-aminoéacidos en forma de éster o sal potasica.

= La reaccién de reduccion de los nitrofenil derivados con HCOONH, en presencia de
paladio adsorbido sobre carb6n activado conduce a la reduccion total del nitrofenil
derivado, pero produce como productos finales una mezcla tQNX/dQNX en proporciones

de 3:2. El calentamiento posterior a reflujo, conduce a la formacion total de dQNX.

= La reaccion de reduccionde los nitrofenil derivados con SnCl, en medio acido produce las

tQNX como producto de reaccion practicamente Unico.

= Las acilaciones de tQNXs fueron realizadas de forma convencional, utilizando como agente
acilante el cloruro de &cido o el cloroformiato correspondiente; en presencia de
hexametilentetramina o trietilamina, como aceptores del cloruro de hidrégeno producido

durante la reaccion.
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= Las dQNXs se prepararon mediante la reaccién de condensacion entre o-fenilendiamina y

un a-cetoacido; con alto rendimiento y un corto tiempo de reaccién con el empleo de MW.

= Si bien seria adecuado realizar un ensayo sobre la cruzipaina aislada, como para poder
cotejar los resultados obtenidos en los estudios computacionales sobre CP, los ensayos
preliminares sobre T. cruzi mostraron aceptable actividad, concordante con lo previsto a

partir del calculo.

A patrtir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral se abre la posibilidad
de contar con una vasta familia de compuestos quinoxalinicos sustituidos, que podran ser usados
para evaluar su posible accién inhibitoria sobre la TR y la CP. De encontrarse accion inhibitoria
para alguno/s de ellos podré/n constituirse/s en lideres para el disefio de agentes optimizados a
través del empleo de estrategias de farmacomodulacién. Los resultados de los estudios de
actividad también seran muy valiosos en cuanto a convalidar el rol del disefio de farmacos asistido

por computadoras.
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