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" No estalla como las bombas, ni suena como los tiros. Como el hambre,
mata callando. Como el hambre mata a los callados; a los que viven
condenados al silencio y mueren condenados al olvido. Tragedia que

no suena, enfermos que no pagan, enfermedad que no vende”

Parrafo del libro: Chagas, una tragedia silenciosa

Losada
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas’ disease, a chronic
illness affecting between 18-20 million people in Latin America. Currently, this
pathology is treated with nitroheterocyclic agents such as Nifurtimox (Lampit®)
and Benznidazol (Radanil®). These two drugs are affective against the
circulating form of the parasite (trypomastigotes) during the acute phase of the
disease, but not during the chronic stage. Additionally, they produce serious
adverse effects including mutagenesis if used in long-term therapy, and there

are also differences in sensitive between the different strains of the parasite.

A new series of thiosemicarbazones and semicarbazones derivatives of 5-
nitrothiophene-2-carboxaldehyde and 5-nitrofuran-2-carboxaldehyde were
prepared by the simple process in which N(2)-semicarbazone and
thiosemicarbazone moiety was replaced by a methyl (-CHs). The Syn/Anti
conformation is exhibited by the semicarbazone derivatives. All compounds
were characterized by IR, 'H NMR, *C NMR, COSY, HETCOR and Mass

Spectrometry.

Biological evaluation indicates that some compounds showed significant
trypanocidal activity against Trypanosoma cruzi (INC-5 and NINOA
strains),where the compound IIl J has significant anti-T. cruzi activity and

represents a target for the future synthesis of this type of compounds.



RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas,
una enfermedad cronica que afecta entre 18-20 millones de personas en
América latina. Actualmente, esta patologia se trata con los agentes
nitroheterociclicos Nifurtimox (Lampit®) y Benznidazol (Radanil®). Estos dos
farmacos son afectivos contra la forma del parasito (trypomastigotes) que se
encuentra durante la fase aguda de la enfermedad, pero no durante la etapa
cronica. Ademas, producen efectos nocivos serios incluyendo mutagénesis, si
son utilizados en terapia a largo plazo, mostrando también diferencias en la

sensibilidad de las diversas cepas del parasito.

Una nueva serie de tiosemicarbazonas y semicarbazonas derivados del
5-nitrotiofen-2-carboxaldehido y del 5-nitrofuran-2-carboxaldehido fueron
preparados por un proceso simple, en el cual el N(2) de las moléculas de
semicarbazona y tiosemicarbazona fueron sustituidas por un metilo (- CH3). La
conformacién Syn/Anti es exhibida por los derivados de semicarbazona. Todos
los compuestos fueron caracterizados por IR, RMN 'H, RMN *C, COSY,
HETCOR y Espectrometria de Masas.

La evaluacion biolégica indica que algunos compuestos mostraron actividad
tripanocida significativa contra T. cruzi (cepas INC-5 y NINOA), donde el
compuesto III J tiene actividad significativa anti-T. cruzi y representa un blanco

para la sintesis futura de este tipo de compuestos.
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La Enfermedad de chagas:

La Tripanosomiasis Americana o enfermedad de chagas es causada en el
hombre y animales por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), observado por

primera vez en 1909 por el investigador brasilefio Carlos Chagas quien

descubrié la enfermedad e identifico el trypanosoma, causante de la misma.

La enfermedad de Chagas es endémica de América Latina, donde es la
mayor causa de enfermedades cardiacas, con 18-20 millones de personas
infectadas y un excedente en riesgo. El parasito es transmitido por triatdminos
(chinche besucona o vinchuca) que se encuentran ampliamente distribuidos por
todo el Continente, desde el paralelo 43° al norte (EUA) hacia el paralelo 49°

de latitud sur, Argentina.’?

La morbilidad y mortalidad con que se reporta el padecimiento segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en los distintos paises de América es
variable y esta relacionada a multitud de factores, como la falta de encuestas
epidemiologicas adecuadas, el desconocimiento del problema; factores
relacionados directamente con las cepas de T. cruzi (variabilidad en su
patogenicidad) y otros mas; pero en los paises donde se han hecho estudios
adecuados como Brasil, Argentina, Chile, Venezuela, etc., se ha visto que la
severidad de los cuadros clinicos y la irreversibilidad de las lesiones cardiacas

y de otros 6rganos, con relativa frecuencia causan invalidez y muerte.

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento, el tratamiento de los
pacientes chagasicos no ha tenido éxito, ya que aun no se dispone de una
quimioterapia eficaz para todas las formas clinicas. Ya que en la patogénesis
de la enfermedad de chagas se encuentran comprometidos mecanismos de
inmunidad celular y humoral, haciendo mas controvertido el tratamiento

especifico en la etapa latente y cronica de la infeccion.
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Algunos investigadores sostienen que las drogas tripanocidas Nifurtimox
(Lampit®) y el Benznidazol (Radanil®) aceptadas internacionalmente, carecen
de utilidad para prevenir el desarrollo de la patologia chagasica en la infeccion
cronica, ademas de estar asociados con una alta toxicidad. Por otra parte,
tampoco existen farmacos o vacunas disponibles para la prevencién de esta
infeccion y la perspectiva actual sobre el eventual desarrollo de las mismas es

incierta.

La urgente necesidad de agentes quimioterapeuticos ha estimulado la
busqueda de blancos en el parasito, como lo son las enzimas cruzipaina
(necesaria para la infeccién de la célula hospedera, replicacion y metabolismo
del ciclo de vida del parasito) y la tripanotion reductasa (involucrada en la
proteccion de T. cruzi al estrés oxidativo ) para desarrollar farmacos eficaces y
selectivos. El presente trabajo pretende contribuir con el desarrollo de una ruta
sintética, para la obtencion de derivados de semicarbazona vy
tiosemicarbazona, con la finalidad de obtener compuestos con posible
actividad tripanocida o bien servir de base a proyectos futuros que permitan
establecer una relacidon estructura-actividad antiparasitaria, permitiendo con la
informacion recabada disefiar nuevas moléculas mas selectivas, menos toxicas
y eficaces en las diferentes etapas de la enfermedad. Utilizando como
herramienta fundamental para su identificacion y caracterizacion la

Espectrometria de Masas.
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2.1 Trypanosomiasis Americana, consideraciones

biolégicas.

Phyllum: Sarcomastigophora (una sola célula)
Subphyllum: Mastigophora (movimiento por flagelos)
Clase: Zoomastigophorea

Familia: Trypanosomatidae

Género: trypanosoma

Especie: cruzi

La familia Trypanosomatidae pertenece al reino Eucariota, orden
Cinetoplastida. Todos los miembros del orden cinetoplastida estan
caracterizados por la presencia de un organelo peculiar que los define, llamado
cinetoplasto. El cinetoplasto es una malla o red de ADN extranuclear
localizada en un punto especifico de la mitocondria (Unica en estos casos).
Esta red de ADN representa una proporcion importante del ADN total celular,
ya que, dependiendo de la especie, puede contener del 10 al 20% del ADN

total en la célula.
Morfologia:

Existen 4 formas morfolégicas principales de los Trypanosomas:
Tripomastigote, Promastigote, Epimastigote y Amastigote (Figura 1). Las
diferentes formas se distinguen entre si por la posicion del cinetoplasto con

relacion al nucleo y por la presencia o ausencia de una membrana ondulante.®®

A) Tripomastigote es un flagelado de cuerpo alargado que mide 20-25
micrometros de longitud. Presenta un gran nucleo vesiculoso, el cinetoplasto
subterminal posterior al nucleo, el cual esta formado principalmente por ADN y
mitocondria. Del cinetoplasto surge la membrana ondulante que recorre al

parasito a todo lo largo de su cuerpo, saliendo libre en la porcién anterior para
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moverse activamente. Este estadio morfologico presenta deficiente capacidad
de reproduccion y se le encuentra en la sangre de los mamiferos y en el
intestino posterior de los triatbminos infectados como Tripomastigote
metaciclico que es la forma infectante para los mamiferos (hombre) y otros
animales, asi como para los triatdbminos (Tripomastigote sanguineo) cuando

estos chupan sangre de un animal u hombre infectados.

Tripomastigote Promastigote
Epimastigote Amastigote

Figura 1 : Morfologia del 7rypanosoma cruzi..lmagen tomada de

http://www.microbiologia.org.mx/microbiosenlinea/CAPITULO 19

B) Promastigote es un estadio flagelado de 20 a 25 micrémetros de longitud
en el que el cinetoplasto se localiza en la porcion anterior y lejano al nucleo del
cual emerge el flagelo sin formar membrana ondulante, sale libre por la porcion
anterior del cuerpo. Este estadio es de duracion fugaz, se encuentra en la
sangre y no tiene capacidad para dividirse, pero si la tiene para invadir otras

células.
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C) Epimastigote es de aspecto fusiforme con 20-25 micrometros de longitud
en el que el cinetoplasto ha migrado desde la porcién anterior del cuerpo hasta
localizarse cercano a la parte anterior del nucleo que se encuentra en posiciéon
central. El flagelo emerge de la parte media del parasito y forma una membrana
ondulante mas pequena que la observada en los Tripomastigotes. Este estadio
morfolégico presenta division binaria longitudinal, multiplicAndose en el
intestino de los triatbminos profusamente para dar lugar a los Tripomastigotes

metaciclicos.

D) Amastigote es la forma redondeada, llamada forma leshmanoide, de 2-2.5
micrometros de longitud, y no tiene flagelo libre; pero al microscopio electrénico
se ve al flagelo dentro de una bolsa, ademas presenta un gran nucleo y el
cinetoplasto se ve como un cuerpo obscuro cerca del nucleo. Este estadio
morfologico tiene capacidad de replicacion, por division binaria simple; se
encuentra en el interior de las células del huésped mamifero donde se

multiplica profusamente.

Ciclo biolégico:

Las chinches que pueden actuar como vectores son hemipteros de la
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, que se alimentan de sangre
durante la noche. Estas chinches se infectan al picar a un animal infectado,
ingiriendo asi al parasito (en su estadio de Tripomastigote sanguineo). Dentro
de la chinche y a lo largo de su tracto digestivo, el parasito sufre una serie de
transformaciones antes de ser expulsado en las heces. En el estbmago del
insecto, los Trypanosomas se redondean formando Amastigotes, a mitad del
intestino se transforman en Epimastigotes que se replican mediante fisidn
binaria longitudinal y finalmente, aproximadamente 2 semanas después, llegan
al recto, donde se convierten en Tripomastigotes metaciclicos (forma infectante
para un nuevo huésped mamifero). La infeccion del mamifero se inicia cuando

un triatdmino infectado se sube en él para alimentarse, por lo comun alrededor

12
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Figura 2: Ciclo biologico del Trypanosoma cruzi. Imagen tomada de

http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/cruzi.html

de la boca (de ahi lo de chinche besucona) o en otros sitios del cuerpo,
permanece durante varias horas, e ingiere varias veces su peso corporal en
sangre y defeca varias veces sobre la piel o mucosa del mamifero, depositando
Los

junto con su excremento a los Tripomastigotes metaciclicos.

Trypanosomas, entran en el organismo a través de excoriaciones de la piel
(sitio de la mordedura, heridas, excoriaciones producidas al rascarse), o por
perforacion de las mucosas (ocular, nasal, bucal), invadiendo inmediatamente
las células hospederas. Dentro de las células, los Tripomastigotes pierden su
flagelo y se redondean para formar Amastigotes, los cuales se multiplican
intracelularmente por division binaria. Cuando los Amastigotes casi llenan la
célula, se transforman en Tripomastigotes prociclicos, los cuales son liberados

a los espacios intersticiales y al torrente sanguineo, rompiendo la célula y

13
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transformandose rapidamente en Tripomastigotes sanguineos, que tienen la
habilidad de invadir otras células, donde se transforman de nuevo en

Amastigotes, repitiéndose indefinidamente el ciclo de infeccién (Figura 2).

2.2 Vectores

Se ha encontrado infeccion por T. cruzi en mas de 50 especies de
triatbminos. Sin embargo hay pocas especies bien adaptadas a las casas, que
se ponen en contacto estrecho con seres humanos y animales domésticos. Los

vectores mas importantes son: %°

T pollidipenniz T. dimidiata

Figura 3. Fotografia de T. pallidipennis y T. dimidiata ,insectos vectores transmisores del 7. cruzi,
Imagen tomada de TRENDS in Parasitology Vol.17 2001.

Triatoma infestans: En Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Peri y
Uruguay.

Triatoma sordida: En Argentina, Bolivia, Brasil y Paraguay.
Pastrongylus megistusy T. brasiliensis en Brasil.

Triatoma dimidiata en Ecuador, México y América Central. (Figura 3)
Triatoma barberi y Triatoma pallidipennis en México (Figura 3)
Rhodnius pallescens en Panaméa

Rhodnius prolixus en Colombia, México, Venezuela y América Central.

14



Los transmisores de T. cruzi en México se encuentran distribuidos por
todos los estados de la Republica. Los géneros de los transmisores mas
importantes que se han descrito son: Triatoma con 26 especies y subespecies,
Rhodnius, Dipetalogaster, Paratriatoma, Panstrongylus y Belminus, estos ultimos
géneros con una o tres especies cada uno. Por lo tanto el género Triatoma es
el mas importante en México, ya que esta ampliamente distribuido en todo el
territorio nacional y con 26 especies y subespecies de las que muchos tienen

habitos domiciliarios como Triatoma barberi y Triatoma pallidipennis . Presentan

dimensiones variables pero en general miden de 1.5 a 3.5 cm. Tienen habitos

principalmente nocturnos, y como todo insecto es oviparo.

2.3 Distribucion geografica

En América Latina hay entre 16 y 18 millones de personas infectadas,°
y un gran excedente en riesgo. La mayoria viven en zonas rurales o
periurbanas de América Central y Sur. La enfermedad de Chagas se extiende
aproximadamente desde la latitud 42°N ( del norte de California a Maryland) a
la latitud 43°S (parte sur de Argentina y Chile) (Figura 4).

En la Republica Mexicana se considera como area endémica probable,
todo el territorio que se encuentra entre los 0 m y los 2,200 m sobre el nivel del
mar, es decir las dos terceras partes del territorio nacional, ya que en
poblaciones localizadas dentro de las altitudes mencionadas se han encontrado
triatdbminos infectados por T. cruzi dentro de la habitacion humana. Se han
reportado cerca de 500 casos humanos de enfermedad de Chagas con
comprobacioén parasitologica y mas de 10,000 con diagndstico seroldgico en los
Estados de Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Zacatecas,

Yucatan, Veracruz, Estado de México, Sonora, Nayarit y Tabasco. '

15
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Figura 4: Distribucion geogréafica en América Latina de la Enfermedad de Chagas. Imagen tomada de
Epidemiol Rec. 1990.0

2.4 Mecanismos de Transmision

Hay multiples formas de adquirir la enfermedad de Chagas, el mecanismo mas
comun e importante es por deyecciones de triatbminos, ya que es el
mecanismo natural de la infeccion y sucede cuando un triatbmino que se
alimenta defeca sobre el huésped, depositando junto con las materias fecales a
los Tripomastigotes metacicliclos que contindan con el ciclo biolégico

mencionado anteriormente.
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Transfusiones sanguineas

ARos después de la infeccion se puede detectar T. cruzi en la sangre hasta en
el 50% de las personas infectadas.’"° Por lo tanto es posible la transmision de
T. cruzi por una transfusion de sangre a una persona no infectada,
afortunadamente; so6lo una parte de los que reciben una transfusion de sangre
infectada contraen la enfermedad: Por ejemplo del 14% al 18% en Argentina,
Brasil y Chile y hasta el 48% en Bolivia."® '" La infeccion por medio de la
transfusiéon se considera la segunda via de transmision de T. cruzi mas
frecuente, ya que no sélo es peligrosa la transfusion de sangre completa, sino
también la de concentrado de hematies, plaquetas, leucocitos, plasma fresco
congelado y crioprecipitados. Por lo tanto no es sorprendente que la infeccion

transfusional sea un problema potencial en paises no endémicos.'® '°

Via trasplacentaria

Una tercera via de transmision natural de la enfermedad es la trasplacentaria.
La infeccidn prenatal por pasaje trasplacentario de Trypanosomas desde la
circulacion materna con infeccidbn aguda o croénica, es posible, pero no
obligada. Se ha verificado nacimientos de nifios no infectados, aun en
presencia de placenta con elevado parasitismo. Se ha comprobado igualmente
la inversa: madre con bajisima parasitemia, placenta sin parasitos y neonato
con enfermedad de Chagas franca (distrofia, edemas, fiebres y parasitemia

elevada).

Leche materna

La posibilidad de infeccion del hijo por la leche de madre que padece la
enfermedad de Chagas es posible; ha sido verificada clinicamente y cuenta con
ratificacion experimental. Sin embargo su ocurrencia es excepcional y muchos

especializados consideran que es un riesgo remoto.
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Infeccién accidental

Mecanismo que sucede sobre todo en laboratorios médicos, por manipulacién
de vinchucas, cultivos de T. cruzi o material biolégico proveniente de enfermos
graves o animales infectados. Asi como en cazadores que desollan animales y

manipulan sus carnes infectadas.

2.5 Evoluciéon y manifestacion de la enfermedad de

Chagas.

A la penetracion de T. cruzi en el organismo sigue un periodo de incubacion
que suele durar entre 4 a 14 dias, tiempo en el que los parasitos sufren las
transformaciones que ya se mencionaron y se introducen en las células, la
enfermedad se desarrolla en tres etapas,20 en la cual cada una tiene su propia
sintomatologia, como a continuacion se describe:

Fase o periodo agudo

La fase aguda de la enfermedad es generalmente asintomatico, soélo 5-10 % de
los pacientes presentan sintomas. Entre los sintomas y signos de puerta
entrada mas connotados se encuentra el Signo de Romafa o complejo
oftalmoganglionar (Figura 5) que se caracteriza por edema bipalpebral
unilateral, indoloro, hiperemia conjuntival, escasa secrecion conjuntival y
adenopatia local en la que estan comprometidos los ganglios cercanos al sitio
de penetracion, con desaparicién espontanea en 15 dias.

Chagoma de inoculacion; es un ndédulo subcutaneo, acompafado de
microadenitis regional y localizado en el sitio de penetracion del
parasito.(Figura 5)

Complicaciones viscerales suelen presentarse como un cuadro grave, sobre
todo en preescolares; caracterizado por fiebre, hepatoesplenomegalia,
poliadenitis generalizada, diarrea, signos bronquiales, cardiomegalia vy

meningoencefalia.
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Si se encuentra implicado el corazon, se presenta miocarditis de
intensidad variable, ya que se han sefalado casos de cardiomegalia ligera y
alteracion del electrocardiograma (ECC) por bloqueo de las ramas de haz de
His e insuficiencia cardiaca .El periodo agudo dura entre 7 —-30 dias, tiempo
después del cual todo tiende a normalizarse; sin embargo la infeccién queda
latente y a largo plazo redundaran cardiopatias. En este periodo muere

aproximadamente el 10% de los pacientes.

Figura 5: Signos de puerta de entrada en la Enfermedad de Chagas .A) Signo de Romana, B) Chagoma

de inoculacion en pierna derecha. http:/www.fac.org.ar/fec/chagas/cO3lugon/cO3lugon.htm primer

simposio virtual de la enfermedad de chagas.

Fase indeterminada o latente:

Después del periodo agudo se presenta una etapa de latencia en la que los
parasitos se multiplican lentamente dentro de las células y los que salen como
Tripomastigotes a la sangre circulante son destruidos por los anticuerpos, de
ahi que los pacientes pueden ser identificados por la presencia de anticuerpos
especificos. Hay disminucion casi total de la sintomatologia, permaneciendo

esta situacion por mucho tiempo sin que haya curacidn espontanea.
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Fase crénica:

Puede aparecer 10 a 30 afos después de la fase aguda, en la que pudo o no
haber sintomas (pasar inadvertida y por lo tanto no haber antecedentes de
puerta de entrada). Los pacientes con enfermedad de Chagas crénica, suelen

presentar dafo irreversible en corazon u otros 6rganos.

B)

— — i

Figura 6: Formas digestivas de la enfermedad de chagas. A)Desarrollo de megaesofago, B)
Megacolon. Imagenes tomadas de http://medlineplus.gov/

Formas digestivas : Un buen numero de pacientes con enfermedad de Chagas
cronica (proporcion variable y no muy bien definida en muchos paises)
desarrollan los llamados “megas “ frecuentemente megaesoéfago y megacolon
(Figura 6).En caso de megaesdfago se ha detectado la destruccion de los
ganglios autbnomos que estan en las paredes viscerales, o que acarrea
trastornos en la motilidad esofagica, con aparicion de disfagia, dolor
epigastrico, regurgitaciones, etc. El tamafio de un megaesodfago suele ser de
dos a tres veces el diametro normal del mismo .El megacolon se manifiesta
como dolor abdominal y estrefimiento crénico, en casos muy severos puede

haber obstruccién y perforacién.
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QUIMIOTERAPIA DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS :
PRESENTE Y FUTURO



3.1 Quimioterapia de la enfermedad de Chagas.

A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de Carlos Chagas
(1909), todavia no se dispone de una quimioterapia eficaz para todas las
formas clinicas de la enfermedad. En realidad el problema es grave porque una
vez instaladas las lesiones en el organismo, ya nunca mas se puede alcanzar
la restitucion integral de la zona afectada, a lo mas que se llega muchas veces
es aminorar los sintomas determinados por dicha lesion, que persistira durante
toda la vida de la persona enferma.?"* Los Unicos farmacos que se pueden
aplicar al hombre de acuerdo a las normas éticas y clinicas internacionales son
el Nifurtimox, y Benznidazol introducidos en los afios sesentas®*?®.Sin embargo
estos farmacos se caracterizan por ser efectivos en la fase aguda de la

infeccion Chagasica pero no en la fase cronica.

Nifurtimox y Benznidazol

& NUF,:N—N)/:/\SOZ N\(

A) Nifurtimox -0 6] B) Benznidazol

Figura 7: Estructuras quimicas de farmacos clinicamente disponibles para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas.

El  Nifurtimox  (3-metil-N-[(5-nitro-2-furanil)metilen]-4-tiomorfolinoamina-1,1-

dioxido; (Lampit®) es un producto de Bayer, A.G (http://www.bayer.com/) y el

Benznidazole (2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida); producto de

Roche (http://www.roche.com/) (Figura 7) reemplazaron a otros nitrofuranos

como la furadantina, la nitrofurazona y la furaltadona, menos activos como

agentes tripanocidas.

22



i
Y-
k
il

n

=

L4
e

¥ 7

Mecanismo de accion

El Nifurtimox y el Benznidazol actuan sobre el genoma del T. cruzi. Ambos
inhiben la sintesis de ADN, del ARN vy de las proteinas.?***También aceleran la
degradacion de esas moléculas. Estos farmacos pueden ejercer su toxicidad
por varios mecanismos: (a) accidn directa del radical nitroanién sobre
moléculas susceptibles, entre ellas el ADN; (b) generacién de radicales libres
del oxigeno, (aniones superoxido y de peroxido de hidrégeno) que con el

Nifurtimox seria el agente citotéxico principal *%°

y (c) reduccion de moléculas
reactivas: el nitrosofurano e hidroxilamina derivados de los nitrofuranos o
nitroimidazoles cuya citotoxicidad es conocida; d) inhibicion directa de la

enzima®.

Estas reacciones pueden ocurrir tanto en T. cruzi como en el organismo
huésped, lo que explicaria la toxicidad de los nitroderivados para ambos. Sin
embargo, T. cruzi es un organismo deficiente en enzimas antioxidantes, por
ejemplo, catalasa y superoxido dismutasa, lo que no ocurre con el huésped33'37.

Esta diferencia determina un mayor efecto de los farmacos en el parasito.

Los efectos terapéuticos del Nifurtimox y del Benznidazol, presentan
diferencias notables. Esas diferencias se explicarian, en parte por la existencia
de cepas de T. cruzi con distinta susceptibilidad (o resistencia) a los farmacos,
lo que constituye un problema biolégico de gran interés. Por ejemplo, las cepas
Tulahuen, Y y P son susceptibles al Nifurtimox mientras que las cepas Sonya y

Colombiana no lo son 4

Las diferentes respuestas del T. cruzi a los
farmacos sugieren la existencia de diferencias moleculares entre las diferentes
cepas del parasito. Parece oportuno sugerir, que la suceptibilidad/resistividad
de la cepa infectante sea investigada antes de iniciar la quimioterapia. Para ello
sera necesaria la investigacion molecular de las cepas infectantes en nuestro

pais.
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3.2 Nuevos acercamientos racionales al tratamiento

etiologico.

El conocimiento cada vez mayor de la biologia basica T. cruzi esta permitiendo
la produccion de nuevos farmacos a través del desarrollo racional, varias

revisiones estan disponibles*'*°

, asi que resumiremos aqui solamente la base
cientifica de los acercamientos mas prometedores y de los progresos recientes

en el campo.

a) Inhibidores de la biosintesis del esterol.

T. cruzi requiere de esteroles especificos para la viabilidad y la proliferacion
de la célula en todas las etapas de su ciclo vital, y es extremadamente
susceptible a los inhibidores de la biosintesis del ergosterol (IBE) que actuan
en diversos niveles de la ruta biosintética del esterol in Vitro *'*?. Estudios en
Brasil han demostrado que los IBE comercialmente disponibles, que son
altamente eficaces como fungiestaticos (tales como ketoconazol o itraconazol
que inhiben la enzima C14a esterol dimetilasa, alterando la permeabilidad de la
membrana del parasito) no son de gran alcance para eliminar al T.cruzi de
animales o de seres humanos infectados en estado créonico o parar la
progresion de la enfermedad. Por el contrario, en Chile han demostrado que el
itraconazol (Figura 8), administrado en dosis de 6mg/kg-dia por 120 dias a
los pacientes cronicos de la enfermedad de Chagas, redujo
marcadamente el numero de pruebas xenodiagnosticas positivas y podia
prevenir (97.8% de los casos) anormalidades electrocardiograficas. Sin
embargo, en la ultima década, nuevos derivados del triazol (Figura 8) tal como
D0870 (productos farmacéuticos de Zeneca; (http://www.astrazeneca.com) y

posaconazole (SCH 56592, instituto de investigacion del Schering-Plough

http://www.sch-plough.com/), fueron capaces de inducir la curacion

parasitologica en modelo murino contra las formas agudas y cronicas de la
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enfermedad. Mas recientemente, otros triazoles tal como ravuconazol (BMS
207 147; Bristol-Myers Squibb; http://www.bms.com/), TAK-187 (Takeda
Chemical Company; http://www.takeda.co.jp/) y UR-9825 (Grupo Uriach;

http://www.uriach.com/) también han demostrado tener actividad tripanocida
46-49

in vitro e in vivo

(0]
OO
cl 0/; 7 \=n
Ele A) Itraconazol
\N’N\
c |§ >
F N
O
N
léN OCH,CF ,CHF, k’\N )D\
/
24\ o F KN cl
Sy oOH B) DO870
C)UR-9825
F
; D)SCH56592 (Pozaconazol)
\N/N\
F |§N>

\®_00H2CF2CF2H

F) TAK-187

E) BMS-207,147 (Ravuconazol)
Figura 8 : Estructuras quimicas de nuevos derivados de triazol, inhibidores de la enzima C14a esterol dimetilasa en

T. cruzi
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b) Inhibidores de la tripanotion reductasa.
+
Sy |
0 ' o
e N O R 8
Clomipramina | S
N~ ‘ Q Clorpromazina
/
—
—N

\ Cristal violeta |

o
+ N
H-Trp-Arg/Arg(Pmc)-NH \/\/NH /}\l o = \N NH,
0]
Conjugado peptidico de poliamina Nitrofurazona

Figura 9 : Estructuras quimicas de inhibidores de la enzima tripanotion reductasa (TR) en 7. cruzi

El genero Tripanosoma , y en particular el T. cruzi es sensible al estrés
oxidativo, los compuestos nitrados como el Nifurtimox y el Benznidazol generan
radicales libres, los cuales interfieren con el metabolismo del oxigeno. A
diferencia de las células el huésped, T. cruzi es deficiente en enzimas
antioxidantes, que son esenciales para prevenir el dafo oxidativo. La
tripanotion reductasa (TR) es la enzima implicada en la proteccion del T. cruzi
al estrés oxidativo, convirtiéndola en un blanco atractivo para el disefo de
nuevos farmacos, en la literatura hay reportados50 compuestos que no
necesariamente estan nitrados y que actuan como inhibidores competitivos de
TR como la clomipramina (dibenzazepina),cristal violeta y la clorpromazina
(fenotiazina) y del tipo no competitivo como lo son los conjugados peptidicos

de poliamina, (Figura 9).
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c) Inhibidores de cisteina proteasas (cruzipaina, cruzaina).

T. cruzi se caracteriza por poseer una cisteina-proteasa, la cruzipaina
(GP59/51) que constituye una fraccion importante de las proteinas celulares y
se encuentra en todas las formas del parasito, tiene funcion metabdlica
esencial y es necesaria para la transformacion de Amastigotes en
Tripomastigotes. Ademas interviene en la penetracion de los Tripomastigotes
en las células del huésped. Péptidos sintéticos o seudopéptidos ligados a
grupos diazo o cetona forman una union estable con el tiol en el centro activo
de la enzima. Cuando la estructura peptidica del inhibidor satisface la
especificidad molecular del centro activo de la cruzipaina, se forma un

compuesto covalente cruzipaina-inhibidor, cataliticamente inactivo.>

Alquil-tio-semicarbazona

i)lineal i) ciclico
, S
R s RS N 2 NH(G)
>:N\3)J\ /3 1
5 4°N7 2 NH@©) N
Ar H 1 Af 5 4

Figura 10. Estructura Quimica de inhibidores especificos de la cruzipaina, esencialmente la cistein-proteasa

presente en todos los estados del Tripanosoma Cruzi.

Recientemente nuevos inhibidores de la cruzipaina (Figura 10), con actividad
potente y selectiva contra T. cruzi in vitro, se han identificado. Por ejemplo la
relacion estructura-actividad (SAR) para los inhibidores no-peptidicos de la
cruzipaina, basados en el trabajo realizado por Urbina y colaboradores®’ en
semicarbazonas y tiosemicarbazonas fue descrito y explicado en base a la
estructura y mecanismo sabidos de la enzima. Muchos de los compuestos que
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eran activos en la gama nanomolar contra cruzipaina pura tenian actividad
trypanocida contra los amastigotes intracelulares cultivados en células

mamiferas in vitro.
3.3 Consideraciones para la sintesis de nuevos agentes tripanocidas.

Las nitrofurazonas (5-nitro-2-furancarboxaldehido semicarbazonas) muestran
actividad tripanocida, Cerecetto y colaboradores ®2 han podido determinar que
los sustituyentes en el N(4) de la nitrofurazona y el remplazamiento del anillo
de furano por tiofeno en tales compuestos muestran una gran influencia de la
actividad “ in vitro”, en Epimastigotes de T. cruzi (cepa Talahuen).

Por otro lado Du y colaboradores® fueron los primeros en introducir las
tiosemicarbazonas como compuestos funcionales para inhibir la cruzipaina,
trabajos posteriores soportan la importancia de este grupo funcional,
recientemente Fuijii y colaboradores® , entre otros grupos de investigacion >’
han sintetizado pequefias librerias de tiosemicarbazonas, que actuan como
inhibidores de la cruzipaina con lo que se ha podido determinar que para dicha
actividad se requiere la unién de la tiosemicarbazona a anillos aromaticos o

anillos hetericlicos , y que el N(1) se encuentre sin sustituir.

El disefio y sintesis de los nuevos agentes tripanocidas incluidos en el
presente trabajo, se baso en la informacién establecida para la relacién
estructura-actividad biolégica de los derivados inhibidores de la tipanotion
reductasa (TR) y la cruzipaina respectivamente, por lo que se decide mantener
la estructura quimica de la nitrofurazona, y se introducen los remplazamientos
del anillo de furano por tiofeno, y el de semicarbazona por tiosemicarbazona,
ademas de obtener los compuestos sin el sustituyente nitro en posicion 2 del
anillo heterociclico. La estructura quimica de los compuestos sintetizados se

presenta en la Figura 11.
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R2= H,CH3

Figura 11. Estructura Quimica de los nuevos agentes tripanocidas.

Los agentes sintetizados fueron evaluados “in vitro” con el fin de obtener
informacion si las diferencias electronicas y estéricas entre los atomos oxigeno
y azufre marcan una substancial diferencia en la actividad bioldgica , asi como
la presencia del grupo nitro en el anillo heterociclico. Esta informacion puede
servir de base a proyectos futuros que permitan establecer una relacidon
estructura-actividad antiparasitaria, permitiendo con la informacién recabada

disefiar nuevas moléculas mas selectivas, y menos toxicas.
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OBJETIVOS



1. Proponer y desarrollar una ruta de sintesis para obtener los derivados de
5-R+-2'-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-N(2)-R. semicarbazona

y tiosemicarbazona, mediante una ruta sintética de tres pasos.

2. Caracterizar los productos intermediarios y finales haciendo uso de las

técnicas de :

¢ Espectroscopia de Infrarrojo
« Resonancia Magnética Nuclear 'H ,"*C y Bidimensional

¢ Espectrometria de Masas por impacto electrénico.

3. Realizar el estudio completo de Espectrometria de Masas por impacto
electrénico, y Disociacion Inducida por Colision (CID) para proponer los
patrones y mecanismos de fragmentacion, para la identificacién de los

productos finales.

4. Llevar a cabo la evaluacién “in vitro” de los compuestos sintetizados con
Epimastigotes y Tripomastigotes del Trypanosoma cruzi, parasito causante de

la enfermedad de Chagas.
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5.1 SINTESIS QUIMICA
Ruta General de Sintesis:
PRIMER PASO:
0 O
-0
H,SO
X x= 0.S 2 o// X
| 1I
SEGUNDO PASO: 0
/\ O /N)J\ NH,
R, N H
de X
. {0
i
M I A, Il B R;=H, X=0
O et de MIC,IID R=H,X=S
/W‘\ MIE,IIF R;=NO,,X=0
HIG,IIIH R=NO,, X=S
R; Ho
X Tiog. . S
SemICa
rb&zid
I,11 4 H
’ / \ Cs, - NH,
R, N H
X I
Im 1 R=H,X=0
ImJ R=H,X=S
I K R,;=NO,,X=0
IIL R,;=NO,,X=S
TERCER PASO:
Z zZ
NH
/U/ S H __CH,OH/Na_ /U/C%N/Iﬁ
Ri™ Ny CH,1 / DMF RNy CH;
III v

IVA R=H,X=0,Z=0
IVB R;=H,X=S,7=0
IV C R=NO,,X=0,Z=0
IVD R,=NO,, X=S,Z=0
IVL R,=NO,, X=S, Z=S
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5.1.1 Obtencion del 5-nitro-furan-2-carboxaldehido y del 5-nitro-tiofen-2-

carboxaldehido

/Y mo A [

En un matraz de dos bocas provisto de refrigerante en posicién de reflujo y
enfriado con hielo seco, se adicionan 20.7 mmol de H,SO4 conc. y 8.0 mmol del
aldehido correspondiente manteniendo la temperatura a —10°C y en agitacion
constante. Por separado en un matraz Erlenmeyer se prepara una mezcla de
HNO3 conc. (29 mmol) y H,SO4 (15 mmol) en bafio de hielo, la cual se adiciona
lentamente durante 2 horas a la mezcla anterior. Una vez terminada la adicién
se mantiene la reaccion en agitacion y a la misma temperatura durante 30
minutos. Posteriormente, se incrementa la temperatura gradualmente a 0°C,
se adicionan 30 g de hielo de agua, manteniendo la agitacion durante unos
minutos. Se realizan extracciones con dietil éter, la fase etérea se separa y se
seca con sulfato de sodio anhidro, y finalmente se realiza una destilacion a
presion reducida.

la. 5-nitrofuran-2-carboxaldehido. Sélido amarillo, p.f 32-35 °C .Rendimiento del 55%
IR: Vinax/ €mM":3158 (C-Harom), 1577 y1490 (C=C),1026 (C-O-C), 2875 y 1689 (CHO)1538 y 1350
(NO,).RMN "H: DMSO — dg/ppm 9.76 (s,-CHO), 7.78 (d, Hs) , 7.72 (d, Hs)

Ib: 5-nitrotiofen-2-carboxaldehido . Sélido café, p.f 75-77°C. Rendimiento del 62%

IR: Vimax/ €M ™:3105 (C-Harom),1535 (C=C),2850 y 1663 (CHO),1509 y 1348 (NO.).RMN 'H:
DMSO — dg/ppm 9.99 (s,-CHO), 8.20 ( d, H.) , 8.03( d, Ha)
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5.1.2 Obtencidon de 5'-R1-2'-(furancarboxa|dehido, tiofencarboxaldehido)

semicarbazona, donde Ri=H, NO,.

0]
0] Clorhidrato de - )j\
semicarbazida
/ \ - / \ Cx N NH,
H Acetato de N~ H
R X sodio Ry X
I 11 111

Método I:

En un mortero se colocan 1.0 mmol de clorhidrato de semicarbazida y 1.2
mmol de acetato de sodio, con ayuda del pistilo se mezclan los reactivos hasta
que se torne liquida la mezcla, a la cual se le adicionan 1.0 mmol del aldehido
correspondiente y se mantiene mezclando hasta formar una pasta. La
semicarbazona es separada con agua fria. El producto sdélido es filtrado a alto
vacio y lavado con agua fria®®. Se obtienen 4 compuestos finales (III A, III C,
II E y IIT G) con punto de fusion definido y rendimientos del 72-92 % , que

corresponden al isomero Syn, ver Tabla 1.

Método Il:

En un matraz Erlenmeyer se disuelven en 3.0 mL de etanol 1.2 mmol de
acetato de sodio y 1.0 mmol de clorhidrato de semicarbazida, dejando en
agitacion durante 30-40 minutos, se agrega lentamente el aldehido
correspondiente, dejando en agitacion nuevamente durante 30 minutos. A la
mezcla se le adiciona agua fria para obtener un precipitado que corresponde a
la semicarbazona, el cual se filtra y lava con agua fria.® Se obtienen 4
compuestos finales (III B, III D, III F y III H) con punto de fusion definido y

rendimientos del 80-93% que corresponden al isémero Anti, ver Tabla 1.
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5.1.3 Obtencion de 5-Rs-2'-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)

tiosemicarbazona, donde Ri=H, NO..

S
O
Tiosemicarbazida H )L
/ \ Ada / \ Cx N NH,
R H Etanol R N~ H
: X : X
LI 11

En un matraz de dos bocas provisto de refrigerante en posicion de reflujo se
adiciona 1.0 mmol del aldehido correspondiente y 1 mmol de tiosemicarbazida
disueltos en etanol, la mezcla se deja en reflujo y en agitacion constante
durante 3 horas. Transcurrido el tiempo se deja enfriar en un bafio de hielo,
para obtener un precipitado que corresponde a la tiosemicarbazona, el cual se
filtra y se lava con etanol.’® Los compuestos obtenidos (III I, 111 J, III K y III L)
que corresponden al isomero Anti, presentan punto de fusion definido y

rendimientos del 90-95% ,ver Tabla 1.
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5.1.4 Obtencidén de 5'-R1-2'-(furancarboxa|dehido, tiofencarboxaldehido)-

N(2)-metil semicarbazona y tiosemicarbazona, donde R1=H, NO..

Z z
/ \ g N)J\ NH “Na© H /IL
SN 2 1) CH;0Na'"/CH;0H / \ SN2 NH,
R; 2)CH;l/DMF Ry N

En un matraz de dos bocas con refrigerante en posicion de reflujo, se preparan
0.03 moles de métoxido de sodio, posteriormente se le adiciona 0.025 moles
de semicarbazona o tiosemicarbazona, y 25 mL de N,N-dimetilformamida
anhidra. Se coloca en agitacion a temperatura ambiente, durante 40 minutos.
La solucion del derivado de sodio es enfriada a 5°C, agregando lentamente
0.365 moles de yoduro de metilo. La reaccion se mantiene bajo esas
condiciones durante 2 horas.

La mezcla de reaccion se somete a extracciones con agua / diclorometano ( 3
veces), la fase organica se seca con sulfato de sodio, se filtra y se concentra a
alto vacio obteniéndose un aceite de color café; el cual se purifica por
cromatografia en columna utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo
(20:80). Solidos correspondientes al isémero Anti, con punto de fusion
definidos y rendimientos entre 50-70%. (5 productos finales, IV A, IV B, IV C,
IVDyIVL). Ver Tabla 1.
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5.2 EVALUACION BIOLOGICA
Los ensayos para determinar la posible actividad tripanocida de los

compuestos se llevaron a cabo con Epimastigotes y Tripomastigotes del T.cruzi

Evaluacion in vitro con Epimastigotes.
Parasito
Cepa INC-1. Aislado de paciente femenino, mayor de 40 afios de edad.

Procedente de Oaxaca.

Metodologia
En una placa de cultivo celular se coloca lo siguiente: medio de cultivo de

infusion de higado, triptosa (LIT) a un volumen final de 300uL, Epimastigotes
(500,000 parasitos por pozo, el conteo se realiza con un hematocitometro)
finalmente se afiaden los compuestos a la concentracion requerida (300uL/mL)
los cuales previamente son pesados y disueltos en dimetil sulféxido (DMSO),
en la prueba el solvente alcanza una concentracion final de 0.3 %. A
continuacion la placa cubierta, se coloca en una cdmara humeda, y se incuba a
4 °C por 24 horas.

En cada ensayo se colocan dos blancos y un control positivo:

Blanco 1: Solamente parasitos en el medio de cultivo.

Blanco 2: Parasitos + disolvente en medio de cultivo.

Control positivo: violeta de genciana a una concentracion de 100 yL/mL

Todas las pruebas se realizan por duplicado. La cuenta se realiza con un
hematocitometro, expresando el resultado en parasitos/mL.

Para el calculo de Sobrevivencia se aplica la siguiente férmula:

Cantidad de parasitos de la muestra
Cantidad de parasitos del blanco

% Sobrevivencia = X 100
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Evaluacién in vitro con Tripomastigotes®’°

Parasitos:

Cepa INC-5. Aislado en 1997. Paciente femenino de 58 afios de edad,
procedente de Congregacion Guanajuato.

Cepa NINOA. Aislado en 1986. Paciente femenino de 8 afos de edad,

procedente de Oaxaca.

Metodologia:

Se realiza una inoculacion con Tripomastigotes metaciclicos por via
intraperitoneal a ratones macho CD1 con peso aproximado de 25 g. Una vez
alcanzado el punto maximo de la parasitemia (monitoreada por el método de
Pizzi)*°.Se obtiene la sangre infectada por puncién cardiaca, la cual es diluida

con solucion salina estéril (SSE) a 2 x 10° parasitos/mL.

Las evaluaciones se realizan en placas con 96 pozos. A cada uno de los pozos
se agrega 126 pL de sangre infectada (2 x 10° parasitos/mL), 5 pL de la
solucién de los compuestos a evaluar, disueltos en DMSO, a una concentracion
final de 500 pg/mL. Las placas se mantienen a 4 °C por 24 horas. Como control
positivo se usa cristal violeta a una concentracion de 7.5 uyg/mL., en DMSO
(2.5 % viv) y a su vez se determina el efecto del Nifurtimox y Benznidazol ,
(farmacos comerciales) a las mismas concentraciones de los compuestos a
evaluar; cada uno por triplicado. La concentraciéon de parasitos se determina
con un microscopio optico a 40x, por el método de Pizzi, en donde la reduccion
de la concentracion del parasito (lisis del parasito) se determina en

comparacién con un blanco (parasitos sin tratar).
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6.1 Rendimientos y caracteristicas de los compuestos sintetizados.

Se lograron sintetizar 17 compuestos derivados de 5-R;-2'-
(furancarboxaldehido,  tiofencarboxaldehido)-N(2)-R,  semicarbazona vy
tiosemicarbazona (Figura 12). En la Tabla 1 se hace referencia de los

rendimientos y caracteristicas de cada uno de ellos.

Figura 12. Estructura general de los 17 derivados de 5-R+-2'-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona, en donde Ri= H,NO, ,R,=H,CHs y
X,Z=0,S. La estructura 1 corresponde al isémero Syn , mientras que la estructura 2 corresponde al
isémero Anti.

Los compuestos asignados con I= 1,2 tienen el mismo peso molecular y
similares espectros de infrarrojo , por lo cual se sugiere que los compuestos
son isomeros geometricos, Syn/Anti respectivamente. Esta hipotesis se
fundamenta en los resultados obtenidos del estudio de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) (Pag. 45) y Difraccién de Rayos X (Pag. 65).

En la obtencion de semicarbazonas se utilizaron dos metodologias
diferentes; logrando obtener por el método I el isémero Syn y por el método 11
al isémero Anti, los cuales son asignados como |= 1,2 respectivamente en la
Tabla 1. En el caso de las tiosemicarbazonas y compuestos N-metilados

solamente se logra obtener los compuestos que corresponden al isomero Anti.
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Tabla 1.Rendimiento y caracteristicas de los 17 compuestos sintetizados.
Compuesto I | Formula P.M Punto % Caracteristicas
Sustituyentes Condensada | g/mol de | Rendimiento Fisicas.
X Z R R fusion
IMA |O|O| H | H|[1] CeHsN3O2 1563 | 180-184 84 Solido, crema
I B O|O| H | H 2] CgH/N;3O2 153 193-195 80 Solido, crema
IMC |S|O|H|H/[1| CHN3OS 169 | 208-210 85 Sdlido, café
D |[S|O|H|H][2|] CH/N3OS 169 | 214-216 93 Sdlido, café
IIE O|O|NOz2| H | 1] CgHgN4Os4 198 222-224 72 Solido, amarillo
IIF  |O|O|NO2| H | 2| GCeHsNsOs 198 | 228-230 88 Soélido, amarillo
IIIG |[S|O|NO2| H |1]| CeHeNsO3S 214 | 223-225 92 Sélido, amarillo
NI H S|{O|[NO2| H |2 CgHeNsO3S 214 216-218 83 Solido, amarillo
I I O[S| H | H/[2]| CgHNsOS 169 | 144-146 93 Sdlido, café
I J S|S| H | H|2| CeHiNsS, 185 | 184-186 91 Sdlido, café
I K O[S |NOz2| H |2]|CeHsNsOsS 214 >270 95 Sdlido, amarillo
I L S|S|NOz2| H | 2] CsHeNsO2S2 | 230 >270 90 Solido, amarillo
IV A O|O| H |CHs| 2| CsHgN3O, 167 130-132 70 Solido , crema
IVB S|0| H |CHs| 2| C7HoN3OS 183 | 128-130 65 Sdlido, café
IVC |O|O|NOz2{CHs| 2| C;7HgNsOs4 212 | 193-195 63 Sélido, amarillo
IVD S| O|NOz2|CHs| 2| CsHgNsOsS 228 | 216-218 50 Sélido, amarillo
IVL S| S |NO2|CHs| 2 | C/HgN4O.S, | 244 | 1565-157 60 Solido, rojizo

Donde | = isémero , 1= isémero Syn, 2= isomero Anti, y P.M = Peso Molecular
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6.2 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Los Espectros de Infrarrojo se realizaron en un Espectrofotometro Nicolet

Magna TR-750, en pastilla de KBr. Los resultados correspondientes a cada

compuesto se resumen en la Tabla 2. De forma ilustrativa, en el anexo se

encuentran los espectros correspondientes a los compuestos III G y III H

isdbmeros Syn / Anti respectivamente del 5- NO, -2’-tiofencarboxaldehido

semicarbazona. En general en los 17 compuestos sintetizados se observan las

siguientes vibraciones.

61-63

Vibracion de tension del enlace NH, se observa de

3500 a 3300 cm™. Intensidad variable, en general dos

bandas.
Z e Vibracién de tension de enlace NH se observa de 3450
)J\ a 3300 cm™'. Unica banda, de intensidad variable.
—HN NH, e Vibracion de tensién del enlace C=0 se observa de
7=0.8 1690 a 1650 cm™, la intensidad de la banda es fuerte.
e Vibracion de tensién del enlace C=S se observa de
1140 a 1090 cm™.
e Vibracién de tension del enlace C-N se observa de
1450 a 1350 cm™.
-CH=N * Seobserva aproximadamente en 1690-1520 cm™
e Vibracion de tension del enlace C-H aromatico se
i \ observa en 3125 a 3050 cm™ para el tiofeno y en 3165
/ \ a 3125 cm 71 para el furano. Intensidad variable.
X e Vibracion de tensién del enlace C=C conjugado el cual
X=0,8 se observa en 1535 a 1515 cm™ para el tiofeno; en

1610 a 1560 cm ~1y 1510 a 1475 cm™' para el furano.

Vibracion de tension del enlace C-O-C en 1190 a 990

cm™.
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o e Vibracion de tensién del enlace C-NO; se observa de
’L 1560 a 1490 cm™", banda intensa y de anchura media y
R en la region de 1360 a 1310 cm™.

Tabla 2.Vibraciones moleculares obtenidas del estudio de Espectroscopia de Infrarrojo
(IR) de los derivados de 5-R+-2'-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-N(2)-R;

semicarbazona y tiosemicarbazona.

A A
1 X | L

R2
Num. | Sustituyentes | | | N-H | C-Haom. | C=0O | C=S | CH=N | C=C | C-N | C-O-C | NO;
X Z R R

IIA|O(O|H |H (1 | 3458 | 3163 |1692| ___ | 1655 | 1601 | 1433 | 1098 | _
3282 1519

mB |0 (O|H |H 2 | 3458 | 3162 |1691| ___ | 1655 | 1601 | 1431 | 1098 | _
3281 1518

IC (S (OH |[H (1 | 3456 | 3104 |1691| ___ | 1647 | 1532 | 1432 | __ | ___
3284

D |S [O|H |H |2 | 3456 | 3105 |[1691| ___ | 1646 | 1501 | 1432 | ___ | ___
3283

IIE O O [NO2 |H |1 | 3462 | 3156 |1716|__ | 1584 | 1584 | 1389 | 1020 | 1508
3290 1454 1350

IIF [O (O [NOz2 (H (2 | 3489 | 3132 |1677 | ___ | 1584 | 1584 | 1382 | 1024 | 1502
3284 1454 1355

NG |S |O|NO2|H |1 | 3486 | 3065 |1716| | 1681 | 1488 | 1430 | __ | 1586
3372 1331

IMH S O |NO2|H |2 | 3486 | 3066 |1680| _ | 1680 | 1512 | 1434 | _ | 1586
3369 1334

mr |0 |S (H |H |2 | 3410 | 3139 | __ | 1097 | 1609 | 1583 | 1392 | 1097 | ___
3222 1476

mJ |S|S|H |H |2 | 3413 | 3019 | __ | 1099 | 1609 | 1537 | 1429 | __ | __
3234

K |O S |NO2|H |2 | 3464 | 3122 | ___ | 1108 | 1598 | 1537 | 1393 | 1058 | 1537
3308 1479 1355

Donde | = isémero , 1= isémero Syn , 2= isdmero Anti.
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Tabla 2.(Continuacién) Vibraciones moleculares obtenidas del estudio de
Espectroscopia de Infrarrojo (IR) de los derivados de 5-R;-2'-(furancarboxaldehido,

tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona.

Num. | Sustituyentes | | | N-H |C-Haom [C=0 | C=S | CH=N | C=C | C-N | C-O-C | NO;
X Z R R

- —— —— — — ———— — — — — —— — — |

IIIL |S |S |[NO2|H |2 |3472 |3068 |-- 1103 | 1607 |1526 |1433 |-- 1542
3316 1335

IVA|O|O|H |CHs|2 |3536 |-- 1683 |- |1624 |1604 |[1425 1065 |---
3416 1475

IVB |S |O|H |CHs|2 [3476 |3099 1702 |- [1651 |1524 [1420 |__
3301

IVC [0 |O |NOz [CHs [2 |3474 3142 [1703 |- [1581 |1580 |1426 |1103 |1515
3365 1516 1351

IVD |S O |NO2 [CHs |2 |3474 |3113 [1697 |---- |1576 1528 |1390 |--- 1494
3362 1330

IVL |S |S |[NO2 (CHs |2 [3447 |3100 |- [1114 (1617 [1578 |1422 |--- 1518
3298 1330

Donde | = isébmero , 1= isdmero Syn , 2= isdmero Anti.
6.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de RMN 'H se realizaron en un Espectrometro Varian Unity 300
operado a 300 MHz y la RMN "®C en un Espectréometro Varian Unity 500
operado a 125 MHz. El disolvente que se utilizé para determinar los espectros
de RMN es DMSO-ds, y como estandar interno tetrametilsilano (TMS).

El analisis correspondiente a los 17 compuestos sintetizados se ejemplifica a
continuacién con los compuestos 111 G y III H que corresponden a los isdmeros

Syn y Anti respectivamente del 5-NO,-2'-tiofencarboxaldehido semicarbazona.

RMN 'H

Los resultados de los desplazamientos quimicos (0) y sus constantes de
acoplamiento (J) en RMN 'H de los derivados de  5-R;-2-
(furancarboxaldehido,  tiofencarboxaldehido)-N(2)-R,  semicarbazona vy

tiosemicarbazona; se presentan en la Tabla 3.
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Una solucion del compuesto III H en DMSO-ds , mismo que fue
sintetizado por el Método II, para la obtencion de semicarbazonas, fue
examinado por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear Protdnica
(RMN "H).

El espectro de RMN 'H presenta cinco sefiales; una sefial simple con un
desplazamiento quimico (0) de 6.54 ppm correspondiente al NH,, una sefal

doble con un 0=7.40 y una constante de acoplamiento (J) de 4.4 Hz,
correspondiente al Hs del anillo heterociclico, otra sefial doble con un 5=8.04
ppm y una J=4.3 Hz., correspondiente al Hs del anillo heterociclico; dos
sefales simples, una con un ©=8.08 (Hs) y la otra con un ©=10.86 (H3), tal

como se representa en la Figura 13 y en el Espectro 4 del anexo.

o= d, 5=17,40

3 J=4.4

AS e
/\

T1 s, 5=6.54
H

s, 0= 8.08 S, 6 10.86

Figura 13 . Asignacion de las sefiales caracteristicas de RMN 'H para el compuesto III H, 5-NO.-2'-
tiofencarboxaldehido semicarbazona , isomero Anti. Los desplazamientos quimicos (8) estan dados en
ppm y las contantes de acoplamiento (J) , en Hz.

Al analizar por RMN H el compuesto III G, el cual fue sintetizado por el
Método 1 para la obtencion de semicarbazonas, el espectro presenta un
aumento de cinco sefiales con respecto al compuesto III H; tres senales
simples 0=6.67 (NH2), 6=7.73 (Hs) y 0=9.43 (H3), dos sefiales dobles; con
0=7.60 (Hsz), J=4.5 Hz y 0=8.15 (Hs), J= 4.5 Hz ;correspondientes al isomero
Syn del 5-NO,-2'-tiofencarboxaldehido semicarbazona tal como se representa
en la Figura 14 y en el Espectro 5 del Anexo. En donde se observa los
desplazamientos quimicos de 0.275 ppm ( —CH=N) y de 1.272 ppm ( H3 ) del

isdbmero Syn a campo alto, con respecto al isémero Anti.
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Figura 14. Asignacion de las sefiales caracteristicas de RMN 'H para el compuesto 7, 5-NO»-2-
tiofencarboxaldehido semicarbazona, isémero Syn. Los desplazamientos quimicos (8) estan dados en
ppm y las contantes de acoplamiento (J) , en Hz.

Dado que en solucion el compuesto III G tiene la mezcla de los isbmeros
Syn y Anti del 5-NO,-2'-tiofencarboxaldehido semicarbazona; se realizd un
estudio de RMN '"H modificando la temperatura de 25 a 100 °C, con el fin de
visualizar si esta tenia efecto en la conversion del isémero Syn al Anti. En los
espectros 4 y 5 del Anexo se observa que las sefiales correspondientes a los
hidrégenos del isomero Syn van disminuyendo con respecto al aumento de la
temperatura, sin llegar a la desaparicién total, es decir la transformacion
completa al isbmero Anti; ya que probablemente la temperatura maxima (100°
C) que se alcanzo en el experimento no fue suficiente. Lo cual nos da un indicio
de que a temperaturas elevadas el compuesto en solucion realiza una

conversion completa del isobmero Syn al Anti. Espectros 5 y 6, del Anexo.

También se realizé un experimento para visualizar el efecto del tiempo en la
conversion Syn/Anti a temperatura de 25° C, con lo que se logré observar que
en solucién hay una rapida conversion, ya que una hora fue suficiente para la

conversion completa, Syn/Anti. Como se ilustra en el Espectro 7 del Anexo.
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Por lo anterior, se puede sugerir que la conversion Syn/Anti se ve
favorecida en solucion en tiempos cortos y a temperaturas elevadas. Ya que
probablemente en soluciéon es mas estable el isobmero Anti, ya que requiere

menor energia que el isémero Syn para mantener la conformacién.®®-%

Tabla 3.Desplazamientos quimicos “d”(ppm) y constantes de acoplamiento”J” (Hz) del
estudio de RMN 'H, para los derivados 5'-R1-2'-(furancarboxaldeh|'do,

tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona.

Desplazamientos Quimicos “d” (ppm)
Constantes de Acoplamiento “J” (Hz)
Sutituyentes Hidrégeno
compuesto | X |Z|Ri [Re [ T NH; | NH [ CHs [ Hs | Hy Ha Hs
I A O O H H 1 629b 10.27s - 778 677d 6.54 d 7.70d
S J=3.0 J=3.4 J=16
111 B O O H H 2 628b 10.23s - 775 677d 6.54 d 7.70 d
S J=3.3 J=3.4 J=1.7
11 C S O H H 1 626b 10.23s - 803 730d 7.05d 754 d
S J=3.6 J=4.8 J=5.1
1D S O H H 2 625b 10.30s -- 808 729d 7.04d 7.52d
S J=3.5 J=5.0 J=5.0
IIIE O O NO, H 1 961b 10.77s - 780 722d 7.76d
S J=3.9 J=3.9
IIF O O NO2 H 2 966b 1090s - 786 7.20d 7.73d
S J=3.8 J=4.0
I G S O N0 H 1 667b 10.71s - 814 760d 8.04d
S J=44 J=4.3
I H S O NO2 H 2 654b 10865 - 806 7.38d 8.03d
S J=4.3 J=4.3
1 O S H H 2 817b 11.39s - 795 6.95d 6.60d 7.7d

s J=3.4 J=3.3 J=1.7

Donde | = isémero , 1= isdmero Syn , 2= isémero Anti, b= broad (ancha) ; s= singulete , d=
doblete.
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Tabla 3. (Continuacién) Desplazamientos quimicos “d”(ppm) y constantes de
acoplamiento”)” (Hz) del estudio de RMN 'H, para los derivados 5-R;-2'-

(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y

TN Z
N H
R1/5\x 2 5/4\3JJ2\T?

tiosemicarbazona.

Desplazamientos Quimicos “d” (ppm)

Constantes de Acoplamiento “J” (Hz)

Sutituyentes Hidrogeno
compuesto | X |Z|Ri [Re [ I NH | NH [ CH; [ Hs | Hg Ha Hs
1 J S S H H 2 811b 11.39 - 822 T741d 7.08d 7.57d
S J=3.6 J=5.0 J=5.1
IHNNK O S NO, H 2 849b 1182s - 796 7.77d 7.35d
S J=3.9 J=3.8
IIIL S S NO, H 2 841b M77s 8.17 7.48d 8.03d
S J=4.3 J=4.3
IV A O O H CHy 2 727b 3.31s 740 6.63d 6.47 d 7.47d
S J=34 J=34 J=1.7
IVB S O H CHs 2 655b 332s 7.90 7.39d 7.54d 7.53d
S J=3.6 J=4.8 J=4.8
IVvC O O NO; CH; 2 6.95b 3.22s 7.63 7.37d 7.78d
S J=4.2 J=3.9
IVD S O NO, CH; 2 6.85b 331s 7.92 745d 8.08d
S J=4.2 J=45
IVL S S NO; CH; 2 8.38b 3.31s 8.08 7.50d 8.03d

s J=4.5 J=4.5

Donde | = isémero , 1= isdmero Syn , 2= isémero Anti, b= broad (ancha) ; s= singulete , d=
doblete.
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Por su parte los analisis de RMN '3C | asi como la RMN Bidimensional, COSY

y HETCOR confirmaron que los compuestos III G y III H, corresponden a los
isomeros Syn y Anti respectivamente, del compuesto 5-NO,-2'-

tiofencarboxaldehido semicarbazona.

RMN "3C

5= 1299 5 126.9

Z
0=1554
6= 1326

/ ™~ -
//5 190.5% i 1473|/ | T
H H H

Figura 15. Asignacion de las sefiales caracteristicas de RMN 3C para el compuesto IIT H, 5-NO»-2"-
tiofencarboxaldehido semicarbazona , isdmero Anti. Los desplazamientos quimicos (8) estan dados en

ppm.

El espectro de RMN '*C provee informacion directa acerca del esqueleto
de carbono de la molécula. La asignacion de cada uno de los carbonos esta
representada en la Figura 15 y en el Espectro 10, (Ver Anexo) en el cual se
pueden observar los seis carbonos correspondientes al compuesto 5-NO,-2'-
tiofencarboxaldehido semicarbazona. En donde cabe resaltar que los carbonos
no protonados C» y Cs son desplazados a campo bajo debido al incremento
de la densidad electronica, resultado de la presencia del grupo nitro en el Cs;,
mientras que en el C, esto es debido a la deslocalizacion de los electrones
con el enlace Cs=N4 En la Tabla 4 se resumen los desplazamientos quimicos

para los 17 compuestos sintetizados.
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Tabla 4. Asignacion de las sefiales caracteristicas de RMN '*C para los derivados 5-
R4-2'-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-N(2)-R2 semicarbazona y

tiosemicarbazona. Los desplazamientos quimicos () estan dados en ppm.

4 3 &
R/s//\\jz.\fi/“‘\yjz\h,/”
1 | L

X

R26
Desplazamientos Quimicos “d” (ppm)
Sutituyentes Carbono

Compussto | X |Z| R1 [R2 | 1 |C2 |C5 c6 |C2” |[C3° c4 c5
MmA O O H H 1 1561 1298 - 1497 1102 1114 1434
| MB O O H H 2 152 1303 -- 1498 1104 1115 1436 |
MmC S O H H 1 1563 1348 - 1394 1287 12716 1274
|l mMD S O H H 2 1559 1341 - 1393 1281 1272 1269 |
IME O O N H 1 1558 1273 - 1531 1121 1152  151.2
| MF O O NO; H 2 1564 1278 - 1532 1125 1154 1532 |
MG S O NO: H 1 1556 1326 - 1473 1270 1300 1497
| MH S O NO: H 2 1554 1327 - 1473 1269 1299 1496 |
MI O S H H 2 1778 1325 - 1493 1121 1126 1448
| mJ S S H H 2 1776 1379 - 1386 1306 1280 1289 |
MK O S No: H 2 1784 1296 - 1514 1148 1130 1523
| ML S S No: H 2 1782 1351 - 1465 1289 1302 1506 |
IVA O O H CHs 2 1568 1271 277 1503 1109 1117 1435
| IVB S O H CHs 2 1559 1321 279 1401 1285 1276 1269 |
IVC O O NO; CHs 2 1556 1250 284 1542 1113 1155  154.2
| IVD S O NO: CHs 2 1554 1306 286 1482 1273  130.3 1497 |
IVL S S NO; CHs 2 1701 1375 315 1403 1281 1293 1520

Donde | = isémero , 1= isémero Syn , 2= isdmero Anti.
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'H-"HcosY:

El espectro de COSY (Correlation Spectroscopy) revela la interacciénes 'H —
'"H en la molécula, tal como se ilustra en el Espectro 12, del Anexo.

En donde se puede observar la interaccion del Hz (NH) con Hy (NHy) , y la
interaccion del Hs (CH=N) con el H3 (NH); incluso a dos enlaces de distancia.
Estas interacciones solo son posibles cuando el compuesto corresponde al
isomero Anti, tal como se presentd en la Figura 15. Asi como la interaccién del
Hs con el Hy del anillo de tiofeno. También se analizd el espectro
correspondiente al isbmero Syn, sin embargo en este no se logra observar
dichas interacciones. Con esto se sugiere que el compuesto III G y III H
corresponden al isémero Syn y Anti respectivamente del 5-NO,-2'-

tiofencarboxaldehido semicarbazona.

HETCOR:

El espectro HETCOR (Heteronuclear chemical shift correlation), proporciona
informacion con respecto a la interaccion que hay entre los protones y los
atomos de carbodn a los cuales se unen directamente, en el Espectro 14, del
Anexo se observa la interaccion del Hz(Cz)y Hs(Cs) del anillo de tiofeno,
correspondiente al compuesto 5-NO,-2'-tiofencarboxaldehido semicarbazona.
(I H).

6.4 Espectrometria de Masas (EM)

Los 17 compuestos sintetizados fueron caracterizados por Espectrometria de
Masas de Impacto Electrénico, en los Espectrometros JEOL JMS-AC505 vy
JEOL MS-SX 120A; en la Tabla 5 y 6 se reportan las abundancias relativas (%)
de los fragmentos mas importantes de cada uno de los compuestos
sintetizados. En el anexo se presentan los Espectros correspondientes al
compuesto IIIH, es decir el isdmero Anti del 5-NO,-2'-tiofencarboxaldehido
semicarbazona y del compuesto III K 5-NO,-2'-furancarboxaldehido

tiosemicarbazona, isbmero Anti. Posteriormente, se propone el Patrén general
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de Fragmentacién de acuerdo al estudio realizado por Colisiéon Inducida por

Disociacién (CID)y el Mecanismo General de Fragmentacion.®’

Tabla 5. Abundancia Relativa de los picos mas importantes , de acuerdo al estudio
realizado por EM-IE , para los derivados de 2'-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona., en donde R,=
H,CH;s,

Compuesto No. III A IHiB | IIIC | IIID I 1 11 J IV A IVB

X 0 0 S S 0 S 0 S

R2 H H H H H H CHs CHs

Z 0 0 0 0 S S 0 0

| 1 2 1 2 2 2 2 2

FRAGMENTACION % ABUNDANCIA RELATIVA

m/z

[M+2]* 25 2.5 8.7 94 44

[M+1] 5.6 5.0 6.2 5.6 18.1 12.5 6.2 10.0

[M]* 55 53.1 55.6 49.3 100.0 100.0 443 81.0

m/iz 153 | m/z153 | m/z169 | m/z169 | m/z 169 | m/z 185 m/z 167 m/z 183
P.B P.B

[M-1]* - | 1.9 1.9 1.2

[M-NHs]* 31 31 3.1 3.1 36.2 29.3

[M-HNCZ]* 100.0 100.0 55.6 45,0 26.2 12.5 100.0 100.0
P.B P.B P.B P.B

[M-H.NCZ]* 18.1 18.1 58.7 51.2 13.7 23.8 438 99.4

[M-NHCZNHR,J* 7.5 7.5 25.6 231 175 41.2 20.0 26.9

[M-H,NCZNHR,J* 26.9 26.8 100.0 100.0 3.1 6.9 14.4 131

P.B P.B
[HNCZ]* 5.0 5.0 10.0 8.1 1.9 3.1 12.5 5.6
[ HANCZNHR,J* 17.5 16.8 18.7 18.7 13.1 30.0 26.2 94.4

Donde | = isomero , 1= isémero Syn , 2= isomero Anti.



Tabla 6. Abundancia Relativa de los picos mas importantes, de acuerdo al estudio
realizado por EM-IE, para los derivados de 5-NO,-2'-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona., en donde Rj=
H,CHs.

Compuesto No. INE | IIIF | IIIG | IIIH | IITK I L IVC IVD IVL
X 0 0 S S 0 S 0 S S
R2 H H H H H H CHs CHs CHs
z 0 0 0 0 S S 0 0 S
| 1 2 1 2 2 2 2 2 2
I —
FRAGMENTACION % ABUNDANCIA RELATIVA
m/z
I —
[M+2]* e 2.5 10.0 2.5 10.0
[M+1]* 1.9 1.9 3.7 1.9 6.9 12.5 1.2 75 16.2
M]* 21.9 21.9 33.1 33.1 100.0 100 20.6 35.6 100.0
m/iz198 | m/z198 | m/z214 | m/z214 | m/z 214 | m/z 230 miz212 | m/z228 | miz 244
P.B P.B P.B
[M-NH;]* 1.9 6.9 26.2 1.2 1.2
[M-NO.J* 16.2 8.7
[M-HNCZ]* 100.0 100.0 100.0 100.0 10.0 17.5 100.0 100.0
P.B P.B P.B P.B P.B P.B
[M-H,NCZ]* 26.9 26.9 75 25 425
[M-HNCZ+R,)* | — | — — | 150 25
[M-HNCZNHR,J* 1.3 0.6 3.1 13 | - 10.0 425
[M-H,NCZNHR,J* —_— | - 6.9 5.6 3.1 31.0
[M-(HNCZ+ NO)J* 2.5 3.1 8.8 6.9
[M-(HNCZ+ NO)J* 1.9 3.7 8.1 8.1 3.1 1.3 5.6
[M-(H, NCZ+NO,)J 94 5.0 18.8 20.6 43 4.4 125
[HNCZ] * 15.6 23.8 16.9 275 21.0 4.2 18.8 11.9
HoNCZNH, 1+ 15.6 19.4 744 775 33.0

Donde | = isémero , 1= isémero Syn , 2= isdmero Anti.
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Patron General de Fragmentacion para los derivados de 2'-
(furancarboxaldehido,  tiofencarboxaldehido)-N(2)-R,  semicarbazona vy

tiosemicarbazona, en donde R,= H, CH3
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Patron General de Fragmentacion para los derivados de 5-NO,-2'-
(furancarboxaldehido,  tiofencarboxaldehido)-N(2)-R,  semicarbazona vy

tiosemicarbazona, en donde R,= H,CHs.
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o X
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Mecanismos de Fragmentacion:

PARTE A

A continuacién se propone el mecanismo de fragmentacién de forma general ,
de los iones mas importantes para los derivados de 5-R4-2'-
(furancarboxaldehido,  tiofencarboxaldehido)-N(2)-R,  semicarbazona vy
tiosemicarbazona, de acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios de

Disociacién Inducida por Colisién (CID).
1.lon molecular, M*

El ion molecular, M* ( Figura 16) se obtiene al ionizar una muestra del producto
final, cuando se realiza el analisis por Espectrometria de Masas de impacto

electronico a 70 eV.

z [t
¢
5'//%4/”3 ’ N;H
N 2 N R, IH

Rj X
M

Figura 16 : lon molecular de los derivados de 5'-R1-2'-(furancarboxaldeh|’do,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona, en donde Ri= H ,NO,,
R,=H,CHs yX,Z=0,S.

Los valores del M* para los derivados de 5-Ry-2'-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona, se
presentan en las Tablas 5 y 6. En donde se observa que en los productos
derivados de tiosemicarbazona el M*, corresponde al Pico Base (P.B.), es
decir representa el 100 % de la Abundancia Relativa. En los derivados que
contienen Xy Z =S es posible observar la contribucion isotopica del azufre,

[M+2]".
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2. Obtencion del ion de m/z [M-NHs]", [M-17]"

La obtencién del ion de m/z [M-NH3;]" sélo es posible en los compuestos en
donde R,= H. A partir del ion molecular M*, se realiza una transposicion del H
unido al N1 al N2, con la consecuente eliminacion de NH3, por ruptura o al C=Z.

Tal como se propone en el mecanismo de fragmentacion del Esquema 1.

Z ]J.r
Do L
X X N—C=—2Z
R(W AP ( | ///Q/\N/
M* m/z [M-NH;]"

Esquema 1. Mecanismo de Fragmentacion propuesto para la obtencion del ion [M-NHs]*, [M-17]*

3. Obtencién del ion de m/z [M- R,NCZNH,]"
El ion de m/z [M- R,NCZNH,]*, se obtiene a partir del ion molecular, por una

ruptura a al N4, es decir el rompimiento del enlace N3-N4. En el Esquema 2 se

propone el mecanismo de fragmentacion para la formacion de dicho ion.

} )L ez, _ /—>_
/ % R2 IH / o=

m/z [M- R, NCZNH,]*

Esquema 2. Mecanismo de fragmentacion propuesto para la obtencion del fragmento [M- R
NCZNH2]*, a través del rompimiento del enlace N3-Ns.
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4. Obtencién del ion de m/z [M- H,NCZNH,]*

La obtencion del ion de m/z [M-HoNCZNH,]* solo es posible en los compuestos
en donde Rp= H. A partir del ion molecular, hay una ruptura § al C2 y una
transposicion del H del Cs (y al Cz), conocido como rearreglo de McLafferty o
rearreglo ionico, tal como se propone en el Esquema 3. Con pérdida del
fragmento de m/z 60 correspondiente a urea cuando Z= O 0 el fragmento de
m/z 76 de tiourea cuando Z=S. Tal como se resume en la tabla 6 . El ion de

m/z [M- HoNCZNH,]*, corresponde al P.B. en los compuestos 3 y 4.

II{ [* ZH
NJ/KN/?H/NHZ HN)\NHZ / \ B
R R (QE
Rq/\x + +
M m/z [M- H,NCZNH, ]

Esquema 3. Obtencion del fragmento de m/z [M- H;NCZNH,]*, a través de un rearreglo de McLafferty.

5. Obtencion del ion de m/z [M- HNCZ]"

La obtencién del ion de m/z [M- HNCZ]" es a partir del ion molecular M*, a
través de un rearreglo por transposiciéon de un H unido al N4 al Cs y por una
ruptura o al enlace C=Z, en el Esquema 4 se propone el mecanismo de
fragmentacién. Cabe resaltar que el ion de m/z [M- HNCZ]" corresponde al P.B.

en 10 de los productos finales tal como se presenta en las Tablas 5 y 6.

Tz
iy
-HNCZ _ +./NR2
J\ | A /WN/

/\ R1 X

R4 X Mt m/z [M- HNCZ]*

Esquema 4. Mecanismo de fragmentacion propuesto para la obtencion del fragmento de m/z [M-

HNCZ]*, correspondiente al P.B en 10 de los productos finales.
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6. Obtencion del ion de m/z [M- H;NCZ]*

El ion de m/z [M- HoNCZ]" puede originarse a través de dos rutas:
a) A partir del ion molecular M*, por una ruptura o al C=Z.
b) A partir del ion de m/z [M- HNCZ]", por pérdida de H, tal como se propone

en el Esquema 5. Sdlo cuando R,= H.

+e

a..
Y OIASATY e LN
|

\

|
R R H

v w

Tt NRe
A

m/z [M- H,NCZ]"

b) N—2—H + N
A E%\g e (@AN/

m/z [M- HNCZ]" m/z [M- H,NCZ]*

Esquema 5. Mecanismos de fragmentacion propuestos para la obtencién de los fragmentos de m/z [M-
H.NCZ]*

7. Obtencion de los iones de m/z 81 y m/z 97

Los fragmentos de m/z 81 con X= O y m/z 97 con X=S pueden originarse por
dos rutas tal como se propone en el Esquema 6, cuando R{=H.

a) A partir del ion molecular

b) Por la pérdida de nitrégeno a partir del ion de m/z [M- H,NCZ]"
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H,N

NF

X

m/z 81 6 97

| .
O P ()
X X

X
m/z [M- H,NCZ]" m/z81 697

|

\+|
X

Esquema 6. Mecanismos de fragmentacion propuestos para la obtencion de los fragmentos de m/z 81y

m/z 97.
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PARTE Il
A continuacion se describen los mecanismos de fragmentacion

correspondientes a los derivados sustituidos en R4= NO,, ya que presentan

diferencias en el Patrén General de Fragmentacion.
8. Obtencion del ién de m/z [M-NO;]*, [M-46]"

A partir del i6n molecular M*, se puede obtener el i6n de m/z [M-NO,]*, a

través del mecanismo de fragmentacion que se propone en el Esquema 7.

RN P i e (e
N H H H H

//+ X X

o Mt m/z [M-NO,]"

Esquema 7. Mecanismo de Fragmentacion, que describe la obtencién del fragmento de m/z [M-NO,J",
[M-46]*

9. Obtencion del ion de m/z [M-(HNCZ + NO)T*
A partir del ion de m/z [M-HNCZ]", se puede obtener el fragmento de m/z [M-
(HNCZ +NO)]* por pérdida de -NO a través del mecanismo de fragmentacion

que se propone en el Esquema 8.
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\rﬂ/\ N/NR — N /@/\ N/N -

o// X +e o }é\ +e
m/z[M-HNCZ]" l NO

NR,
m/z[M-(HNCZ + NO)]*

Esquema 8: Mecanismo de fragmentacién propuesto para la obtencién del fragmento m/z [M-(HNCZ +
NO)J*

10. Obtencién de los iones de m/z [M-(HNCZ +NO,)]*,[M-(H2NCZ +NO,)]" y
[M- (H.NCZNH,-NO,)T*

La obtencion de los iones de m/z [M-(HNCZ +NO,)]*,[M-(Ho:NCZ +NO,)]* y [M-
(H2NCZNH; +NO,)]" se reunieron en un solo apartado ya que se obtienen
mediante el mismo mecanismo, a partir de sus precursores correspondientes

tal como se ilustra en el Esquema 9.
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2 O\N+ / \ y = -NO, . @/\N/
[ ; +
m/z [M-(HNCZ +NO,)]

O wiz[M-HNCZ]"

-0
\ - 2
b) /NW T -@A\VNR

X
m/z [M-H,NCZ]* m/z [M-(H,NCZ +NO,)]"

O\NTUA;//” M .@AJ//“
X X

o
(@)
m/z [M- H,NCZNH,]* m/z [M- (H,NCZNH, +NO,)]"

Esquema 9. Mecanismo de Fragmentacion propuesto para los iones de m/z [M-(HNCZ

+NO2)]*,[M-(HoNCZ +NO2) ] y [M- (HoNCZNH2+NOo)
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6.5 Difraccién de Rayos X

De los compuestos 1II B (2'-furancarboxaldehido semicarbazona) y Il L (5-
NO,-2'- tiofencarboxaldehido, tiosemicarbazona) se obtuvieron cristales
apropiados de la cristalizacion en etanol y DMSO respectivamente para la
determinacion de su estructura mediante el estudio de Difraccion de Rayos X.
Los datos cristalograficos y refinamiento estructural de los compuestos III B y
III L estan en la Tabla 7 los cuales fueron determinados a una temperatura de
298(2) K, en un Difractémetro Bruker Smart Apex CCD.

Tabla 8. Datos del cristal y refinamiento estructural para los compuestos III B (2'-
furancarboxaldehido semicarbazona) y III L (5-NO,-2- tiofencarboxaldehido

tiosemicarbazona).

Parameters 1B 1L

Empirical formula CsH7N3O2 CsHeN402S

Formula weight, M 153.15 230.27

Wavelength 0.71073 A° 0.71073 A°

Crystal system Monoclinic Triclinic

Space group P 2i/c P-1

Unit cell dimension a=11.499(1) A° a=90° a=4.559 (1) A° a=75.505(2)°
b=5226(1)A° B=101.697 (2)° b=8.847(1) A° [ =86.500(2)°
c=12349 (1)A°® y=90° c=12.359 (1) A° y=78.605(2)°

Volume 726.7 (2) A° 4731 (1)°

z 4 2

Density (calculated) 1.400 Mg/m3 1.617 Mg/m3

Crystal size/color/shape 0494 x 0.238 x 0.098 mm / light- 0.154 x 1.104 x 0.028 mm / orange/
yellow/prism prism
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1. Estructura del cristal para el compuesto III B, 2'-furancarboxaldehido

semicarbazona, isomero Anti.

La estructura molecular y el Esquema de numeracion de los atomos para

el compuestos III B se da en la Figura 17. La longitud de enlace (A) y angulos
de enlace (°) se presentan en la Tabla 9. El compuesto cristalizé en un sistema
monoclinico y con un grupo espacial P 2/c. La molécula existe en la
conformacién Anti con respecto al enlace C(5)-N(4). Un valor de angulo de
torsion de 170 ° correspondiente al O(11)-C(2)-N(3)-N(4) de la molécula
confirman la configuracién Anti del grupo carbonilo de la semicarbazona. La
distancia del enlace C(5)-N(4) 1.2701(18) A, tiene un valor cercano al doble
enlace C=N (1.28 A) lo que confirma la formacién del enlace azometino.®®""
La existencia de la semicarbazona en estado sdlido esta evidenciada por el
enlace C(2)-0(11) 1.2364(16) A cuyo valor es muy cercano al enlace C=0 (1.23
A)®°. Mientras que las distancias de los enlaces N(3)-N(4) 1.3674(17) A y N(3)-
C(2) 1.3595(19) A tienen valores intermedios con respecto a los valores
ideales del enlace simple [ N-N ; 1.45 Ay C-N ; 1.47 A ] y enlaces dobles
[ N=N; 1.25 Ay C=N; 1.28 A ]. %% Ademas de presentar dos interacciones
intermoleculares a través de puentes de hidrogeno N(3)-H(3) ...O(11) y N(1)-
H(1A) ...0(11).

% i c?
= Ay

Y > uf\

X B

[T Y L7 5 8
ce | I"h. / 5y %
L% A LY .

o : 4".._(} H3

0w i
T of

()

Figura 17 . Estructura molecular del compuesto III B, 2'-furancarboxaldehido
semicarbazona, isdbmero Anti.
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Tabla 9. Longitud de enlace (A°) y angulos de enlace (°) para el compuesto III B (2'-
furancarboxaldehido semicarbazona) , isomero Anti.

N (1)-C(2) 1327 (2) C(6)-C(7) 1341 (2)
C(2)-0(11) 1.2364 (16) C(6)-0(10) 1.3424 (19)
C2)-N@) 1.3595 (19) C(7)-C(8) 1.396 (3)
N(3)-N(4) 1.3674 (17) C(8)-C(9) 1.323(3)
N(4)-C(5) 12701 (18) C(9)-0(10) 1.381(2)
C(5)-C(6) 1434 (2)

0(11)-C(2)-N(1) 124.03 (14) C(7)-C(6)-C(5) 127.85(16)
0(11)-C(2)-N(3) 118.95 (13) 0(10)-C(6)-C(5) 121.74(14)
N(1)-C(2)N(3) 117.00 (13) C(6)-C(7)-C(8) 107.15(18)
C(2)-N(3)-N(4) 120.11(13) C(9)-C(8)-C(7) 106.50(17)
C(5)-N(4)-N(3) 115.27(13) C(8)-C(9)-0(10) 110.49(18)
N(4)-C(5)-C(6) 122.34(14) C(6)-0(10)-C(9) 105.45(16)
C(7)-C(6)-0(10) 110.40(14)

El empaquetamiento de las moléculas del compuesto III B se muestra en la
Figura 18. La unidad basica del empaquetamiento del cristal consiste en un
sistema de tres moléculas que son ligadas por Ilas interacciones
intermoleculares de puentes de hidrégeno que implican O(11) como aceptador
de una molécula y al N(3) y N(1) como donadores con las molécula adyacente
con H(3)N y HA(1)N. Dos sistemas adyacentes entonces se alinean en una
manera compensada, que forma la unidad de repeticion del empaque en la red

cristalina.
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Figura 18 . Diagrama de empaquetamiento molecular para el compuesto III B.

2. Estructura del cristal para el compuesto Ill L, 5-NO,-2'-

tiofencarboxaldehido tiosemicarbazona, isomero Anti.

La estructura molecular y el Esquema de numeracion de los atomos para
el compuesto III L se da en la Figura 19. La longitud de enlace (A) y angulos
de enlace (°) se presentan en la Tabla 10. El compuesto cristalizé en un
sistema triclinico y con un grupo espacial P-1. La molécula existe en la
conformacién Anti con respecto al enlace C(5)-N(4). Un valor de angulo de
torsion de 172 ° correspondiente al S(11)-C(2)-N(3)-N(4) de la molécula
confirman la configuracion anti del grupo tiocarbonilo de la tiosemicarbazona.
La distancia del enlace C(5)-N(4) 1.275(3) A, tiene un valor cercano al doble
enlace C=N (1.28 A) lo que confirma al igual que en el compuesto 2, la
formacion del enlace azometino.®*® La existencia de la tiosemicarbazona en
estado sdlido esta evidenciada por el enlace C(2)-S(11) 1.684(3) A cuyo valor
es muy cercano al enlace S=0 (1.60 A)®. Mientras que las distancias de los
enlaces N(3)-N(4) 1.366(3) A y N(3)-C(2) 1.342(3) A tienen valores intermedios
con respecto a los valores ideales del enlace simple [ N-N; 1.45 Ay C-N; 1.47
A1y enlaces dobles [N=N; 1.25 Ay C=N; 1.28 A ].%5%
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A diferencia del compuesto III B , el compuesto III L puede presentar tres
interacciones intermoleculares a través de puentes de hidrogeno N(3)-H(3)
..5(11), N(1)-H(1B) ...O(14)y N(1)-H(1A)...O(13).

. “‘.:.:"’\/ \ ~

O\N*/Q/\N/T T ‘ \Nj_h—-i st
H H o |

Joo /e

Figura 19 . Estructura molecular del compuesto III L, 5-NO,-2- tiofencarboxaldehido
tiosemicarbazona, isémero Anti.

Tabla 10. Longitud de enlace (A°) y angulos de enlace (°) para el compuesto III L, 5-

NO,-2'- tiofencarboxaldehido tiosemicarbazona, isomero Anti.

N (1)-C(2) 1317 (3) C(6)-S(10) 1723 (2)
C(2)-8(11) 1.684 (3) C(7)-C(8) 1.388 (3)
C(2-N@E) 1.342 (3) C(8)-C(9) 1.351(3)
N(3)-N(4) 1.366 (3) C(9)-N(12) 1.427(3)
N(4)-C(5) 1275 (3) C(9)-S(10) 1.716(2)
C(5)-C(6) 1.440 (3) N(12)-0(13) 1.222(3)
C(6)-C(7) 1.370 (3) N(12)-0(14) 1.225(3)
N(1)-C(2)N(3) 17.1(2) C(6)-C(7)-C(8) 113.2(2)
N(1)-C(2)-S(11) 123.8(2) C(9)-C(8)-C(7) 11.1(2)
N(3)-C(2)-S(11) 119.09 (19) C(8)-C(9)-N(12) 125.9(2)
C(2)-N(3)-N(4) 1212(2) C(8)-C(9)-S(10) 114.36(19)
C(5)-N(4)-N(3) 115.6(2) N(12)-C(9)-S(10) 119.8(2)
N(4)-C(5)-C(6) 121.7(2) C(9)-8(10)-C(6) 89.23(12)
C(7)-C(6)-C(5) 125.7(2) 0(13)-N(12)-0(14) 123.9(2)
C(7)-C(6)-S(10) 112.06(19) 0(13)-N(12)-C(9) 119.0(2)
C(5)-C(6)-S(10) 122.26(19) 0(14)-N(12)-C(9) 17.1(2)
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El empaquetamiento de las moléculas del compuesto III L se ilustra en la
Figura 20. La unidad basica del empaquetamiento del cristal consiste en un
sistema de cuatro moléculas que son ligadas por las interacciones
intermoleculares de puentes de hidrégeno que implican a O(13),0(14) y S(11)
como aceptadores de una molécula y al N(3) y N(1) como donadores con las
moléculas adyacentes con H(3)N, HA(1)N y HB(1)N. Tres sistemas adyacentes
entonces se alinean en una manera compensada, que forma la unidad de

repeticiéon del empaque en la red cristalina.

Figura 20 . Diagrama de empaquetamiento molecular para el compuesto I1I L.
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6.6 Evaluacién Biolbgica

Evaluacion “in vitro” con Epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Los derivados de 5’-Rs-2-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-
N(2)-R; semicarbazona vy tiosemicarbazona fueron evaluados a una
concentracion de 333 pg/mL, con respecto a dos blancos (ver parte
experimental), un control positivo (violeta de genciana) y el farmaco comercial

Ranadil ® (Benznidazol) con la cepa INC-1 de Trypanosoma cruzi, de los cuales

los compuestos III E al III K mostraron actividad tripanocida, logrando inhibir
mas del 50 % del crecimiento de los Epimastigotes, tal como se resume en la
Tabla 11. Los compuestos que permitieron un crecimiento superior al 50 %, no

fueron incluidos en la Tabla 11, debido a su escasa actividad tripanocida.

Tabla 11. Actividad de los compuestos derivados 5’-R,-2-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona, agonistas de

Epimastigotes de la cepa INC-1 de T. cruzi.

H R, H

Compuesto % Crecimiento

Blanco 95

Violeta de genciana ( 100 pg/ mL) 0

Sustituyentes %
Compuesto Crecimiento
X Z R, R, Isémero

NI E 0 0 NO> H 1 17.0
NI F 0 0 NO> H 2 8.9
11 G S 0 NO> H 1 0
I H S 0 NO> H 2 0
M1 0 S H H 2 6.0
1 J S S H H 2 0
11 K 0 S NO2 H 2 0

En donde 1= isémero Syn , 2= isémero Anti.
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De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 11 la actividad
tripanocida de los derivados de semicarbazona con la cepa INC-1, se ve
influenciada por la presencia del grupo nitro en el anillo heterociclico, y ambos
isbmeros  presentan la actividad, mientras que para los derivados de
tiosemicarbazona no es necesaria la presencia del grupo nitro para inhibir el

crecimiento de los Epimastigotes en el medio.

Un aspecto que es importante resaltar, es que en los compuestos
alquilados en el Ny , la actividad tripanocida es inhibida, por lo que se puede
sugerir que es necesario para presentar actividad tripanocida, que el N> de la

semicarbazona, permanezca libre de sustituyentes.

Evaluacion “in vitro” con Tripomastigotes de Trypanosoma cruzi.

Los derivados de 5’-Ri-2-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-N(2)-R;
semicarbazona y tiosemicarbazona fueron evaluados a cuatro concentraciones
31.25, 62.5, 125 y 250 pg/mL, con respecto a los farmacos comerciales
Nifurtimox (Lampit®) y Benznidazol (Ranadil ® ) con dos cepas del T. cruzi,
INC-5 y NINOA. En las tablas 12 y 13 se resumen los resultados
correspondientes a los compuestos que presentaron actividad similar o superior
a cualquiera de los dos farmacos de referencia. A diferencia de la prueba

anterior los resultados se reportan en % de lisis.
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Tabla 12. Actividad de los compuestos derivados 5’-R;-2-(furancarboxaldehido,
tiofencarboxaldehido)-N(2)-R, semicarbazona y tiosemicarbazona, agonistas de

Tripomastigotes cepa INC-5 de T. cruzi.

Compuesto | IITE IIIF IIIG 1IIJ / \ z
X 0 0 S S N h)L H
Ri NO: | NO: | NO H R1/ \x l/ ™~ N7
R2 H H H H L FL L
z 0 0 0 S :
[ 1 2 1 2
% Lisis
Dosis
((ug/mL) Benznidazol Nifurtimox
31.25 23.3 22.3 30.3 28.0 31.0 21.0
62.5 39.6 39.6 442 30.3 48.0 30.0
125 55.9 419 51.2 489 58.0 40.0
250 58.2 442 51.2 535 74.0 65.0

Donde I= isomero, 1=Isémero Syn , 2= isémero Anty.

Tabla 13. Actividad de los compuestos derivados 5’-R;-2-(furancarboxaldehido,

tiofencarboxaldehido)-N(2)-R2

Tripomastigotes cepa NINOA de T. cruzi.

semicarbazona y tiosemicarbazona, agonistas de

Compuesto | TITF | III G | IITJ / \ Z
X S S N H
Ri NO: | NO, H R1/ \x l/ \y\)LN/
R H H H L ||a2 L
Z 0 0 S
| 1 2
% Lisis
Dosis
( ug/mL) Benznidazol Nifurtimox
31.25 425 375 52.5 67.0 52.0
62.5 65.0 | 45.0 55.0 72.0 62.5
125 67.5 72.5 60.0 85.0 72.0
250 775 775 80.0 92.5 87.0

Donde I= isomero, 1=isémero Syn,

2= isomero Anty
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De acuerdo a los resultados, un aspecto importante que vale la pena
senalar, es que conforme se va incrementando la dosis en los compuestos a
probar no existe una linealidad, ya que presentaron problemas de solubilidad al
momento de realizar las pruebas bioldgicas, por lo cual posiblemente l|a dosis
de 250 pg/mL presente mayor actividad si se lograse una mejor solubilidad, en

pruebas futuras.

Comparando los resultados de las Tablas 12 y 13, se puede visualizar la
importancia de la conformacion geométrica para presentar actividad
tripanocida, ya que en las semicarbazonas se prefiere al isomero Syn, ademas
de requerir al grupo nitro y el nitrogeno dos libre de sustituyentes para
presentar actividad trypanocida. Mientras que en la tiosemicarbazona el
isdbmero Anti presenta la actividad tripanocida, sin la presencia del grupo nitro,
con lo cual puede sugerirse que no actua via radicales libres, caracteristico de
los compuestos nitrados, reduciendo asi la toxicidad, que sera evaluada a
futuro.

Otro aspecto que hay que resaltar es la susceptibilidad de las cepas con
los compuestos comerciales Yy los sintetizados, ya que los resultados
muestran que la cepa INC-5 es mas resistente a la actividad tripanocida que la
cepa NINOA. Con lo anterior se sugieren pruebas con Epimastigotes y

Tripomastigotes con diferentes cepas del T. cruzi, existentes en México .
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7. CONCLUSIONES

- Mediante una ruta de sintesis rapida y de bajo costo, se lograron
sintetizar 17 derivados de 5’-R¢-2-(furancarboxaldehido, tiofencarboxaldehido)-
N(2)-Rz semicarbazona y tiosemicarbazona, logrando obtener la conformacion

Syn/Anti de semicarbazonas por métodos de sintesis diferentes.

- La elucidacion de los compuestos intermediarios y finales se llevo a
cabo mediante experimentos de Espectroscopia de Infrarrojo, Resonancia
Magnética Nuclear 'H, *C y Bidimensional y por Espectrometria de Masas de

Impacto Electronico.

v Mediante la técnica de Resonancia Magnética Nuclear 'H , *C y
Bidimensional (COSY y HETCOR ) se logré caracterizar a los isomeros
geométricos Syn y Anti . En donde también se corrobord la influencia del factor

tiempo y temperatura en la conversion Syn/Anti.

- Se determin6 el Patron General de Fragmentacion para los
compuestos sintetizados, ademas de establecer el Mecanismo General de
Fragmentacion, realizando un estudio completo por Espectrometria de Masas,

utilizando la técnica de Disociacion Inducida por Colision (CID).

- Mediante Rayos X, se confirmé que los derivados de semicarbazona
sintetizados por el Método Il y las tiosemicarbazonas, presentan la

conformacion correspondiente al isomero Anti.



'
¥
1
¥

q

A TR
;ﬁjﬁ

T
P
g

- De acuerdo a los resultados de las puebas “in vitro” con Epimastigotes y
Trypomastigotes de T. cruzi se logré observar que la actividad tripanocida de
las semicarbazonas esta relacionada con la conformacion geométrica del
isdbmero Syn, presencia del grupo nitro en el anillo heterociclico, y ausencia de
sustituyentes en el N(2).

Mientras que en las tiosemicarbazonas, la conformacién Anti, y la ausencia del
grupo nitro en el anillo heterociclico son indispensables para la actividad

bioldgica.

- El  2'- tiofencarboxaldehido tiosemicarbazona, (Il J) representa un
blanco importante , por tener actividad tripanocida en la ausencia del grupo
nitro, generador de radicales libres. Lo cual disminuye la toxicidad con respecto
a los farmacos comerciales. La toxicidad y mecanismo de accién del

compuesto sera evaluada a futuro.
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