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“Dos caminos se bifurcaban en el bosque, yo tome el menos transitado y eso
hizo la diferencia”.

1 .INTRODUCCION.
ACERCA DE LAS ENFERMEDADES
DESATENDIDAS.



1 ACERCA DE LAS ENFERMEDADES DESATENDIDAS.

Las enfermedades desatendidas comprenden un conjunto de dolencias que se encuentran
conviviendo con el ser humano en distintas partes del globo, como parte de su entorno y
perdurando a través del tiempo por diferentes razones. Segun la Organizacion Mundial de la

Salud el listado de enfermedades tropicales

Ascariasis desatendidas (ver FIGURA 1) incluyen parasitosis
Necatoriasis

Anquilostomiasis de distintas familias y especies y para las cuales se

Filariasis linfatica han encontrado drogas que acttian en determinados
Oncocerquiasis . ) ) . ) )
Esquistosomiasis estadios del ciclo de vida del parasito siendo solo
Tracoma parcialmente  eficientes. Por definicion, las
Trichuriasis )

Ulcera de Buruli enfermedades tropicales son aquellas que ocurren
Dengue Gnicamente, o principalmente, en los trépicos. En la
Dracunculiasis

Tripanosomiasis africana humana practica, esta expresion se apllca a las

Enfermedad de Chagas
Leishmaniasis
Tuberculosis y Lepra climas céalidos y hudmedos, incluyendo el

enfermedades infecciosas que predominan en

FIGURA 1. Enfermedades tropicales paludismo, las leishmaniasis, la esquistosomiasis,

desatendidas. la oncocercosis, la filariasis linfatica, la enfermedad

de Chagas, la tripanosomiasis africana y el
dengue.>®

Uno de los grandes problemas que poseen estas enfermedades son los lugares en el globo en
donde son endémicas o epidémicas, debido a que la poblacion afectada posee recursos
limitados para acceder a tratamiento. En los Gltimos 20 afios los paises afectados han podido
contar con recursos propios suficientes para comenzar programas tendientes a la erradicacion
de estas enfermedades, apoyados mediante infraestructura de investigacion y desarrollo
adecuada para tal fin. En este sentido, el aporte de la OMS y otros organismos no
gubernamentales han permitido actuar principalmente evitando el desarrollo de los vectores y
asi combatir la transmision. Por otro lado, actian sobre la poblacion evitando la transmision
vertical y tratando de cercar la enfermedad, mediante una accién rapida sobre la proliferacion
de las condiciones ambientales que permiten su rapida diseminacion. Debido a la escasa o
nula presencia de vacunas que permitan evitar el contagio, la posibilidad mas adecuada en el
momento de aparicion de brotes se radica en una rapida intervencién con antiparasitarios.> ®

Uno de los aspectos que agravan el abordaje de la problematica para el tratamiento de estas



enfermedades es que los principales paises afectados se encuentran en vias de desarrollo. Este
hecho conlleva un problema econémico de dificil solucion en donde convergen la necesidad
y la carencia de recursos. Para ilustrar esta problematica, en la FIGURA 2 se muestra como
afecta la malaria a la poblacion, siendo no s6lo un problema a nivel sanitario, sino también
que repercute de manera directa en la economia. Debido a la presencia de estas enfermedades
en estas regiones tiene existen desde los primeros asentamientos de poblaciones humanas,
resulta necesario el apoyo de la comunidad internacional para que la ayuda permita alcanzar

el objetivo bésico de garantizar salud.’

Alta fertilidad y Coeficiente Fuerza laboral
mortalidad  Eo——)  altamente  (— reducida por la
infantil dependiente mortalidad y retiros

tempranos de la
actividad.

Bajo producto
interno

Enfermedad en

los nifios

|

Malnutricién Reducciénde la
infantil labor productiva

l

Reduccion dela
escolaridad y
disminucion de
las capacidades
cognitivas

Enfermedad del adulto y
malnutricion

|

Reduccidn al acceso de recursos
naturales y economia global

l

Reduccion de la inversion
de capital fisico.

FIGURA 2. Sobre la importancia del estado de salud de la poblacion y su repercusion en la economia de un
pais o regic')n.7

Las campafias de concientizacidn y control de vectores han dado en el pasado, y contindan
dando, resultados alentadores desacelerando la expansion de estas enfermedades. A su vez, si
bien existen drogas para el tratamiento de estas patologias y se observa una disminucion en el
numero de nuevos casos para alguna de ellas, la aparicion de resistencias complican el
tratamiento. La reaparicion en lugares erradicados y la coexistencia dentro de un mismo nicho
de enfermedades inmunodepresivas (SIDA), sumados a la ya preexistente desnutricion,
generan una sefial de alerta por posibles rebrotes de estas enfermedades que resultarian
dificiles de controlar con los medios disponibles. Otro de los puntos es el corrimiento de las
fronteras del vector y, por tanto, de la enfermedad.®® 10112

Afortunadamente esta tendencia se ha revertido en los dltimos 10 6 15 afios, debido
principalmente a la accién de organizaciones no gubernamentales y otros organismos

internacionales que han apoyado distintos proyectos tendientes a encontrar soluciones para el
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tratamiento de estas enfermedades que incluyen el desarrollo de drogas y planes de
erradicacion de vectores. La industria farmacéutica también ha registrado un cambio de
actitud hacia esta problematica de salud, y ha iniciado proyectos conjuntos con organismos
como el TDR o la OMS, asocidndose también a universidades e institutos alrededor del
mundo para aunar esfuerzos con el objetivo de desarrollar drogas o tratamientos que permitan
combatir estas enfermedades. En la FIGURA 3 se detallan algunas de las instituciones®
donde distintos grupos de investigacion que buscan desarrollar nuevas drogas para el
tratamiento de estos padecimientos.

En el trabajo de tesis se buscara hacer aportes a la basqueda de nuevas entidades quimicas
tendientes a desarrollar drogas contra distintas enfermedades desatendidas. Con este prop6sito
se buscara optimizar una quimica robusta que permita obtener compuestos de manera que
sean evaluados en sistemas biologicos, los parasitos Apicomplejos y Tripanosomatidos.

Estos parésitos presentan entre otras particularidades, un metabolismo de la via de las
poliaminas que resulta atractivo. Basandonos en las diferencias metabolicas entre los cinco
parasitos a estudiar, Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, T.cruzi, T.brucei bruceo y
Leishmania donovani, que presentan puntos en comun dentro de éste metabolismo. El
manejar distintos estadios nos asegura encontrar un buen candidato a droga.

Describiremos inicialmente la problematica actual de las enfermedades para comprender la

importancia que tiene la basqueda de nuevas drogas.

1.1 APICOMPLE]OS.

1.1.1 Malaria.

La malaria o paludismo es una enfermedad producida por parasitos del género Plasmodium
siendo la primera en importancia entre las enfermedades debilitantes. Esta enfermedad se
encuentra principalmente distribuida en las zonas tropicales del planeta. Se estima que entre
700.000 y 2,7 millones de personas mueren al afio por causa de la misma, de los cuales mas
del 75 % son nifios en zonas endémicas de Africa. El impacto de esta enfermedad en la
poblacién mundial se observa claramente en la TABLA 1, que muestra la relacion entre
muertes totales en el mundo y los decesos causados por malaria. Afortunadamente, estos
nameros tuvieron una remarcable disminucion, en el afio 2012. Si bien esto es un dato
alentador, el aumento en las especies circulantes con resistencia a los tratamientos disponibles
y la mayor coexistencia con el VIH y la TB resultan en una mayor morbi-mortalidad de las

personas que lo padecen.? * * La transmision directa ocurre a través de la picadura de un
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mosquito Yy la Unica forma posible de contagio directo entre humanos es que una persona
embarazada lo transmita por via placentaria al feto.. También es posible la transmision por
transfusiones sanguineas de donantes que han padecido la enfermedad.’® En lo que se refiere
al vector (género Anopheles) se han abordado distintos enfoques entomoldgicos para su
erradicacion, desde campafias de pulverizacion con pesticidas a hongos que atacan
determinados estadios de la vida del mosquito.

Tabla 1. Poblaciones relativas por region y fallecimientos expresados en millones.

Pob Pob Fallecimientos Malaria Fallecimientos .

(2002) (2010)  (2000-2005) (2002) (2012) Malaria(2010)
Mundo 6122210 7114800 56554 1124 (2%)** 56554 219
Africa 655476 1031084 10681 963 (85%)* 10681 197 (90%)*
América 837967 942692 5911 1(0,9%)* 5911 1,9 (0,9%)*
Este
Mediterraneo 493091 ND 4156 55 4156 ND
Europa 874178 740308 9703 0 9703 ND
Sudeste
asiatico 1569810 1681407 14467 95 14467 ND
Pacifico Oeste 1401689 ND 11636 10 11636 ND

**Porcentaje respecto a la poblacion estimada. *Porcentaje respecto a los fallecimientos
reportados.(OMS)> > 1 16

En la FIGURA 4 podemos observar la distribucion de la malaria a nivel mundial. En estos
ultimos afios los reportes de la OMS muestran una disminucion en el nimero de afectados, sin
embargo hay un aumento en la resistencia a drogas que se usan para combatir esta
enfermedad. La aparicion de cepas multirresistentes, incluso en zonas en donde no se han
utilizado las drogas con anterioridad, representa un serio riesgo para la salud de la poblacion.
Otro de los factores que complican el tratamiento de la enfermedad es la existencia de
distintas especies que presentan diferencias en sus metabolismos generando distintas
respuestas a los agentes antimalaricos. %% 8 | os mapas de distribucién permiten deducir
que por razones de resistencia se ha dejado de lado la Cloroquina como primera terapia, ya
qgue presenta altos indices de resistencia. Esto ha llevado a usar terapias basadas en
Artemisinina (FIGURA 5), o en combinacion, quedando relegados los tratamientos con

Cloroquina , o con sulfadoxina-pirimetamina e incluso quinina.



Figura 4.
a) Areas de mayor indice de prevalencia de Plasmodium falciparum (2012).
b) Distribucién de casos de malaria cada 10000 hab., causados por P.falciparum durante 2007*

Desafortunadamente, uno de los criterios mayormente seguidos para decidir el tipo de
tratamiento quimioterapéutico es econdémico. Por ejemplo, en paises africanos una misma
droga antimalérica puede costar al consumidor desde US $ 0,54 a US $ 6, lo cual teniendo en
cuenta los ingresos de los afectados, resulta muy elevado. Estos costos son a menudo
transferidos a la Salud Puablica, lo que ha movilizado ayuda internacional para contener el

avance de la esta enfermedad.

P

Cloroquina Primaquina Artemisinina

NH,

Figura 5. Drogas disponibles para el tratamiento de la malaria.

Las drogas existentes no son efectivas en distintos lugares geograficos debido a la aparicion
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de resistencia por parte de los paréasitos. El problema de la resistencia a las distintas drogas ha
despertado alerta debido, en primer lugar a la falta de desarrollo nuevos agentes
quimioterapéuticos que permitan combatir la enfermedad.

En la actualidad parte de los esfuerzos para el control de la malaria estdn enfocados en el
control de los mosquitos transmisores para lograr una reduccion en la cadena de contagios.
Sin embargo, las chances de éxito de esta estrategia estan supeditadas a la aplicacion de las
mismas dentro de areas restringidas, sin incidencia en ambientes selvaticos, que siguen siendo
el principal reservorio de los vectores. Alternativamente, las vacunas siempre resultan una
idea atractiva para obtener una respuesta desde el hospedero, pero los esfuerzos realizados
han tenido escaso de éxito a lo largo de los afios. En la actualidad distintos proyectos ha
avanzado hasta fases clinicas teniendo resultados diversos. Uno de estos proyectos a dado
lugar a la vacuna RTSS/ASO01, que se encuentra en fase Ill, con buenos resultados y una
aceptable tolerancia.'®

Todos estos factores de endemicidad, la aparicién de maltiples resistencias, precios elevados
de las terapias y avances inciertos en cuanto a las vacunas, hacen que la busqueda de nuevas
drogas resulte crucial y asi lo consideran la OMS vy otras organizaciones no gubernamentales

que contintian apoyando la investigacion en la busqueda de las mismas.

1.1.2 Toxoplasmosis.

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario de distribucion mundial que se transmite al ser
humano de distintas formas. Los gatos, que constituyen su reservorio principal, son los Gnicos
animales que eliminan oocistos por las heces. Los oocistos permanecen viables en el suelo
himedo durante muchos meses e incluso pasan de una forma esporulada a una no esporulada.
Una vez ingeridos, liberan formas invasivas que rapidamente se transforman en taquizoitos,
los cuales experimentan una multiplicacion asexual en los macrdfagos tisulares. Los
taquizoitos intracelulares se dispersan luego por la circulacion sanguinea y linfatica,
alcanzando asi el cerebro, el corazén y los pulmones. Cuando se establece la inmunidad, los
taquizoitos constituyen agregados quisticos (bradizoitos), por lo general en el cerebro y el
tejido muscular, que permanecen latentes durante toda la vida del hospedero pudiendo
experimentar una reactivacion (FIGURA 6)



Enfermedades del Gato N Elimina ooquistes

. . no espurulados
?
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" » -
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wt heces o por En presencia de L3
k\;ﬁu contaminacion agua o humedad, Q )
L de aguasy ) esporulan X
L alimentos (.
Los Taquizoitos 2
atraviesan placenta

Y son transmitidos al feto

Son ingeridos por
hospederos
intermediarios

FIGURA 6. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.

Otros hospederos transitorios son los roedores, cerdos, ganado vacuno y ovejas, que pueden
albergar quistes viables en los muasculos y el cerebro, lo que permite tener una alta tasa de
infeccién con distribucién mundial, ya que para estos resultan relativamente inocuos.?

En muchas comunidades, la mayoria de la poblacién ha sufrido la infeccidn al comienzo de la
edad adulta. En el caso de individuos inmunocompetentes, la enfermedad clinica no se
presenta y la infeccion primaria sélo se manifiesta, cuando lo hace, por una hipertrofia leve y
subaguda de los ganglios linfaticos sin mayores consecuencias.”>*> En cambio, si el sistema
inmunitario es deficiente, la infeccion tiene consecuencias graves:

* La infeccion primaria en personas inmunodeficientes puede dar lugar a encefalitis,
miocarditis 0 neumonitis como consecuencia de la multiplicacion incontrolada de taquizoitos.
* La perturbacion subsiguiente de la inmunidad en un sujeto previamente infectado puede
conducir a una encefalitis o meningoencefalitis si se reactivan los bradizoitos latentes. El
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ha originado un aumento pronunciado de
los casos de encefalitis toxoplasmica, que a menudo se manifiestan en forma de lesiones
intracerebrales expansivas.?®

* La transmision congénita es muy poco probable en los casos de infeccion previa de una
madre sana inmunocompetente, pero la infeccion primaria que sobreviene al principio del
embarazo deja en una situacion muy vulnerable a la placenta y por ende, al embrién, hasta el
momento en que los mecanismos inmunolégicos de proteccion maternos pueden hacer frente
a la enfermedad. Si la madre es inmunodeficiente, la infeccidn latente previa puede ser causa

de transmision congénita. A consecuencia de la difusion del SIDA cabe prever numerosos
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casos de este tipo, que se traducen por abortos espontaneos, muertes fetales o una enfermedad
congénita grave. Cuando el recién nacido presenta signos evidentes de la enfermedad, las
secuelas suelen ser graves y pueden comprender un sindrome potencialmente mortal en el que
puede haber hidrocefalia, hepatoesplenomegalia con ictericia, retraso mental y coriorretinitis.
La enfermedad congénita, que se manifiesta clinicamente mas tarde, suele ser menos grave,
pero a menudo produce trastornos oculares o neuroldgicos. En conjunto, la infeccion por
toxoplasmas es la causa mas comin de coriorretinitis al principio de la vida adulta.?***

Solo en los Estados Unidos, ocurren aproximadamente unos 4000 casos por afio de la
enfermedad congénita, siendo el estimativo mundial de unos 200.000 casos.?* % 2°

La toxoplasmosis congénita es un importante problema para la salud mundial, debiéndose
incluir en actualizaciones futuras de la carga mundial de morbilidad, siendo necesario poseer
datos que permitan racionalizar las intervenciones en materia de salud publica destinadas a
disminuir este problema. Si bien el riesgo de transmision puede reducirse considerablemente
cambiando ciertos habitos de alimentacion e higiene, aln asi se hace necesario tomar acciones
directas en salud pablica para poder prevenir complicaciones.?

En la actualidad los tratamientos contra la toxoplasmosis se realizan con pirimetimina y las
sulfonamidas. Para el caso de la primera, su blanco de accidn es la biosintesis del acido félico
y para la segunda es la biosintesis del acido p-aminobenzoico, por lo que su blanco bioldgico
son los taquizoitos. Para el caso de la toxoplasmosis congénita es necesaria la deteccion
rapida para evitar los riesgos teratogénicos de parte del parésito o por parte de los
medicamentos utilizados.

Las sulfamidas mas solubles parecen ser menos eficaces, pero se han revelado Utiles para el
tratamiento profilactico de los sujetos inmunodeficientes. Las preparaciones comerciales de
pirimetamina con sulfadoxina o sulfametoxazol no parecen satisfactorias debido
principalmente a los efectos adversos. La clindamicina, que se concentra en coroides, resulta
atil por via intravenosa, para tratar la coriorretinitis y junto con la pirimetamina, para
proteger a los enfermos inmunodeficientes que estan sensibilizados a las sulfamidas
(FIGURA ).

OH
S, ~_ ,OH
- NH, ¢, Q o} “
0 (0} HN—ﬁ NH, \S/ Y}’
0 OH )N\Q o /=N © /©/‘o NQ()
\
N_ Cl

Clindamicina Pirimetamina Sulfadoxina Sulfametoxazol

FIGURA 7. Drogas disponibles para el tratamiento de la toxoplasmosis.
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En este contexto, la escasa cantidad de medicamentos disponibles en el mercado, la alta
incidencia de eventos de intolerabilidad, la presencia de la enfermedad en personas de alto
riesgo y en estado clinico comprometido, han convertido a esta enfermedad de distribucion
mundial en objetivos emergentes para la busqueda de nuevas drogas que permitan mejorar su

tratamiento.?®

1.2 TRIPANOSOMATIDOS.

1.2.1 La tripanosomiasis africana (enfermedad del suefio).

La enfermedad del suefio afecta a 36 paises del Africa subsahariana, siendo el vector la mosca
Tse tsé (Glossina spp). En su mayoria los contagios ocurren en zonas rurales o selvaticas,
siendo causada por dos especies de, el Trypanosoma brucei gambiense y Trypanosoma

brucei rhodesiense, siendo la prevalencia del primero de un 95% de los casos.”’

Estadio en la mosca Tse-Tse Estadio Humano Inyectados los
El epimastigote se multiplica en La mosca TseTse toma sangre. e Tripomastigots
las glandulas salivales y se :.m ecta los Tnpumastlgutes metaciclicos se

[2) transforman enla
sangre a
Tripomastigotes.

transforma en el tnpungﬂﬂn_ etacu:llcus
\Ietactcllcu

Los tripomastigotes se
multiplican por fisidn binaria
en los fluides. Sangre, linfa,

La forma Prociclica deja el intestino
v se transforma en epimastigote.

Lamosca TzeTsze

toma la sangre I_iq Cefalorraquideo.
6 {infectada con
trip omasuaotes}
6] \
Vo, % oy A Estado infectivo
_ _ A- Estado de

La forma tripomastigote se transforma —/ \—— Tnpomasngote en Diag;nusricu.
en el instestino de lamosca v se e, sangre.

multiplica como tripomastigote
prociclico, mediante fision binaria.

FIGURA 8. Ciclo de transmision de T.brucei spp. y distribucion actual en el continente africano.
(Adaptado del CDC %)

La enfermedad posee dos etapas clinicas, aguda y crénica, que no tienen limites definidos y
que dependen del estado inmunoldgico del paciente.

T.brucei gambiense puede generar una afeccion que puede ser aguda o crénica siendo esta
ultima de especial cuidado ya que puede ser silente, y finalmente se manifieste a nivel del
sistema nervioso central. En los Gltimos afos, la cifra de enfermos ha ido en disminucion lo
que ha llevado a que en el afio 2010 sélo se registren 7139 casos en toda Africa.®

T.brucei rhodesiense, mayormente afecta en el area de Africa oriental y del sur, y representa
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menos del 5 % de los casos notificados. La enfermedad presenta sintomas a las pocas semanas
0 meses de la infeccion y evoluciona rpidamente afectando al sistema nervioso central. Las
estadisticas de esta enfermedad estan subestimadas debido a la densidad de personas que
viven en las areas afectadas y el bajo reporte de casos, sumado a la incidencia netamente rural
de la misma. Teniendo en cuenta que los animales de granja sirven como hospederos, resulta
un reservorio en constante contacto con el ser humano. A su vez, el ganado resulta también
afectado y por lo tanto repercute a nivel econdmico en la region, siendo de este modo una
enfermedad importancia tanto a nivel humano, como veterinario.** *

En cuanto al tratamiento, normalmente los antiparasitarios utilizados en la primera etapa
tienen poca toxicidad y pueden ser administrados facilmente, siendo el problema el
diagnostico temprano de la enfermedad. En cuanto al tratamiento en la etapa cronica, se
requiere de drogas capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.

En la actualidad se encuentran en uso cuatro drogas antiparasitarias:

Pentamidina: se utiliza para la etapa aguda de la infeccion por T.brucei. rhodesiense. Esta
droga en general presenta buena tolerancia.

Suramina: se administra de igual forma que la pentamidina, posee ciertos efectos secundarios
en las vias urinarias, y produce reacciones alérgicas.

Para el tratamiento de la etapa cronica.

Melarsoprol: se usa contra las dos formas de la infeccién. Produce variados efectos
secundarios; siendo el mas severo la encefalopatia reactiva (sindrome encefalopatico), que
llega a ser mortal (entre 3 y 10%). Se ha observado un aumento de la resistencia a este
medicamento en distintas regiones, particularmente en Africa central.

Eflornitina: Menos toxica que el melarsoprol y mas eficaz contra T.brucei. gambiense. Posee
un régimen de tratamiento estricto y de dificil aplicacién. El nifurtimox posee registro para el
tratamiento de la tripanosomiasis americana, pero no para la tripanosomiasis africana humana.
No obstante, una vez que los ensayos clinicos produjeron los datos de inocuidad y eficacia, su
empleo en combinacion con la eflornitina se ha aceptado e incluido en la lista de

medicamentos esenciales de la OMS. 3% 3334
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FIGURA 9. Drogas disponibles para el tratamiento de la toxoplasmosis.

1.2.2 Enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana)

Esta antropozoonosis es causada por la infeccién de Trypanosoma cruzi y es endémica de
América del Sur y Central. El resto de los continentes poseen casos reportados debido a las
migraciones, dandose en escaso ntimero y con una baja tasa de infeccién. 3

En la actualidad, la enfermedad representa unos diez millones de personas afectadas
aproximadamente. El nucleo endémico es Brasil, centro y norte de Argentina, Paraguay,
Bolivia, Pert, Colombia y Venezuela, y las Guyanas. Esta area representa una poblacién en
riesgo de trescientos millones, y una posible progresion estimada de unas veinticinco millones
de personas infectadas (FIGURA 10). EI nimero de fallecimientos reportadas a causa de
complicaciones en la enfermedad es de unos 8000/por afio, un nimero quizas alejado de la
realidad debido a que muchos de los descensos por enfermedades cardiovasculares podrian
provenir de enfermos de Chagas.>’ %% 311

La enfermedad es trasmitida por el insecto hemat6fago Triatoma infestans (conocido
comdnmente como vinchuca). Existen mas de 130 especies de estos insectos que serian
capaces de transmitir T. cruz siendo Triatoma(Triatoma infestans), Rhodnius y
Panstrongyluss los géneros mas importantes.*®

La transmisidn ocurre cuando la zona contaminada por las heces del triatomino es rascada,
introduciendo parte de las heces en la herida. Otras causas de infeccion incluyen las
transfusiones de sangre, la ingesta de alimentos contaminados y de manera vertical madre-

hijo.**
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Enfermedad de Chagas
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FIGURA 10. Distribucion mundial de la enfermedad de Chagas (Arriba, segin reporte de la
OMS afio 1996, abajo, misma fuente, afio 2006-2010) y de sus vectores
principales vectores (en América Central y del Sur-recuadro en gris).

La enfermedad posee dos estadios clinicos marcados, una etapa aguda y una etapa cronica.

Durante la etapa aguda, la parasitemia en sangre suele ser muy alta y aunque en la mayoria de
los casos no se presentan sintomas, puede aparecer fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de
ganglios y solo en un 50% de los casos hinchazon en el sitio de la lesion cutanea de entrada o
una hinchazén en un parpado. Las muertes durante esta etapa son mas probables que ocurran
en nifios pequefios y pacientes que estan inmunodeprimidos que pueden desarrollar
miocarditis aguda o meningoencefalitis. A este periodo le sigue un estadio silente, en donde,
ya desarrollados los anticuerpos, el parasito invade distintos tipos de células. Quedando en
forma amastigote durante un tiempo indeterminado que puede durar entre 5 y 40 afios.** *®

Durante la etapa cronica se desarrolla la miocardiopatia chagéasica, el megacolon y
megaesofago. Hasta un 30 % de los enfermos crénicos presentan alteraciones cardiacas y un

10 % padecen las alteraciones digestivas, neuroldgicas o combinadas. El tratamiento para
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cada una de ellas es especifico y es la causa de morbilidad de estos pacientes. Las cardiopatias
son la forma crénica més frecuente, se pueden caracterizar por arritmias y anomalias en la
conduccion,

Para el caso de la transmision durante el embarazo, el riesgo de contraer la enfermedad
durante los primeros meses de gestacion tiene una incidencia comprobada en el aumento de la
probabilidad de aborto y cuando el contagio ocurre en etapas posteriores al tercer mes, los
efectos de la enfermedad varian en los nifios infectados. Los sintomas mas frecuentes son
nacimiento prematuro, hepatoesplenomegalia, meningoencefalitis, cambios en la retina y

signos de miocarditis aguda o insuficiencia cardiaca. 3% 4> 4

1.2.2.1 Situacion en la Argentina.

Se estima que en nuestro pais hay entre 1.500.000 y 2.000.000 de nifios y adultos infectados.
Las zonas endémicas son el NEA, NOA, Regidn centro y el sector comprendido por el sur de
Buenos Aires, La Pampa y Mendoza, que debido a los cambios climéticos han permitido la
adaptacion de especies de insectos transmisores. Entre los afios 2006 y 2010 la tasa de
infestacion de hogares ha disminuido notablemente, especialmente en sectores de bajos
recursos, que son los de mayor incidencia, debido a la convivencia de animales reservorios, el
vector y el humano. Segln uno de los dltimos informes nacionales, cinco provincias (Jujuy,
Entre Rios, La Pampa, Rio Negro y Neuquén) han certificado la interrupcion de la
transmision vectorial. Estos datos resultan de importancia ya que en funcion del nimero de
nuevos casos reportados y el grado de implementacion estrategias de tamizaje de la poblacion
de riesgo (en especial embarazadas), se desprende que las politicas aplicadas comienzan a
mostrar tendencia a la disminucion y esto llevaria a una mejoria de la condicion de la
enfermedad en la Argentina.*’*

Si bien los indicadores resultan de importancia en la medida de observar los controles
llevados para la erradicacion de la enfermedad, no indican la morbi-mortalidad real del
estado actual de las personas que poseen la enfermedad cronica. La disminucion de madres
infectadas, y la disminucion de la seroprevalencia de los pacientes que concurren a donar
sangre, nos permitirian decir que la situacion de la enfermedad en el pais comienza a ser
controlada. A pesar de ello, una lectura adecuada nos permite observar que en las regiones de
mayor impacto de la enfermedad, la situacién merece una mayor atencion. 3% 4°

Uno de los puntos que no se tratan en informes de Brasil y Argentina es la tipificacion de

cepas. Esto en un comienzo resultaba de interés académico, sin embargo, debido a la

-15-



aparicion de cepas resistentes a Benznidazol, e incluso a Nifurtimox, en estos momentos

adquiere un carécter medico relevante.*
1.2.2.2 Formas de tratamiento.

= 0
N

como el Benznidazol, y el Nifurtimox, siendo el primero més YN\)J\N/\©
’,N+ H

efectivo durante la etapa aguda y en la etapa cronica. Estudios O~ -

La enfermedad de Chagas en la actualidad se trata con drogas /=

demuestran que ambos poseen una eficacia cercana al 100% en Benznidazol

la remision de la enfermedad en la etapa aguda. Pero su eficacia en la etapa crénica es
discutible. Recientemente el estudio TRAENA, ha probado de manera consistente, que el uso
del Benznidazol resulta efectivo para la remision parasitaria y seroconversion a negativo de
pacientes en etapa crénica sin aparicion de sintomas. En esta etapa indeterminada de la
enfermedad la parasitemia suele ser baja y los indices de anticuerpos resultan de vital
importancia en el seguimiento de los pacientes.>*?

Estas dos drogas presentan un nivel de intolerancia alto (para TRAENA, en adultos sin
sintomas el nivel alcanzo un 75% de intolerancia con al menos un efecto adverso
comprobado) lo cual abre un interrogante acerca del uso de estas drogas y la adherencia a los
tratamientos por parte de los pacientes. Cabe destacar que no pueden ser administrados
durante el embarazo y el grado de intolerancia aumenta cuando se trata de nifios o de
pacientes inmunodeprimidos.®

El Nifurtimox se encuentra contraindicado en personas con antecedentes de enfermedades del
sistema nervioso neurolégicas o trastornos psiquiatricos.>

Ademas, puede ser necesario administrar un tratamiento especifico para las manifestaciones
cardiacas o digestivas

Afortunadamente en tiempos recientes se ha avanzado en el desarrollo de K777 y
pozaconazol, (FIGURA 11). habiendo logrado avanzar hasta las pruebas clinicas,
encontrandose en Fase Il y en Fase Il respectivamente. Estas dos drogas apuntan al
tratamiento de la forma cronica de la enfermedad, si bien son también efectivas en la forma
aguda. Se ha demostrado que poseen una mejorada tolerancia y el estudio en modelos murinos
revela una disminucion en la reincidencia de la infeccion, comparado con el 40% de los casos

de los individuos tratados con Benznidazol.** >* >
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FIGURA 11. Drogas en estudios clinicos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

La OMS junto con los paises afectados de zonas endémicas tiene en cuenta que a pesar de los
logros alcanzados se debe seguir trabajando en las siguientes premisas:
v" la propagacion de la enfermedad, debido principalmente al aumento de la movilidad
de la poblacién dentro de América Latina y hacia el resto del mundo,
v" el acceso al diagndstico y al tratamiento por parte de millones de personas infectadas,
v" el resurgimiento de la enfermedad en regiones donde se habia avanzado en el control,
como la region del Chaco de Argentina y Bolivia,
v" el surgimiento de la enfermedad en territorios donde se consideraba que no existia,
como la cuenca amazonica;
v" la sostenibilidad, el mantenimiento y el afianzamiento de los adelantos en materia de

control vectorial.

1.2.3 Leishmaniasis.

La leishmaniasis es un complejo de enfermedades producidas por el género Leishmania en
seres humanos. Su via de entrada resulta de la picadura de fleb6tomos infectados de las
géneros Phlebotomus, Psychodopygus y Lutzomyia. Existen tres formas clinicas de la
enfermedad: la visceral, cutanea y la muco-cutanea, siendo la primera la mas importante en
cuanto a morbi-mortalidad, seguida por la muco-cutanea y la cutanea. Se encuentra extendida
en 98 paises, ubicados en 3 territorios en los 5 continentes, con aproximadamente 1,3
millones de nuevos casos al afio, siendo unos 300.000 debidos a leishmaniasis visceral. Los
paises mas afectados son Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal y Sudan. Existe un millén
de personas afectadas por las formas cutdnea y muco-cutanea, siendo esta Ultima de gran
impacto a nivel geografico ya tiene una mayor area de influencia localizada en Brasil,
Colombia, Peru, Bolivia, Paraguay y Norte de Argentina. Este complejo de enfermedades es

uno de los mas amplios y con mayor numero de casos reportados, pero sélo 33, de los 98 los
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paises afectados, poseen reporte obligatorio de casos, por lo que se estima que existe un
ndmero aun mayor de casos. Otra particularidad es el hecho de que los vectores suelen estar
dentro de los ecosistemas de manera natural y si bien hay una influencia del clima en el
corrimiento de las fronteras entomoldgicas, el movimiento de la poblacion genera la aparicion
de nuevos casos y focos. ** *®Los reservorios de las de los parasitos son diferentes segin la
region y la especie de Leishmania; en América el reservorio principal de la leishmaniasis
visceral urbana es el perro doméstico infectado (tenga o no sintomas), y en el ciclo rural

estarfan involucrados también roedores y marsupiales (ver FIGURA 12).%

VIEJO MUNDO
Subgénero: Leishmania
L. aethidpica(zoonética), L. donovani(antropondtica), L. infantum(zoonética), L. mayor
(zoonbtica), L .tropica (antropondtica).

NUEVO MUNDO
Subgénero: Leishmania
L. mexicana, L. amazoneasis, L. chagasi (zoonéticas)
Subgénero: Viannia Complejo : L. braziliensis
L. braziliensis,L. peruviana (zoondticas)
Complejo: L. guyanensis
L. guyanensis, L. panamensis (zoondticas)

FIGURA 12. Especies de Leishmania spp.>® >

Para el caso de la leishmaniasis visceral, la coinfeccion con HIV ha aumentado la
susceptibilidad de los pacientes y ha llevado tanto a un aumento de la mortalidad como al
namero de casos de leishmaniasis reportados, especialmente en paises donde la terapia
antirretroviral no se encuentra establecida correctamente o falta de adhesion al tratamiento.

Se estiman que entre 20.000 y 40.000 personas fallecieron durante el 2010 por causa de la
leishmaniasis visceral en las zonas endémicas. Para el caso de la leishmaniasis cutanea, el
namero resulta indefinido ya que la incidencia en poblaciones rurales y remotas da como
resultado un reporte de casos y un nivel de atencion medica inadecuado. En cambio la forma
muco-cutanea debido a que presenta sintomatologia que requiere de atencion médica, muestra
mayor numero de casos, teniendo mayor incidencia la accion terapéutica para su tratamiento.
Todo este panorama se agrava con la aparicion de cepas resistentes en todas las expresiones
de esta enfermedad (FIGURA 13).

El agente etiolégico de la leishmaniasis visceral en América es L.chagasi, sin embargo, la
enfermedad es clinicamente similar a la causada por L.infantum o L.donovani. Los parasitos

son indistinguibles por los métodos usuales de tipificacion y la mayoria de los sintomas de la
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enfermedad son similares a los presentados en pacientes de Europa y Asia. Son muy
frecuentes ademas las infecciones asintomaticas y las formas subclinicas de la enfermedad.
Pacientes considerados asintomaticos, pueden progresar hacia el clasico Kala-azar o

resolverse sin tratamiento especifico.

FIGURA 13. Distribucién de la Leishmaniasis Visceral en 2010.

En Argentina, el area endémica de leishmaniasis cutanea corresponde a las provincias de
Salta, Jujuy, Tucuman, Catamarca, Santiago del Estero, Chaco, Formosa, Misiones y
Corrientes, encontrdndose recientemente el vector sin enfermedad en Santa Fe y Entre Rios.
Por su parte, la leishmaniasis visceral se estd dispersando a partir de focos de transmision
autoctona. La transmisién de leishmaniasis visceral humana y canina se ha registrado hasta el
momento en Misiones y Corrientes, mientras que en Santiago del Estero hubo casos de
leishmaniasis visceral humana. Sélo en la leishmaniasis visceral canina, el vector se encuentra
en dispersion activa y actualmente la enfermedad se encuentra diseminada hasta el sur de la
provincia de Corrientes.>®°

En Brasil, la leishmaniasis visceral canina, es un problema serio en cuanto a la prevalencia y
el constante crecimiento de la poblacion infectada, esto ha causado que perros en contacto con
el vector por migraciones de los mismos, hayan traido la enfermedad en algunos sitios sin
reportes previos en Argentina.*

Desde el afio de 1985 hubo un aumento en el informe de casos, especialmente en la zona de
Salta-Jujuy, siendo en su mayoria correspondientes a las formas cutaneas y muco-cutaneas.
En Argentina la leishmaniasis visceral comenz6 a reportarse a partir del afio 1917.En los
ultimos afios han ocurrido brotes epidémicos de esta patologia, en las regiones NEA e incluso

se han trasladado hacia el centro del pais. Si bien los casos deben ser reportados, es Ilamativo
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gue en las provincias con mayor incidencia debido al clima, el nimero de casos resulte adn
muy bajo. Como se verd, la importancia del diagnostico resulta de vital importancia en el
momento de contener los brotes de esta enfermedad. El problema sanitario se vuelve mas
complejo, al observarse cepas que adquieren resistencia a los antiparasitarios utilizados, pero
resulta incluso més preocupante la aparicion de cepas multirresistentes, incluso sin presion de

seleccion.>®*
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FIGURA 14. Ciclo de vida de Leishmania donovani.

Su ciclo de vida de Leishmania spp resulta similar al hallado en los otros tripanosomatidos
(FIGURA 14). Las drogas comunmente usadas para el tratamiento de estas enfermedades
varian de acuerdo al tipo de leishmaniasis, en general y debido a que una de las mayores
poblaciones afectadas son los nifios, resulta importante la eleccion adecuada del mismo.
Teniendo en cuenta que existen los otros dos tipos de leishmaniasis, solo tomaremos en
cuenta las drogas utilizadas contra leishmaniasis visceral. En la FIGURA 15 se muestran las
estructuras de la Pentamidina y la Anfotericina, siendo esta ultima, la droga de eleccion. Por
otro lado, se encuentran el Antimoniato de Meglumina y el Estibogluconato de Sodio, que se
utilizan como primera linea en algunos paises, y estan basados en antimoniatos pentavalentes.
Lo importante a tener en cuenta es que estos son relativamente toxicos. Las toxicidades en
este tipo de enfermedades son importantes porque generan los abandonos de tratamiento, mas

alla de que se hayan encontrado resistencias a estos antiparasitarios *.
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CHs3
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FIGURA 15. Drogas en uso para el tratamiento de la leishmaniasis.

1.3 Poliaminas como estructura de importancia bioldgica.

Las poliaminas son pequefias moléculas organicas nitrogenadas, bases alifaticas, que se
encuentran cargadas positivamente.

Las espermidina y espermina fueron descubiertas por Antoni van Leeuwenhock en 1678,
siendo Nicolas Vaeuquelin (1791) quien aisla los cristales de espermina y demuestra su
relativa insolubilidad en agua y etanol. Posteriormente, A. Landenburg y J. Abel le dieron
nombre de espermina, siendo finalmente Otto Rosenheim que logra elucidar la estructura
quimica correcta en 1924 y sintetiza luego su fosfato, siendo esta Ultima sal aislada de
organos animales, microorganismos y plantas. Otras poliaminas como putrescina, cadaverina,
histamina, agmatina, se encuentran distribuidas en la naturaleza. Todas ellas se encuentran de
forma libre, conjugadas con carbohidratos, esteroides, fosfolipidos, péptidos, etc. (FIGURA
16)_61, 62

NH
HaN A NHe S SN TSNS

H
H2N/\/\N/\/\/N\/\/NH2
H

FIGURA 16.Poliaminas encontradas en la naturaleza.

El grado de hidrofilia de las poliaminas esta determinado por la forma de la capa de agua que
envuelve la estructura de la molécula y decrece en el orden Espermina > Espermidina>
Putrescina. La flexibilidad y el grado de hidratacion determinaran la habilidad de la poliamina

a unirse a puntos rigidos y/o flexibles de las macromoléculas o estructuras celulares.
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Las funciones de las poliaminas dependerian de su carga y de la energia de unién con otras
moléculas anidnicas, siendo la espermina la méas activa. Estos metabolitos estan implicados en
diversos procesos que incluyen la regulacion de expresion génica, traduccion, la proliferacion
celular, la modulacion de la sefializacion celular y la estabilizacion de la membrana. Modulan
también la actividad de ciertos canales ionicos que tienen importancia en la transmision de
sefiales neuronales. A causa de estas funciones, la homeostasis de poliaminas es crucial y esta
asegurada por la regulacion de biosintesis, catabolismo y el transporte.®? Las poliaminas de
forma directa o indirectamente regulan también el crecimiento, la muerte celular y la

apoptosis. *
1.3.1 Metabolismo de las poliaminas.
En la FIGURA 17 se presenta la ruta de biosintesis de novo de poliaminas. Existen ademas

rutas de interconversion en animales y levaduras y finalmente los diferentes mecanismos

activos de transporte desde el exterior celular.
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FIGURA 17.Biosintesis y metabolismo de poliaminas en la naturaleza.®®

Espermina

Todo este flujo de metabolitos, no s6lo se encuentra altamente regulado por enzimas, sino
también a nivel transcripcional y translacional. La biosintesis en animales comienza con L-
Arg que es convertida mediante la arginasa (EC 3.5.3.1) y llevada a L-ornitina que
subsecuentemente es descarboxilada a putrescina por la Ornitina descarboxilasa (ODC; EC
4.1.1.17) que es usado, como precursor las enzimas espermidina sintasa (SPDS; EC 2.5.1.16)

y la espermina sintasa (SPMS; EC 2.5.1.22) para producir espermidina y espermina. Estas dos
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enzimas requieren de un donor de aminopropilo, que en general es la S-adenosilmetionina, la
cual es sintetizada a partir de metionina y

ATP por la S-Adenosilmetionina Sintetasa V\A[( )J\/\/

NH2
(AdoMetSyn; EC 2.5.1.6), que luego es LArg,n,na L-Metionina
activado por la AdoMetDecarboxilasa o
NH
(AdoMetDC; EC 4.1.1.50). Entras las rutas Ho)J\:/\ANH2 NSNS NH:
., . . NH, H
de retroconversion, las enzimas espermina- L-Ornitina Agmatina

espermidina N1-Acetil transferasa (SSAT;

EC 2.3.1.57) en conjunto con la poliamina \n/\) \Q‘ W/\(

Oxidasa (PAO; EC 1.5.3.13) convierten oH NN

. - . © S-Adenosilmetionina
espermina en espermidina y esta Gltima en
putrescina, pasando por sus NZ1-acetil Y ©
derivados. A su vez, la espermina, puede ser HoN T B
retroconvertida a espermidina via la Ni-Acerl espermidina
espermina oxidasa (SMO; EC 1.5.3.16). HZN/\/\N/\/\/H\/\/H\H/
Inicialmente, debido al interés de este : o

N1-Acetil espermina

metabolismo como blanco de drogas

anticancerigenas llevo a los grupos dedicados a la oncologia estudiar las enzimas involucradas
en su biosintesis y al entendimiento de su regulacién. Por otro lado, las pesquizas de este
metabolismo en protozoarios permitid hallar puntos divergentes entre estos microrganismos y
el ser humano. En efecto, algunas de las enzimas estan ausentes en paréasitos, lo que los
convierte en auxotrofos y por tanto el nivel de estas poliaminas requiere de aporte externo,
convirtiendo a este metabolismo en un blanco ideal para el desarrollo de nuevas drogas
antiparasitarias.®” Estas notables diferencias estan presentes en T. brucei, T.cruzi, Leishmania
spp., Plasmodium spp y Toxoplasma gondii (FIGURA 18) lo que permitiria desarrollar

drogas especificas para tratar las enfermedades que producen sin afectar al hospedero.
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FIGURA 18.Metabolismo de las poliaminas (Extraido de referencia.)**

La interconexion entre el metabolismo de las poliaminas y el metabolismo redox, es uno de
los puntos més estudiados en los protozoarios y en la biologia en general. Son justamente las
poliaminas las que de manera diferencial unen estos dos metabolismos en los protozoarios.
Para el caso del ser humano, una de los actores fundamentales del metabolismo redox es el
glutation. En los parésitos, ademas de este Gltimo existe el tripanotién, que posee espermidina
como puente entre dos moléculas de glutation. Para los tripanosomatidos este metabolismo
resulta crucial y las enzimas involucradas en su biosintesis son atractivos blancos moleculares
para el disefio de drogas como lo demuestra el amplio estudio que se han realizados en
tripanotion sintetasa(TryS) y tripanotion reductasa(TR).%*

El metabolismo redox protege a las células del estrés oxidativo producido mayormente como
producto de la cadena respiratoria y otros metabolismos que son productores de especies
reactivas del oxigeno(ERO). La integridad del parasito depende de su habilidad para resistir el
estrés oxidativo causado por las ERO (O; -, H,0, y HO-), liberada tanto por el hospedador,
como por su propio metabolismo. Por otra parte, los organismos eucariotas dependen de la
eficacia de su maquinaria oxidativa para destruir a los parasitos invasores. Sin embargo, las
mezclas de especies de oxigeno reactivas no son inofensivas para el hospedador y pueden
causar dafios letales si reaccionan de manera irreversible con DNA o lipidos de la membrana
celular. Es por eso que estas especies deben ser eliminadas o neutralizadas por sistemas
antioxidantes como el sistema del glutation y enzimas relacionadas, superoxidos dismutasas
(SOD) y catalasas. Una gran diferencia que se ve al comparar la bioquimica de mamiferos

con las de los tripanosomatidos, es la defensa ante estas especies oxidantes.
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En los mamiferos superiores el ambiente reductor es mantenido por la cupla glutation-
glutation reductasa, en cambio en los protozoarios la cupla esta formada por (bis-glutationil)-
espermidina (tripanotion) y la tripanotion reductasa. Este metabolismo esta relacionado a una

serie de reacciones y vias que son esenciales para los tripanosomatidos (FIGURA 19).

Espermidina

TryS o GpS, Mg-ATP ﬂ GSH:Glutation

Gsp

TryS , Mg-ATP ﬂ GSH
NADP*
T(SH),
TR
NADPH

TS,

Reduccion del
dehidroascorbato.

Detoxificacion
H,0,

Detoxificacién de Hidroperoxidos

Via dependiente de GSH.
Via dependientes de Triparedoxina.

Balance redox.

Reduccién de ptes.
disulfuros en proteinas.

TryS: Tripanotion Sintetasa GspS: Glutationil espermidina Sintetasa TR: Tripanotién Reductasa

FIGURA 19.Sintesis y funciones del tripanotién (Adaptado de referencia). *

Para mantener el equilibrio oxidativo, el tripanotion se interconvierte entre su forma oxidada
y su forma reducida a través de la ruptura y restauracion de un puente disulfuro
intramolecular. Los residuos de cisteina presentes en la porcion de tripanotion estan
involucrados en esta interconversion (ESQUEMA 1).

Las enzimas mas importantes relacionadas a este metabolismo son: la tripanotionsintetasa
(TryS), la glutationilespermidina sintetasa (aunque la funcién en algunos parasitos, puede
estar sustituida por la misma TryS), y la tripanotion reductasa (TR). Debido a sus virtudes
como blanco molecular especifico se han desarrollado numerosos inhibidoresde la TR. Su
abordaje ha incluido la optimizacion de métodos HTS, tamizajes virtuales y docking, como
formas de filtrar las estructuras capaces de inhibir la enzima.®® Si bien las reacciones y los
mecanismos que catalizan la TR y la GR son similares, sus sitios activos son diferentes
debido a que la TR posee aminoacidos especificos para unir los grupos amino del tripanotion.
Para el caso de la GR, la regién de unién a la Gly es hidrofilica, con presencia de residuos

cargados positivamente para unir los carboxilatos, en cambio la TR tiene un sitio mas amplio
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con una regién hidrofobica y cargada negativamente, para unir la espermidina del tripanotion.

+H3NM j\WNJ /2 M j\WNJ /2

NADPH/H+
WM JWN¢& Q %NM J\m
COO”
ESQUEMA 1. Modo de accién de la tripanotion reductasa.

Desde el afio 1985, en donde fue caracterizada,®’ se han reportado un gran nimero de
inhibidores de la TR. Los compuestos publicados se pueden clasificar en cinco grandes
grupos: Inhibidores irreversibles, Sustratos subversivos, Analogos de substratos, Compuestos
triciclicos, Derivados de poliaminas y peptidomiméticos.

A su vez se pueden dividir en inhibidores reversibles e irreversibles. En la FIGURA 20 se

muestran algunos ejemplos de estructuras de inhibidores de la TR.

o Sustrato subservsivo o INHIBIDORES IRREVERSIBLES
LTS Nes A
N N
i N/\/\N/\/\N 4 CI/\/ \ﬂ/ \/\Cl
OH O H H H 0]
Nitrosoureas
Q
/\,J‘S\/\/S\S/\
Ajoeno
ﬁ Compuestos triciclicos| | Nitrofuril derivados
1 L0
Cl N
NH \ N\/\/N\/\/N\/\/N
-~
A o< RN\
P Derivados de poliaminas
Cl N
INHIBIDORES REVERSIBLES

FIGURA 20. Inhibidores reversibles e irreversibles de la TR.

Los sustratos subversivos, como los nitrofuranos y las naftoquinonas, son buenos inhibidores
de TR. Sin embargo, su actividad en el ciclo redox no es selectiva. Las tendencias generales
de inhibidores TR han revelado que los inhibidores mas eficaces y selectivos son las aminas

que contienen grupos hidrofébicos. La TR cumple con tres requerimientos esenciales para el
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disefio de drogas basadas en HTS incorpora mediante distintas teorias de calculos y
modelado:

- Conocimiento de la estructura tridimensional y estructura del sitio activo,

- Esencialidad validada en los parasitos,

- Existencia de diferencias con su homoélogo humano.
Sin embargo, la inspeccion del sitio activo en la estructura cristalografica revela que la
cavidad del sitio activo posee gran amplitud, hecho corroborado por las grandes diferencias
topoldgicas observadas para los inhibidores encontrados.
La otra enzima de esta via, la TryS, juega un rol central en la defensa contra el dafio
oxidativo. A su vez, interviene en el metabolismo de los ribonucleétidos y poliaminas y en la
resistencia a drogas antimoniales en los tripanosomatidos. Si bien en Crithidia fasciculata la
sintesis del tripanotion involucra dos enzimas, la glutationil-espermidina sintetesa (GspS, EC
6.3.1.8) en el primer paso y luego la TryS, se ha demostrado que en T.cruzi la sintesis es
llevada a cabo solo por la TryS. En T.brucei, mediante experimentos con ARNi se demostrd
que el parésito se vuelve muy sensible al estres oxidativo.®® Es una enzima bifuncional que
cataliza la formacion del tripanotion a partir de glutation y la espermidina, generando
glutationil-espermidina y luego a tripanotion. También puede transformar la
aminopropilcadaverina a glutationil-aminopropilcadaverina y homotripanotién. Posee a su vez
una baja actividad amidasa que permite hidrolizar al tripanotion, dando como productos
homotripanotion o la glutationilespermidina a glutation y su correspondiente poliamina.
La TryS y el tripanotion solo han sido hallados en los tripanosomatidos, si bien en bacterias,
como en E.coli, existe una GspS. Los estudios cinéticos han mostrado que la enzima asocia la
funcion GspS y el segundo paso por parte de la TryS, tanto la TryS de L.major, T.brucei y
T.cruzi, catalizan la sintesis desde GSH y espermidina. El analisis de las secuencias muestra
una gran semejanza e identidad. Es asi,que las enzimas LmTryS y CfTryS poseen una
semejanza del 89 % e identidad del 77 %, seguido de ambas ThTryS y TcTryS (cada uno con
semejanza de aproximadamente del 72 % e identidad del 57 %). El andlisis de las secuencias
por GlobPlot 2, que permite predecir fronteras de dominio dentro de una proteina, revela que
el segmento interdominio amidasa y sintetasa para LmTryS y CfTryS seria de alrededor de 62
y 61 aminoacidos, respectivamente. Una region mas corta de 42 aminoacidos enlazantes, fue
predicha para TbTryS y TcTryS. Estas distancias estan relacionadas con la funcién de estas
enzimas pero también son un indicador de la evolucién que va desde GspS hacia TryS®®
(FIGURA 21)
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FIGURA 21. Izq. propuesta de evolucion del gen de GspS hacia
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Basados en la comparacién con las secuencias y funciones de la GspS de E.coli, se predicen

|.71’71)

dos dominios, uno en el extremo C-terminal, donde se lleva a cabo la sintesis del tripanotion
con el concomitante gasto de ATP y otro, en el extremo N-Terminal, que posee la actividad
amidasa. La estructura mas estrechamente relacionada con la de GspS de E.coli es la de
LmTryS y la comparacion de los dominios sintasa tienen una alta homologia. Por otro lado, la
TryS posee una identidad de secuencia baja con la GspS (10%) pero una alta homologia en el
sitio activo.”® Los estudios indican que tanto la GspS humana como la ECGSPS y la LmTrS
son similares y que poseen los sitios de unién conservados para ATP y glutatién.®

Otro aspecto importante es la regulacion de las actividades amidasa y la sintetasa, ya que su
balance regula el proceso y las concentraciones de GSH y poliaminas y vias metabolicas que
involucran al tripanotion (FIGURA 22). En LmTryS, al parecer la movilidad del extremo C-
terminal permitiria bloquear el sitio activo proveyendo de un mecanismo que regula la
actividad, mediante el cambio conformacional del sitio activo para desocuparlo y poder captar
sustrato nuevamente. Estos cambios pueden ser debidos a diferencias en la orientacion del
dominio o pueden ser conducidos por las concentraciones de sustratos. Los aminoacidos
responsables del posicionamiento del C-terminal del sitio activo de la amidasa, esta
estrictamente conservado tanto en la TryS de Leishmania como en la de C.fasciculata, con la
excepcion de Glu-181 que esta reemplazada por un aspartato. En los tripanosomas la
secuencia del C-terminal difiere respecto de Leishmania, esto abarca parte del sitio con
actividad amidasa y por lo tanto difieren en el modo de regulacion de la actividad.
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FIGURA 22.Reacciones de acoplamiento e hidrolisis catalizadas por la TryS-Amidasa. Por reaccion entre
Glutation y espermidina (1) y luego entre la N1-Glutationilespermidina y el Glutatidn (11), se forma el
tripanotion. Las reacciones de hidrélisis (amidasa) ocurren en los pasos sucesivos (Il y V).

El fosfinato (FIGURA 23) es un inhibidor mimético del estado de transicion que se ubica en
el sitio de union S2 y S3, y se comporta como un inhibidor bisustrato lento obligatorio y
competitivo para GSH y espermidina, pero no para ATP. Esta dltima observacion es
compatible con la hipotesis que un acil fosfato electrofilico es formado por la reaccién de
ATP y el glutation, formandose un intermediario tetraédrico inestable, el cual es mimetizado
por el fosfinato. ® ® 72 Los avances realizados hasta el momento han permitido encontrar
inhibidores de estas enzimas, pero todavia se encuentran en desarrollo en las etapas previas a
las alcanzadas con los de TR.” ™
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FIGURA 23.

Se ha estudiado el sitio activo de la TryS para determinar si presenta un tamafio y una
amplitud similar a la de la TR de manera de poder acomodar tripanotién. De ser asi, ciertos
inhibidores de la TR podrian servir como inhibidores de la TryS. Los estudios sobre la TryS
de L. major sugieren gque esto no es asi. Recientemente la enzima, ha sido cristalizada pero
adn no se han hallado inhibidores que permitan co-cristalizarse.”

Al momento existen pocos inhibidores basados en los conocimientos de la TryS. Mas alla de
lo reportado por Oza y otros.®® Gilbert y otros®® han logrado mediante un método HTS
ensayar mas de 62000 compuestos contra la enzima, obteniendo 720 positivos. El resultado
final comprende seis clases de inhibidores, que fueron analizados y re-preparados logrando su

optimizacion y validacion mediante estudios de estructura-actividad.®

-29-



1.3.2 Transportadores de poliaminas.

Las poliaminas existen predominantemente en su forma cargada a pH fisiologico y requieren
de transportadores para ser internalizadas. Proteinas transmembrana regulan el transporte de
moléculas enddgenas y xenobioticos a través de la membrana plasmatica. En mamiferos,
existen dos superfamilias han sido identificadas: ATPasas del tipo ABC y transportadores
dependientes de soluto. Se ha demostrado que el transporte de poliaminas se encuentra
mediado por estas proteinas. Para el caso de mamiferos, este transporte estaria mediado por
ATPasas del tipo ABC, se encuentran en estudio distintas proteinas transportadoras
SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC47Al1, SLC7Al, SLC3A2, SLCI12A8A, vy
SLC22A16."
Los paréasitos en general sintetizan poliaminas de novo, exceptuando T.gondii y T. cruzi.
Siendo justamente la sintesis de las poliaminas, la mayor fuente de ellas, esto aln no resulta
suficiente para suplir el suministro necesario y todas las especies poseen transportadores.
Estudios previos en mamiferos con el objetivo de encontrar nuevas terapias contra el cancer,
se abordan dos estrategias que involucran transportadores de poliaminas:

v Inhibicién directa, que evita la captacion de poliaminas exdgenas

v" El uso de transportadores como medio para internalizar una prodroga.
Este ultimo enfoque permitid el disefio de prodrogas citotoxicas unidas a una poliamina para
facilitar su transporte a través de la membrana, siendo especifico para células capaces de
captar selectivamente distintas poliaminas.
Muchas de los fracasos de terapias con inhibidores de la ruta de la poliaminas se deberian a
que hay un influjo de poliaminas desde el exterior que suple la ausencia o la merma de
sintesis en ciertos puntos del metabolismo. Esto es mayormente valido cuando se utiliza al
DFMO como inhibidor de la ODC. En ensayos con un pre-tratamiento con DFMO, se
constatd que se incrementaba el transporte pero no se reducen los niveles de poliaminas
internos.”
Diferentes trabajos han caracterizado transportadores de poliaminas especificos en parasitos
protozoarios.””" Carrillo y otros " describieron las propiedades bioquimicas y moleculares
de un transportador con una alta afinidad por espermidina, que a su vez, es capaz de
transportar también putrescina y L-Arg, aunque con menor afinidad. Este transportador
denominado TcPAT12, tiene su homoblogo en L. major, el LmPOT1 caracterizado por el grupo
de Hasne y col. ”" Estos dos transportadores han mostrado similares parametros cinéticos con

valores de Km para espermidina de 14 uM para la TcPAT12 y de 14,3 uM para LmPOT1.
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Estos resultados no son llamativos si se considera que el alineamiento de secuencia de estos
dos transportadores ha mostrando que las porciones transmembrana poseen una alta
homologia, con la mayoria de sus residuos conservados. El transporte de putrescina, en
cambio, es saturable y hay una alta afinidad por este compuesto y cadaverina, aunque requiere
de un potencial de membrana para ejecutar esta funcion. A pesar del conocimiento del mismo,
este transportador adin no ha sido caracterizado molecularmente.™

Hasta el momento se han identificado pocos inhibidores del transporte de poliaminas, tanto en

células de mamiferos, como en parasitos. (FIGURA 24), *- &
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FIGURA 24: Estructuras halladas en la literatura que Inhiben el transporte de poliaminas, en su mayoria
probadas en células de mamiferos.

Las aproximaciones en la busqueda de inhibidores de los transportadores encontrados en la
literatura se encuadran en dos modelos. El primero, utiliza el esqueleto de la molécula
transportada a la cual se le agregan grupos voluminosos o cadenas alifaticas pata bloquear la
via de entrada y el segundo, utiliza un linker 6 enlazador entre una cola hidrofébica o el grupo
voluminoso. El enlazador le da un mayor flexibilidad a la porcion que es reconocida y permite
a la cadena hidrofobica interaccionar con la membrana plasmatica, asegurando el anclaje a la
misma. (FIGURA 25)

Estas aproximaciones parten de resultados de mecanismos observados en bacterias, siendo
desconocido si los mismos se encuentran operativos en los transportadores parasitarios. Como
se observa en la FIGURA 25 el mecanismo de captacion de las poliaminas resultaria
diferente ya que no se han hallado hasta el momento evidencias de la existencia de las
proteinas extracelulares correspondientes al complejo transportador de las bacterias. En el
caso de las células eucarioticas, incluyendo las levaduras, los genes que codifican
transportadores de poliaminas sobre la membrana celular ain no han sido caracterizados

completamente. Sin embargo, se conoce que la respuesta del transporte de las poliaminas en
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levaduras es regulado positivamente por serin/treonin proteinas quinasas y de forma negativa,

por una antizima en células de animales.
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FIGURA 25. (A) Modelo con enlazador quimico entre la porcion blanco y la de anclado, (B) modelo sin
porcién enlazante.

Las estructuras de cristalogréficas de PotD y PotF, proteinas extracelulares pertenecientes al
complejo transportador en E.coli, definieron las caracteristicas de los sitios obligatorios de
poliamina sobre estas proteinas. El arreglo y las propiedades quimicas de aminoacidos en
PotD y PotF pueden ser usados como una plantilla para los estudios de otras proteinas
transportadoras de poliaminas. *

En general los estudios sobre inhibicidn de proteinas del metabolismo de poliaminas, tanto en
tripanosomatidos, como en apicomplejos, se encuentran en constante desarrollo. Esto es
debido a que no se han desarrollado inhibidores que permitan certificar una fuerte inhibicion
de estas enzimas y un concomitante efecto en el crecimiento de los parasitos.

El estudio de los transportadores de poliaminas no sélo tiene importancia para las
enfermedades parasitarias, sino que también en oncologia y en neurologia, lo que empuja

hacia la aparicién de nuevos inhibidores.*
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“Qué pasa si miramos algo muy de cerca en detalle y perdemos la idea de

totalidad?
¢ Ese detalle se transforma en otra cosa? ¢En qué se transforman los detalles

cuando son aislados?”’
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2 OBJETIVOS

Las enfermedades parasitarias tienen un fuerte impacto en la salud publica de paises en desarrollo. La
malaria, la leishmaniasis y las tripanosomiasis son algunas de estas infecciones que son causadas por
parésitos protozoarios. Estas enfermedades son endémicas en distintas zonas alrededor del mundo y
producen la mayoria de las muertes por afio dentro de las enfermedades infecciosas. La aparicion de
cepas resistentes a las drogas existentes contra la malaria y la falta de drogas adecuadas contra estas
enfermedades requieren de un esfuerzo continuo tendiente a descubrir nuevos agentes

guimioterapéuticos que sean mecanisticamente novedosos, no toXicos y economicos.

2.1 Objetivos generales
El objetivo principal de este trabajo de tesis es contribuir al desarrollo de nuevos compuestos con

prometedoras actividades antiparasitarias. Para ello nos proponemos desarrollar una estrategia que
pueda ser usada como herramienta general para la busqueda de nuevos compuestos activos y el estudio

de su modo de accion.

2.1.1 Objetivos Especificos
El desarrollo de nuevos compuestos antiparasitarios requiere

Seleccion de estructuras privilegiadas

de la adecuada seleccion de estructuras que provean de la
actividad buscada. En particular, en este trabajo de tesis nos Sibiesis deicolecriones de analogos
proponemos utilizar estructuras privilegiadas como blogue de P o e

construccién principal de las colecciones de compuestos a

preparar para garantizar su actividad. Estas porciones
moleculares se incorporaran en las estructuras de los miembros de las bibliotecas preparadas mediante
guimica robusta, para garantizar el facil acceso a los productos finales. Todas las familias de
compuestos sintetizados seran ensayados contra los parasitos responsables de la malaria (Plasmodium
falciparum), toxoplasmosis (Toxoplasma gondii); leishmaniasis visceral (Leishmania donovani) y la
tripanosomiasis americana (Trypanosoma cruzi) y la africana (Trypanosoma brucei). Estos resultados
seran usados para construir modelos de relacion estructura-actividad y de este modo proveer de un
racional que permita redisefiar nuevas generaciones de analogos.

Seguidamente, abordaremos la realizacion de estudios complementarios que permitan avanzar hacia
un compuesto lider. Con este objetivo, se estudiaran rutas metabdlicas afectadas por los compuestos
para validar posibles mecanismos de accidn en cada parasito; se realizaran la evaluacion in silico de
las propiedades farmacol6gicos-farmacocinéticos y se buscard diseflar y sintetizar analogos
fluorescentes de los compuestos lideres para estudiar su incorporacion y localizacion mediante

microscopia.
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Supongamos que alguien quiere copiar pura y simplemente “Las Meninas”

dijo Picasso a su amigo” llegaria un momento en que si fuese yo quien lo
hiciera, me diria: “;qué pasaria si pusiera este personaje un poco mds a la
derecha o a la izquierda”. Y trataria de hacerlo a mi manera, sin preocuparme
de Velazquez. Esta tentativa me llevaria sin duda a modificar la luz o

disponerla de otra forma, puesto que habria cambiado de sitio un elemento.
Asi, poco a poco, lograria hacer un cuadro
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3 ESTRATEGIA GENERAL.

3.1 Definicion.
El tratamiento de las enfermedades que no poseen o que poseen drogas insuficientes requiere

el constante desarrollo de nuevos medicamentos. El descubrimiento de estas nuevas drogas es
un largo y costoso proceso que tiene como objetivo la identificacion de compuestos que
permitan curarlas o tratarlas. En los Gltimos afios se han realizado avances considerables en
muchos aspectos de este proceso. Sin embargo, la necesidad de generar nuevas estructuras
sigue siendo uno de los pasos limitantes en la blsqueda de nuevos compuestos activos.
Teniendo en cuenta que la secuencia del genoma humano ha sido practicamente resuelta, se
ha establecido que solo el 10 % de estos genes codifican para proteinas que pueden unirse a
drogas. De estas 25.000 proteinas, s6lo se han encontrado compuestos que las modulan para
1000 de ellas. Histéricamente, la quimica medicinal se ha centrado en el dogma "un blanco-
una droga” (del inglés: one drug-one target).®?? Este dogma surge, no tanto por un
convencimiento de que efectivamente se pudieran disefiar y desarrollar drogas que
interaccionen exclusivamente con un Unico blanco, sino como una simplificacion necesaria
que ha permitido avanzar en el desarrollo del numeroso arsenal de drogas con que contamos
hoy dia. Sin embargo, el grado de conocimiento de la genética y la bioguimica, en conjunto
con los avances técnicos alcanzados en los Gltimos 50 afios, han permitido considerar la
implementacion de estrategias alternativas en donde el objetivo de circunscribirse a unico
blanco se comienza a ver como una desventaja.

Desde los inicios de la civilizacién se ha utilizado el vasto arsenal con que cuenta la
naturaleza para paliar los efectos de las enfermedades. ElI advenimiento de la Quimica
Medicinal se abastecié de estructuras provenientes de ella, que se han convertido en drogas,
siendo todavia la principal fuente de compuestos disponibles en el mercado, ya sea como tales
o como productos inspirados en ellos.2*3*# A pesar del extensivo estudio a los que se ven
sometidos, se desconoce en detalle el mecanismo de accion de muchas de estas drogas. En
general, los estudios sugieren que la alta efectividad de estos compuestos se debe a que
afectan mdaltiples blancos ya que han sido seleccionados a lo largo de la evolucion para
interaccionar con blancos moleculares, ser transportados y poder atravesar membranas
celulares. Esta aparente paradoja, entre compuestos disefiados para interaccionar con Unico
blanco y productos naturales que tienen como mecanismo de accién la interaccion con
blancos diversos, es considerada hoy dia como una estrategia alternativa para el desarrollo de

drogas. En efecto, en afios recientes la basqueda de drogas que interaccionen con maultiples
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blancos es una tendencia creciente.?® Se ha propuesto que ésta estrategia, en conjunto con
otras, podria contribuir a acelerar la incorporacion de nuevas drogas al mercado y revertir la
baja performance que ha tenido la industria en la Gltima década.

Hasta hoy, la naturaleza ha sido la principal fuente de nuevos compuestos, y eso se debe sin
lugar a dudas, a que los productos naturales retnen la mayor variedad de compuestos con
estructuras diversas. El surgimiento de la quimica combinatoria tuvo inicialmente como
propdsito generar cantidades numerosas de compuestos como mezclas que luego de ser
ensayados, mediante deconvolucion, permitian encontrar la estructura activa. Esta
aproximacion si bien resulté muy atractiva, pronto se enfrento a los problemas asociados con
el estudio de mezclas complejas, donde efectos sinérgicos y antagonicos complicaban la
identificacion del componente activo en la mezcla.!” El paso siguiente fue la sintesis en
paralelo, que tenia la ventaja de generar colecciones de compuestos sintetizados en forma
individual, lo que permitia obtener la actividad en forma especifica para el compuesto que se
estaba preparando. Mas alla de las mejoras introducidas a esta aproximacién, habia un factor
qgue no habia sido tenido en cuenta y que recientemente ha sido considerado clave en la
busqueda de compuestos activos: La diversidad estructural de los productos preparados. La
generacion de bibliotecas de compuestos puede entonces dividirse en dos grandes grupos. Por
un lado, la preparacién de compuestos con estructuras similares, que es Gtil en la busqueda de
inhibidores de blancos de estructura conocida (Esquema 2-1) y por otro, en los casos en que el
blanco es desconocido, es necesario explorar el espacio quimico en toda su extensiéon de
manera de aumentar las chances de encontrar compuestos activos (Esquema 2-11).%

Sintesis de bibliotecas
orientadas a la diversidad N

Sintesis de bibliotecas
enfocadas

=
[
/ o Productos / O Productos
> > —_— cons.ie;lirlgzl;ras [ 3 /r O >. cogvestruct‘uras
\ \ ivergentes
N _» 0
D=3 ( ’
T
Esquema 2 J

Otro concepto incorporado recientemente en la quimica medicinal es la existencia de
“estructuras privilegiadas”. Inicialmente fue definido por Evans al final de los afios “80,%
como "aquellos compuestos con la habilidad de poseer una estructura capaz de unirse a
multiples blancos”. Este tipo de fragmentos moleculares constituyen bloques de construccion
fundamentales que proveen de actividad a estructuras que las contienen.®® Los productos

naturales, poseen en sus estructuras porciones que son blogues de construccion incorporados
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mediante una maquinaria biosintética que se ha perfeccionado a lo largo de la evolucion. Sin
embargo, mas all& de su rol estructural, estas estructuras privilegiadas proveen de actividad a
las moléculas que las contienen. Ejemplos claros de este tipo de estructuras son los cromanos,
indoles, quinidinas, isoquinolonas, purinas, cumarinas, esteroides, etc. Existen incontables
ejemplos de moléculas con amplio rango de actividades que contienen estas unidades
estructurales. Es por eso que los esfuerzos de sintesis de novo de compuestos para el
desarrollo de drogas, tiene en el uso de las estructuras privilegiadas un pilar fundamental.
Determinar las estructuras de todas las proteinas codificadas y expresadas por los genomas,
resultan una labor que requiere del uso de herramientas como la cristalografia de Rayos X y la
espectrometria de RMN, entre otras. Estos esfuerzos enmarcados dentro de la gendmica
estructural, permiten a posteriori determinar la funcién de las proteinas y las porciones de las
mismas involucradas en su actividad. En los ultimos afios se comenzO a estudiar la
factibilidad de usar pequefias moléculas que permitan, no sélo identificar e inhibir las
funciones de los enzimas y receptores. El alterar estas funciones mediante el uso de pequefias
moléculas, tanto que se inhiba o active una funcion de una proteina en particular, resulta un
desafio tanto para la quimica como para la biologia,**%*%288.93

Otro aspecto importante a tener en cuenta en el disefio de una estrategia tendiente a desarrollar
nuevas drogas, es la factibilidad de su preparacién mediante un esquema de sintesis adecuado.
En efecto, la blusqueda de nuevas entidades quimica requiere de la preparacién de colecciones
de compuestos, para la cual es necesario un rapido acceso a los productos finales que van a
ser ensayados. Es asi, que es necesario plantear esquemas sintéticos de pocas etapas, que
contengan reacciones robustas, no generen productos secundarios y sean de facil purificacion.
En funcion de lo expresado hasta aqui es que disefiamos una estrategia general para abordar la
busqueda de nuevos lideres que conduzcan al desarrollo de nuevas drogas contra las
enfermedades tropicales desatendidas. Segin se muestra en la FIGURA 26, el esquema

propuesto consta de 6 etapas. 8487949 %
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FIGURA 26.. Estrategia propuesta para el desarrollo de nuevos compuestos lideres.
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La Etapa | consiste en la seleccion de una adecuada estructura privilegiada. Para ello es
necesario encontrar moléculas con datos reportados de actividad bioldgica que posean
porciones moleculares comunes, que incorporadas en las estructuras disefiadas generen
compuestos con alta probabilidad de poseer la actividad buscada. Otro requisito a cumplir es
que esta estructura pueda integrarse en la molécula objetivo mediante un esquema de sintesis
de escasas etapas usando reacciones eficientes.

La Etapa Il, comienza una vez que se ha seleccionado la estructura privilegiada. En primer
lugar es necesario disefiar la estrategia de sintesis. Se debe considerar cuales seran los centros
de introduccion de diversidad, y como se explorara el espacio quimico. La variabilidad entre
los miembros de la biblioteca buscard cubrir un rango amplio de demanda estérica y
electronica lo que permitira realizar completos estudios de relacion estructura-actividad.

La Etapa 111, si bien establecida como etapa siguiente a la Il, su ejecucion es necesaria para
el progreso de la anterior. En efecto, a lo largo de la ejecucion de la sintesis se comienza con
la caracterizacion de los productos obtenidos mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear y espectrometria de masa. Para el caso de bibliotecas de tamafos pequefio
y mediano, es menester realizar la caracterizacion completa de los miembros de la coleccion.
Para el caso de grandes colecciones, solo se realiza la caracterizacion de una porcién
representativa de miembros seleccionados al azar por RMN, determinado la masa molecular
de todos los productos. Finalmente, es necesario contar también con datos de pureza que
garanticen la uniformidad de la muestra.

Dado que el objetivo del presente trabajo de tesis es la blsqueda de compuestos que sean
activos contra los agentes etioldgicos de distintas enfermedades, la Etapa IV consiste en la
determinacion de actividad antiparasitaria de las colecciones de compuestos preparados. Las
familias de compuestos sintetizados seran ensayados contra los parasitos responsables de la
malaria (Plasmodium falciparum), toxoplasmosis (Toxoplasma gondii); leishmaniasis visceral
(Leishmania donovani) y la tripanosomiasis americana (Trypanosoma cruzi) y la africana
(Trypanosoma brucei). Dado los complejos ciclos de vida que presentan la mayoria de estos
microorganismos, es necesario el ensayo de los mismos en su forma de vida libre (en los
casos en que existe) y en la forma intracelular. Para que un compuesto pueda avanzar hacia
etapas ulteriores de su estudio es necesaria una alta actividad en los estadios intracelulares.
Cumplido la validacion de actividad biologica, fin tltimo de este trabajo, comienzan una serie
de pasos que tiene por objeto el estudio del mecanismo de accion del compuesto y la
prediccién de sus propiedades fisico-quimicas con el objeto de posicionar el o los mejores

candidatos como compuesto lider. En particular nuestra estrategia contempla dos etapas, la
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primera es la Etapa V consistente en la determinacion del perfil ADME-Tox
(Administracion, Dosificacion, Metabolizacién, Excrecion y Toxicidad) de las colecciones
preparadas. El aprovechamiento de los métodos computacionales (in silico) ha permitido
acelerar el proceso de desarrollo de drogas. Estos métodos recientemente han sido aplicados
no sélo en las etapas iniciales de la busqueda de estructuras activas, sino que han sido
trasladados a la optimizacion de lideres. Estos desarrollos contribuyen a facilitar el acceso de
compuestos a las etapas de ensayos clinicos evitando el progreso de candidatos que
eventualmente fallarian debido a pobres perfiles fisico-quimicos. De este modo, usando
distintos software y plataformas “on line”, determinaremos pardmetros que permitan generar
un ranking de los compuestos mas activos con los mejores perfiles de propiedades.

Finalmente, abordaremos la Etapa VI que consiste en el estudio del mecanismo de accion de
los productos mas activos en cada parasito. Para ello, por un lado se buscara el o los posibles
blancos moleculares determinando la actividad inhibitoria de enzimas criticas de rutas
metabolicas seleccionadas convenientemente. Por otro lado, se buscara estudiar la
incorporacion y localizacion de los compuestos lideres utilizando microscopia, para lo cual se
disefiaran y sintetizaran compuestos fluorescentes que poseen una alta similitud molecular con

estos.
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Si no existe la organizacion, las ideas, después del primer momento de impulso,
van perdiendo eficacia.
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4 DESARROLLO DE ETAPASITAIIL

4.1 Etapa - Seleccion de estructura privilegiada.

i Teniendo en cuenta el importante rol que presentan las

Seleccion de poliaminas en la bioquimica de los parasitos que son el blanco

estructura
privilegiada

busqueda de compuestos con conocida actividad como disruptores este metabolismo. Se

de este trabajo de tesis, en primer lugar se realiz6 una extensa

buscaron inhibidores disefiados para interaccionar especificamente contra enzimas de esta via
metabolica incluyendo también los transportadores involucrados en su internalizacion.
Adicionalmente, se buscaron compuestos que si bien no poseen un blanco molecular
particular, presentan similitud con los metabolitos involucrados. En la TABLA 2 se muestran
compuestos que presentan actividad inhibitoria de enzimas de la biosintesis de poliaminas y

de otras involucrados en la formacién de fosfolipidos, %79

tanto en P. falciparum, como en
L. donovani. Como se puede observar, estos compuestos presentan gran diversidad habiendo
derivados aromaticos, alifaticos, con distinto largo de cadena y presentado también distintos
grupos funcionales. Lo que se sobresale como factor comin en sus estructuras es la presencia
de una porcion con por lo menos 2 atomos de nitrégeno separados entre si por una cadena con
que presenta carbonos con hibridacion sp°.

Otra caracteristica, de estas estructuras, es que contienen grupos aminos separados por
cadenas alifaticas o poco voluminosas que proveen de libertad conformacional facilitando la
interaccidn con sus receptores bioldgicos. Se conoce que en los sitios en donde se unen las
poliaminas y/o sus precursores resultan amplios pero con escaso lugar para anclar los grupos
amino.

En cuanto a la caracterizacion de este altimo, diferentes compuestos con actividad
antimalarica y leishmanicida preparados por distintos autores como se pueden observar en la
TABLA 2, al incrementan el largo de la cadena carbonada aumenta la actividad. Esto ocurre

no solo con poliaminas sino que se corrobora también para diaminas tetrasustituidas (E20).
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TABLA 2. Poliaminas con actividad contra contra Pf o Ld. (p:promastigote):Actividad (ICso) promastigote
Ld. (a): Actividad (ICs) amastigote 1 (64100101 102y 15 (103,97y '3 (97,98, 99y " (99

Designacion Estructura Actividad ICso (M) Ref
L.donovani P.falciparum
F_F
DFMO quv\l 30(p) 1250 1
Hood 2
APA HN O, 42(p), 5(a) 1 1
NH NH

H
CGP40215A HoN SN NH, 18(p), >90(a) 18 1
NH,
4-MCHA O/ NA 14 1
HoN®

A~ o T \ NH,
MDL73811 13 40(p) 3 1
HO OH
MDL27695 @ﬂwﬂwhwhv@ 18 3 2
5
(o]
DAB N~ NH: 144(p) -
Bn3n12n3bn @Hwﬂv@vﬂwﬂv@ 40() 3 2
10
E20 /\/\/\/\i‘ B.—e‘ NA 0,064 3
VRS
| |
G23 ~N_( N n=s NA 0,15 3
n
\ |
G24 ~ N N._ n=10 NA 0,013 3
n
| |
G22 N N n=12 NA 0,0011 3
| |
G25 ~ N N n=14 NA 0,00064 3
. o
G19 P 0,000003 3
1 N® NE - n=19 NA .
N <
oA
e e

Br \ Br
2G25 N N n=14 NA 0,00065 4
gt

De esta comparacion se desprende que para obtener actividad antimalarica, el largo de cadena
entre sustituyentes, asi como la carga presente sobre el o los grupos amino, resulta importante
para su actividad. Este analisis nos llevo a buscar compuestos de conocida actividad,
revisando incluso drogas utilizadas en el tratamiento de distintas enfermedades infecciosas,
gue posean diaminas alifaticas en su estructura. Como resultado de esa busqueda encontramos
las moléculas presentadas en la FIGURA 27. Entre los compuestos seleccionados se

encuentran moléculas con actividad antimalarica (cloroquina, mepacrina, primaquina y
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MDL27994), tripanocida (diamidina, tripanosomiasis africana) e incluso antituberculosa
(etambutol y SQ109). Es un hecho llamativo que muchos de los compuestos encontrados con
esta unidad estructural sean activos contra los microorganismo responsables de variadas

enfermedades desatendidas, siendo incluso drogas de uso.
§ M J\/v J\/v N J\N

N\/\
o -
SQ109 | O / O

Tuberculosis
Primaquina Cloroquma Mepraquma

malaria malaria malaria - giardiasis
H
/\[N\/\ )\/ @/\ /\/\ N\/©
OH Etambutol

Tuberculosis er)nlég%%
O _~_ "~
HN \N/©/ \©\”/
NH Diamidina
HAT

FIGURA 27. Drogas que contienen diaminas alifaticas en su estructura.
Como conclusidn de este andlisis es posible afirmar que las diaminas alifaticas constituyen un
bloque de construccion ideal para preparar compuestos de gran diversidad estructural,
teniendo a su vez caracteristicas farmacoforicas, convirtiéndose de este modo en estructuras
privilegiadas. Reportadas las colecciones de diaminas N, N disustituidas por Avery y
otros,® que sirvieron de base estructural para los estudios posteriores realizados por la Lic
Caminos A en nuestro laboratorio. Los compuestos desarrollados en ese trabajo presentan,
junto con los realizados, por Bistonti y col,*®® ** |a particularidad de poseer anillos arométicos
sustituidos. Mientras que el trabajo de Avery incorpora éteres, metoxilos, e hidroxilos.*®
Teniendo en cuenta estos antecedentes nos propusimos generar bibliotecas de diaminas.
Existen antecedentes en el uso de diaminas como estructuras privilegiadas en el desarrollo de

nuevas entidades quimicas variando el largo de cadena y los sustituyentes.
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o/
@\/O ~o ICs0
\/@ L. donovani 0,67 pg/mL
R - \/©/O P. falciparumD6 0,30 pg/mL
e N

0OCF, HSN\/\/ P. falciparum W2 0,28 pg/mL

W
1Cs0
. \/@ L. donovani 0,37 pg/mL
G)OOCF3 H3ﬁ/\/\/N P. falciparumD6 0,57 pg/mL

o P. falciparum W2 0,78 pg/mL
©/\/ \[ \/©/O\/\© ICso
@ .
) L. donovani 0,94 pg/mL
OO0CF3 HaN _~_N P. falciparum D6 0,19 pg/mL
Cl

P. falciparum W2 0,53 pg/mL

0. Cl ICso
O

L. donovani 0,97 pg/mL

o @ P. falciparumD6 0,13 pg/mL
OOCF3; HaN _~_N P. falciparum W2 0,32 pg/mL

Br.
\©\/O Br ICs0
\/©/ L. donovani 0,91 pg/mL
- Y P. falciparumD6 0,11 pg/mL
G‘OOCFS H3N\/\/N P. falciparum W2 0,24 pg/mL

FIGURA 28.Poliaminas desarrolladas y evaluados contra P. falciparum y L. donovani.’®*

Para poder realizar de manera adecuada este estudio, se sintetizaran bibliotecas de de N, N’-
disustituidos y N,N,N’,N’-tetrasustituidas. para explorar porciones del espacio quimico no
estudiado hasta el momento.

En la FIGURA 29 se muestran los puntos de modificacion a partir de los que se buscara
obtener un perfil estructura actividad. La seleccion de diaminas como estructura privilegiada,
responde a que han sido poco estudiadas, dado que las aproximaciones reportadas procuraban
aumentar el largo de cadena en conjunto con el numero de nitrogenos. Nuestra aproximacion
permite aumentar el largo de cadena sin incorporar &tomos de nitrégeno en el interior de la
cadena, estrategia que ha empezado a ser investigad por otros grupos. ‘% El estudio con
compuestos con nimero creciente de grupos amino en la cadena, aporta grupos dadores y
aceptores de puente Hidrogeno lo que aumenta la posibilidad de interaccion con los blancos
bioldgicos. En este caso la presencia de solo dos grupos aminos contribuye a disminuir la

posibilidad de estas interacciones y por lo tanto acortar el nimero de interacciones.
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estructura
privilegiada

)—/
o
Y

@TIO

106
ShRic4nA

F

(Zg\:/
WA= O

=~
)}\_//

X: Br,|Cl, F, H, Me, |sopropilo, OMe, NOy.

FIGURA 29.Estructura base a partir de la cual se haran las bibliotecas a analizar.

4.2 Etapall

4.2.1 Sintesis de bibliotecas de N, N'-diaminas disustituidas.
La sintesis de diaminas disustituidas presenta distintas alternativas

II

Sintesis de
bibliotecas

que han sido exploradas previamente por nuestro grupo con
d104,106

anteriorida
En el ESQUEMA 3 se muestran distintos andlisis retrosintéticos propuestos para preparar los
derivados de diaminas.

oN
REN . (R b
J— p—
H/\(\ﬁ\m \ 7 X + HzNM\NHz
X n
R
2
3 Br
X
N HZNM\NHZ
X n
R
.\ N/\/\N AN
RT H H | JR

N el o+ HZNM\NHZ
R n

ESQUEMA 3. Analisis retrosintetico de obtencion de aminas N,N’-disustituidas.
En la TABLA 3 se describen las ventajas y desventajas para cada una de los caminos
representados en el ESQUEMA 3.
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TABLA 3. Caracteristicas de las reacciones. Ventajas y desventajas.

Condicién/Reaccién Ventajas Desventajas
1) Aminacién Reactivos accesibles, con posibilidad de Necesidad de ajustar las condiciones de
Reductiva. realizarla en un solo paso (one-pot) reduccion en caso de hacerla en un unico.
permite formar una diimina con posterior Resulta de importancia la eleccion del
reduccion. reductor y de las caracteristicas del

solvente 0 mezcla de los mismos de
manera de obtener una correcta dilucién de
los reactivos.

2)  N-Alquilacion. Reactivos con cierta accesibilidad. Formacién de productos de polialquilacion.
Reaccion de un solo paso, sin necesidad  Cierta toxicidad de los haluros de bencilos
de reduccion. y accesibilidad comercial.
3)  Formacién diamida Facil formacién y obtencién de las Requiere de pasos de reduccidn extras o
y reduccion diamidas a partir de cloruros de &cidos del uso de LiAlH4, un reductor fuerte que
comerciales. No presenta formacion de puede alterar al producto de la reaccion.

productos de polialquilacién.
El analisis de la TABLA 3 nos permite concluir que la eleccion de la aminacion reductiva es

la mejor opcidn, debido a las dificultades asociadas a la preparacién de los haluros de bencilo
y debido a la versatilidad otorgada por los aldehidos (accesibles comercialmente) que
permiten introducir diversidad a las bibliotecas.

La aminacion reductiva es la reaccion que ocurre cuando una amina primaria, secundaria
reacciona con un aldehido o cetona, en presencia de un agente reductor. La reaccién involucra
un paso inicial de formacién de un intermediario carbinol amina que se deshidrata para dar
una imina. Las condiciones de la reaccién en general son neutras o levemente &cidas. La
subsecuente reduccion mediante un agente reductor produce la amina alquilada como
producto, ESQUEMA 4. A pesar de ello existen trabajos que proveen la evidencia de la
reduccion directa del carbinol a la amina.’” Es importante el rol del agente reductor ya que
debe ser selectivo hacia las iminas o el ion iminio, por sobre la reduccién de las cetonas o

aldehidos presentes en la mezcla de reaccion.

©)
R1 R R R *H H 33
O .3 N -H20 R ~ R N
f . H/N\R _‘Rz\’/N 1Y5 R4 1 \R4
1 ‘ OH +H§§ R,
cetona amina aminal -H iminio producto

ESQUEMA 4. La reaccion de aminacion reductiva.
En un primer paso, se produce la formacién de la iimina, siendo el paso en el que ocurre el
equilibrio entre la hidroxiamina y el ion iminio o base de Schiff. En este paso es critico, el
control del pH y la presencia de agua en el medio de reaccion, debido a que un desbalance de
estos dos produce la modificacion del equilibrio. Para este tipo de reacciones en donde se
requiere el control de la cantidad de agua presente, el agregado de tamices moleculares,

permite eliminar el agua, del medio de reaccion. De esta manera se logra obtener una mejora
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del rendimiento de la reaccion al desplazar el equilibrio hacia la formacion del ion iminio. El
agregado de &cido acético en cantidades de 1 a 5 % también permite mejorar el rendimiento
de la reaccion. Los solventes mas utilizados para este tipo de reacciones son el 1,2
dicloroetano, el tetrahidrofurano (THF) y el acetonitrilo anhidros, estando discutido el uso de
metanol anhidro como cosolvente.'®

El segundo paso de las aminaciones reductivas consiste en la reduccion del intermediario
imina o iminio. Esta reaccion se realiza mediante dos metodologias. La primera es la
hidrogenacion catalitica utilizando platino, paladio o niquel, como catalizador, siendo la mas
utilizada a nivel industrial por ser efectiva y de bajo costo. Este tipo de reductores presenta el
problema de la inespecificidad, ya que afecta a otros grupos susceptibles de ser reducidos. La
segunda metodologia involucra a los hidruros y estos son los elegidos cuando se trata de
reacciones en baja escala y donde los grupos funcionales son diferentes. **” ' Inicialmente se
probaron distintos hidruros disponibles variando condiciones de reaccion (TABLA 4) y se
observo que dependiendo del hidruro se obtenian distintas proporciones de producto
coincidente con lo hallado en la literatura. **’Los agentes deshidratantes, son necesarios para
facilitar la formacion de la imina para desplazar la reaccion hacia los productos. Por otro lado,
este desplazamiento es facilitado por la presencia del hidruro durante la formacion de la
imina.*®

TABLA 4. Condiciones probadas en la optimizacion de las reacciones para obtener las bibliotecas.

Agente Reductor Caracteristicas Condiciones Resultados obtenidos

Reductor no selectivo.
No reduce esteres, amidas o
4cidos carboxilicos o sales.

Dos pasos con

. Mayor rendimiento de la diamina
evaporacion de la mezcla

Borohidruro de Sodio disustituida. Rendimiento global de

(NaBH,) Reduce aldehidos muy inicial y posterior las reacciones entre (70-98)%
o agregado del reductor.
rpidamente
Es més selectivo en la
Triacetoxiborhidruro de reduccién de aldehidos Un solo paso. pH &cido, Formacidn de diaminas disustituida
sodio NaBH(OAC); respecto de cetonas y por sobre 24 h agitacion y reflujo. y de la diamina tetrasustituida.

estos reduce primero los iminio

Muchas reacciones descriptas en la literatura realizan la aminacién reductiva en 1,2
dicloroetano, o THF anhidros para realizar la reaccion. La necesidad de contar con un
ambiente anhidro dependera de la capacidad para desplazar la reaccion hacia la base de
Schiff, equilibrio que depende de la presencia de agua y protones. La eleccion del solvente
requiere que ambos reactivos, en nuestro caso, la diamina y el aldehido sean solubles en el
mismo. En cuanto a la utilizacion del agente reductor en reacciones con esqueletos similares

se ha observado que es el Triacetoxiborohidruro de sodio, es el reactivo elegido."’
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El hidruro utilizado no muestra diferencias significativas variando el solvente utilizado. A
pesar de ello, trabajos de Abdel-Magid y otros,'®” demostraron que la formacién de la imina
ocurre mas rapidamente en metanol, comparado con THF o 1,2 dicloroetano.

El Borohidruro de sodio ha sido reportado como agente reductor en las aminaciones
reductivas en un solo paso (one pot) usando como solvente metanol anhidro o soluciones
tampones acidicas como medio de reaccion. A diferencia del cianoborohidruro de sodio, el
borohidruro es menos toxico, no depende del medio &cido, pero en general requiere la
formacion completa de la imina. En cambio el triacetoxiborohidruro de sodio es un reductor
més suave Yy selectivo debido a la estabilizacion que generan los grupos acetoxi sobre el
protén unido al boro, sumado al hecho del efecto estérico que estos grupos generan alrededor
del boro.*1%,

Con resultados satisfactorios debido a mejor solubilidad de los reactivos, reemplazando con
DCM el 1,2-dicloroetano mostro ser equivalente.

Por otro lado, se utilizd como solvente al Trimetilortoformiato (TMOF), solvente aprético,
utilizado cuando el aldehido presenta una demanda electronica estabilizada y en quimica de
fase solida. Los rendimientos con este solvente resultaron en algunos casos inferiores a los
obtenidos con DCM:MeOH. Si bien el TMOF actla como solvente, es al mismo tiempo
agente deshidratante también y puede reaccionar con el grupo amino, bajando de este modo el
rendimiento de la reaccién. El proceso de optimizacién nos lleva a un procedimiento general
qgue necesita de dos pasos. Primero, se forma la imina en mezcla DCM:MeOH (3:1),
seguidamente se cambia el solvente para una mezcla DCM:MeOH (1:1) y se agrega el
borohidruro de Sodio ( NaBH;) ESQUEMA 5.

ZT
ZT

CHO R
1) CH,Cl,/MeOH 3:1 J@v
SN . reflujo,18 h Ry P\
2 n NHz g 2) NaBH, n

R CH,Cly: MeOH (1:1)
Temp Amb. 20 h

\/CIR
R1

R:H,OMe, OBn
R1: H, OH, OMe

ESQUEMA 5. Aminacion reductiva utilizada para la generacion de las bibliotecas.

En la reaccion, el aldehido que se encuentra en exceso es en general reducido al alcohol al

mismo tiempo que se reduce la diimina.
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Para promover la formacion de la imina se han utilizado tamices moleculares que absorben las
moléculas de agua, que fuerza la deshidratacion del carbinol, con desplazamiento del
equilibrio. En algunos casos se utilizaron tamices moleculares de 4 A contribuyendo a
mejorar el rendimiento.

En el paso 2 para el agregado del Borohidruro de sodio, se evapora el solvente inicial y se
agrega mezcla diclorometano, metanol anhidros (1:1), obteniéndose la reduccion completa de
la diimina.

En la TABLA 5 se muestran los rendimientos generales para toda la biblioteca En la
FIGURA 30 se resumen los distintos sustituyentes de la TABLA 5.

o 4-BnO
Bencil
Ry
4-MeO,4-Me, 4-lpr, 4-F, 4-Cl, 4-Br, 4-NO,
Bencilo
F
H H
i j _< \>—OMe F
OH
F F

Naftil metilo
4-MeO,3-OH
Bencilo F
Pentafluor
ol 0 N Bencilo
o] O |y |,
3,4 diBnO Bifenil metilo Furfuril Pirroil
Bencilo metilo metilo

FIGURA 30 . Resumen de las estructuras y abreviaturas usadas en la tabla 5.
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TABLA 5. Diaminas preparadas en el curso de este trabajo de tesis. (Rend= % rendiemiento), ID = nlimero

de identificacion (ID), N,N,N’,N’-tetrasustituidos sombreado en gris.

R n | Rend. | ID R n | Rend. | ID R n | Rend. | ID
31 67 |1 bentafluor 8 | 35 |40 3] 11 |76
4MeO 4| 77 |2 Bencilo | 10| 10 |41 4 | 15 |77
Bencilo |8 | 86 |3 12| 15 |42 Pirroil | 6 | 17 |78
8| 99 | 4 8 | 73 |43 Metilo | 8 | 16 |79
10| 60 | 5 AF 10| 85 |44 10| 14 |80
Bencilo
12| 99 | 6 12| 88 |45 12| 6 |81
3| 78 |7 Al 8 | 88 |46 3| 12 |82
4.BnO 4| 77 | 8 Bencilo |10 75 |47 4| 64 |83
. 6| 30 |9 12| 54 |48 4-NO, | 6 | 77 |84
Bencilo .
8 | 59 |10 By 8| 99 |49 Bencilo| 8 | 90 |85
10| 66 |11 ) 10| 99 |50 10| 99 |86
Bencilo
12| 60 |12 12| 96 |51 12| 60 |87
3| 50 |13 3| 12 |52 3| 27 |88
4-BnO,3- | 4 | 84 |14 _ 4| 16 |53 4| 26 |89
MeO 6| 81 |15 Naf,t" 6| 88 |54 Bencilo| 6 | 17 |90
Bencilo | 8 | 88 |16 metilo e 91 [ 55 8 | 27 |91
10| 89 |17 10| 87 |56 10| 28 |92
12| 99 |18 12| 79 |57 3| 30 |93
3| 96 |19 3| 59 |58 4| 25 |94
4| 8 |20 4| 76 |59 4-MeO | 6 | 10 |95
g;"V'BZ?]'C ﬁo 6| 8 |21 Bifenil 6 | 75 |60 8 | 16 |96
8 - 22 metilo 8 51 61 10 28 |97
10| 72 |23 10| 35 |62
12| 46 |24 12| 36 |63
3| 79 |25 3| 10 |64
4| 73 |26 4| 11 |65
Benci 6 | 46 |27 3,4-diBnO | 6 | 11 |66
8 | 94 |28 Bencilo | 8 | 78 |67
10| 89 |29 10| 57 |68
12| 99 |30 12| 67 |69
3| 44 |31 3| 54 |70
4| 61 |32 4| 65 |71
4-lpr 6 33 |33 Furfuril 6 63 |72
Bencilo 8 88 |34 metilo 8 33 |73
10| 86 |35 10| 78 |74
12| 87 |36 12| 61 |75
8 | 87 |37
4-Me  H0T 93 |38
Bencilo
12| 91 |39
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4.2.2 Sintesis de bibliotecas de diaminas N,N,N’,N’-tetrasustituidas.

En estudios previos de nuestro grupo se sintetizaron con rendimientos que en general fueron
bajos, una serie de diaminas tetrasustituidas valores de rendimientos bajos.

Con el objetivo de mejorar los rendimientos obtenidos, se ensayaron distintos solventes para
analizar un ambiente libre de agua tal que la formacion de la iminia fuese ain mas eficiente.
Para ello se probaron las reacciones de formacion de la N,N,N",N"-tetrasustituida utilizando
trimetilortoformiato (TMOF), en medio acido (&cido acético 5%). Este solvente permite una

mejor disolucion de las diaminas y de los aldehidos en las condiciones de reaccion.

TR
NN
1) DCM: MeOH (3:1)

OHC
AN 2)TMOF AN AN
| 1, |_|2|\l/\(\/),ﬁ\’\“_|2 /I N/\(\')ﬁ\N |
ZR RT _~ R

NaBH(AcO)3, AcOH (5%). Tamices molec 4A

—

R
ESQUEMA 6. Obtencion de diaminas N, N, N",N"-tetrasustituidas.

Se obtuvieron diferentes rendimientos con la técnica descripta anteriormente (DCM:MeOH
3:1)) de la obtencion de las diaminas, que fue mejorada con el uso del TMOF, aunque no de
forma significativa. En la TABLA 6 se muestran los resultados obtenidos de una reaccion en
one-pot y en paralelo.
En general las reacciones dieron un rendimiento promedio de 20% usando DCM:MeOH (3:1)
como solventes y de 40% con TMOF, en ambos casos se usaron tamices moleculares de 4 A.
No se expandio el estudio, la accesibilidad al amino para la segunda aminacion reductiva
resulta significativamente impedida debido al efecto estérico. En este punto decidimos
interrumpir la preparacion de otros analogos debido al pobre perfil antiparasitario mostrado en
estudios previos y a la dificultad de preparaciéon.

TABLA 6. Sintesis de las diaminas N, N, N’, N’ tetrasustituidas.

Rendimiento Rendimiento
% %

n R DCM TMOF n R DCM TMOF
3 H 17 39 3 OMe 75

4 H 26 - 4 OMe 43

6 H 17 - 6 OMe 10 38

8 H 27 40 8 OMe 16

10 H 28 40 10 OMe 28 42
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4.3 Etapa Il

4.3.1 Caracterizacion de los productos preparados.
La caracterizacion de los compuestos se realizd principalmente mediante experimentos

resonancia magnética nuclear de protones y de carbono 13 y espectrometria de masa.'*°

Durante el proceso de optimizacion de las reacciones para la obtencion de las bibliotecas
descripta previamente se comprobd se produjera la formacion de las diiminas. Su presencia
se demuestra por la aparicion en su espectro de IHRMN de un singlete asignable al proton

unido al carbono de la imina (H-C=N) a 8,18 ppm que integra para dos protones y un triplete

a 3,55 ppm que integra para cuatro protones que corresponden a los protones del metileno
adyacente al nitrogeno. (FIGURA 31)

j
1000
1601
2.058
069 =
176 —

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

FIGURA 31. Espectro *H RMN de la formacién de la diimina.
Durante el curso de la reaccion analizada se observan las sefiales de la diamina sin reaccionar
(triplete a 1,67 ppm) y la monoimina que se evidencia por la presencia de un triplete a 3,55
ppm asignable al metileno adyacente a la. Uno de los aspectos observados y que confirmaba
la presencia de la imina es el protén de la misma a 8,18 ppm, para los derivados de fenilo.
Esta sefial, en general se desplaza hacia campos bajos cuando los sustituyentes son los anillos
con heteroatomos o en aquellos que presentan funciones oxigenadas. En cambio se desplaza

hacia campos altos cuando el sustituyente es bifenilo o naftilo. (FIGURA 32). Las moléculas
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gue poseen en su estructura bases de Schift se han estudiado como agentes antibacterianos,
en especial cuando esta base se halla proxima a un anillo. En nuestro caso estas fueron
aisladas habiéndose caracterizado espectroscopicamente los intermediarios, Unicamente para
confirmar el curso de la reaccion. Debido a que la actividad de las iminas depende de la

densidad electrénica del sustituyente se abordaran en trabajos posteriores.***

H
X, 2
8 47 N | |

H
s
O N
H
8,26 |

8,18
o} H
|/ N
8,10 ~f
N H
L),
8,04 L
84 83 82 8 .0 7.9 7.8 ¥ 7.6 7.5 7.4 73 7.2 7.0 ppm

FIGURA 32. Espectros de *HRMN que muestra la zona en donde se producen los desplazamientos del proton
del iminio.

Debido a que estructuralmente estos compuestos solo difieren en el largo de la cadena

carbonada, presentan espectros de *H RMN y de *C RMN similares. Se resumen en la

TABLA 7 las sefiales caracteristicas de cada una de las familias preparadas.
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TABLA 7. Resumen de las principales caracteristicas de los "H RMN y **C RMN de la biblioteca. (CAC :

Carbono aromatico cuaternario; micd:metilenos internos de la cadena de la diamina)

Sustituyente

Sefiales caracteristicas "HRMN (8)

Sefiales caracteristicas *>*C RMN

©)

7.28-7,30 (m, 10 H, aromaticos); 3.78-
3,82 (s, 4 H, Ar-CHy); 2,67-2.72 (t, 4 H,

140,3 (C, cac); 128,4 ; 128,2 y 126,9
(CH, cac) 54,0 (CH,, Ar-CH,); 49,3

Bencilo | NCH,); 1.49-152 (m, x H, C2-H y C7- (CH,, N-CH,); 29,9 -20,0 (micd).
H); 1,30 1-1.38 (s, y H, C3-H al C6-H).
7,42-7,38 (m, 10 H, aromaticos 4’- 157,9 ( C4°-0, cac); 137,1 (C1’-CH2- O,
benciloxilo);7,24- 7,23 (d, 4 H, J=8,7 Hz, | cac); 132,3 (C1’, cac); 129,5 (CH, C3”’ y
A-Benciloxi | €2 -H); 6,93 (d,4 H,J=8,7Hz, C3-H); | C5” ); 128,6 (CH, C2’ y C6’); 127.9
. 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar- | (CH, C4°*); 127,5 (CH, C2” y C6”);
Bencilo | cH,-Ny: 2,61 (t, 4 H, J= 6.9 Hz, N-CH,); | 1148 (CH, C3’ y C5%): 70,0 (CH,, O-
1,51 (m, x H, C2-H y C5-H); 1,32 (m, y H, | CH,); 53,2 (CH,, Ar-CH,-N); 49,1 (CH,,
C3-H y C4-H). N-CH,); 29,7 -27,2 (micd).
7,40-7,39 (m, 10 H, aromaticos 4’- 149,7 ( C5’-OMe, cac); 147,6 (C4’-
benciloxilo); 6,84-6,81 (m, 6 H, O,cac); 137,3 (C17’-CH»-O, cac); 1334
4- aromaticos ); 5,14-5,12 (s, 4 H, Ar-CH,- | (C1’-CH»-N, cac); 128,5 (CH, C3” y
Benciloxi. | ©): 389 (s 6 H, 0-CHy); 3,71 (s, 4 H, Ar- | C5™), 127,8 (CH, C4™), 127,3 (CH, C2”
" | CHp-N); 2,64-2,61 (t, 4H,J=7,2Hz,N- |y C6); 1203 (CH, C2’), 114,0 (CH,
3-Metoxi | cp):156-1,46 (m, x H, C2-Hy C7-H); | C3’), 1120 (CH, C6’); 71,1 (CHa,
Bencilo | 1,37-1,29 (s, y H, C3-H al C6-H). OCHy); 56,0 (CHs, O-CHy); 53,7 (CHs,
Ar-CH,-N); 49,3 (CH, N-CH,); 29,8-
26,0 (micd)
7,26-7,21 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2°-H); 6,86 | 158,6 (C-OMe, cac); 1325 (C, cac);
(d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 3,79-3,78 (5, 6 | 129,3 y 113,8 (CH, cac); 55,2 (CHs, O-
4-Metoxilo | H OCHa)i 3.71 (s, 4 H, Ar-CHy); 259 (t, | CHy); 53,4 (CHy, Ar-CHy); 49,2 (CHy, N-
4 H, J=6,9 Hz, N-CH,); 1,48-1,40 (m, x | CH,); 29,9-21,0 (micd).
H, C2-H y C5-H ); 1,33-1,26 (m, y H, C3-
Hy C4-H).
7.28-7,30 (m, 10 H, aromaticos); 3.78- 146,7 (C-OMe, cac); 146,7 (C-OH, cac);
3-Hidroxi. | 382 6 4 H, Ar-CH,); 2,67-2.72 (t, 4 H, 134,1 (C, cac); 118,9, 115,8, 112,4 (CH,
™" | NCH,); 1.49-1,52 (m, x H, C2-H y C7- cac); 56,1 (CHs, O-CHa); 53,1 (CHy, Ar-
4-Metoxilo | 1)-1'301-1.38 (s, y H, C3-H al C6-H). | CH,); 49.0 (CH,, N-CH,); 29.9 - 27,4
(CH,,micd).
7,42-7,38 (m, 10 H, aromaticos 4’- | 140,7 (C1’ bifenilo, cac); 140,6 (C4
benciloxilo);7,24- 7,23 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, | bifenilo, cac); 135,5 (C1 bifenilo, cac);
C2°-H); 6,93 (d, 4 H, J=8,7 Hz, C3°-H ); | 129,4; 128,8; 127,3 y 127,0 (CH,
Bifenilo 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar- | carbonos aromaticos bifenilos); 52,1

CH,-N); 2,61 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,);
1,51 (m, x H, C2-H y C5-H); 1,32 (m, y H,
C3-Hy C4-H).

(BiFen—-CH,-NH-); 48,0 (-NH-CH,-
CH,-); 28,9; 28,8; 28,2 y 26,8 (micd).

-52-




TABLA 7 . Continuacion(1).

Sustituyente

Sefiales caracteristicas "HRMN (3)

Sefiales caracteristicas **C RMN (&)

2-Naftilo

7,40-7,39 (m, 10 H, aromaticos 4’-
benciloxilo); 6,84-6,81 (m, 6 H, aromaticos );
5,14-5,12 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-
CHs); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,64-2,61 (t, 4
H, J=7,2 Hz, N-CH,);1,56-1,46 (m, x H, C2-
HyC7-H); 1,37-1,29 (s, y H, C3-H al C6-H).

136,3 (C2 naftol, cac); 133,4y 132,7 (C5 y
C10 naftol, cac); 128,2; 127,7; 127,7; 127,0;
126,6; 126,1y 125,7 (CH, carbonos
aromaticos naftoles); 53,4 (Naft-CH,—NH-
); 48,7 (-NH-CH,-CH,-); 29,2 - 27,0
(micd)

3,4 di-
benciloxi
Bencilo

7.26-7,21 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,86 (d,
4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 3,79-3,78 (s, 6 H, O-
CHy); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,59 (t, 4 H, J=
6,9 Hz, N-CH,); 1,48-1,40 (m, x H, C2-H y
C5-H); 1,33-1,26 (m, y H, C3-H y C4-H).

149.0 (ArC3, cac); 148.9 (ArC4, cac); 137.1
(Ar'Cl, cac); 128.5; 127.8; 127.4; 127.2;
122,6; 116.1 y 1147 (CH, -carbonos
aromaticos); 71.1 (ArC3-0-CH,-); 71.0
(ArC4-0O-CH,-); 51.4 (Ar-CHy-NH-);
46.7 (-NH-CH,—CH, -); 26.9; 26.3 y 23.7
(micd)

4-Nitro
bencilo

7.28-7,30 (m, 10 H, arométicos); 3.78-3,82 (s,
4 H, Ar-CH,); 2,67-2.72 (t, 4 H, NH-CH,);
1.49-1,52 (m, x H, C2-H y C7-H); 1,30 1-1.38
(s, y H, C3-H al C6-H).

148.2 (C4 arilo, cac); 147.0 (C1 arilo, cac);
128.6 (CH, C2 y C6 arilo); 123.6 (CH, C3y
C5 arilo); 53.2 (Ar—CHy-NH-); 49.3 (-
NH-CH,—CH,-) y 27.8 (micd).

4-Fluor
Bencilo

7,42-7,38 (m, 10 H, aromaticos 4’-
benciloxilo);7,24- 7,23 (d, 4 H, J= 8,7 Hz,
C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J=8,7 Hz, C3’-H); 5,05
(s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar-CH,-N);
2,61(t,4H,J=6,9Hz, N-CH,); 1,51 (m, x H,
C2-Hy C5-H); 1,32 (m, y H, C3-H y C4-H).

161,9 (d, J=244,6Hz, C4 arilo, cac); 135,8
(d, J=2,8Hz, Cl arilo, cac); 129,7 (d,
J=8,2Hz, C2 y C6 arilo); 1151 (d,
J=21,2Hz, C3 y C5 arilo); 53,1 (Ar—CH,-
NH-); 49,2 (-NH-CH,—CH,-); 29,8; 29,5 y
27,3 (micd).

4-Cloro
Bencilo

7,40-7,39 (m, 10 H, aromaticos 4°-
benciloxilo); 6,84-6,81 (m, 6 H, aromaticos );
5,14-5,12 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-
CHs); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,64-2,61 (t, 4
H, J= 7,2 Hz, N-CH,);1,56-1,46 (m, x H, C2-
HyC7-H); 1,37-1,29 (s, y H, C3-H al C6-H).

139,0 (C4 arilo, cac); 132,5 (C1 arilo, cac;
129,4 (CH, C2 y C6 arilo); 128,5 (CH, C3y
C5 arilo); 53,3 (ipAr-CH,-NH-); 49,4 (-
NH-CH,—CH,-); 30,0; 29,5 y 27,3 (micd).

4-Bromo
Bencilo

7,26-7,21 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,86 (d,
4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 3,79-3,78 (s, 6 H, O-
CHs); 3,71 (s, 4 H, Ar-CHy); 2,59 (t, 4 H, J=
6,9 Hz, N-CH,); 1,48-1,40 (m, x H, C2-H y
C5-H); 1,33-1,26 (m, y H, C3-H y C4-H).

139,6 (C4 arilo, cac); 131,4 (CH, C2 y C6
arilo); 129,8 (CH, C3 y C5 arilo); 120,6 (C1
arilo, cac); 53,4 (Ar—-CH,-NH-); 49,4 (-
NH-CH,-CH,-); 30,1; 29,6 y 27,3 (micd).

4-Metilo

7,20 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2-H y ArC6-H
protones aromaticos); 7,13 (d, 4 H, J=8,0Hz,
ArC3-H y ArC5-H, protones aromaticos);
3,75 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-); 2,61 (t, 4 H,
J=7,2 Hz, -NH-CH»—CH>-); 2,34 (s, 6 H, Ar—
CHs); 1,50 (m, x H, -NH-CH,-CH,-) y 1,27
(m, y H, -NH-CH,—CH,—(CH,))

137,5 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 136,4 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 129,0 (CH, C2y C6
arilo); 128,1 (CH, C3 y C5 arilo); 53,8 (Ar-
CHy,-NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH, -); 30,1;
29,6y 27,4 (-NH-CH,—(CH,-)4) y 21,1
(Ar—CHjy).

4-
Isopropilo

=725 (d, 4 H, J=7,7Hz, ArC2-H y ArC6-H
protones aromaticos); 7,185 (d, 4 H, ArC3-H
y ArC5-H, J=8,2Hz, protones aromaticos);
3,75 (s, 4 H, ipAr—-CH,—NH-); 2,90 (hept, 2
H, J=6.9Hz, Ar-CH—(CHz),); 2,63 (t, 4 H,
J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH, -); 1,50 (m, 4 H, —
NH-CH,—CH,-); 1,27 (m, x H, -NH-CH»—
CH,—CH,-)y 1,25 (d, y H, J=6,9Hz, Ar-CH-
(CH3)y).

1475 (C4 arilo, cac); 137,9 (C1 arilo, cac);
128,1 (CH, C2y C6 arilo); 126,4 (CH, C3y
C5 arilo); 53,9 (ipAr-CH,—NH-); 49,6 (-
NH-CH,—CH, -); 33,8 (Ar—CH—(CHsy),);
30,1; 29,6 y 27,4 (micd)
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TABLA 7 . continuacion (2).

Sustituyente |  Sefiales caracteristicas ‘H-RMN (8) | Sefiales caracteristicas *C RMN (5)

7,26 (m, 4 H, ArC2—-H y ArC6-H protones 161,9 (d, J=244,4Hz, C4 arilo, cac); 136,2
aromaticos); 6,99 (m, 4 H, ArC3-H y ArC5-H, | (d, J=2,8Hz, C1 arilo, cac); 129,6 (d,
Pentafluor | protones aromaticos); 3,74 (s, 4 H, Ar—CH,— J=7,9Hz, C2 y C6 arilo); 1151 (d,
bencil NH-); 2,59 (t, 4 X, J=7,2 Hz, -NH-CH,~CH,— | J=20,9Hz, C3 y C5 arilo); 53,3 (Ar—CH,—
); 1,49 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, y | NH-); 49,4 (-NH-CH,—CH, -); 30,0-27,3
H, de micd). (micd).

6,72 (m, 2H, C2—H Pirroilo); 6,12 (m, 2H, C3— | 126,6 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario);
H Pirroilo); 6,02 (m, 2H, C4-H Pirroilo); 3,78 | 117,5 (CH, C2 Pirroilo); 107,9 (CH, C3
Pirroilo (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1
Hz, -NH-CH,-CH,-); 1,50 (m, x H,-NH- (Fur-CH,—NH-); 46,4 (-NH-CH,—CH,-);
CH,—CH,-) y 1,26 (m, y H,de micd). 30,0 - 27,1 (micd)

7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,30 (m, 2H, C4— | 154,1 (C2 furanilo, carbono cuaternario);
H furanilo); 6,16 (m, 2H, C3—H furanilo); 3,76 | 141,7 (CH, C5 furanilo); 110,1 (CH, C4
Furfurilo | (s, 4 H, Fur—-CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, | furanilo); 106,7 (CH, C3 furanilo); 49,2
—NH-CH,CH,-); 1,47 (m, x H, -NH-CH,~ | (Fur-CH,—NH-); 46,2 (-NH-CH,—CH,-);
CH,-)y 1,28 (m, y H,de micd). 29,9 - 27,2 (micd).

Abreviaturas: x: corresponde a 4H correspondientes a los NH-CH,-CH,- estos en cadenas de n>10 suelen estar
compartidos con y; y: corresponden a NH-CH,-CH,-CH,-; cac: carbono aromatico cuaternario: micd: metilenos
internos de la cadena de diamina.

En la mayoria de ellos se pueden distinguir sefiales caracteristicas indicativas de formacion
de los productos, en primer lugar del metileno del grupo bencilo que aparece como un singlete
alrededor de 3,80 ppm y un triplete a 2,66 ppm correspondiente al metileno adyacente a los
nitrdgenos. Se observan ademas, sefiales para los metilenos alifaticos entre de 2,71 ppm y
1,25 ppm, habiéndose comprobado que la asignacion de todas las sefiales son coincidentes
con los oportunamente reportados por otros autores para compuestos similares. En el espectro
de *CRMN se pueden observar las sefiales de carbonos de los metilenos de los grupos
bencilos y al metileno adyacente al N a desplazamientos de 53,6 ppm y 48,7 ppm
respectivamente, como sefiales caracteristicas. Se realizaron ademas los espectros de IR.

En la TABLA 7 podemos observar un resumen de los aspectos generales de las sefiales de
espectros de *HRMN y **CRMN de los compuestos. Otra forma de observar las similitudes y
diferencias que se presentan en los espectros de cada familia, resulta en contemplar como
cambia la sefial en la de los metilenos internos a medida que el largo de cadena se incrementa
(FIGURA 33). El singlete correspondiente al metileno entre el anillo bencilico y el amino,
no se encuentra alterado y en general para toda la biblioteca se encuentra sobre el mismo

rango de desplazamiento quimico (6 = 3,78-3,76 ppm). El triplete a un desplazamiento entre

6= 2,65y 2,60 ppm corresponde a los metilenos entre el amino y la cadena interior de la
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diamina.

FIGURA 33 . Espectros en la zona entre 4,00 y 1,00 ppm de una coleccion de analogos.

En la FIGURA 33, se pueden apreciar la zona del espectro que va de 6,00 ppm a 9,00 ppm
que en donde se pueden observar los desplazamientos correspondientes a los protones unidos
al anillo aromatico. Por otro lado los espectros de IR también presentan a lo largo de las
familias que componen esta biblioteca similitudes, solo cambiando de forma relativa en la
region dactilar del espectro, y en algunas sefiales particulares. Las sefiales caracteristicas
encontradas con mayor o menor intensidad son las: v = 3392(R-NH-R1); 1253 y 1033 (Ar-O-
C); 1177 (C-N-C); 818 (aromético disustituido)cm™.

-55-



.

e !

AT

1T

de *H RMN (escala no se muestra corre

sponde a & =6,5-8,0 ppm)

FIGURA 34. Espectros
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“Todos somos muy ignorantes. Lo que ocurre es que no todos

)

ignoramos las mismas cosas.’

5. DESARROLLO DE ETAPAS IV A VI.



5 DESARRROLLO DE ETAPASIV A VI

5.1 Breve reseiia de aproximaciones al descubrimiento de drogas.

La quimica medicinal es por naturaleza una ciencia interdisciplinaria en donde el
conocimiento de la quimica organica, resulta necesario para poder comprender los
mecanismos por los cuales las reacciones e interacciones ocurren en la naturaleza.

El desarrollo de compuestos lideres requiere el conocimiento del blanco bioldgico y de una
tecnologia adecuada para su evaluacion. 3% %

Durante ese trayecto los compuestos lideres, sufren modificaciones tendientes a mejorar su
especificidad hacia el blanco molecular y al mismo tiempo optimizar su farmacocinética y
farmacodinamia. Un claro entendimiento de las caracteristicas quimicas y fisicas de las
moléculas y como ellas afectan la actividad de los compuestos, acorta los tiempos y permite
alcanzar el objetivo (FIGURA 35).

Una de las maneras de estudiar las moléculas y sus interacciones con los blancos bioldgicos,
son los estudios de la Relacion estructura—actividad (del inglés SAR). Los métodos para
correlacionar cuantitativamente caracteristicas estructurales con la actividad bioldgica fueron
introducidos por Hansch y Fujita. **2 ***Este método asigna parametros a los grupos quimicos,
de forma tal que al optimizar el modelo matematico descriptivo que relaciona la actividad
biolégica y una serie de descriptores o pardmetros. De este modo, una modificacion en la
estructura quimica puede ser valorada en el cambio de la actividad del farmaco.

Las hipdtesis de partida para relacionar las estructuras con las propiedades quimicas y fisicas
pueden realizarse a través de un analisis cualitativo (SAR) o un analisis cuantitativo que
puede ser en dos (2D-QSAR) o tres dimensiones (3D-QSAR). La finalidad del QSAR es
construir un modelo que permita predecir actividad de un compuesto, su selectividad, y sus
propiedades farmacocinéticas (ADME) y sus niveles de toxicidad. Todo esto depende de la

manera en que las relaciones y los datos utilizados sean formulados.**?
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Desarrollo de bibliotecas de compuestos.

Confirmacion de estrcutura por RMN de 'H y 13C, masa de
alta resolucion e IR.

Desarrollo de ensayo biolégico y determinacién de ICs,.

Hit: Verificacidn.
Estabilidad de las drogas.
Ensayos en diferentes agentes patégenos

Confirmacion del Hit.

Analisis estructura actividad/Selectividad.
Permeabilidad.

Solubilidad.

Lipofilicidad

Analisis de la Cito-Genotoxicidad.
Evaluacidn cinética o afinidad enzimatica.

Candidatos a lideres
Busgueda de blanco molecular.
Optimizacidn de condiciones de ensayo.

Lider a ensayos in vivo

FIGURA 35.0rganigrama para el desarrollo de drogas.

El uso de regresion lineal maltiple, los métodos de reconocimiento de tendencias como lo son
las proyecciones parciales de cuadrados minimos o el analisis de componentes principales,
son las herramientas que permiten optimizar las funciones que relacionan la actividad
bioldgica con los parametros elegidos.

El éxito del modelo depende de la precision de los datos iniciales, los descriptores y las
herramientas estadisticas utilizadas y lo mas importante su validacion.****

Durante el desarrollo de compuestos lideres las moléculas candidatas pueden clasificarse
dentro de dos grandes grupos: aquellas especificas y las no especificas. Las primeras, actian
en blancos moleculares, por ejemplo un transportador o una enzima, siendo sus actividades y
potencias susceptibles a pequefios cambios en la estructura. En este caso se suele cumplir que
poseeran actividades hacia los mismos blancos moleculares con similares valores de
inhibicion."'® ™" En cambio, los compuestos no especificos no tienen un sitio de accién
conocido y poseen en general baja potencia. Estructuras variadas poseerda similares
actividades.'® Debido a que en el presente trabajo de tesis partiremos de una estructura
privilegiada que presenta cierta similitud con metabolitos presentes en los parasitos, nos
posiciona en la segunda categoria.

En la actualidad, la quimica medicinal se nutre de muchas herramientas que permiten partir
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desde distintas hipétesis y plataformas para desarrollar un farmaco. Todas ellas presentan
caminos en donde necesariamente la quimica organica de sintesis y su entendimiento tienen
vital importancia. A pesar de ello los experimentos sobre los organismos o blancos, requieren
de interpretacion y de conocimiento acerca de la biologia involucrada. En la FIGURA 36 se

representa un camino de optimizacién de lideres para obtener un candidato a droga.

in vitro Actividad
. . sobre un
Bioactividad T
; . Parametros
Lider In vitro ADME Lider In vivo
Actividad BT
Selectividad sobre un Cinética
Blanco
In vivo N vivo
Bioactivida~ Toxicidad.

Toxicidad in
vitro Farmaco
Dindmica.

FIGURA 36. Optimizacion multiparamétrica de lideres comenzando desde un in vitro pasando a través de un
compuesto quimico optimizado. **°

En el proceso se puede observar que en las distintas fases parametros como la citotoxicidad, la
alta actividad contra en blanco y contra el parasito juegan un rol importante en la eleccion del
candidato. Este proceso tiene ademas en cuenta la fa&rmacodinamia y farmacocinética del
compuesto, que comienza a tener importancia a medida que nos aproximamos a la eleccion de
los candidatos adecuados para las pruebas in vivo. **°

En este punto es donde la quimiometria juega un rol importante permitiendo obtener de
manera sencilla distintos pardmetros que nos ayudan a seleccionar los mejores candidatos.

La quimiometria fue definida como “la disciplina quimica que utiliza métodos matematicos y
estadisticos para disefiar o seleccionar procedimientos de medida y experimentos Optimos, y
para proporcionar la méaxima informacién quimica mediante el analisis de datos quimicos.” *%°
La quimiometria aplicada intenta solucionar problemas tanto descriptivos como predictivos.

En cuanto al uso descriptivo, las propiedades de sistemas quimicos son modeladas con la
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intencion de aprender las relaciones subyacentes y la estructura del sistema (p. ej., el
modelado y la parametrizacion de compuestos que son utilizados para realizar estudios de
QSAR. En usos predictivos, las propiedades de sistemas quimicos son modeladas con la
intencion de predecir nuevas propiedades o comportamiento de interés. En ambos casos, el
nimero de datos puede llegar a ser pequefio y provenir de complicados algoritmos que
dependen de mdltiples variables que sin la herramienta de célculo adecuada seria imposible
llevar a cabo este tipo de empresas. Es por ello, que la quimiometria requiere de la
informatica para poder procesar rapidamente esta informacién permitiendo un rapido acceso a
modelos que sean Utiles en la seleccion y optimizacion de candidatos.

Estas aproximaciones resultan de importancia en la bldsqueda de nuevas moléculas que
permitan combatir enfermedades y resulta una estrategia econdmica ya que reduce las chances

de fracaso en las etapas subsiguientes de desarrollo de un hit.*?°

5.1.1 Definicion de lo descriptores fisicoquimicos utilizados.

El estudio de las relaciones estructura actividad cualitativamente se realiza analizando las
propiedades fisicoquimicas y descriptores que permiten definir las cualidades de las
moléculas.Los pardmetros incluidos en estas reglas y otros que son de utilidad en la
prediccién del comportamiento farmacocinético y dindmico de los candidatos

Las reglas de Lipinsky son pardmetros empiricos que permite evaluar cualitativamente que
tan adecuado podria resultar un candidato a droga con una determinada actividad bioldgica o
farmacolodgica. Estos parametros son uno de los filtros de “druglikeness” (cuan similar es a
una droga a otra ya conocida) mas conocidos y aceptados para drogas de administracién oral.
Estas reglas describen las propiedades moleculares que tienen importancia farmacocinética en
el cuerpo humano, incluyendo la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, aunque no
predice si un compuesto serd o0 no farmacoldgicamente activo. En general, una droga activa de

administracion oral no debe violar més de una de las reglas (ver FIGURA 37)

No debe contener mas de diez aceptores de enlaces
por puentes de hidréogeno(atomos de nitrégeno,
oxigeno o fltor)

Peso molecular
menor a 500 Da.

El coeficiente de No debe contener mas de de cinco
particion octanol-agua| donadores de enlaces por puentes de
(cLog P) menora 5.0 | hidrégeno. (sean estos grupos OH, o NH)
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FIGURA 37. Reglas de Lipinsky.-

En este contexto abordaremos la utilizacion de diversos programas y plataformas disponibles
en internet para calcular estas propiedades. Los programas utilizados fueron:

1. Molinspiration Cheminformatics. (http://www.molinspiration.com)

2. ChemDoodle.( http://www.chemdoodle.com)

3. OSIRIS Property Explorer.( http://www.organic-chemistry.org/prog/peo)

4. Marvin.( http://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch)

5. COSMOQuick (http://www.cosmologic.de)

Los siguientes son los pardmetros fueron establecidos por los programas antes mencionados.
OSIRIS, posee ademas un simulador de riesgos de toxicidad. Las alarmas de riesgo de
toxicidad son un indicador desarrollado a partir de las porciones de las moléculas, por lo que,
en ningun caso quieren decir que sean una prediccion de toxicidad totalmente confiable. Aun
asi, no deberian ser descartadas hasta el andlisis in vivo correspondiente. Estos datos juntos
con los obtenidos respecto a un conjunto de analisis QSAR, contra diferentes enzimas o
inhibidores in  silico que se obtiene mediante simulacion en el sitio

www.molininspiration.com, se encuentran en el Apendice 3 y forman parte de los datos

analizados en esta tesis.

A continuacion se definen los parametros calculados y usados en este trabajo:

Peso molecular (PM) determinado por célculo y mediante espectrometria de masa.

NUmero de &tomos donores y aceptores de Protones.

LogP: (cLogP, miLogP): calculado por dos metodologias de calculo distintas que presentaron
un alto grado de correlacion. Es el indice de polaridad de la molécula y describe la
hidrofobicidad del compuesto y por lo tanto su capacidad de atravesar membranas lipidicas/
se relaciona directamente con la energia de solvatacion de los compuestos. miLogP es
considerado un estandar en la prediccion del LogP. Los célculos con Molinspiration han
mostrado buenas correlaciones con los valores de LogP obtenidos de manera experimental
sobre la base de 12202 moléculas (r* = 0.944, r = 0.972, desviacion estandar = 0.428).1%
LogD:(logP medido o calculado a pH=7.40

LogBB : se calculo mediante el programa COSMOquick v.1.2. Se comparan los valores de
miLog y, PM. Obtenidos con otros programas para verificar los célculos. Este es definido
como el logaritmo de la concentracion de un compuesto en el cerebro sobre la concentracion

plasmatica, medida en equilibrio. Experimentalmente es obtenido en ratas. El calculo depende
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de valores de LogP y TPSA como descriptores principales. EI modulo del programa COSMO
quick utiliza la ecuacién 12 123124125,

logBB = 0.0046(+0.0006)MO0 - 0.0173(:0.0012)M2 - 0.0027(+0.0021)M3 + 0.1878(0.1048)
Siendo MO: logP, M2 :PSA y M3 : descriptor o.
Se considera que los valores menores a -1 son para compuestos con baja permeabilidad y los
mayores a 0,3 con difusion libre.
Area de superficie polar (A% (PSA, del inglés: Polar Surface Area): este pardmetro
correlaciona fuertemente con la absorcion en el intestino, el ensayo de permeabiliad con
monocapas caco-2 y otros (es la suma de las areas de Van der Waals de los a&tomos polares).
En nuestro estudio es importante ya que nos permite estimar si un compuesto podra atravesar
la barrera hematoencefélica, que para algunas enfermedades parasitarias es de vital
importancia que esto suceda. %
Volumen (A®: calculado a partir de programas de libre acceso en internet
(www.molinspiration.com) y mediante el sistema de calculo del programa Marvinsketch. Se
verificd la correlacion entre los calculos de ambos programas.
Superficie de Van der Waals: su céalculo se realizé en la plataforma Marvinsketch. Tiene
importancia por las interacciones que puedan ocurrir en sitios activos especialmente en los
bolsillos lipofilicos. Se relaciona con los valores de LogP y LogBB.
Energia de Dreiding: es el calculo de la energia de la conformacion de una estructura en 3D,
mediante el uso de un campo de fuerza simple definido como Dreiding. Este es un campo de
fuerza genérico, que encontramos Util para predecir la dindmica de las estructuras organicas.
En su definicion la Energia de dreiding utiliza constantes de fuerza y parametros de geometria
basados en consideraciones de hibridacion simples en vez de campos de fuerzas individuales
constantes y los pardmetros geométricos que dependen de la combinacién particular de
atomos en los enlaces, el angulo, o términos de torsion. Asi todas las distancias de enlaces son
sacadas de radios atdmicos, y hay s6lo una fuerza constante para cada uno de los enlaces,
angulos, e inversiones y sélo seis valores diferentes para barreras torsionales (Marvin).
Energia MMFF94: energia de la molécula relacionada con s estructura 3D usando el campo
de fuerza (MMFF94).(Marvin).
Druglikeness(dgl): Existen diferentes aproximaciones para determinar el “parecido a
drogas”, algunos basados en otros en el cLogP y pesos moleculares. La aproximacion
utilizada por Osiris se basa en 5300 subestructuras diferentes y estas son asociadas a una

puntuacion de parecido a drogas determinados. De este modo el puntaje final de la molécula
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en estudio es calculado a partir de la sumatoria de los valores de los distintos fragmentos

Vn

Donde vj es el valor del puntaje del fragmento presente en la molécula y n es el niUmero de

presentes en la molécula.(Osiris) d =

fragmentos presentes en la misma.

Puntaje como droga (Drug Score-ds-)

Este término combina los datos de similitud a drogas (druglikeness), cLogP, logS, peso
molecular y la toxicidad, en un valor que permite obtener un ranking en base a sus

propiedades globales como droga a calificar. Se realiza mediante la aplicacion de la siguiente

. ) _ 1,1, .
formula: ds =[] (2 + 251) Jl e
1
5= 1+ eaptb

ds: es el puntaje de la droga.

s es la contribucion calculada directamente del cLogP, logS, peso molecular y el druglikeness
(el valor de cuanto es parecido a una droga).

(p) es una constante que proviene de la segunda ecuacion que describe la curva.

Los parametros a y b tienen valores de (1, -5), (1, 5), (0.012, -6) y (1, 0) respectivos a cLogP,
logS, peso molecular y druglikeness. t; son los valores de la contribucion desde los 4 tipos de
riesgo de toxicidad evaluados y presenta valores que van para t; desde 1.0, 0.8 y 0.6 riesgos,
bajo, medio alto respectivamente.

Riesgo de toxicidad.: El riego de toxicidad alerta acera del peligro que presenta la estructura
respecto a los distintos efectos para el organismo, entre los que se incluyen mutagenicidad,
reacciones alérgicas, efectos sobre el aparato reproductor y su capacidad tumorigénica. Este
pardmetro es una alerta quedando descartada la posibilidad de riesgo en los casos de
compuestos con valores que parecerian de riesgo y viceversa.

Estas predicciones son presunciones calculadas por lo que no se pueden tomar como valores
gue sean parte de un estudio especifico. Es por esto que ausencia de riesgo toxicoldgico solo
quedara demostrada una vez que los compuestos sean sintetizados y logren pasar con éxito los
ensayos respectivos.

El procedimiento mediante el cual se calculan los pardmetros involucrados, se lleva a cabo
mediante la descomposicion en pequefios fragmentos de la molécula en estudio. Los cuales
poseen valores conocidos previamente de cada uno de los parametros de toxicidad. En el
caso de encontrarse algunos de esos fragmentos dentro de la composicion de una molécula,

esto marca un puntaje y es lo que termina al ser sumados y de acuerdo al aporte de cada
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fragmento dando el valor de toxicidad.

5.2 Resultados generales de toxicidad.
Previo el proceso, de evaluacion de actividad en todos los

v

parésitos en sus formas libres e intracelulares, se realizaron las
In silico

simulaciones de las bibliotecas en las plataformas mencionadas ADME, Tox

anteriormente.

TABLA 8. Resumen de los valores por si 0 no, de las bibliotecas simuladas (OSIRIS.com), respecto del
comportamiento como M:mutagenicidad, T:Teratogenico, I: Irrritailidada, R: efectos sobre la reproduccién.

R\ /R
Rox
H n H

n M|T|ITITR|IM|T|IT | R | M|T|I|R|IM|T|I|R
3
4
6
8
10
12

Bencillo 4-MeO 4-BnO 40Bn, 3-MeO
n M|T|ITITR|IM|T| I | R | M|T|I|R|{M|T|I|R
3
4
6
8
10
12

PentaFluor Naftilo Bifenilo 3,4-di OBn
n M|T|IITITR|IM|T|IT | R | M|T|I|R|{M|T|I|R
3
4
6
8
10
12

Isopropilo 4-MeO, 30H Pirroilo Furfuroilo
8
10
12

4-F 4-Cl 4-Br 4-Me
Sl | NO

Se muestran en la TABLA 8, los resultados de las distintas familias de compuestos obtenidos
En primer término encontramos que en su conjunto la biblioteca tuvo un bajo nivel de
toxicidad y de reacciones adversas, en simuladores in silico..Como se puede observar solo el
31 % de la biblioteca resultdé con al menos una reaccién adversa, siendo en su mayoria
irritabilidad y mutagenicidad. Estos resultados se comparan con los obtenidos

experimentalmente. La coleccion se ensay0 en células VERO hasta una concentracion
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maxima de 4,75ng/mL. Los resultados obtenidos indican que solo un 13% de los compuestos
muestran citoxicidad (FIGURA 39). En macréfagos-monocitos THP-1, a 10 uM y tomando
como punto de corte el 60 % de sobrevida del cultivo. EIl porcentaje de compuestos no

citotoxicos resulto del 48%, siendo solo el 12%, citotdxicos por debajo del 20% de sobrevida

500
mICSO(ng/mL)

FIGURA 39 .El diagrama de circulos muestra la biblioteca ideal en cuanto a valores de citotoxicidad mayores
a 4760 ng/ml (no citotdxicos a esa concentracion) y el comportamiento de la biblioteca de esta tesis.

del cultivo.

Para la linea celular a partir de la cual es infectada con Tc en el HTS para amastigotes, BESM
(musculo esquelético embrionario bovino) el porcentaje de compuestos que resultaron no
citotoxicos con un 60% de sobrevida del cultivo, para una concentracion de 10 uM fue del 31
%, siendo el 69 %, con 20% de sobrevida del cultivo.

Esto demuestra el diferente comportamiento en la citotoxicidad de estos compuestos, siendo
dependiente de los distintos medios y cultivos en los cuales se ensayo la biblioteca. Se
demuestra en la tabla los distintos comportamientos en las diferentes lineas celulares. El
porcentaje en general de citotoxicidad resulta aceptable para continuar con los diferentes
estudios sobre los parasitos.(TABLA 9)

TABLA 9 .Resumen de citotoxicidad a 10 uM (se toma como referencia un porcentaje mayor a 60% de

sobrevida sobre los blancos sin compuesto y sin parasito).

a 10 pM BESM a 10 pM THP-1 a 10 uM fibroblastos

% de compuestos no

- 31 48 34
citotoxicos

5.3 Resultados generales de los calculos fisicoquimicos realizados a la
biblioteca.

A partir de los célculos realizados, la posibilidad de obtener una caracterizacion
multiparamétrica de las bibliotecas resulta factible. Teniendo en cuenta esto y la posibilidad
de obtener los datos bioldgicos junto con la diversidad de origen de los mismos, nos da un

margen de analisis amplio y enriquecedor. Siendo uno de los objetivos de esta tesis enriquecer

-65-



el conocimiento de la biologia a partir de la quimica.

Los pardmetros calculados se muestran en las tablas del apéndice A. pero de manera
ilustrativa se muestran como resultan algunos datos obtenidos respecto de las reglas de
Lipinsky inicialmente. (FIGURA 40)

Numero de violaciones de las Compuestos aceptores de Donores de Puente Hidrogeno
reglas de Lipinsky puente Hidrogeno. 120
50 20 100
80
40 < 60 £
< 20 i < < 40
T 10 S0 i 20
0 o i _ 0  —
0 1 2 3 4 2 4 6 8 10 2 4 3 8 10
. . . Num. de aceptores Hidrogeno
Numero de violaciones. Numero donores de puente Hidrogeno.
Dispersion de los PM LogP vs PM
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FIGURA 40. Comportamiento de la biblioteca respecto de las reglas de Lipinsky.

Como podemos observar en la FIGURA 40, la biblioteca en su conjunto presenta una elevada
cantidad de compuestos que cuadran dentro de la regla y en el caso de las violaciones en
general se deben el elevado logP respecto de la regla. Muy pocos se encuentran por fuera de
esta regla debido al elevado PM. Por lo que en general, si lo comparamos con otras bases de
datos de compuestos. a priori esta pequefia biblioteca encuadra dentro de los parametros
buscados en el inicio de la estrategia planteada, en la busqueda de una estructura privilegiada.
Ademas puede ser modificada de manera robusta y que posee un ADME con caracteristicas

sencillas de ser modificables para una posterior optimizacion de los lideres.
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“No podemos resolver problemas pensando de la misma manera que
cuando los creamos.”

6. RESULTADOS Y ANALISIS DE ACTIVIDAD EN
APICOMPLEJOS.



6 RESULTADOS Y ANALISIS DE ACTIVIDAD EN APICOMPLEJOS.

6.1 Introduccion.

10%

Teniendo en cuenta la estrategia inicial, una vez completada la
Actividad

antiparasitaria sintesis y caracterizacion de los compuestos disefiados, se establecio

un cronograma de evaluacion de su actividad biologica. Para el caso de los parasitos incluidos
en el Phylium Apicomplexa, el enfoque de analisis resulta diferente respecto del tomado para
los tripanosomatidos. Entre las razones se encuentran el metabolismo, las diferencias en
cuanto a la presencia del tripanotion y la posibilidad de realizar una mayor cantidad de

analisis sobre los tripanosomatidos respecto a los apicomplejos.

6.2 Poliaminasy su metabolismo en Plasmodium falciparumy Toxoplasma
gondii.

El Phylium Apicomplexa esta conformado por un grupo de protistas caracterizados por la
presencia del complejo apical. Son protozoos unicelulares, parasitos intracelulares obligados

12112n128. 13, 112 narasitan al hombre y distintos animales. Sus estructuras méviles se

que
encuentran ausentes, exceptuando ciertas etapas (gametas)''°. Es un grupo variado y en él se
encuentran organismos que causan enfermedades al ser humano o a los animales relacionados
con él y entre sus especies se encuentran Plasmodium spp, Babesia spp, y los coccidios como
Cryptosporidium parvum, Isospora belli, Toxoplasma gondii, entre otros, %07 9182848586

Un aspecto interesante de este Phylum, se encuentra no sélo en las distintas formas de
evolucion de cada una de las especies que la integran, sino también en las diferencias que se
han ido hallando en su metabolismo. Las rutas metabdlicas presentes pueden ser
racionalizadas a partir del entendimiento de su evolucion. Para los parasitos, el hecho de
compartir con los hospederos rutas y vias metabdlicas ha generado a lo largo de la evolucion
similitudes y diferencias entre sus miembros. Estas variaciones son desde la perspectiva de la
guimica medicinal muy importantes, para entender el mecanismo de accion de ciertas drogas,
mejorar los tratamientos actuales y encontrar blancos prometedores para el disefio de nuevos

95094b.93031c9184 88 En afos  recientes ha surgido la

92b, 21, 128 21, 128 21, 129, 98b, 99,

agentes  quimioterapéuticos.
guimiogendémica como estrategia para abordar esta problematica.
97b. 960 Eota nueva aproximacion requiere el cribado sistémico de colecciones de compuestos

contra una familia de blancos moleculares (quinasas, receptores, proteasas, etc) con el
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objetivo de encontrar nuevas drogas y nuevos blancos. Las diferencias en los metabolismos en
el Phylum permiten, encontrar posibles blancos moleculares para desarrollar drogas
especificas para una u otra enfermedad mediante una aproximacion quimiogenémica.

A partir de lo observado en las diferencias de los metabolismos entre Plasmodium falciparum
y Toxoplasma gondii se pueden racionalizar los resultados de actividad anti-proliferativa de
un mismo compuesto. Al conocer las diferencias metabolicas es posible comenzar un analisis
exhaustivo sobre las bases de la actividad en cada uno. En la FIGURA 41 se puede observar
las diferencias entre la rutas metabodlicas relacionados a las vias de las poliaminas para

Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii y Babesia bovis.

Fenotipos o Genotipos estudiados Pf Tg Bbo
Metabolismo de Metionina
Sintesis desde Ornitina a Poliamina
Rescate y retroconversion de Poliaminas.
Sintesis detirosina y L-DOPA

Degradacién de Fenilanalina y Tirosina.

Presente
Ausente

Metabolismo de Prolina a Ornitina
Conversién de Arginina a ornitina
Hidroxilacion cle Prolina
Sintesis de Alanina
Sintesis de Asparagina clesde Aspartato

Desde Glutamina a Glutamato

Biosintesis de Prolina via Glutamato.

FIGURA 41. Diferencias en el metabolismo relacionado con poliaminas entre Pf
(Plasmodium falciparum), Tg(Toxoplasma gondii) y Bbo (Babesiabovis).

Un programa de desarrollo de drogas antimalaricas requiere optimizar candidatos que sean
activos en uno o en varios estadios del ciclo de vida del parasito, independientemente de la
fuente de donde provenga el mismo (quimica combinatoria, tamizado virtual, sintesis
orientada a la diversidad). Una vez obtenido un "hit", como se ha mencionado previamente, es
modificado para poder realizar estudios de relaciobn de estructura-actividad. Las
aproximaciones de quimiogendmica y “droga-gen-droga” permiten adelantar ciertos pasos en
la optimizacion del compuesto desde dos puntos de vista diferentes. En el caso de droga-gen-
droga, requiere trabajar en una zona segura del proteoma parasitario, en donde las proteinas
utilizadas como blanco coexistan en ambos proteomas (del paréasito y del hospedero) y posean
drogas de perfil farmacol6gico y clinico conocido. Este conjunto de proteinas debera contar,
para ser un blanco privilegiado, de drogas desarrolladas que hayan pasado numerosos estudios

SAR, ADME, etc; siendo estas los candidatos para ser optimizados como nuevas drogas.*?®
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Una aproximacion guimiogendémica resulta mas compleja, pero tiene la ventaja que el origen
de los datos puede ser diverso y que también provee informacion relevante acerca del
comportamiento de una biblioteca quimica que es puesta a prueba.

Siguiendo este razonamiento el hecho de que los apicomplejos presenten diferencias en el
metabolismo de las poliaminas, permite observar el comportamiento de un compuesto en uno
y otro parésito, encontrando distinta actividad entre uno y otro blanco de accién. Este
acercamiento conceptual nos ayuda a interpretar de manera integral el comportamiento de un
compuesto (FIGURA 42).

Relaciones entre
mediciones celulares

Genotipos.
(estados cel.)
Fenotipos (mediciones
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FIGURA 42.Aproximacion quimiogenémica.

Teniendo en cuenta los conceptos de Schreiber,S. L% y diferentes grupos en el area de la
quimiogendmica en la Gltima década buscaremos explicar el comportamiento observado en
los ensayos de actividad contra apicomplejos de los compuestos preparados de la presente

tesis.

6.3 Breve resefa sobre los ensayos bioldgicos realizados.

6.3.1 Determinacion de la actividad en Plasmodium falciparum.

Las mediciones de actividad fueron realizadas por el Dr. Babu Tekwani en el National Center
for Natural Products Research de la Universidad de Mississippi, en Estados Unidos de
América. La actividad antimalarica de los compuestos fue determinada in vitro en dos cepas
de P. falciparum, una sensible a cloroquina (D6, Sierra Leona) y otra resistente (W2,
IndoChina). El ensayo se basa en evaluar el efecto de los compuestos en el crecimiento de
cultivos asincronicos de P.f, determinado por el ensayo de actividad de la lactato

deshidrogenasa (pLDH). (ver Materiales y Métodos).
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6.3.2 Determinacion de la actividad en Toxoplasma gondii.

Las mediciones de actividad fueron realizadas por el Dr. Gustavo Arrizabalaga, de la
Universidad de Indiana, en Estados Unidos de América.

Con el objetivo de determinar valores de inhibicion de crecimiento de T. gondii en un modelo
de infeccion de fibroblastos se realiz6 un estudio exploratorio a dos concentraciones (1uM y
10uM). Los parasitos expresan GFP y B-gal como sondas para monitorear el crecimiento.

(Ver materiales y métodos.)

6.4 Reseiia de las vias metabdlicas relacionadas con poliaminas presentes
en Plasmodium falciparum.

Plasmodium spp presenta la via de las poliaminas de manera completa, sintetizando
poliaminas, siendo sus mecanismos de sintesis y regulacion méas sencillos, respecto a los de
mamiferos. En la FIGURA 43 se muestra el diagrama de la sintesis y regulacion con sus
respectivas enzimas. Al igual que en mamiferos, la biosintesis comienza con la metionina que
es adenosilada con ATP a través de AdoMet sintetasa (SAMS), por otro lado la arginina (Arg)
es descarboxilada por ARG a Ornitina (Orn), que luego es descarboxilada por la actividad de
enzima sumamente regulada, la ODC(Ornitina descarboxilada) producira putrescina.
Espermidina y espermina son formadas por las actividades cataliticas de las enzimas,

Espermidina sintasa, Espermina sintasa, y la S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAM-dc).
130

"Espermidina

Espermidina p/g

Extracelular

[y o

Reserva de purinas

Intracelular

FIGURA 43. Metabolismo de poliaminas y transportadores en P.f.
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La inhibicion de la ODC ha sido ampliamente estudiada (FIGURA 47) a partir del desarrollo
del DFMO vy sus posteriores usos como agente antimalérico, se han encontrado también
diferentes inhibidores incluso para la SpmSin, *** recientemente caracterizada.

Existen transportadores tanto de putrescina como de espermidina, pero no han sido
caracterizados completamente aun. Un detalle significativo es que Pf carece de enzimas de
retroconversion que permitan mantener un “pool" de poliaminas de modo que sea més flexible
en lo que se refiere a demanda y necesidad y permitiendo modular concentraciones segun el

ambiente en el que se encuentra.**®

6.5 Reseiia de las vias metabdlicas relacionadas con poliaminas presentes
en Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii (Tg.), si bien es un apicomplejo, difiere de manera considerable en el
metabolismo de las poliaminas respecto a P.f. Estas diferencias se pueden apreciar en la
FIGURA 44.

Arginina
Ornitina

Putrecina Putrecina

——————— Metabolismo
k 3 Union a ADN de

aminoacidos
Espermidina Espermidina

Espermina

FIBROBLASTOS

Ciclo redox

Ornitina

= Metabolismo
hEspermicin, Sintaead de
aminoacidos
Espermidina Espermidina

Espermina
FIGURA 44. Diferencias metabdlicas entre P.f.(arriba infectando eritrocito) y T.g(abajo infectando
fibroblasto) en un medio intracelular.

Tg. posee un mecanismo de interconversion y transporte carece de enzimas que interconecten
los mecanismos de incorporacion de arginina y ornitina con el metabolismo de poliaminas,

provocando que estos aminoacidos sean utilizados de manera indistinta para el metabolismo
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de proteinas o el energético. Ademés de estas diferencias, Tg es un parasito intracelular
obligado y por lo tanto el mecanismo por el cual infecta al ser humano, que es un hospedero
accidental en el ciclo de vida, resulta crucial. Entre las posibles diferencias, existe la
posibilidad que transportadores de poliaminas se encuentren presentes y puedan ser reclutados
en el fibroblasto y que en cambio en el globulo rojo, estos solo sean parte del pool de
transportadores que vienen acarreados de la células de la progenie. Por lo que la posibilidad
de regularlos por parte del Pf resulta menor respecto a la capacidad de Tg. para poder utilizar
la maquinaria del hospedero, al menos en este estadio, en donde se estudio a Pf. Es asi que el
estudio de propiedades como LogP y TPSA, que se relacionan fuertemente a la capacidad de
los compuestos de atravesar membranas lipidicas, resulta altamente relevantes.

La FIGURA 45 nos muestra el mecanismo de retroconversion de la espermidina en Tg.

——  Espermina
Extracelular I

Ornitina /DFMO Arginina/DFMA

H
HoN N
2N \/\/\”/\/\NH2

Acetil-CoA ’\1 5
H

Citrulina
HoN _A~_N A~~~
NH
; : 2 3 | Intracelular
Acetil-CoA 6
Ornitina+Carbamoil-PO,

HoN A~ A~ NH,
ADP
ATP+CO,

FIGURA 45. Metabolismo de poliaminas en Tgl.Arginina deaminasa, 2: Ornitina carbamoil
transferasa (en catabolismo 3. Ornitina carbamoil transferasa (en anabolismo). 4. Carbamato kinasa 5.
Espermidina/Espermina N'-acetiltransferasa SSAT 6.Poliamina Oxidasa.PAO.*

Las enzimas que son importantes resultan ser la Espermidina/Espermina N
Acetiltransferasa(SSAT) y la Poliamina oxidasa (PAQ), ambas presentes en el hospedero y

que podrian ser blancos especificos en Tg, debido a las diferencias respecto del ser humano.*

6.6 Analisis de los resultados actividad sobre en Plasmodium falciparum.
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6.6.1 Antecedentes.

Un extenso estudio realizado por el grupo investigacion del Merrell Dow Research Institute-
MDRI (Ohio, EE.UU.) dio

lugar, entre muchos otros @AH/\/\H/\/W\H/\/\H/\Q
analogos preparados, a un MDL27695

compuesto  denominado

MDL26795. Este compuesto fue seleccionado como lider, debido a que presenté un mejor
indice terapéutico respecto a los otros compuestos de la serie, siendo igualmente potente en
cepas sensibles y resistentes a cloroquina. El valor 1Csq contra Pf fue de 3,0 uM y su valor de
ICqo fue de 4,4 uM, habiendo sido ensayado también en ratones con un régimen de
administracion oral de 4 dias, la cual fue realizada tanto en presencia como en ausencia de
DFMO. 132 13399 | o5 autores demostraron ademas que la actividad de este compuesto no se
deberia a efectos inhibitorios sobre la sintesis de DNA o a su estabilidad y tampoco actuaria
sobre la sintesis de proteinas. ®* La actividad inhibitoria de los andlogos MDL aumenta con
el incremento del largo de cadena (desde 4 a 12) entre los aminos internos. Esto se
relacionaria con una mayor liposolubilidad de los andlogos y la posibilidad de ingreso de
éstos a los eritrocitos. Esta hipotesis fue corroborada usando poliaminas con sus aminos
libres, que resultaron al menos 1000 veces menos activo que los productos. También se pudo
corroborar que la familia de compuestos MDL eran acumulados en los eritrocitos, incluso
mejor que los analogos con las aminas libres. 132 ¥¥*122118Est05 analogos reprimirian la
biosintesis de poliaminas, y podrian tener ademas, un mecanismo por el cual se retrasa el
crecimiento del pardsito, ya que incluso la incorporacion de las poliaminas de manera
exogena no revierte la inhibicion del crecimiento. Ademas de estas observaciones, el grupo de
Bitonti y col., encontré que el DFMO posee un efecto citostatico y el de los compuestos de la
serie MDL es sinérgica con el DFMO, siendo esta combinacion citotdxica. En parte debido a
que el DFMO actuaria sobre la ruta de poliaminas disminuyendo las reservas de las mismas
gue acarreando una menor proteccién sobre el ADN y ARN. Mediante la comparacion con la
velocidad a la que se observa inhibicion por parte del MDL 27695, este grupo postul6 que el
efecto toxico mayoritario se deberia a la interaccidn con las proteinas de la ruta biosintética de
las poliaminas, a pesar de que se desconoce el blanco molecular, 82103 133, 134, 116-117

Con el objetivo de establecer la relacion entre la similitud molecular y la actividad, se
realizaron una serie de simulaciones de compuestos presentes en la literatura, que poseian un

esqueleto de poliamina y habian sido ensayados como antiparasitarios. Este andlisis nos
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permitiria, una vez obtenido los datos de actividad, correlacionar la similitud con la actividad
encontrada para nuestros productos. Con ese proposito se hizo una busqueda exhaustiva,
encontrando 30 compuestos ensayados como antimalaricos entre los que se encuentra los
analogos MDL, pieza fundamental en nuestro esquema, que se encuentran resumidos en la
TABLA 10.

TABLA 10, Valores de miLogp, TPSA (A%, PM (Peso molecular en uma), ACEP (Numero de aceptores de
puente Hidrogeno), DADOR (Nudmero de dadores de puente Hidrogeno), Volumen (A%); 1Cs, en uM, contra Pf
:.n: nimero de metilenos entre aminos centrales de los derivados de MDL, enmarcados en azul. **°

milogp  TPSA PM  ACEP DADOR volumen ICsopuM
MDL26752 -0.61 76,11 244,427 4 6 278,44 4300
MDL27847 2,632 48,108 382,596 4 4 406,683 14
MDL27695 4,147 48,108 424,677 4 4 457,089 3
MDL27701 5,158 48,108 452,731 4 4 490,692 0,69
MDL27700 5,663 48,108 466,758 4 4 507,494 0,48

/\/\ /\/\
H H n H H N o H
MDL27847

n=2 i
MDL27695 n=5 MDL26752 n=5

n=7

n=8

MDL27701
MDL27700

Teniendo en cuenta lo hallado por los investigadores del MDRI en Plasmodium falciparum y
en P. berghei y el estudio sobre los parametros (miLogP, PSA, nimero de atomos donores y
aceptores de Hidrégenos (HBD) y pKa) queda de manifiesto que esto permite suponer que
tanto la presencia de los grupo amino, y lo anillos aromaticos, son requeridos para su
actividad bioldgica. El analisis todos los compuestos en conjunto permite observar cémo se

agrupan los valores de actividad y los parametros calculados (FIGURA 46).
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FIGURA 46. Relacion entre Actividad anti Plasmodium falciparum (ICso) en uM, PSA (A) y milogP para
compuestos previos presentes en la literatura (ver tabla 2). 1% 1%

En la FIGURA 46 se observa que los compuestos con mejor actividad presentan valores de
PSA (TPSA en A?) entre 48 y 55 (resaltados en la FIGURA 46) y de miLogP entre 4 y 6.

Las similitudes los valores hallados respecto de la biblioteca de diaminas N,N, Di-sustituidas
de Labadie y otros, * nos permiten ahondar en el analisis de estructuras, tomando como base

las semejanzas en determinados parametros fisicoquimicos.(TABLA 11)

Este analisis convalida el uso de las diaminas disustituidas como una prominente estructura
para generar compuestos antimalaricos.
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La primera biblioteca preparada tuvo dos puntos de introduccion de diversidad. Por un lado el

largo de la cadena de la diaminas(n) y por
. ] N N/\b/)/\
el otro, los sustituyentes en los anillos g H n

= =

Iz
Py

aromaticos (R) con funciones oxigenadas
en distintas posiciones del anillo. La variabilidad del largo de cadena permite estudiar como

se ve afectada la actividad por la separacion de los grupos amino. El v

tipo de sustituyente y su posicion aporta informacion crucial sobre la Actividad
L. i L. . antiparasitaria
demanda estérica necesaria para la actividad y la polaridad.

Resumen de actividades ( ICg, (uM) ) de la

biblioteca N,N'DS contra P, falciparum.
B Pf D6 pM B PfW2 puM

4

. “‘IIII“||uull|||||“||n||III|n||I||||nul||‘|i||‘|M||‘ll|||||||||||||\|||Ih|

2
1 4 71013161922252831343740434649525558616467707376798285

ICsq (UM)
o o

# COMPUESTO

FIGURA 47: compendio de actividades de los compuestos de la biblioteca contra Pf en valores de 1Cs (UM)

En una primera observacion de las actividades (FIGURA 47) nos permite concluir que para
Pf , 44 compuestos se encuentran por debajo de 2uM de actividad lo que nos indica que el
criterio de eleccion de la estructura privilegiada resulto adecuado. Por otro lado, los patrones
de comportamiento no se modifican de forma considerable, al menos unas 10 veces, entre la
cepa sensible y resistente a Cloroquina, esto nos permitiria inducir que el mecanismo por el
cual actua la Cloroquina no seria el afectado por el conjunto de la biblioteca.

La biblioteca en su conjunto posee valores interesantes de inhibicion de Pf, incluso 7
compuestos son apenas 10 veces menos activos que Cloroquina en la cepa sensible (D6) y 6
de ellos son activos a ese nivel en la cepa resistente (W2). Estos resultados son prometedores
ya que en estudios con bibliotecas de miles de compuestos han resultado en hits con
actividades similares o incluso mas elevadas que luego necesitan ser mejorados para llegar a

lider.
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6.7 Analisis de estructura basados en la actividad sobre Plasmodium
falciparum.

Los resultados sobre la cepa D6 demostraron que cuando se trata de los derivados de
Bencilicos de las diaminas N, N’DS, las mejores actividades se obtienen para cadenas largas
(n= 8, 10), manteniendo los niveles de actividad para el andlogo de 1,12-dodecildiamina
(n=12). Este patron se mantuvo en los ensayos para P.f resistentes a Cloroquina (cepa W2).
TABLA 11 Inhibicion del crecimiento para ICso PfD6(uM) y los parametros calculados:
miLogP, TPSA y ACE (Num Aceptores de Pte.H) y DAD(NUm dadores de Pte.H), E.rot (enlaces

rotantes), Vol (volumen).

Estructuras I1C5, P miLogP TPSA PM ACE DAD Vol.
D6(uM)
@o o~ 0,56 2,564 67,82 527,6 6 3 503.8
~o
-OOCF;@\ ﬁop
"HaN AN
©/y0\©\ 1,23 3,384 49,35 467,6 4 3 458,7
o} 2
¢l 0,31 5,952 49,35 605,4 4 3 512,8
C|\<)V - 7
o L
-OOCF. 0
+H3'j\mN\/©/
Br 0,21 4,978 49,35 625,4 4 3 494.4
@o Br 9
QoL
'OOCF3+H3N\/\/NM©/
Oﬁﬁ“/\mwm“/\”@ 3,00 4,147 48,11 457,0 4 4 457,09

La presencia de analogos que no mostraron actividad antimalérica, como es el caso de los que
poseen el R=3-OH,4-MeO como sustituyente, tiene varias interpretaciones posibles. En
general, estos compuestos resultaron mucho mas polares que el resto de la coleccién, siendo
por ende poco solubles, incluso en DMSO, lo cual dificulté su ensayo. En algunos casos esto
pudo ser suplido realizando diluciones suplementarias en DMSO, pero este hecho cambia la
relacion de solvente en el ensayo lo que requiere de estudios complementarios y por tanto
debe ser considerado a la hora de observar la actividad. Desde la perspectiva de la interaccion
con el parasito, la falta de actividad podria justificarse debido a que la alta polaridad lo que

dificulta el pasaje a través de membrana, teniendo concentraciones efectivas de bajas a nulas.
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En el FIGURA 48 se observa un grafico que correlaciona las actividades de las diaminas
N,N'DS de las bibliotecas con funciones oxigenadas y aquellos analogos derivados de

haldgenos en posicién 4 del anillo bencilico.
En un primer analisis, se observan las diferencias en las actividades para los andlogos de

cadena larga que poseen funciones oxigenadas respecto de los que poseen los haldgenos.

ICs, (uM) P.f. D6

m3

m4

ONJ}O\OO

m3
m10
12

SNO-E UgO-¥ ||

FIGURA 48. Actividades en 1Cs, (UM) de las diaminas N,N’-DS contra Pf D6.

Para el caso de los compuestos con sustituyentes halogenados en el grupo bencilo (R=4-X,,
FIGURA 48) se observa claramente que no existe dispersion en los valores de actividad,
siendo el promedio de actividad (ICsp)entre los derivados de un n=8 de 0,4 uM para un valor
de de 0,37 para el derivado de bencilo. Y para los casos de n = 10 y 12, los promedios
aumentan 0,63 uM y 1,15 uM, en comparacion con el 0,48 y 0,97 del andlogo de bencilo. Por
otro lado, se observa correlacion respecto al largo de cadena, en donde a medida que aumenta
el largo de cadena comienza a observarse que tanto en los compuestos con funciones
halogenadas, como también para los compuestos con funciones oxigenadas ocurre una
pérdida de actividad. Este grupo de derivados con halégenos en posicion 4 presenta valores
promedio de TPSA de 24A? que se diferencian respecto de la familia MDL que posee los
valores promedio de TPSA de 50 A2,

Esto acentla la importancia de los grupos aminos que permiten mejorar su capacidad de
atravesar membranas. Los compuestos que poseen grupos benciloxi (R=4-BnQ), tienen una
mayor dispersién en sus valores de actividad. En general los compuestos con funciones

oxigenadas mostraron una tendencia generalizada de valores altos, que se ve interrumpida.
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Los derivados de hexildiamina nos permiten encontrar una explicacion a este efecto en los
valores de TPSA (de 50 A) y de miLogP resultan muy similares para esta familia respecto de
los MDL ya que el nimero de atomos con la posibilidad de recibir o aportar puentes
hidrogenos es la misma. Lo que cambia entre uno y otro, es la presencia de otros anillos
aromaticos en nuestra biblioteca. Estos grupos aumentan el caracter hidrofébico de la
molécula incrementando su demanda estérica.. La FIGURA 49 nos permite observar que
tanto para las cepas W2, como para las D6, las diferencias de actividad no son significativas.
También se puede observar que la actividad presenta un gran descenso para el compuesto 9
(N}, N®-bis (4-(benciloxi) bencil)hexano-1,6-diamina). Para comprobar si el éter es quien
forma parte del mecanismo por el cual la molécula es mas activa, observamos el
comportamiento de la familia de derivados de R= 4-MeO vy alli encontramos un patron
diferente de actividad. Por un lado, el maximo de actividad se mueve hacia el compuesto con
un largo de cadena de 10 &tomos de carbono con un comportamiento que resulta similar a los
derivados de bencilo siendo de este modo un mecanismo distinto a los anélogos de R=4-BnO.
Para confirmar esta tendencia y comprobar realizamos la comparacion con los resultados de
los andlogos de R=4-BnO 3-MeO(FIGURA 50)

Pf D6 vs R: 4-Obn
Pf W2 vs R: 4-Obn

Pf D6 vs Bencilo
Pf W2 vs Bencilo

-79-



Pf D6 vs R: 4-OMe
Pf W2 vs R: 4-Ome

Pf D6 vs Bencilo
Pf W2 vs Bencilo

FIGURA 49. Comparacion de las actividades (1Cs, uM)) presentes contra las dos cepas de Pf analizadas.
Arriba, familia de analogos del 4-BnO. Abajo los analogos de 4-MeO.En ambos se compararan respecto a los
derivados de bencilo.

ICso (M) — %Hv@

Pf D6 vs Bencilo

Pf D6 vs R: 4-OBn, 30Me

12

FIGURA 50 Comparacion de las actividades (ICs, tM) contra las dos cepas de Pf

Podemos observar que para los compuestos con funciones oxigenadas R= 4-BnO como para
R=4-BnO, 3-MeO, ocurre un cambio para el andlogo de hexilendiamino. En efecto para estos
ultimos un aumento del nimero de carbonos resulta en una pérdida de actividad y s6lo parece
depender de la distancia entre nitrogenos. Esto marca una diferencia respecto de los
compuestos MDL ya que en ellos el aumento de la distancia entre aminos internos, genera una

mejoria en la actividad. **°
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Respecto de la sustitucion en la posicion 3 del anillo, el metoxilo mejora aun mas la actividad
de los compuestos con un largo de cadena corto, respecto de los analogos de bencilo y
derivados de R=4-BnO.

Una de las primeras conclusiones a las que se puede arribar de manera general para todos los
analogos preparados es la importancia que adquiere la presencia de los dos grupos amino en la
actividad. Es notable que los derivados N, N"-disustituidos que tienen solo dos nitrégenos,
poseen un perfil de actividad comparable a la los compuestos proveniente del MDRI que
poseen cuatro nitrégenos en su estructura (TABLA 12). Este hecho puede ser justificado en
diferentes estudios que han sefialado que una menor la densidad de carga mejora la capacidad
de los compuestos para atravesar membranas. Por otro lado, la presencia de grupos que
pueden soportar cargas, como los grupos amino, abren la posibilidad de que las drogas se
acumulen en organelas.

La cloroquina, es una base diprética débil que, en su forma neutra, puede difundirse
libremente por la membranas, por ejemplo. Se conoce que esta seria la manera mediante la
cual ocurre la entrada en el eritrocito, al parasito en su forma intraeritrocitaria y a la vacuola
digestiva interna que es su sitio primario de accién. Dentro de la vacuola el pH acido de la
misma produce que el estado de equilibrio de la cloroquina cambie hacia la forma diprotonada
(y dicatidnica), que es mucho méas apolar. Este mecanismo de “trampa de base débil”, juega
un papel clave en la acumulacién de cloroquina dentro de la vacuola digestiva.**® (TABLA
12). Ha sido reportado que Plasmodium modifica el transporte de metabolitos de los eritrocito

infectados.
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TABLA 12 .Datos calculados y actividades contra Pf D6 en valores de 1Cs, para algunos de los compuestos
de la biblioteca MDRI y los compuestos con funciones oxigenadas. (Vol.: volumen en A®)

Compuesto |[milogP| TPSA| PM |ACEP|DADOR| \ol. ICso uM | n R
MDL26752 | -0.611| 76.11 | 244.427| 4 6 278.44 4300 |7 KNH
MDL27847 | 2.632 | 48.108| 382596 | 4 4 406.683 14 2 \_¥
MDL27695 | 4.147 | 48.108| 424.677| 4 4 457.089 3 5 NH
MDL27701 | 5.158 | 48.108| 452.731| 4 4 490.692 | 0.69 7 d
MDL27700 | 5.663 | 48.108 | 466.758| 4 4 507.494 | 048 8

25 2.951 | 24.054( 254.377| 2 2 264.266 | 2.36 3

26 3.221 | 24.054| 268.404( 2 2 281.068| 298 |4

27 4.232 | 24.054]| 296.458| 2 2 314671 | 209 6

28 5.242 | 24.054| 324512 2 2 348275 | 037 8 é

29 6.252 | 24.054( 352.566| 2 2 381879 | 048 |10

30 7.263 | 24.054 380.62| 2 2 415482 | 097 |12

6.254 | 42.522| 466.625| 4 2 458658 | 1.22 3
6.524 | 42.522| 480.652| 4 2 475458 | 2.08

9 7.535 | 42.522| 508.706| 4 2 509.061 | 0.39 6

10 8435 | 42522 536.76| 4 2 542665 | 3.73 o

1 8.938 | 42.522| 564.814 4 2 576269 | 248 |10 é

12 0.271 | 42.522| 592.868| 4 2 609.872 | 803 |12

13 5433 | 60.99( 526.677| 6 2 509.748 | 0.42 3

14 5704 | 60.99| 540.704( 6 2 526549 | 033 (4

15 6.714 | 60.99( 568.758| 6 2 560.153 | 0.26 6 o

16 7.725 | 60.99( 596.812| 6 2 593.757 | 0.32 8 oy !

17 8551 | 60.99( 624.866| 6 2 627.39 112 |10 é

18 9.01 | 60.99| 65292 6 2 660.964 [ 129 |12

Los niveles normales de poliaminas en los eritrocitos no infectados son en general bajos con
concentraciones aproximadas de 1,9;18 y 86 pmol/10° células para putrescina, espermidina y
espermina, respectivamente. Para el caso de los eritrocitos infectados con Plasmodium, se ha
observado un aumento en la concentracion de poliaminas(FIGURA 51) (1720, 5090, 1270
pmol/10® células por putrescina, espermidina y espermina, respectivamente).*** **” Por otro
lado, en ensayos de captacién de poliaminas se ha demostrado que el flujo de putrescina en
los eritrocitos infectados aumenta en un 60% con respecto a los no infectados. En especial la
importacion de Putrescina hacia el GR infectado aumenta de manera dependiente de la
concentracion respecto del GR no infectado. A partir de estas observaciones en eritrocitos

infectados con P.knowlesi ha sido posible caracterizar un transportador de putrescina que no
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se encuentra alterado por la presencia de espermidina o espermina en el medio extracelular.
137
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FIGURA 51. Perfil de poliaminas en GR infectados y control de GR sin infectar.(datos tomados de Singh y

137
)

otros (Putrescina en Azul, Espermidina en Rojo, Espermina en Verde).

La existencia de estos transportadores en H H
. . N~ N
Plasmodium spp tiene al parecer un
impacto directo en cuanto a la utilidad de

los mismos como blancos moleculares, ya

que puede producir a partir de todos los
metabolitos subsiguientes. Se demostré que N*, N*-bis-(7-cloroquinolina-4-il) butano-1,4-
diamina (BCBD), inhibe la incorporacién de putrescina en eritrocitos infectados con P.
knowlesi (Ki de 43,2 mM) asi como el crecimiento in vitro de P. knowlesi (ICsp= 0,02 uM
para el BCBD y de 0,05 uM para la Cloroguina). La adicién de poliaminas exdgenas falla en
invertir el efecto inhibitorio de BCBD in vitro, lo cual demuestra la fuerte inhibicion del
transporte y su importancia metabdlica.

Teniendo en cuenta la conducta encontrada, los datos de actividad de la coleccion de los
derivados N,N,N",N” diaminas tetrasustituidas (NNN"N"-Tetra) nos son utiles para comparar
su perfil de actividad, con el encontrado para los derivados anteriores. En particular, estos
derivados NNN"N"-Tetra poseen una demanda estérica similar a la familia de los 3,4-
dibenciloxi, pero poseen menor densidad de carga sobre el nitrdgeno por ser aminas terciarias.
Es asi que se prepararon analogos con sustituyentes 3,4-dibenciloxi y con los mismos largos
de cadena explorados para las otras familias de compuestos. Los resultados de actividad

antimalérica obtenidos para esta nueva coleccién mostraron la necesidad de poseer aminas
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secundarias garantizar la actividad. Por otro lado, se observo cierta correlacion en derivados
de las diaminas disustituidas sin sustituyente sobre los anillos arométicos (R=H), en donde los
miembros con cadenas de 8 y 10 atomos de carbono presentaron las mejores actividades. En
el caso de los sustituyentes méas voluminosos, las mejores actividades las poseen los derivados
R=4-BnO , siendo el derivado con n=6, el mas activo. En el caso de los derivados R=3,4-
diOBn el patron resulta con dos minimos de actividad, para n=3 y para n=8. Un dato
Ilamativo es la actividad que presentan los analogos con n=3, en este caso, los tres derivados
de N, N"-di poseen actividades similares. Este dato Ilamativo resalta la importancia de poseer
aminas secundarias y ese efecto es mucho mas importante que el volumen y tipo de
sustituyente que presenta el anillo aromatico.

En la TABLA 13 se muestran los parametros calculados de cuatro analogos preparados a
partir de la propilendiamina. Mediante el uso de modulo de céalculo del programa
(Marvinsketch 6.10)

TABLA 13. Comparacion de propiedades fisicoquimicas para un mismo largo de cadena y diferentes

volimenes de sustituyentes

R/\NHN/\R
H nH
Energia de VandW
R n PSA2D Dreiding TPSA  VandWvol a?"]D
kcal/mol
Bencil . 33,22 40,37 43,1 262,42 442,31
4-BnO -Bencil 3 51,68 96,93 79,5 456,97 751,25
3,4diOBn- .
! . 70,14 163,49 107,1 650,58 1063,6
Bencil
N,N, N',N'- 3
rer e 8,88 168,61 91,95 441,71 727,38
Bencil

(PSA2D: superficie polar en 2D, TPSA: valor de PSA segun las especies polares. VandWvol: Volumen de la
superficie de Van der Waals segun especies mas importantes, VandW 3D: Volumen de Van der Waals de la

moléculaen 3D )
La disminucion del valor de superficie 2D, de las N,N,N’N’-tetra esté relacionado con la
demanda estérica, que obviamente no se ve reflejado en la energia de Dreiding, ni en los otros
indicadores de volumen que reflejan las interacciones de Van der Waals. Esto refuerza la

observacion empirica de la necesidad de carga sobre los grupos amino, para obtener actividad
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bioldgica, ya que la demanda estérica en si no resulta significativamente mayor a la de los
derivados con sustituyente 3,4-dibenciloxi, en comparacion

6.8 Analisis de los resultados actividad sobre Toxoplasma gondii.

Retrotrayéndonos a lo expuesto en el comienzo del capitulo, es interesante recordar el uso
diferencial de las poliaminas por parte de los apicomplejos. Este hecho representa entonces
una oportunidad para entender como un compuesto puede estar afectando esta ruta metabdlica
y asi postular posibles blancos de accion para los compuestos preparados en este trabajo de
tesis. Sin embargo es necesario tener en cuenta algunas diferencias sustanciales entre los
ensayos realizados sobre Toxoplasma gondii comparados con los previamente analizados para
Plasmodium falciparum. En primer lugar, el cultivo se realiza en fibroblastos infectados.
Estas células no presentan el mismo comportamiento respecto de las células Vero usadas en
ensayo directo de citotoxicidad y también posee diferencias respecto al glébulo rojo,
hospedadora del agente etioldgico de la malaria, usado en el ensayo de inhibicion del
crecimiento de Pf. Sin bien poseemos los resultados de los ensayos directos sobre células
Vero, el andlisis de la citotoxicidad de los compuestos en las pruebas de actividad
antiproliferativa de Tg permite tener otro resultado de citotoxicidad. En los ensayos en células
infectadas, como los realizados para P fy T g, se esta evaluando la capacidad de las moléculas
para ser transportadas dentro del parasito, debiendo incorporarse primero a la célula
hospedadora. A su vez, un compuesto no solo se enfrenta al pasaje transmembrana, sino que
debe sortear también los mecanismos de detoxificacion por parte de la célula.

Los resultados de actividad obtenidos para los primeros 30 analogos preparados se muestran
en el FIGURA 54. Los ensayos se realizaron con los analogos a una concentracion 1 uM, y

se evaluo tanto la viabilidad del parasito como la de los fibroblastos.
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FIGURA 52.Actividad proliferativa sobre T g.100% indica ausencia de actividad o
citotoxicidad a 1 uM (ver tablas), 0 % indica actividad antiproliferativa con
mantenimiento de viabilidad del fibroblasto.

Como se observa en la FIGURA 52, sélo para analogos de cadena corta (n = 3 y 4) se
obtuvieron buenos valores de inhibicion a 1 pM, con porcentajes de inhibicion del 50% o
menores. Cabe destacar que muchos de estos compuestos que no resultan activos a la
concentracion ensayada, pero poseen a concentraciones mas altas (10 pM) un
comportamiento diferente al encontrado a concentraciones menores, con mayores porcentajes
de inhibicidn, siendo desafortunadamente también mas citotoxicos para fibroblastos.

Con el objeto de determinar un valor ajustado de actividad y poder realizar una comparacién
con la actividad antimalarica, se eligieron los mejores candidatos y se determinaron sus
valores de 1Csp, cuyos resultados se presentan en la TABLA 14.

Los resultados de esta primera aproximacion, indican que el comportamiento respecto a P.f
resulta diferente, a pesar de que los compuestos méas activos en Tg, resulten activos también
en Pf. Otro aspecto interesante a tener en cuenta es la falta de analogia en la actividad entre Pf
(ambas cepas) y Tg Una posible explicacion a esta diferencia podria no tener que ver con que
las células hospederas resultan diferentes entre ensayos y a que el fibroblasto posee
mecanismos de desintoxicacion que podrian estar actuando y generando una diferencia en el

modo de accién de los compuestos.
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TABLA 14. valores de ICs, de los compuestos seleccionados contra Tg y sus propiedades fisicoquimicas.

n R ICso (AM)  TPSA PM  ACEP DADOR volume
1 naftilo 1,74 24,054  354,4 2 2 352,25
2 naftilo 1,59 24,054  368,5 2 2 369,051
4 naftilo 4,45 24,054  396,5 2 2 402,655
1 4-BnO 2,97 42,522  466,6 4 2 458,658
1 4-BnO,3-MeO 1,53 60,99  526,6 6 2 509,748

Este aspecto no puede ser descartado y requiere de estudios especificos que permitan
confirmar que los compuestos fueron efectivamente excretados o metabolizados por las
células hospedadoras

Siguiendo el mismo razonamiento usado en el andlisis de la actividades obtenidas en Pf, se
analizé el comportamiento de la biblioteca de andlogos preparados para estudiar el efecto de
la densidad electrdnica sobre el anillo aromatico. Los resultados obtenidos fueron comparados
con la actividad antimalarica (FIGURA 53).Alli se aprecian diferencias en el comportamiento
de varios compuestos, por un lado los analogos de R=4-F, el derivado N N®bis(4-
fluorobencil)octan-1,8-diamina 43 que posee una muy buena actividad antipaludica (ICso= 0,5
puM) y al mismo tiempo posee actividad anti toxoplasma (inhibe un 75% el crecimiento a una
concentracion 1 uM). De igual modo ocurre con los andlogos de 4-Cloro, tanto para Pf como
para Tg, que presentan actividades de (0,3 UM, y 75% de inhibicion) para el derivado de

octilen diamina.
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FIGURA 53.Comparacion de la actividades de los compuestos entre T. gondii (% de inhibicion de
crecimiento) y los valores de 1Cso(UM) P. falciparum D6 Los derivados 4-F de n =10, 12, resultan inactivos.

En general la biblioteca en su conjunto no presenté un buen perfil de actividad sobre T. g, a
diferencia de las actividades en Pf, con T.g sélo 10 compuestos con un porcentaje de
inhibicién mayor al 50% y de ellos solo 4 con un porcentaje mayor a 75, resultan interesantes.
En los derivados 4-F, 4-Cl y 4-iPr, la actividad aumenta a medida que aumenta el nimero de
carbonos, mientras que los derivados 4-Br y 4-Me tiene un comportamiento independiente del
largo de cadena (FIGURA 54). Los compuestos seleccionados para realizarle una curva de
crecimiento fueron los presentados en la TABLA 12, quedando los derivados halogenados
para ser analizados posteriormente.

Un dato interesante en el andlisis de esta biblioteca surge de observar los valores de inhibicion
gue poseen los derivados de Bencil pentafluor bencilo respecto de su analogo bencilico. Los
compuestos N1, N8-bis (perfluorobencil) octan-1,8-diamina (40), N1, N210-bis
(perfluorobencil) decil-1,10-diamina (41) presentan actividad anti toxoplasma, pero no
presentan actividad antimalérica. Esta particularidad luego fue chequeada, pero no se pudo
obtener una curva de inhibicion correcta, ya que solo se encontré inhibicion del crecimiento a

concentraciones altas. Esto no se repitio en Tg para los anélogos bencilicos, aunque como
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hemos visto previamente, estos ultimos, si fueron activos en Pf. La FIGURA 57 muestra con

mayor claridad los resultados obtenidos tanto en Tg como en Pf.

n Bencil Pentafluor =

8 F F

F
10 -_ F N/\/\éll/\/\/\/H E
12 NT NT H i
F F F

n Bencil PentaFluor F F F y 0 F

8 NA F NS>y F
10 NA F H . .
12 [ NA ]

FIGURA 54.Compuestos 28-30 (derivados de Bencil) 40-42(derivados de PentaFluor), y diferencias en las
actividades contra Tg.(arriba),y contra Pf D6, abajo.(NA: no activo, (ICsq > 4,75ng/ml); NT: No testeado)

El resto de la biblioteca fue analizada comparando el comportamiento en Pf y Tg
determinando la importancia que tiene la demanda estérica en la accién de estas moléculas.
Para ello se comparan los valores de ICs, obtenidos en los ensayos de Pf y los de inhibicion
para Tg, de las familias que presentan grupos no halégenos en posicion para y con un
volumen menor al de un grupo benciloxi (FIGURA 55). Por tanto, se comparan las
actividades de la familia derivada de 4-iPr con los respectivos, 4-Metoxilo, 4-Nitro, 4-Metilo
y con el 4-Bencilo En las tres primeras, la similitud es a partir de la posicién 4 y el espacio
tridimensional que ocupan los sustituyentes, siendo este espacio menor al encontrando para
Bifenilo. En este analisis observamos al Metoxilo y al grupo Nitro sélo en cuanto al lugar que
ocupan en el espacio y no en cuanto las propiedades del grupo en si mismo, ya que pueden
generar interacciones diferentes respecto del metilo y el isopropilo.
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FIGURA 55.Actividades antimaléricas y anti toxoplasma de los derivados con diferentes volimenes en
posicion para.

Los derivados de bifenilo poseen una gran demanda estérica, rigidez y baja polaridad en el
sustituyente. Estos derivados fueron activos contra Pf y muy poco activos contra Tg y solo en
los casos en que las cadenas carbonadas eran cortas, siendo posible que esté relacionado con
su capacidad de formar n-Stacking e interacciones de Van der Waals. Para racionalizar este
comportamiento comparando calculos de pardmetros topoldgicos. En la TABLA 12 se
observa que las familias con sustituyentes isopropilo como para los derivados nitro y metilo
poseen similares valores de complejidad del anillo, superficie polar en 3D de las fuerzas de
Van der Waals, y la Energia de Dreiding. Como se puede observar existen marcadas
diferencias en los parametros para estos cuatro descriptores. Estas caracteristicas similares no
se ven expresadas de igual modo respecto de la actividad bioldgica. Se observa un patrén de
actividad en P. falciparum muy diferente para estas cuatro familias respecto de Tg Una
hipdtesis sustentable, puede estar basada en un diferente metabolismo de los compuestos en el
fibroblasto y comparado con el globulo rojo. Como ha sido mencionado anteriormente, los
procesos de detoxificacion y metabolismo pueden afectar la actividad de un dado compuesto.
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TABLA 15.Resultados de las simulaciones de los derivados n=6, R=iPr, Me, NO,, Bifenilo para

los distintos sustituyentes.

iPr Me fenilo NO,
Sup.Polar 2D (pH=7.40) 33,22 33,22 33,22 124,86
Sup. polar 3D VdW 719,9 598,41 479,32 615,77
E. Dreiding (kcal/mol) 85,95 54,66 107,61 70,1
Complejidad de A. 85 73 247 85

En particular, los analogos con el grupos nitro pueden generar radicales libres y especies
téxicas, siendo a veces mas toxicos para el parasito que para el hospedador.****** En el caso
gue estos mecanismos operen de manera diferencial, justificarian las diferencias encontradas
en ambos parasitos. La imposibilidad de ensayar los compuestos con el parésito libre es en

este sentido un inconveniente.

TABLA 16.Actividades de las bibliotecas seleccionadas segin el tamafio
R=pirroilo R= furfurilo R= Naftilo

n Pf D6 Tg %lnh. PfD6 Tg %inh. PfD6 Tg
(LM) (1 pM) (LM) lp™M) (M) %lnh.

(1 M)
3 NA CT NA 25 6,24 100
4 NA NT NT 25 5,54 75-80
6 659 NT 5,95 25 NT NT
8 4,26 25 4,79 25 2,21 NT
10 167 25 4,33 25 7,69 50
12 NA 25 6,85 25 0,88 50

CT: Citotoxico para fibroblasto, NR: no realizado, NT: No

testeado; NA: No activo

R/\NHN/\R
H nH

Teniendo en cuenta, los interesante resultados encontrados para los derivados de bifenilo,

decidimos completar el estudio con la determinacion de actividad de los andlogos de naftilo,
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furfurilo y pirroilo.. Si bien la sintesis cursd sin inconvenientes, dos de los analogos no
pudieron ser ensayados. Los resultados de actividad antimalarica se presenta en la TABLA
16.

El analisis de los resultados muestra ciertas particularidades que requieren ser estudiadas con
detenimiento. Contrariamente a lo encontrado anteriormente, esta familias presentaron
compuestos inactivos contra P f y con cierta nivel de actividad contra Tg .En general las
actividades fueron menores y por lo tanto esta zona del espacio quimico no resultaria de
interés. En el caso de los derivados de pirroilo, fueron inactivos o de baja actividad tanto en Pf
y como en Tg

Para el caso de los derivados de furfurilo, si bien todos resultaron activos, tanto en Pf como en
T.g quedan fuera de rango para considerarlos como lideres. Una vez mas existe un
comportamiento asimétrico de los compuestos hacia los dos parasitos, en donde se observan
una modesta actividad antimalarica, y pero una moderada a nula actividad anti toxoplasma
Esto indicaria que el modo de accion seria diferente en ambos parésitos, pero debido a la falta
de una tendencia marcada y diferencias de actividad, su andlisis no resulta pertinente. Para la
familia del naftilo las actividades siguieron la tendencia esperada, siendo moderadamente
activos en ambos paréasitos, siendo méas activos los andlogos mas largos en Tg y los de
cadenas mas cortas lo de mejor actividad antimalérica. Un caso llamativo es el analogo
(R=naftilo, n=3) que presenta la mejor actividad contra P f. Este resultado se correlaciona
perfectamente con el encontrado para el derivado de bifenilo, lo que indicaria que la
combinacion de anillos aromaticos condensados y diaminas cortas generan analogos con gran

potencial como agentes antimaldricos.

-92-



“Cada dia sabemos mds y entendemos menos.”

7. POLIAMINAS Y TRIPANOSOMATIDOS.



7 POLIAMINAS Y TRIPANOSOMATIDOS.

7.1 Poliaminas y su metabolismo en tripanosomatidos.

0%

e Los tripanosomatidos presentan similitudes y diferencias

antiparasitaria

metabolicas los convierten en un objeto de estudio muy atractivo. Una
de las diferencias mas importantes se da en el ciclo de vida. T. cruzi y L. donovani poseen un
estadio intracelular, mientras que T. brucei no lo posee.

La poliaminas juegan un importante rol importante en el ciclo de vida de los
tripanosomatidos, siendo necesarias en la invasion, proliferacion intracelular y la progresion
de la infeccion.'*

En cuanto a su metabolismo, Tb y Ld son similares pero difieren respecto de Tc debido a que

esta Ultima no posee la ODC (FIGURA 56). La ausencia de esta enzima en T cconvirtien a

este organismo en auxotrofo para putrescina.®® '
Tbrucei sl ooy Mok
[amgenm | S ﬁfwﬁ e
N —“— < 1‘ )
transportadgres? / | L7 k\ :
s V,

.08 Fipomasigoles.

‘e rarsfoman en epmasigotes
La mosca se-se, al almentarse, l
ingiere los Fipomasiigoles \
;msmmsanw o periérica | | i‘

Y-’
\_. * e
Losri
-2;33.'?’;?;554”" " Tomasigts n soge
o

T(SH)F=== T,

Nl

ROS

T.cruzi

oDc
AdoMet

Put = dcAdoMet
SpdS
Put = dcAdoMet

Spds

— TS,

Nt

TryR
T(SH), - TS,

\ ROS

FIGURA 56 Comparacion de rutas metabdlicas de poliaminas en tripanosomatidos y sus ciclos de vida

De manera resumida la biosintesis incluye la espermidina sintasa (SpdS; EC 2.5.1.16) que
transfiere un grupo aminopropilo proveniente de la S-adenosilmetionina descarboxilada
(dcAdoMet) a la putrescina, generando espermidina, que continua hacia la formacion de
tripanotion.**#!**1% Existe evidencias de la existencia de una ruta catabdlica de las

poliaminas, integrada por las enzimas poliamino-oxidasa (PAO, EC 1.5.3.13) y la

-03-



espermidina/espermina N-acetiltransferasa (SSAT, EC 2.3.1.57). Esta via catabolica en
tripanosomatidos no se ha sido validada aun

Existe consenso acerca de la existencia e importancia de los transportadores de poliaminas de
bajo peso en las tres especies en estudio. En efecto, han sido identificados transportadores en
Tc, Ld y Th.2° 7770199 para e] caso de Tc, los estudios en el genoma han permitido identificar
unos 374 genes que representan canales idnicos, transportadores dependientes de ATP y
transportadores secundarios.”® Entre estos, se logré encontrar una familia de permeasas de
aminoacido/auxina (AAAP, de su sigla en inglés) cuyo estudio permitié caraterizar un
transportador de alta afinidad para espermidina, que en T. cruzi se biosintetiza en baja

proporcion.®® 148

7.2 Actividad de las colecciones sobre T. brucei brucei.

En la FIGURA 57 se muestran los resultados de la evaluacion de las familias de compuestos
estudiados en este trabajo de tesis en la forma sanguinea de T. brucei brucei. Uno de los
problemas comunmente encontrados en la determinacion de actividad bioldgica de
compuestos es la solubilidad. Si bien se cuenta con soluciones madre de los compuestos en
DMSO, una vez que se adiciona al medio, el compuesto puede precipitar. Es por ello que los
distintos compuestos tuvieron, en algunos casos problemas de solubilidad en el medio de
cultivo utilizado. Sin embargo, salvo algunas excepciones, la mayoria de los compuestos

pudieron ser ensayados.

[l 4-OMe
B 40Bn
@ 3-OMe, 4-OBn
B 4-Ome, 3-OH
_ Flﬁ'f':l:glzo m4-H
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FIGURA 57 .Gréfico de actividad contra T. brucei brucei forma sanguinea ICs, ("M). Sustituyentes en

posicion 4 del anillo (eje Y) y largo de cadena (eje X).
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A partir de estos datos se analizaron ciertos pardmetros fisicoquimicos que influyen no sélo

en la actividad de los compuestos, sino también en sus propiedades toxicoldgicas y

farmacologicas. En particular es importante a la hora de evaluar el desempefio de la biblioteca

el cumplimiento de las reglas de Lipinsky y la capacidad de atravesar membrana usando los
valores de LogP, PM, TPSA.(FIGURA 58 y 59)
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FIGURA 59. Valores ICs, medidos de la bibliteca de analogos con funciones oxigenadas contra n(largo de

cadena) segun el valor de TPSA (A?)

La observacion de la FIGURA 58 claramente demuestra que, independientemente del

sustituyente del anillo aromético, la lipofilicidad es altamente dependiente del largo de la
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cadena alifatica, teniendo de este modo mejor perfil farmacoférico los analogos de mayor
namero de carbonos. Por otro lado, en la FIGURA 59 se aprecia que los compuestos con
cadenas de 10 y 12 atomos de carbono posee el mejor perfil de actividad, con valores de
TPSA entre 24,1 y 83. Los derivados con sustituyentes 4-Benciloxi y 4-Benciloxi, 3-Metoxi
poseen buenas actividades en los analogos de cadena corta con valores de TPSA entre 42,5y
61.

Un aspecto critico para que un compuesto sea un buen candidato para el tratamiento de la
tripanosomiasis africana, es que los compuestos sean capaces de atravesar la barrera
hematoencefélica. De este modo, ademas de la actividad, deberan cumplir este requisito, para
lo cual deberan poseer valores de logBB entre 0,3 y 1,0. Como resultado de este analisis, los
compuestos mas activos que presentan el mejor perfil farmacoldgico son los mostrados en la

TABLA 16. Muestra los valores de inhibicion 1Cs, contra T. brucei, y los valores de LogBB calculados junto

con otros predictores.

R/\NHN/\R
H nH
n R IC so(uM) areaA® Volume A° logBB
12 Bencil 0,19 483,18 528,16 1,01
10 Bencil 0,61 443,03 485,64 0,85
8 Bencil 1,18 411,73 443,85 0,74
12 4-BnO SP 674,4 780,69 1,26
10 4-BnO 0,62 634,89 738,68 1,11
8 4-BnO 0,2 595,35 696,58 0,96
12 4-BnO , 30Me 0,11 738,95 837,91 1,08
10 4-BnO , 30Me 0,11 708,46 797,35 0,97
8 4-BnO , 30Me 0,19 661,7 755,4 0,78

Al momento de contar con estos compuestos y sus resultados de actividad decidimos expandir
el estudio hacia el espacio quimico adyacente con el fin de explorar cuales era la respuesta
frente a una mayor demanda espacial y a la presencia de heteroatomos en el anillo. Se
prepararon con este fin, derivados de metilen-bifenilo, metilen-naftilo, metilen-furfurilo y
metilen-pirroilo y se compararon con los derivados de bencilo. Los resultados de la actividad

de esta nueva familia y la lipofilicidad calculada se muestran en la FIGURA 60

-96-



milogP vs IC50
35000

30000 o 00

25000
naftilo bhifenilo Bencilo pirroilo Furfurilo @ij\)vv&\m

20000 4
‘l“ N O |

15000 Mot !
. |

10000

5000
Activo No Activo (o]
1000 |NISEEGE 0

FIGURA 60. Los valores de la tabla corresponden al I1Cs, ("M). En el gréfico se muestran los valores de
miLogP vs ICsy en nM, destacandose las estructuras correspondientes a cada uno.

Los anélogos con sustituyentes pirroilo y furfurilo presentaron valores de TPSA entre 40 y 55
A? y de miLogP menores a 6,11; presentando en su mayoria, pesos moleculares menores a
500 Da. Estos compuestos cumplen entonces con tres de las reglas de Lipinsky, teniendo
perfiles atractivos como candidatos a drogas. Los compuestos més activos de esta region del
espacio quimico explorado resultaron aquellos que presentan bajo peso molecular. Esto ocurre
en particular con los derivados de naftilo y bifenilo y si bien el mapa de calor (FIGURA 60)
muestra derivados de furfurilo y pirroilo activos de alto peso molecular, estos no resultan
significativos al observar el comportamiento general de la biblioteca. Es interesante notar que
estas dos familias muestran correlacién entre el largo de cadena y actividad, disminuyendo su
ICs0 a medida que aumenta el largo de cadena.

Un problema encontrado en el caso de los analogos del naftilo de n=8,10, 12 (52, 53, 54 y el
derivado de pirroilo de n=4 (77) es que resultaron poco solubles y no pudieron se ensayados.
Una posible solucion a este problema fue preparar los clorhidratos correspondientes. Si bien
se completo la preparacion, los ensayados no se pudieron terminar para ser incluidos.

Como conclusion de este estudio, se puede mencionar que en los analogos de furfurilo y
pirroilo, existe aumento de la actividad en el sentido opuesto al encontrado para los derivados

de bencilo, fueron més activos a medida que aumenta la distancia entre los grupos amino. Esta

diferencia en el perfil de actividad, nos indicaria
un posible cambio en el blanco molecular
relacionado al volumen del sustituyente. Si bien
resulta necesario el estudio diferenciado de los mecanismos, los resultados prometedores de

los derivados de naftilo los posiciona como interesantes lideres para un futuro desarrollo.
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Otros porcion del espacio quimico estudiado proviene de 5
derivados 4-Nitro y 4-iPr.(FIGURA 61 ) El uso de nitro- |\ i N

N\

S N—N o) o
deri . ) , : oF \__/ \
erivados unidos a heterociclos como farmacoforos ha sido
X

Nifurtimo

ampliamente utilizado, tanto en drogas antibacterianos, como
tripanocidas. En este ultimo caso, se destaca el Nifurtimox, usado en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. EI modo de accion de esta droga ha sido ampliamente estudiado e
involucra la generacion de especies reactivas de oxigeno y recientemente Wilkinson y otros,
encontraron que una nitroreductasa tipo Il presente sélo en el parasito, que produce la
activacion generando derivados citotoxicos.”® ¥

El andlisis de los resultados para los derivados nitro e isopropilo mostraron una interesante
correlacion entre el largo de cadena y la actividad, comportamiento observado también para
los analogos de bencilo, si bien los valores de inhibicion de estos ultimos no fueron mejores.
(FIGURA 61). En el caso de los derivados nitro, este comportamiento nos permite inducir
que existiendo correlacion entre la actividad y el largo de cadena, la activacion por una
nitroreductasa y la liberacion de metabolitos tdxicos no seria el principal mecanismo de
accion. De todos modos, esto no debe ser descartado y requeria estudios ulteriores con la

enzima.
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FIGURA.61 (a) Actividad tripanocida (ICs,, M) en forma sanguinea de T. brucei. n=largo de cadena; R= H;
i-Pr y NO,. (b) Correlacion actividad-largo de cadena para los derivados de isopropilo.

Para el caso de los derivados de R=4-iPr el comportamiento resulta diferente respecto de los
otros dos. En primer lugar, el perfil de toda la serie es mejor que los anteriores, teniendo el
menos activo un valor de 1Csp= 600 nM (n=12) siendo los més activos los derivados de
cadena corta (n =4 y 6, ICs0= 29 nM) ) (FIGURA 61b). Es de destacar en esta serie de
analogos, los nitro derivados mostraron un comportamiento diferencial con respecto a los que
poseen isopropilos en sus estructuras. En efecto, estos ultimos poseen una relacion estructura-

actividad que sigue la misma conducta encontrada para los derivados R= 4-BnO , 4-fenil entre
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otros. En todos estos casos los compuestos con diaminas de 4 ¢ 6 atomos de carbono fueron
los mas activos, disminuyendo la actividad a medida que aumenta el largo de cadena. Por el
contrario, en el caso de los compuestos R=4-NO, los mismos tuvieron un comportamiento
contrario, aumentando la actividad con el largo de cadena. Este hecho llamativo podria indicar
un respuesta ligada a la menor densidad electronica en el anillo aromético que producen los

grupos nitro, teniendo el isopropilo un comportamiento opuesto.

Contando con la actividad de la totalidad de los compuestos
preparados se completé el andlisis del perfil farmacol6gico /_,</ ﬂ\
determinédndose los valores de ADME. Es importante destacar en este N N

punto, que tanto ClogP, PSA vy la polarizabilidad son parametros Q O
ligados fuertemente al transporte pasivo a través de la membrana

hematoencefalica. En cambio, la lipofilicidad es un factor AIprazoIaCrL
determinante en la farmacocinética y farmacodindmica de las drogas. o Q(NHz

En todos los casos estudiados de drogas que actlan a nivel del N Q
Sistema Nervioso Central, como es el caso de carbamazepinas, O B

alprazolam y otros, el aumento del LogP produce un aumento en
Carbamacepina

capacidad de atravesar la membrana mediante mecanismos pasivos.

En cambio, el aumento de la superficie polar (PSA o TPSA), con la concomitante
disminucion del LogP, contribuye negativamente a la difusion BH (Barrera
Hematoencefalica).

En la FIGURA 62 se muestran las correlaciones entre pardmetros farmacol6gicos para todos
los compuestos preparados. Como se puede observar existe un 27 % de la coleccién con
valores de Log P y PM, menores a 5 a 500 respectivamente. A su vez, un 27 % posee un
volumen menor a 500 A%y una miLogP menor a 5. Finalmente, el 30% posee valores de Log
BB entre 0,3 y 1,0 y volumen entre 300 y 500 Al
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FIGURA 62. Correlacion entre PM vs.logP, milogP vs.volumen y logBB vs.volumen

Tomando los anédlogos que cumplen

estos requisitos y los mejores perfiles de actividad

antiparasitaria, podemos concluir
~N
o)

que los compuestos 15, 31, 32 y 58 O@

. . 15 H
son los que poseen el mejor perfil N/\/\/\/N\/@

; H
como posibles drogas contra la OQA ICsy 0,19 UM
tripanosomiasis  africana.  En O/ O log BB: 0,63
vol:401,8 A3

funcién de los valores de ADME
encontrados, los mismos tendrian altas chances de cruzar la barrera hematoencefalica, hecho

que desde luego deberé ser demostrado experimentalmente.

7.3 Actividades de las colecciones sobre T. cruziy L. donovani.

7.3.1 Introduccion.

148,149.1%0 g0 astydiaron derivados de

En trabajos pioneros de Bitonti y otros. y Woster y otros,
poliaminas tanto en parasitos, como en lineas celulares de cancer. El racional detras de este
esfuerzo se encontraba en el rol fundamental que juegan estos metabolitos en el desarrollo en

células, en el metabolismo redox, y en relacion con el ADN. Ejemplo de estos esfuerzos se
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encuentran los analogos de la familia MDL, mencionados previamente. Estos compuestos
fueron ampliamente estudiados, tanto en lineas celulares oncol6gicas, como en
tripanosomatidos y Plasmodium spp.” En el caso de la actividad en tripanosomatidos, y en
especial para Ld, fue posible identificar el modo de accion, teniendo tanto in vitro como in
vivo, un efecto sinérgico con el D,L-o-DFMO.™ Al estudiar el efecto conjunto de las
poliaminas naturales y las drogas de la familia de los MDL y el D,L-a-DFMO, observaron
que la biosintesis de poliaminas era inhibida por el D,L-a-DFMO por inhibicién especifica de
la ODC. Esto a su vez producia una disminucion de los niveles de putrescina y espermidina,
en cambio, el MDL 27695 no alteraba los mismos. En el estadio epimastigote, Tc es incapaz
de sintetizar putrescina de novo desde ornitina o arginina, siendo el tratamiento con D,L-o-
DFMO inefectivo, sin elevar la concentracién de putrescina.”™ "® *° Esto contrasta con los
otros tripanosomatidos que contienen ODC activa, como Ld, Tb y C. fasciculata, en los cuales
el tratamiento con D,L-a-DFMO incrementa su concentracion.**

Con respecto al mecanismo de accion de diaminas en su actividad contra células cancerosas y
sobre las interacciones con el ADN, los estudios desarrollados por Burns y otros,”® , Casero Jr

y otros, 52153 |garashi y otros!5415156

sirven como punto de partida para postular probables
mecanismos de accién.** En efecto, los estudios permitieron a los autores postular que
grupos amino interaccionarian con los grupos fosfodiester del esqueleto de los acidos
nucleicos, mientras que las porciones aromaticas de los anillos acrecentaria la afinidad en los
sitios hidrofébicos (posiblemente mediante una union intercalativa). Esto Gltimo pudo
demostrarse en los resultados sobre lineas celulares de cancer en donde se pudo obtener una
mejora de hasta 300 veces en el poder citotdxico mediante modificaciones sobre los anillos
aromaticos de un esqueleto central de diaminas N,N’-disustituidas.lSY’108 Estos antecedentes,
sumado al hecho de contar con las actividades en tres parasitos que poseen un metabolismo de
poliaminas distinto y en el caso de Tc y Ld, resultados en otro estadios de sus ciclos de vida,
nos permitiran analizar que caracteristicas proveen los mejores perfiles de actividad y cuales
son las propiedades fisicoquimicas necesarias que permiten obtener los mejores resultados..
De manera complementaria, el estudio de exposicion prolongada (MTA), estudios
enzimaticos y de rescate, permitiran obtener evidencias sobre el mecanismo de accion y

proponer posible blancos de accidn que contribuyan en el mecanismo.

-101-



7.1 Resultados obtenidos del ensayo de HTS.

Los estudios con derivados de poliaminas mayormente han sido ensayados en epimastigotes
de Tc o promastigotes de Ld, sin haberse determinado la actividad en el estadio amastigote de
ambos parésitos. Doyle, Engel y otros han demostrado que los ensayos en amastigotes
intracelulares resultan mejores predictores de la actividad in vivo respecto de los estudios en
epimastigotes. Los ensayos en epimastigotes no son Utiles en modelos crénicos, mientras que
los ensayos en amastigote tanto axénicos como intracelulares, permiten predecir mejor el
comportamiento, pero lo que no permiten los estudios intracelulares es determinar si el
compuesto recibe modificaciones que lleven a su actividad.’® El estudio inicial de las
actividades se realizd en los estadios promastigotes (Ld) y epimastigote (Tc), habiendo
ademas determinado la actividad en el estadio amastigote de ambos paréasitos. ElI hecho de
poder determinar la actividad en ambos estadios permite obtener un perfil de relacién
estructura-actividad comparativo entre estadios.

Los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicion de epimastigotes y amastigotes de Tc para
toda la coleccion se presentan en la FIGURA 63. En primer lugar se debe aclarar que no fue
posible obtener todos los resultados en epimastigotes debido a problemas de solubilidad Sin
embargo, este problema no existio en el ensayo de amastigotes, probablemente debido a que
los medios en los que se realizan ambos ensayos son diferentes.

El analisis de la actividad en epimastigotes mostré que los compuestos con funciones
oxigenadas (R= 4-benciloxi y R= 4-benciloxi 3-metoxi-) se halla en niveles submicromolares,
mientras en general la actividad del resto de la biblioteca se encuentra a nivel micromolar, lo
que muestra la bondades de la estructura privilegiada seleccionada, convirtiéndose en un
excelente objeto de estudio.

El anélisis de la FIGURA 63 muestra que existen zonas calientes, donde se observa una
mayor actividad de los compuestos y que estas difieren de un estadio u otro. Estas diferencias
podrian deberse a activaciones intracelulares en el hospedador que generarian compuestos
mas activos u otro mecanismo que permita facilitar el ingreso al parasito aumentando la
concentracion interna. Este es el caso de los analogos de isovainillina, que tienen una mejor

actividad en amastigotes que en epimastigotes.
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4-MeO 4-BnO 4-BnO 3-MeO 3.4-diOBn 40Me 30H 4-H naftilo Bifenilo 4-iPr 4-NO2 Furfuoilo Pirroloilo

E 4-MeO 4-BnO 4-BnO 3-MeO 3.4-diOBn 40Me 30H 4-H naftilo Bifenilo 4-iPr 4-NO2 Furfuoilo Pirroloilo

FIGURA 63. Arriba: Mapa de calor amastigotes de T. cruzi cepa Y en células de musculo fetal bovino BESM
(ICsp, 30 se refiere a mayor de 20 uM, o citotoxicidad a 10 pM.). Abajo: Mapa de calor del comportamiento en
epimastigote de T. cruzi. SP: problemas de solubilidad. NT: No ensayado

La FIGURA 64, permite observar el relativo éxito de las bibliotecas obtenidos en funcion de
la comparacién con las drogas de referencias usadas como control (cuyos descriptores

farmacoldgicos se muestran en la TABLA 16) en el ensayo con los parasitos extracelulares.

TABLA 17 Propiedades de las tres drogas usadas como control.

milogP TPSA AC DA Ld (ICsp) Tc (ICsp)
Anfotericina 2,489 319,609 18 13 0,001
Pentamidina 0,709 108,708 8 0 4,4
Nifurtimox 1,494 118,218 6 6 2.1

AC: aceptores de pte H, DA: Nimero de atomos dadores de pte. H.

En el caso de T.c. 40 compuestos fueron mas activos que nifurtimox y para L.d. mas de 63y 7

resultaron mas activos que pentamidina y anfotericina B, respectivamente.
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FIGURA 64. Comparacion de actividad parasitaria de la coleccion contra drogas control.

El analisis de los resultados obtenidos requiere un estudio comparativo por familia. En el caso
de los andlogos de N,N-bis-bencil-diamina, las diferencias en las actividad se pueden
racionalizar a partir de la modificacion sobre la posicion para, con la presencia de la funcién
oxigenada. La TABLA 18 muestra los parametros mostrados previamente para estos
derivados (R=H), junto con las actividades en amastigotes y epimastigotes de Tc y en

promastigote de Ld.

TABLA 18 . Caracteristicas fisicoquimicas e 1Cs, (UM). (ac: Aceptores de puente Hidrogeno; da: dadores de
puente Hidrogeno)

\Hﬂ

n Solubilidad miLogP TPSA ac da Ld(p) T.c(e) T.c(a)
3 -2,87 2,951 24 2 2 2,8 10 1
4 -3,14 3,221 24 2 2 50 10 20
6 -3,68 4,232 24 2 2 4,1 10 20
8 -4,22 5,242 24 2 2 33 10 30
10 -4,76 6,252 24 2 2 0,6 8,1 20
12 5,3 7,263 24 2 2 06 0,5 30

Como se puede observar en las formas extracelulares la actividad mejora con el aumento de la
cadena carbonada. El resultado de actividad obtenido tanto por nuestros colaboradores, como
por otros grupos de trabajo sobre compuestos estos compuestos 0 similares, se encuentran
dentro del mismo rango para cepas diferentes de Ld o Tc. La particularidad de esta familia, es
gue el miembro mas activo en el estadio amastigote es el de n=3, en cambio en las formas
libres ocurre los mejores resultados se dieron para las compuestos de cadenas largas.

En el caso de los analogos oxigenados, se observa en los compuestos de n=6, que las
actividades en epimastigotes de T.c. para los analogos de R=4-Metoxi y los R=3-Hidroxi-4-

Metoxi, los cuales eran inactivos, pasan a tener actividad en amastigotes.(TABLA 19) Ambas
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familias poseen diferencia importantes en el nimero de atomos donores y aceptores de puente
hidrégeno, distinta densidad electronica sobre el anillo, diferencias en superficie polar, etc.

TABLA 19. Resumen de actividades y propiedades fisicoquimicas de analogos con funciones oxigenadas.

SSRAN RS
. T.c T.c
R n sol milogP  TPSA ac da Ld(p) (@) (a)
1 -2,91 3,06 42,52 4 2 1,24 10 20
2 -3,18 3,33 42,52 4 2 8,52 10 20
. 4 -3,72 4,32 42,52 4 2 6,73 10 0,2
4-metoxi 6 -426 535 4252 4 2 156 10 30
8 -4,8 6,37 42,52 4 2 1,45 2,3 20
10 -5,34 7,37 42,52 4 2 1,75 NT 30
R n sol miLogP TPSA ac da L.d T.c T.c

(p) (e) (a)
NA 10 30

NA 10 30
43,75 10 3,2
44,41 10 30
4,49 10 13
4,31 3,938 30

-2,31 1,63 82,98
-2,85 1,89 82,98
82,98
-3,93 3,92 82,98
-4,2 4,93 82,98
10 -5,01 5,94 82,98

3-hidroxi-4-metoxi

coO O B~ N
[
w
w
Yo
Ung
Xe]
=
a O OO O O O
EE T T S R S

De las dos series, solo existen dos derivados de 4-metoxi que puedan calificar como buenos
candidatos. Por una lado, en promastigote de L. donovani encontramos en los derivados de 4-
Metoxi (n=3) posee una actividad cercana a 1 uM: Si bien estos compuestos no poseen indice
de selectividad alto (ver anexo) presenta caracteristicas que pueden ser interesantes en futuras
campafas de optimizacion, que incluyen su estructura simple y facil preparacion. Por otro
lado, en T. cruzi, resulta atractivo la actividad en amastigotes del derivado de la 1,6-
hexilendiamina que presenta actividad submicromolar (0,2 uM). Para el caso del amastigote
de L. d. no se determiné el ICsp, pero en el estudio de HTS a una concentracion de 10 uM
presentd una inhibicion del crecimiento del 65% (ver Apéndice), para un nivel de
citotoxicidad a esa concentracion del 56%.

Este tipo de comportamientos de los compuestos se intenta explicar a partir de la solubilidad
de los mismos a membranas y su posterior concentracion dentro de las células.

Para entender ain mejor la posible relevancia del aporte del volumen, en esta posicién en la
actividad de estos analogos. Se comparan los derivados 4-Benciloxi, 4-Benciloxi 3-Metoxi
(TABLA 20).
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TABLA 20: Comparacion de actividad en tripanosomatidos para derivados oxigenados.

4-H 4-BnO 4-BnO , 3-MeO
Tc T.c (a) L.d Tc T.c (a) Ld Tc T.c (a)
n | Ld(p (euM (LM) (P) __(e)uM (uM) () __(e)uM (uM)
1 (11,01 10,00 1,00 0,26 0,78 1,40 0,23 0,81 30,00
2 18,63 10,00 20,00 |0,04 0,76 20,00 (0,24 0,73 20,00
4 13,83 10,00 20,00
6 | 10,17 10,00 30,00
8 | 1,76 8,10 20,00 10,00 14,0
10| 158 0,56 30,00

T. cruzi (a) : amastigotes de T. cruzi el valor representado indica 30, no activo, citotoxico a 20 uM ; y 20 :No
citotoxico, no activo a la concentracion de 20 uM; cuando hay un valor distinto de 20 0 30 indica el ICs,. NT:
No testeado; SP: problemas de solubilidad.

En el caso de amastigotes de Tc, los derivados R=4-BnO presentan actividad dependiente del
largo de la cadena carbonada, siendo el mas activo el derivado con n=6 que posee un
excelente 1Cs de 0,36 uM. Con estos datos, la hipotesis a confirmar en modelos animales, es
si estos compuestos permiten para tratar ambas etapas de la enfermedad. A diferencia de los
que ocurre en epimastigotes, los derivados de R=3-Me0O,4-BnO son practicamente inactivos
en amastigotes.

Continuado con el analisis, en la Figura 65 se grafica la relacion entre la actividad en
promastigotes de Ld y el largo de cadena. Se observa que los miembros con cadenas cortas
son mas activos. A su vez, la actividad mejora a medida que aumenta el nimero de atomos
aceptores de puente hidrogeno, a pesar de que no cambia la cantidad de &tomos donores. Esto
supone un aumento del TPSA y del miLogP, lo cual por un lado, aumenta la permeabilidad de
membrana y por otro las interacciones en el sitio de union. Este hecho queda demostrado al
observar el comportamiento de la familia de R=4-BnO en amastigotes de Ld en donde 4 de

ellos son activos a nivel intracelular (ver anexo).
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FIGURA 65. Extracto de las actividades (ICs) de Promastigotes de L.d en pM y las propiedades moleculares
de la familia.(a: aceptores de pte H, d: dadores de pte)

Para reafirmar los conceptos observados en Tc, los valores en Ld resultan ain mas llamativos
si observamos la tabla de actividad y los porcentajes de inhibicion obtenidos en amastigotes,
sobre los anéalogos con funciones oxigenadas. Como se dijo anteriormente, los resultados
corresponden a un porcentaje de inhibicion respecto a Anfotericina B, ya que se trata de un
solo punto de la curva de dosis que se le aplica por Unica vez al cultivo. Como podemos
observar en la FIGURA 66 hay zonas en donde en las actividades en promastigotes fueron
buenas y que mejoraron notoriamente en amastigotes. Nuevamente observamos una
correlacion entre lo observado en Tc y Ld, Lo que indicaria que en ambos casos el blanco
molecular podria ser el mismo. Cabe destacar que las células mamiferas utilizadas son de

distinta linea celular y por lo tanto las citotoxicidades resultan diferentes.

Amastigote % inhib.a N

10 uM 3 4 6 8 10 12

4H 95* 34,1 34,16 -44.,8 40,2 NT

40Me 67,4 59,5 84,01 NT 8,16 16,7

40Bn 66,7 76* 88* 76,4 48,1 NT
30Me.40H 55,47 -67,6 -0,9 -45,8 68,89 NT
30Me,40Bn 66,3 91* 25,2 90* NT
Promastigotes I1Csq 10 12
H 1,75 1,76
OMe 1,45 1,82
OBn 4,6 1,18
3-OH,4-MeO 4,5 NT
3-MeO ,4-BnO 1,2 1,23

FIGURA 66 . Mapas de calor y valores de porcentaje de inhibicion e 1Cs. Para el porcentaje de inhibicion a
10 uM de Anfotericina B es de 100%.(*. porcentajes corresponden a otra concentracion de compuesto evaluada).

-107-



Ademaés de estudiar los compuestos a una concentracion fija (10 uM) se extendio el estudio a
concentraciones inferiores para refinar los resultados de los compuestos que presentaban el
mejor perfil en epimastigotes. En este estudio se realizaron diluciones sucesivas y se observo
la inhibicién del crecimiento obteniendo resultados muy alentadores. En la FIGURA 67 se
muestran los valores de inhibicion obtenidos a cada concentracion. Como se observa en la
FIGURA 67A las mejores actividades para los analogos de los distintos largos de cadena,
ocurre a una concentracion de 0,5 uM, lo que resulta un excelente valor de actividad. Dentro
de los analogos activos se encuentra también el derivado de n=6, R=4-BnO que fue el méas
activo en Tc intracelulares. Teniendo en cuenta esta observacion, es posible postular un
modelo en el que el anclaje de los grupos aminos y cierto espacio intermedio que permite
acomodar la cadena dejando a ambos lados los grupos bencilicos que ocuparian sitios
hidrofobicos.

N n
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 0
Hn=3 Hn=3
05 025 16 .
A 0.0625 B n=4 5 025 g1p5 o —
n=6 n=10

FIGURA 67. Porcentajes de inhibicion (amastigotes Ld). n =nimero de carbonos concentraciones (LM), para
los A) R=4-Benciloxi. B) R=3-hidroxi4-Benciloxi.

Uno de los puntos analizados en los estudios de Woster y Bitonti, es el nimero de grupos
aminos y los sustituyentes a partir de los aminos externos, en funcion del volumen ocupado y
las propiedades fisicoquimicos. En la TABLA 21 se resumen los analogos estudiados por
Woster y sus actividades antitumorales.
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TABLA 21.
# Estructura ICs0 (UM) logP  SP(2D)

w1 )\O\,HWHWHWH/Q/L 41 483 66,44
AN AN B s '
W2 H OY 42 565 49,83

W3 (N TN T TN T 42 564 61,86
New e Mo O
j o

W4 O = O 4,0 6,46 49,83

\N/"\\/\N/\\/\N/\\/\N/

W5 ‘ H H H H ‘ 4,1 6,65 66,44
\Nq\/\Ng\\/\/N&, O

W6 g 46 747 4983
KN/\/\N/\/\/\N/\\_/\N.

W7 H H H H 3,8 7,61 66,44

H H H H
w8 %@/NWNWNWMQX 42 543 6644

@
W9 ) ,HWNMN/ 4,2 8,24 49,83
H H O

(ICso: en células tumorales L1210)*°

Estos compuestos solo se ensayaron frente a células tumorales y se pueden comparar con los
valores de citotoxicidad de las colecciones de derivados de diaminas sintetizados. Este trabajo
es importante también para analizar como la actividad es modulada por la cantidad de grupos
amino. Los resultados resumidos en la TABLA 21 muestran que en este caso los sustituyentes
de diferente volumen y las distancias entre los nitrégenos produjeron no afectaron la

actividad. En nuestra biblioteca, que posee menor numero de atomos de nitrogeno, se
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esperarian cambios debido a la modificacion de la superficie polar y de las interacciones
puente hidrogeno que tienen impacto en otras propiedades como la solubilidad. El analisis de
la lipofilicidad de la coleccion de compuestos preparados se muestra en la FIGURA 68.
Como se puede apreciar, clogP es dependiente del sustituyente de anillo aromatico y
proporcional al nimero de carbonos de la cadena, lo que globalmente produce un rango
amplio que va desde O hasta 12. La diferencia con los compuestos reportados por Woster
radica en la mayor cantidad de nitrégenos presentes en la molécula, lo que modula la

lipofilicidad, siendo menos susceptibles al efecto de los sustituyentes.

14

12 -
10 L ] 4
. -
a 8 o ® Py -
o o - )
S 6 ® = - -
= o ) ®
4 e 9 o
s o v ° ° ®
2 g s < °
- El
0 $ o
0 5 10 15

n= Numero de atomos de carbono

FIGURA 68. Relacion entre clogP y el aumento del nimero de carbonos. (cada color representa una familia

de la biblioteca)

En nuestro caso, la menor cantidad de nitrégenos y el aumento de la cadena carbonada
provocan que la coleccién posea parametros farmacoldgicos variables, generando compuestos
con un amplio perfil de actividad. En particular, un aumento de la lipofilicidad, tendria efectos
importantes en la actividad en los parasitos intracelulares debido a una mejor penetrabilidad
de membranas.

En esta punto es posible discutir la generacion de un modelo farmacoférico para los derivados
de diaminas. En primer lugar, partiendo de los derivados de poliaminas reportados por Woster

y col, Fairlamb y col y Bitonti y col 10 132 134160.161

surge un posible modelo que poseeria 4
centros de unidn o anclado relacionado a la cantidad de nitrégenos presentes en los analogos
mas activos. (FIGURA 69) Para este andlisis consideremos la actividad en Pf del derivado
MDL 27847, (14 uM), mientras el derivado equivalente de nuestra coleccion, el andlogo 29
(N*,N*-dibencil-decano-1,10-diamina) posee una ICso es 0,48 pM, siendo 28 veces més
activo. En cuanto a la actividad de MDL 27847 en promastigote de Ld,** presenta una
inhibicién a una concentracion de 1,0 puM, mientras que el analogo 29 posee un ICs

comparable (1,75 uM ) que avala la simplificacién molecular. Otro aspecto a tener en cuenta
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es que los derivados N,N,N’,N’-tetrasustituidos no fueron activos en ambos estadios de los
dos parésitos (ver Apéndice 4), demostrando que la actividad requiere de aminas secundarias
que cumplirian un rol esencial. Todos lo discutido hasta ahora nos permite aseverar que el
largo de la cadena carbonada de la diamina direcciona la actividad hacia un determinado

parasito, mientras que los sustituyentes del anillo aromatico modulan esta actividad.

H H
©/\N/\/\N/\/\/N\/\/NM©
H H

<::| ESTRUCTURA NECESARIA PARA LA ACTIVIDAD

+ b

@ Modula la

) . ) . actividad
Direcciona a un tipo de parasito

FIGURA 69

. . , N
X N/\/\/\/\/\/\/ A ﬁ

Continuando con el analisis de los derivados con sustituyentes oxigenados decidimos explorar
el impacto del nimero de aceptores de enlace hidrégeno tanto en la forma libre, como en la
intracelular de Tc. Tomando los anélogos con sustituyentes R=H, 4-MeO , 4-BnO , 3-OH-4-
MeO, 3-MeO-4-BnO y 3,4-diBnO (compuestos 1 al 30 y 58 al 63) correlacionamos la
actividad contra el clogP.(FIGURA 70) El analisis nos permite identificar que los
compuestos que poseen un clogP bajo fueron los méas activos y aquellos en donde el clogP
resulta intermedio poseen niveles de actividad bajos.

clogP clogP

clogP

-logP
clogF

0.00 500 15.00 20.00 0 5 10 15 20 25 30 35

FIGURA 70. A la Izquierda correlacion entre 1Cso HTS epimastigote Tc (uM) y el clogP, a la derecha ICs,
HTS amastigote Tc(uM) vy el clogP.

Este analisis para amastigote de Tc resulta similar, repitiéndose el patron en los compuestos
mas activos, encontrandose valores mas dispersos, no siendo tan claro como el observado en

epimastigotes. A pesar de ello resulto claro que los mas activos presentan valores de clogP
intermedios.
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Esto confirmaria el hecho de que los compuestos mas activos requieren valores de clogP entre
4 y 6, para obtener un buen perfil de inhibicion en amastigotes. Desde luego, que un
compuesto se encuentre dentro de este rango de clogP no garantiza que sea activo y del
mismo modo, si no lo cumple no debera ser descartado

Teniendo en cuenta estos resultados es necesario responder cual es la influencia de la
demanda estérica en la actividad. Resulta evidente la necesidad de ampliar el analisis con
analogos que nos permitan determinar la importancia de los oxigenos en la actividad y su
relacién con el volumen de los grupos unidos a estos atomos. De este modo, para ampliar el
andlisis y explorar la influencia del tamafio del anillo adyacente al amino y la presencia de
heteroatomos, se sintetizaron los analogos con anillos pirrdlicos y furénicos. Al momento no
existen datos en la literatura que indiquen si la reduccion del tamafio del anillo, manteniendo
la distancia entre los grupos amino, produce un cambio importante en la actividad sobre los
parasitos. Entre las diferencias que presentan estos heterociclos se pude mencionar que poseen
distinta densidad electronica respecto del fenilo y menor tamafio. En la FIGURA 71, se
pueden apreciar las diferencias en los valores de los descriptores topolédgicos de los analogos
de metilen furfuroilo y metilen pirroilo comparados con el bencilo y el 4-benciloxibencilo.
Los gréficos derecho e izquierdo claramente demuestran que los mismos siguen la misma
tendencia en muchas de las propiedades, siendo por lo tanto la porcion bencilamino la que

gobierna los parametros topoldgicos.

Descriptores geomeétricos de las bibliotecas.

0 I v o
Prel it ’ ..

4-0Bn

R-Pirrol N
O R Furfuril .
Bencilo

M E Dreiding o E MMFF94 Proyeccion minima area
Proyeccion maxima area m Radio minimo de proyeccion m Rango maximo de proyeccion

M [ong.perpendicular del max de area ® [ong.perpendicular del max. ein de area M volumen de Van der Waals.

FIGURA.71 Descriptores topolégicos. Del lado izquierdo: analogos N,N’DS, del lado derecho: bencilaminas
sustituidas correspondientes.
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Esta comparacion nos lleva a analizar la importancia de estos predictores respecto de la
actividad de los compuestos. La primera conclusion a la que podemos arribar es el peso que
tiene en la actividad el volumen de Van der Waals, que se aprecia en la diferencia de este
pardmetro entre el grupo 4-Benciloxi respecto del bencilo, metilen pirroilo y metilen
furfuroilo. Al observar las actividades contra tripanosomatidos (TABLA 22) hallamos que los
compuestos fueron activos contra los amastigotes de Tc, y que en cambio s6lo los compuestos
7'y 70 inhiben el crecimiento de los amastigotes de Ld a una concentracion de 10 uM. Si bien,
no son citotoxicos para células VERO, presentaron actividad antiproliferativa contra
fibroblastos y células musculares. Una de las caracteristicas sobresalientes del compuesto 7 es
que present6 actividad en todos los estadios de los dos tripanosomatidos.(TABLA 22).

TABLA 22. Actividad anti-tripanosomatidos de compuestos seleccionados.

C.en HTS

# n R T. cruzi T.c (a). L.d(p) % Inh. de L LogD
(e)uM ICso (UM) pM crec. L.d (a) donovani (pH=7.4)
25 3 Bencilo 10 1,0 2,8 0 No citotoxico -0,96
4-BnO - ) )
7 3 ) 0,78 14 0,12 95 5uM (No citotoxico). 2,24
bencilo
Metilen : .
70 3 L 30 0,96 NA 1,8 No citotoxico -1,59
pirrolilo
Metilen
76 3 - 30 3,2 25,14 0 No citotoxico -0,52
furfurilo

T. cruzi (e): 1Cso UM en Tc, Epimastigote. Tc amast: I1Cs; UM de Tc, Amastigote. Ld (e): ICso UM en Ld,
promastigote. % Inh. crec en Ld (a): % Inh. crec en amastigotes de Ld en Fibroblastos a 10 uM .(0: No inhibe). C
en HTS de Ld: Crecimiento celular; No Citotdxico: No inhibicion total del crecimiento mayor a 50% a 10 uM.

De las familias preparadas con heterociclos a excepcién de los analogos 70 y 76, el resto de
los miembros no fueron ensayados (por problemas de solubilidad). (ver anexo) En particular
70 presenta actividad en el estadio amastigote de ambos paréasitos, siendo un compuesto
pequefio que presenta una solubilidad y un estado de protonacion particular, debido a que
posee cuatro nitrogenos, lo que le confiere un bajo valor de LogD. Se pude constatar que tanto
para los derivados con anillos pirrolicos y furdnicos a medida que aumentan el largo de
cadena la actividad antiparasitaria mejora tanto para epimastigote (Tc) como promastigote
(Ld), pero no existe correlacion entre los dos estadios. En el caso de la familia de analogos de
pirrol, los mejores compuestos en las formas libres de Tc y Ld resultaron ser de cadena larga y

70 (n=3) solo present6 actividad contra amastigotes de Tc. En el caso de los derivados con
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anillos furonicos, las mejores actividades en las formas libres también pertenecen a derivados
de 10 y 12 &tomos de carbono. Sin embargo, no mostraron actividad en amastigotes de ambos
parasitos. En conclusién, el cambio del carbociclo por los heterociclos no produjo una mejora
significativa en la actividad.

Continuando con el estudio de la influencia de la demanda estérica en la actividad,
comparamos los derivados de naftilometilo, bifenilmetilo y 3,4-dibenciloxi-bencilo. La
importancia del espacio quimico alrededor del grupo amino quedo plasmada en las diferencias
de las actividades que se encuentran en la literatura de compuestos similares y lo discutido
hasta el momento. En la FIGURA 72 se muestran los resultados de actividad en las formas
libres de Ld y Tc de las colecciones de estos andlogos comparado con sin sustituir derivados y
los oxigenados mencionados previamente.

IC5, (M) Epimastigote T.cruzi IC5, (M) promastigote L.donovani
18.0 F —
16.0 |
14.0

120

80

6.0

8
i 2
40 | =i s6 J
sales
20 . 3
—— 2
0

0.0

4-0BN 4-OBN3-  3.4-DIOBN 4-H NAFTILO  BIFENILO
OME

4-0OBN 4-OBN30OME  3,4-DIOBN 4-H NAFTILO BIFENILO

@3 @4 @6 08 10 @12 3 @4 @6 08 W10 @12

FIGURA 72
La primera conclusién a la que se puede arribar observando estos resultados es la disminucion
de actividad cuando se pasa de los derivados R=4-BnO y R=4-BnO ,3-MeO a R=3,4-diBnO,
en particular para los derivados de mayor largo de cadena. Los derivados de bifenilmetilo y
naftilmetilo sigue un comportamiento similar y es opuesto al de los derivados de
bencilo.(FIGURA 72) Estas tendencias quedan claramente reflejadas cuando se comparan los

derivados de las diaminas de mayor y menor nimero de &tomos de carbono. (FIGURA 73).
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FIGURA 73.

Si comparamos estos resultados con lo reportado por Woster (TABLA 21) queda reflejadas
claras diferencias de comportamiento, dado que en nuestro caso la actividad antiparasitaria es
altamente sensible al cambio de los sustituyentes de los nitrogenos, contrariamente a la
actividad antitumoral reportada por este autor.'*

Habiendo discutido como influye la demanda estérica en la actividad, queda pendiente una
serie de compuestos que poseen distintos sustituyentes que permiten ponderar el impacto de la
densidad electronica del anillo aromatico sobre la actividad. La estructura general consiste en
N,N"-bis-bencil-diaminas que poseen halégenos, metilo e isopropilo en la posicién 4 del
anillo aromético. Si bien se prepararon con el proposito de ser incluidos en este andlisis, se
excluyen los derivados de pentafluorbencilo, ya que no presentaron actividad significativa.
Los resultados de actividad contra tripanosomatidos para esta coleccion de compuestos se
muestran en la TABLA 23. Es llamativo que esta serie de analogos presenta actividad
submicromolar en la diez de los quince analogos contra epimastigotes de Tc, mientras que en
amastigotes solo tres derivados mostraron actividad con 1Cs; mayor a 30 uM. Por otro lado,
en Ld existe una mejor correlacion entre las actividades en promastigotes y amastigotes en
donde diez analogos poseen actividad submicromolar y en amastigotes, siete compuestos
fueron activos. En particular, los derivados de 4-bromo-bencilo mostraron una excelente

actividad con un ICsp que oscil6 entre 1,10 y 6,3 uM para los 3 largos de cadena preparados.
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TABLA 23.Mapa de calor y actividad antipasitaria de derivados halogenados.

. n | 4F | 4Cl | 4Br | 4-Me | 4-Pr | | 4F | 4Cl | 4-Br | 4-Me | 4-iPr .

Cc Cc
epimastigotes | 8 | 067 | 0,59 | 057 | 0,48 | 0,65 NA | NA [31,7] NA NA | Amastigote
UM 10 [ 0,65 | 0,68 | 1,01 | 0,62 | 0,32 NA | NA | NA | 367 NA %
12016 | sP [ 153 | 1,02 | spP NA | NA [ 583 ] NA NA

L n | 4F | 4Cl | 4Br | 4-Me | 4-Pr | | 4F | 4Cl | 4-Br | 4-Me | 4-iPr y
Promastigote | 8 | 17 | 07 | 21 | 085 | 02 141] 43 [ 11 | NA NA | Amastigote
UM 10|06 |06]|19] 05 | 09 NA | 20 [ 31| NA | 624 %
12]018| 08 [061]| 08 2,7 421 17 | 63 | NA NA

NA: No activo o No inhibicién total del crecimiento mayor a 90% a 10 uM. SP: No solubles

En la TABLA 24, se muestra que el nimero de violaciones de las reglas de Lipinsky, que en
la mayoria de los casos es de uno. Los valores de TPSA son los mismos y las variaciones
ocurren en los coeficientes de particion (milogP y clogP), que es correlativo al aumento tanto

del peso molecular, como del nimero de carbonos de la cadena.

TABLA 24. valores de las descriptores topoldgicos de los diferentes analogos en posicion para del bencilo .

R n clogP miLogP | TPSA PM Aceptores | Donores |[N.v.L| DS
4-H |8 4,96 5,242 24,054 324,5 2 2 1 0,3
4-H 10| 5,89 6,252 |24,054| 352,5 2 2 1 10,23
4-H |12 6,82 7,263 |24,054| 380,6 2 2 1 10,18
4-F | 8 5,08 5569 [24,054| 360,4 2 2 1 |0,26
4-F |10/ 6,01 6,58 24,054 | 388,5 2 2 1 0,2
4-F |12 6,93 7,59 24,054 | 416,6 2 2 1 10,16
4-Cl | 8 6,19 6,598 (24,054 393,44 2 2 1 ]0,19
4-Ccl (10| 7,11 7,608 |24,054| 421,4 2 2 1 |0,15
4-Cl |12 8,04 8,482 24,054 | 449,5 2 2 1 10,13
4-Br | 8 6,36 6,86 24,054 | 4823 2 2 1 |0,15
4-Br (10| 7,28 7,871 |24,054| 510,3 2 2 2 |0,12
4-Br |12 8,21 8,632 [24,054| 538,4 2 2 2 0,1

4-Me | 8 5,59 6,139 |24,054| 352,5 2 2 1 10,24
4-Me 10| 6,52 7,15 24,054 | 380,6 2 2 1 |0,19
4-Me |12 7,45 8,148 |24,054| 408,6 2 2 1 | 0,15
4-ipr | 8 7,15 8,236 |24,054| 408,6 2 2 1 |0,09
4-ipr |10| 8,08 8,823 24,054 | 436,7 2 2 1 |0,08
4-ipr |12 9,01 9,19 24,054 | 464,7 2 2 1 10,07

DS: DrugScore, N.v.L: nimero de violaciones de la regla de Lipinsky.
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Estos descriptores son sensibles a variaciones de tamafio y movilidad, pero el cambio de
halégenos no se modifica el nimero de aceptores o donores de puente hidrégeno, sin el
consecuente impacto en el TPSA. En estos derivados, este ultimo descriptor no se modifica,
debido a que todos los compuestos poseen sélo dos grupos aminos. Un estudio comparativo
de los derivados de n =10 de otros descriptores topoldgicos no mostraron mayores diferencias.
De este modo, queda claro que la respuesta encontrada en esta familia debe ser racionalizada

desde los cambios en la densidad electronica del anillo aromatico.

7.2 Nuevos conceptos en probadas teorias.

El concepto " una molécula un blanco " condujo al descubrimiento de muchas drogas y
probablemente conducira a la apariciébn de muchos agentes quimioterapéuticos mas en el
futuro. Sin embargo, una modulacion equilibrada en funcion del atague a varios objetivos,
puede proveer de avances efectos terapéuticos y un perfil de efectos secundarios favorable
comparado a la accion de un ligando selectivo. Especialmente al tratar enfermedades con
procesos multifactoriales, en los cuales se reflejan distintas respuestas del organismo. La
modulacion fina de las actividades de compuestos en una biblioteca, muchas veces
corresponden a sectores dentro de la molécula en los que se encuentran derivados
halogenados. Estos permiten mediante el aporte electronico o estérico modular las
interacciones con blancos.

El concepto del enlace halégeno (o enlace-X) se ha interpretado como un contribuyente de
importancia en la especificidad del reconocimiento en una amplia clase de compuestos
halogenados. La interaccion producida para generar esa especificidad es entendida facilmente
desde el punto de vista electrostatico, donde una corona electropositiva, el agujero o, sirve
como un &cido de Lewis para atraer una variedad de bases de Lewis electronicamente ricas,
en la manera analoga a un puente hidrégeno clasico.

Con el objetivo de estudiar este efecto en los derivados halogenados preparados se estudio la
distribucion de la densidad de carga electronica dentro del marco de la Teoria Funcional de la
densidad con un nivel de Teoria en B3LYP/6-31G(d). Ademas, se obtuvieron los mapas de
potencial molecular electrostatico (MEP) de los compuestos. Se estudié observéd la
substitucion del hidrégeno en posicion para por los distintos sustituyentes, con el objetivo de

observar el efecto sobre el anillo de aquellos atomos atrayentes de electrones (p. €j., atomos
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de hal6geno) y el resultado del reemplazo del hidrégeno por sustituyentes donantes de
electrones como el grupo de metilo. Esto abre la posibilidad de estudiar méas detenidamente
los resultados obtenidos a nivel bioldgico y tratar de explicar los motivos por los cuales
observamos estas actividades.

El potencial electrostatico molecular, V(r), creado en el espacio alrededor de una molécula
por sus electrones y nucleos, es una propiedad fisica real que puede ser determinada
experimentalmente por métodos de difraccién, como asi también computacionalmente. El
potencial esta pensado sobre la base que una molécula es primero "vista" o "sentida™ por otra
especie quimica que se aproxima. V(r) ha sido utilizado extensamente para interpretar y
predecir la reactividad molecular de un amplio rango de sistemas quimicos en reacciones
electrofilicas y nucleofilicas, y en el estudio de procesos de reconocimiento biolégico.
Generalmente, una molécula u otra especie quimica se tratan como una distribucion estatica
de la carga electrénica alrededor de una estructura nuclear rigida. Su potencial eléctrico,
denominado potencial electrostatico se expresa rigurosamente por la siguiente ecuacion:

Zy p(r)dr
v ‘ZA: Ra=rl ) =71

donde ZA es la carga de los nucleos, A localizados en RA, y p (r') es la funcion densidad
electrénica de la molécula. El signo de V(r), indica las regiones donde los efectos de los
ndcleos, o de los electrones, son dominantes. Asi, un electrofilo aproximéandose inicialmente
sera atraido hacia las regiones donde V(r) es negativo, y en particular hacia los puntos donde
V/(r), posee sus mayores valores negativos.

En la FIGURA 74 se representan los mapas tridimensionales del Potencial Electrostatico de
carga (MEPs) para la porcion de la molécula que modula la actividad, los derivados de la
fenilmetanamina, correspondiente (sus derivados para —F, -Cl, -Br, por un lado y por el otro —
CHj3 y —Isopropilo), como porcion de la molécula de base de la diamina N, N’-disustituida.
Para comparar las propiedades de la fenilmetanamina y sus analogos, se muestra el trazado
del MEP sobre la superficie de Van der Waals, representando potenciales electrostaticos
sobrepuestos en una superficie de densidad de carga constante de electrones (0.001 e/au.). El
area coloreada en el grafico representa el potencial electrostatico [V (r)]. Como es conocido,
el potencial electrostatico es, por definicion, la energia de interaccién de un punto de carga
positivo con los ndcleos y los electrones de una molécula. El potencial electrostatico
proporciona una medida representativa de la distribucion de la carga total molecular. La
codificacion con colores de estos mapas de MEP esta en la gama de -0,0455 au (mas profundo

rojo) a +0,0235 au (mas profundo azul) en total
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La zona nucleofilica, de potencial electrostatico negativo (rojo), esta localizada alrededor del

nitrdgeno. Se observa también el aumento en el &rea de naranjada (potenciales intermedios) y
de potenciales negativos para los derivados de R=4-Bromo y 4-Cl respecto del 4-F. Lo
interesante es el comportamiento similar que se puede observar en los derivados 4-metil y 4-
isopropil. Al compararlos con los derivados de R=4-Metoxi, se aprecia que la carga negativa
se distribuye hacia el oxigeno dejando al centro del anillo con menor potencial. Al comparar
las actividades antiparasitarias, obtenidas por estos familias nos permite observar cual es la
necesidad de densidad electrénica sobre el anillo, para un mismo largo de cadena. En este
punto nos encontramos con la presencia o ausencia de estos enlaces C-X y los agujeros-o, la
importancia de estos reviste en que permiten en ambos casos, la formacion de enlaces que
contribuyen a la actividad.

Los enlaces C-X (X: Haldgenos) son enlaces de la gama de las interacciones moleculares
cortas que son analogas a los enlaces puente Hidrogeno clasicos. Las diferencias parten de
que es un haldgeno polarizado sustituyente al hidrogeno como el &cido en el par acido/base
de Lewis. Tales interacciones ocurren con regularidad en las estructuras de muchos complejos
de proteina de ligando, pero s6lo recientemente han sido reconocidas en sistemas bioldgicos
como una clase distinta con caracteristicas fisicas bien definidas.

124
k

El término "el agujero-c " fue presentado por Clar para describir las regiones de potencial

positivo electrostatico que estan presentes sobre las superficies externas de muchos halégenos
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unidos covalentemente a distintos atomos. Estas regiones positivas, descubiertas por Brinck'®?

pueden actuar reciprocamente electrostaticamente con sitios negativos por ejemplo electrones
p-electrones de pares solitarios, dando lugar a enlace no covalente. El agujero o es formado
cuando un atomo de halégeno participa en un enlace covalente sigma y ocurre un
reordenamiento de la densidad electronica del &tomo acompariante abandonando una region
de carga, disminuyendo negativamente sobre su lado externo. Esta region, que esta a lo largo
de la extension de la enlace, se denomina agujero- . Antiguamente no se entendia como un
halégeno podia interactuar sobre cargas negativas de otros compuestos. Esta interaccion entre
estas regiones cargadas electrostaticamente de forma positiva (agujeros —c positivos) y sitios
negativos de la misma molécula o distinta son llamados union a agujeros o y permitié explicar
esas interacciones. 1%

En resumen, debido a la anisotropia de la distribucion de la carga en el enlace C-haldgeno, se
forma una region electrostética cargada, sobre la extension del enlace. Al estar polarizado, se
forma un extremo positivo sobre el &tomo de C que a su vez atrae la densidad electronica del
anillo aromatico, haciéndolo menos reactivo a una sustitucion electrofilica, pero mas propenso
a una interaccion nucleofilica.

La necesidad de densidad electronica en el anillo, para mejorar la actividad sobre las formas
intracelulares queda evidenciada en los derivados de metilo e isopropilo, ya que hay una
pérdida de actividad tanto para el bencilo como para el analogo con con metoxilo, respecto de

los derivados halogenados

e R
S e Ky R

4-Isopropil 4-Metil Fenil 4-Metoxilo
T,cruzi (uM) amastigote NA 36,7 NA NA
T,cruzi (UM) epimastigote 0,32 0,62 il 2,3
L, donovani (uUM) amastigote 62,4 NA NA NA
L, donovani (uM) promastigote 0,9 0,5 0,62 0,6
FIGURA 74.
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Se observa también que la necesidad de carga total sobre resulta necesaria para la actividad ya
que si bien pierden actividad en amastigotes, estos Gltimos resultan activos en las formas
libres de ambos parasitos.(FIGURA 74 ) estas diferencias nos llevan concluir, que en la
posicion para del bencilo la presencia de hal6genos produce una modulacién fina de la
actividad producto del enlace C-X. Como mencionamos anteriormente, los halégenos més
pesados muestran tanto caracter electrofilico a lo largo de los enlaces de C-X, como caracter
nucleofilico a lo largo del vector perpendicular a estos enlaces. Por otro lado, debido a una
combinacion de electronegatividad extrema y la polarizabilidad limitada, los atomos de fltor
con frecuencia actian como buenos aceptadores de puente hidrdgeno, por lo cual estos estos
derivados poseen caracteristicas que resultan diferentes al resto de la biblioteca, pero
semejantes a la del derivado de bencilo.

Habiendo completado este estudio y resulta necesario estudiar el mecanismo de accion de los
compuestos en estudio. Una vez obtenidos los resultados de actividad epimastigote o
promastigote y el estadio amastigote, para Ld y Tc, resulta de interés explorar el determinar el
modo de accidn. Para ello se tomaron algunos compuestos con buena actividad en las formas
libres y se realizé el ensayo MTS. Por otro lado, se ensayaron las dos bibliotecas contra una
de las enzimas de la via metabolica, la Tripanotion Sintetesa (TryS) y por otro, mediante una
serie de experimentos de exposicién a concentraciones saturadas de distintas moléculas de las

vias metabdlica en estudio.

7.3 Resultados y analisis del Ensayo de minima concentracion tripanocida
(MTS).

El MTS desarrollado por Doyle y otros, permite determinar 1Cso con cepas

Estudio de
mecanismo
de accion,

Y de Tc en células musculares.”®® ' Al mismo tiempo, se puede
determinar la citotoxicidad de los compuestos inoculados en el cultivo,
brindando ademas, informacion de su modo de accién. Esto es posible mediante la exposicion
contina de un cultivo de amastigotes intracelulares en células musculares (BESM) al
compuesto en estudio. En este ensayo, se determina el tiempo de vida del cultivo (en dias),
tomando como punto de partida el primer dia posterior al agregado del compuesto en estudio
hasta la aparicion de tripomastigotes en el medio. Como controles positivos, se utiliza el
comportamiento frente a distintas concentraciones de Benznidazol, Pozaconazol y K777. A
partir de los 15 dias, se deja de cambiar el medio RPMI adicionado con el compuesto y sélo

se hace recambio del medio RPMI, hasta completar los 40 dias, observandose cada dos dias la

-121-



aparicion de tripomastigotes y la viabilidad del cultivo. Se considera que un compuesto posee
baja actividad, cuando muestra presencia de tripomastigotes en el cultivo antes de los 6 dias
de comenzado el ensayo. Alternativamente, un compuesto puede presentar un
comportamiento tripanostatico, que corresponde a la aparicion de tripomastigotes entre los 6 y
los 20 dias. A modo de ejemplo, Pozaconazol y K777 son tripanocidas ya que presentan
crecimiento de las células de cultivo sin desarrollo de tripomastigotes hasta los 40 dias
después de iniciado el ensayo. Tendiendo en cuenta que el ensayo MTS requiere un largo
tiempo, el mismo no esta indicado como ensayo de cribado y se utiliza para determinar el
modo de accion y como filtro previo a los ensayos in vivo. De este modo, tomando los
resultados en las formas libres de Tc y Ld se seleccionaron para este ensayo, trece compuestos
que presentaban variedad de sustituyente, largo de cadena y actividad. En la TABLA 25, se
muestran los compuestos elegidos para el ensayo MTS, los resultados obtenidos y su
comparacion con el HTS.

H H
X N<\/>N =

n
TABLA 25. Resultados de actividad de compuestos seleccionados en el ensayo MTS.

# n R ( C:T:M) MTS * Resultado
1 3 4-MeO 1,4 12 Tripanoestatico
5 10 4-MeO 20 20 Tripanoestatico
6 12 4-MeO >20 20 Tripanoestatico
7 3 4-BnO 20 2 Citotoxico
8 4 4-Bn0O 20 2 Citotdxico
11 10 4-BnO 14 2 Citotoxico
14 4 4-Bn0O,3-MeO >20 12 Tripanoestatico
15 6 4-Bn0,3-MeO 20 8 Citotdxico
16 8 4-Bn0O,3-MeO 20 2 Citotdxico
20 4 4-MeO, 3-OH >20 12 Tripanoestatico
25 3 4-H 1 20 Tripanoestatico
26 4 4-H 20 20 Tripanoestatico
29 10 4-H 13 20 Tripanoestatico

* dias de supervivencia.

El andlisis de la TABLA 25 muestra que no se obtuvo ningin compuesto con actividad
tripanocida, encontrandose 8 analogos tripanoestaticos y 5 derivados citotoxicos. Los
compuestos que presentaron el mejor perfil en este ensayo fueron 5, 6, 25, 26 y 29 que se
mantuvieron durante 20 dias sin aparicion de tripomastigotes en el medio, lo cual marca el
arresto del ciclo celular de Tc. Los compuestos 1, 14, 20 permanecieron sélo por 12 dias sin

aparicion de tripomastigotes, mientras 7, 8, 11, 15 y 16 fueron citotoxicos. Es interesante el
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comportamiento registrado por el compuesto 20, que no presenta actividad en los ensayos de
los distintos estadios, pero mostro moderada actividad citoestatica. Con fines comparativos
analizaremos en detalle el comportamiento de los compuestos 1, 5 y 25. EI compuesto 1
presentd una muy buena actividad en amastigotes (ICso= 1,4 UM), a pesar de ello, solo

mantuvo en arresto el ciclo celular por 12 dias a una concentracion de 2,5 uM. (FIGURA 75)

P3
o_ i

_o
H H
N _~CN

1 P12

P25
P100

Benz 5 uM

Benz 10 uM

Concentracion[uM] b
3

K777 10 uM ]
Control sin tratar ]
25 ]

. 1

10 ]

10 15 20 25 30 35 40
Dias

FIGURA 75. Resultado de actividad del compuesto 1 en el ensayo MTS de Tc.
PX, P=Posaconazol X= concentraciéon pM.

Contrariamente  a lo esperado, el compuesto 5 (N',N'’-bis-(4-(benciloxi)-3-
metoxibencil)decano-1,10-diamina) el cual presenta un ICsy en amastigotes de Tc de 20 UM,
FIGURA 76, en lugar de ser menos activo que 1, su actividad es similar. Este hecho resulta
interesante, ya que teniendo en cuenta los valores de 1Csy en amastigotes el compuesto 5
resultaria eliminado de una seleccién normal en la busqueda de candidatos. Estos compuestos
son activos en epimastigotes, presentan actividad tripanostatica y poseen una respuesta
diferencial en el ensayo en amastigotes. Esta diferencia se fundamenta en los tiempos de
exposicion de los ensayos, teniendo en cuenta ademas que el MTS simula una situacién de
exposicion contante de compuesto a una concentracion determinada en largo periodo de

tiempo.
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FIGURA 76. Resultado de actividad de los compuesto 5y 25 en el ensayo MTS de Tc..

Para el caso del compuesto 25 (N*,N*-dibencil-butano-1,4-diamina) a una concentracién de
2,5 UM presenta su mejor actividad tripanostéatica, teniendo un ICs, en amastigotes de 2 uM y
siendo no activo en epimastigotes. A pesar de esta ausencia de actividad en las formas
extracelulares, este compuesto resulté activo en ambas formas intracelulares de Ld y Tc, y
para el caso de Th su ICsp es de 7,08 uM. Este patrdon de comportamiento es interesante ya que
a partir de los resultados obtenidos podemos concluir que para este tipo de analogos
pequerios, la actividad resulta prometedora en estas especies en estadios cronicos y mejorar su

capacidad resultaria importante en nuestro objetivo de mejorar las drogas existentes.

7.4 Evaluacion de los resultados sobre la Tripanotion Sintetasa.

En la introduccion se mostro que gran parte de los desarrollos obtenidos en poliaminas en el
campo de las enfermedades provocadas por los tripanosomatidos estan orientados en la
busqueda de la inhibicion de las dos enzimas distintivas en esta familia, la Tripanotion
Sintetasa (TryS) y Tripanotion Reductasa (TryR). Ambas presentan un sitio de union a
poliaminas pero la funcionalizacion de las mismas es diferente.

En estudios sobre células tumorales los desafios se encuentran en la busqueda de inhibidores
especificos de la sintesis o del catabolismo, con resultados dispares tanto en uno, como el otro
caso. En su mayoria el problema recurrente radica en que los compuestos resultan muy
activos contra la enzima, pero al llevarlos a los estudios contra el parésito e incluso contra

animales o formas intracelulares, no resultan tener tanta eficacia. EI modelo de trabajo

-124-



desarrollado en el hallazgo del K777 resulto exitoso, en gran medida por que el blanco
requeria como inhibidor estructuras especificas y modulables. Esto permitid, una vez obtenido
el lider, enfocarse sobre las necesidades farmacoldgicas y farmacodinamicas, sin perder de
vista el corazén del compuesto activo.*®

En nuestro caso el enfoque resulta diferente ya que poseemos estructuras activas con muy
buenos perfiles de actividad y la evaluacion en las enzimas resulta necesaria. Un método
plausible de ser utilizado en este contexto es la utilizacion de la técnica de pulldown de
proteinas. Otros métodos mas directos requieren de la medida enzimatica con las proteinas
clonadas o0 con cepas que sobreexpresen o se encuentren inhibidos ciertos genes. Una de las
ventajas de contar con los tres parasitos de esta familia, resulta en que al menos para el caso
de Tc la ODC se encuentra ausente, por lo que estudios sobre esta enzima en caso de poseer
un compuesto activo de cadena corta especificamente en Ld y Tb y no en Tc indicaria que el
posible blanco de accidn seria esta enzima. Este Gltimo enfoque se enmarca sobre los aspectos
observados de la quimiogenémica y en cémo a partir de la biologia se comienza a encontrar
respuestas de las actividades quimicas. En nuestro caso el enfoque resulta diferente ya que
poseemos estructuras activas con muy buenos perfiles de actividad sobre los microrganismos
patdgenos, sin conocer el blanco de accion. Un método plausible para determinarlos es la
técnica de pulldown de proteinas. Otros métodos mas directos requieren de la medida
enzimatica en proteinas seleccionadas o con cepas que sobreexpresen o poseen inhibidos
ciertos genes. Debido a los disponibilidad de ensayos Utiles que permiten determinar el rol de
ciertas enzimas en la actividad, nos inclinamos por la esta opcién para abordar el estudio del
mecanismo de accién. %%

En la introduccion se mostré que gran parte de los desarrollos obtenidos en poliaminas en el
campo de las enfermedades provocadas por los tripanosomatidos estaban orientados en la
busqueda de la inhibicion de las dos enzimas distintivas en esta familia, la Tripanotion
Sintetasa (TryS) y Tripanotion Reductasa (TryR). Ambas presentan un sitio de union a
poliaminas pero la funcionalizacion de las mismas es diferente. Teniendo en cuenta que la
estructura privilegiada que seleccionamos para nuestro desarrollo contenia una diamina y que
la tripanotion sintetasa posee como sustrato la espermidina, era posible participara en el
mecanismo de accion. Si bien la espermidina posee un grupo amino interno, se ha observado
que este grupo no es critico en la union a la enzima siendo posible un anclado por medio de
interacciones hidrofébicas en el sitio de alojamiento de la porcidn alifatica de la espermidina.
De este modo, seleccionamos compuestos de la primeras serie (1 al 25) y algunos de los

derivados halogenados para realizar un estudio sobre la TryS y fueron ensayados por el grupo
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del Dr. Marcelo Comini (Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay), determinandose la
actividad inhibitoria por dos metodologias diferentes. Por un lado, se realizaron ensayo de
actividad por punto final. Este ensayo se basa en la determinacion de fosfato inorganico,
liberado por hidrdlisis del ATP, siendo la metodologia clésica seleccionada para el estudio
con estas enzimas. Este fosfato se acompleja con el colorante catidnico trifenilmetanol (verde
de malaquita)/fosfomolibdato (reactivo BIOMOL GREEN™) midiéndose la absorbancia a
650 nm. Por otro lado, se realizo el ensayo cinético de actividad por acoplamiento de la
reaccion de hidrolisis del ATP a la oxidacion del NADH, a través la piruvato quinasa (PK) y
la lactato deshidrogenasa (LDH), midiéndose la absorbancia del NADH a 340 nm de manera
continua.

Los resultados obtenidos se muestran en la FIGURA 77. Como se puede observar ninguno de
los compuestos ensayados a una concentracion de 30 uM tiene una actividad por debajo del
30 %. La falta de correlacion entre la actividad antiparasitaria y la inhibicion de la TryS
indicarian una participacion marginal de la enzima en el mecanismo de accion. Mas alla de
eso, se pueden sacar algunas conclusiones analizando las estructuras de los compuestos que
presentaron las mejores inhibiciones. Como tendencia general, los compuestos con
sustituyentes oxigenados fueron mas activos con diaminas de cadena corta (n=3,4,6), siendo
el resto mas activo con cadenas largas (n=8,10,12). En particular no se observa una clara
tendencia, con la excepcion de la actividad en la enzima de Th. En este caso, existe un efecto
aditivo de los sustituyentes oxigenados, en donde la actividad de los derivados R=4-MeO fue
similar a la de los R=4-Bn0O, siendo mas activos los andlogos R=4-BnO, 3-MeO. Estos
resultados indican un efecto aditivo de los sustituyentes posiblemente debido al llenado de un
bolsillo hidrofébico del sitio activo. Esta Gltima coleccion mostr6 también dependencia con el
largo de cadena siendo el derivado de la 1,6-hexilendiamina el méas activo. (actividad

remanente por debajo del 40%).
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FIGURA 77.Arriba: Actividad antiparasitaria contra Tc, Ld y Tb 1Cs, (uM), de compuestos con sustituyentes
oxigenados. Abajo: Porcentaje de inhibicion de la TryS (método de punto final

Los derivados que tenian como objetivo determinar el rol de la densidad electrénica del anillo
aromatico en la actividad antiparasitaria, arrojaron mejores resultados.(TABLA 26). En
términos generales, la actividad remanente fue menor al 70 % a 30 uM, con so6lo cuatro

compuestos completamente inactivos.
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TABLA 26. Inhibicién de TryS a una concentracion de 30uM

T,cruzi Leishmania infantum | T,brucei (Cominiy col) | T,brucei (Ozay col,)

8 10 12 8 10 12 8 10 12 8 10 12

H 100 | 100 | 87,3 | 100 | 100 | 89,6 100 100 | 83,6 | 100 100 | 74,9
F 96 |80,6|56,3|69,6|789]| 6372 101,5 81 81,3 | 85,7 81 81

Cl 879 [ 733|569 | 78 [529| 485 80,9 872 | 71,3 | 69,7 | 639 | 57,6
Br 93,7 | 752692618813 | 741 90,3 904 | 746 | 734 | 62,6 | 52,5
Me 92,3 [91,9 100 | 91,9 [ 70,7 100 85,2 70,7 100 | 784 | 61,8 100
Isopropil| 65,6 | 46,5 | 100 | 77,4 | 52,2 100 74,5 98,1 100 | 56,8 | 48,9 100
pentak | 86,6 | 83,3 | 100 | 83,9 | 86 100 89,7 86 100 | 86,5 | 91,8 100

Un punto aparte es que a pesar de las

mutaciones que se encuentran entre las H\/©)\
AN
. .. N
enzimas de Th de Comini y de 0za,*® las T/©AH
35

inhibiciones son equivalentes. El derivado

N N-bis(4-isopropilbencil)decano-1,10-diamina (35) posee una actividad comparable para
las enzimas de las distintas especies, por lo que podria considerarse el mejor candidato
ensayado. Desafortunadamente, dado que la concentracion a la que inhibe la enzima es muy
alta, requerira de ulteriores etapas de desarrollo para mejorar su actividad. Lo que resulto
Ilamativo de este derivado es que produce la pérdida de actividad de la enzima clonada por
Comini y otros.®> Al comparar las secuencias de las enzimas de las tres especies, s6lo existen
tres aminoacidos diferentes que habrian sido alterados durante la ampliacion por PCR, dos de
los cuales se encuentran en regiones proximas a los sitios de unién del sustrato. Este hecho,
podria justificar el comportamiento encontrado, pero serdn necesarios otros estudios para
demostrarlo.Evaluacion de los resultados sobre estudios de crecimiento en cultivos

suplementados.

7.5 Evaluacion de los resultados de los ensayos de crecimiento en cultivos
suplementados.

Una de las posibles estrategias para determinar la participacion de una determinada enzima en
el mecanismo de accién consiste incubar los parasitos en presencia de metabolitos y el
compuesto en estudio. En nuestro caso, dada las estructuras de los compuestos, era necesario
conocer si enzimas de la biosintesis de poliaminas estaban involucradas en el mecanismo. Por
este motivo, el grupo de la Dra. Sigrid Roberts (Pacific University Oregon, Estados Unidos)
realizd estudios con cultivos de Ld suplementados sobre la misma seleccion de compuestos

utilizado en los ensayos de TryS. Se determind la respuesta de los parasitos crecidos en
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medios suplementados con espermidina (Esp) o putrescina (Put) a una concentracion alta de
los metabolitos (200 uM) y distintas concentraciones del compuesto en estudio. Por un lado,
los ensayos con Put permiten evaluar la participacion de la espermidina sintetasa o de la
arginasa en el mecanismo, mientras que los resultados de cultivos suplementados con Esp
aportaron informacion sobre la intervencion de la espermina sintasa y de la Trys.

Los resultados en cultivos suplementados con Put indicaron que la mayoria de los compuestos
seleccionados no mostraban diferencia con cultivos sin suplementar (FIGURA 78) y solo 10

de los 48 derivados ensayados presentaron un escaso grado de proteccion.

PentaFluor

FIGURA 78.Resultado en cultivos suplementados Azul: compuestos que en presencia o ausencia de Put,
mostraron la misma actividad. Rojo: compuestos con comportamiento diferente respecto de la curva sin
el agregado de Putrescina. NT: No testeado.

Los resultados de los derivados con sustituyentes oxigenadas mostraron 1y 4 (derivados R=4-
143

MeO) poseen una moderada proteccion en presencia de Put.
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FIGURA 79. Compuestos con actividad antileishmanicida, en presencia o ausencia en de Put.

En la FIGURA 80 se pueden observar los comportamientos de cuatro compuestos que
presentaron una diferencia en la viabilidad a concentraciones bajas de al menos un 20 %. En

este caso encontramos que a diferencia de los compuestos 1 y 4, en derivados 39, 38 y 48,
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posee un aumento de la actividad queda claramente reflejada en las curva de crecimiento en
presencia de Put. De este modo, no ocurre una proteccion, sino una potenciacion del efecto de
los compuestos. En los casos en que se produce un efecto protector la incorporacion del
metabolito sugiere que el compuesto esta interfiriendo en su metabolismo corriente arriba, en
cambio en casos como este, en donde aumenta su actividad el efecto serian en enzimas que se
encuentran corriente abajo. Una posible explicacion de este efecto es que el compuesto estaria
interfiriendo mecanismos de detoxificacion, regulacion u otros en donde participa putrescina
y el gran exceso del metabolito impediria su completa metabolizacion, contribuyendo a un
aumento de la actividad antiproliferativa.
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FIGURA 80. Porcentaje de proliferacion vs concentracion de los compuestos, en presencia o ausencia de
Putrescina (Put).

En el caso de los analogos de 4-Fluor bencilo se observa un comportamiento particular.
(FIGURA 81).
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FIGURA 81. Derivados de 4-FluorBencilo, en presencia de Putrescina (linea naranja) o ausencia (azul)
En este caso se aprecia una correlacion entre el aumento del largo de cadena y la disminucién
de la actividad en presencia de Put. Este dato indicaria que la inhibicion de la enzima mejora

con compuestos de cadena mas larga.
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Como mencionamos previamente, se realizaron ademas ensayos con cultivos suplementados
con espermidina. Los resultados para los andlogos de 4-Fluor bencilo mostraron proteccion.

Siguiendo la misma tendencia que en el ensayo con Put.(FIGURA 82)
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FIGURA 82. Derivados de 4-FluorBencilo, en presencia de espermidina (linea naranja) o ausencia (azul).

Es para destacar en esta familia que la proteccion respecto a la Esp es mas acentuada a medida
que disminuye el largo de cadena, o en otro sentido, a medida que aumenta el nimero de
carbonos observamos una mejoria en la afinidad del compuesto al blanco.

El sitio activo de SpdSin parece tener una cavidad hidrofoba relativamente grande adyacente a
un sitio negativamente cargado, al cual se une un grupo amino de la putrescina cargada, con
otro grupo amino situado en la cavidad hidrofoba en si forma libre para ser aminopropilado
por la S-denosilmetionina decarboxilada.***® La mayorfa de los estudios de la SpdSin y
sobre la espermina sintasa (humana) ha revelado que los mejores inhibidores interaccionan
con el sitio de unién del AdoMet descarboxilado de modo competitivo, siendo el S-Adenosil-
1,8-diamino-3-tioctano uno de los compuestos que arrojé los mejores resultados. Estudios por
difraccion de rayos X posteriormente permiten obtener una visién aun mas precisa de las
interacciones en el sitio activo de la enzima.'®®

Como conclusién de estos estudios realizados tendientes a encontrar evidencias sobre el
mecanismo de accién, podemos decir que los resultados obtenidos no avalan a la TryS como
el blanco de los compuestos preparados. En lo referente a los ensayos con cultivos
suplementados, la proteccion encontrada para algunos derivados en el ensayo con Put y
espermidina evidencian la participacion de algunos de las enzimas corriente abajo de la
espermidina en el mecanismo de accion. Sin embargo, la falta de correlacion y el escaso
efecto encontrado en todos estos ensayos, indicarian una participacion minoritaria de estas

enzimas en el mecanismo
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7.6 Sintesis y caracterizacion de derivados fluorescentes. Aplicacion en
estudios por microscopia de fluorescencia

Entre los posibles estudios tendientes a dilucidar el mecanismo de accion, determinar la forma
en que los compuestos se internalizan y su localizan aportan informacion crucial. Para
estudiar la incorporacion y la localizacion de compuestos activos tradicionalmente se ha
utilizado analogos marcados con isotopos radiactivos. Esta metodologia tiene las ventajas de
poseer una alta sensibilidad sin necesidad de introducir modificaciones sustanciales en la
molécula. La desventaja evidente de usar compuestos radiactivos es el requerimiento de
infraestructura adecuada y habilitada para tal fin y el limitado arsenal de precursores y
reactivos marcados para realizar la sintesis. Alternativamente, el uso de sondas fluorescentes,
soluciona la problematica que genera el uso de material radioactivo, pero inevitablemente es
necesario introducir modificaciones estructurales que alteran la demanda estérica y
electronica. Dada la situacion planteada y las disponibilidades de infraestructura optamos por
disefiar y preparar analogos fluorescentes de los andlogos mas activos y estudiarlos mediante
microscopia de fluorescencia.

Para preparar un compuesto que posea un marcador fluorescente existen dos estrategia, por
una lado se puede usar la molécula intacta incorporando el marcador a través de los grupos
funcionales que ésta posee y por otro, se puede reemplazar una porcién de la molécula por el
fluoréforo. La primera estrategia se suele usar con productos naturales y moléculas complejas
0 donde la sustitucion de una porcion es, desde el punto de vista sintético, costosa. La
segunda opcion es la elegida en compuestos de estructura simple o en las que sus rutas de
preparacion son conocidas y en general de pocos pasos. Dadas las caracteristicas de las

familias de compuestos preparados, nos inclinamos por la segunda estrategia, siendo

necesario seleccionar un fluor6foro que debe ser de tamafio y polaridad al
similar a la porcién a reemplazar. Del amplio arsenal de fluoroforos N
existentes, en primera instancia seleccionamos BODIPY, pireno, O\N/
fluoresceina, N-Metilantranilato y el 7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol (NBD) -o/Nt‘o
como posible candidatos. De todos estos, elegimos el NBD,(FIGURA 83) NBD-Cl
debido a su tamafio reducido, baja polaridad, reducido costo y simplicidad Figura 90

de su incorporacion.
Para disefiar el compuesto marcado se debe tener en cuenta que posibilidades presenta la
molécula, para que la intervencion produzca la menor alteracion de sus propiedades. En el

caso de los compuestos 8 y 13, seleccionados como molde para el disefio, la incorporacion del
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fluoroforo deberia realizarse en remplazo del sustituyente de uno de los nitrégenos, para

evitar el aumento de la demanda estérica y mantener la basicidad de la molécula.
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FIGURA 83 Compuestos usados como molde para la sintesis de analogos marcados.

Balaban A y otros*®’ describieron la reactividad de aminas primarias con el CI-NBD. Dado
que en general la aplicacion de estos andlogos depende de su capacidad de interactuar con
membranas y esta depende de su lipofilicidad, mostrando que los andlogos poseen una buena
correlacion entre el LogP y la hidrofobicidad experimental obtenida. En la TABLA 27 se
muestran los parametros topoldgicos calculados para las sondas disefiadas y uno de los
analogos reportados por Balaban y otros,'®” mostrando una muy buena correlacién de todos
los pardmetros incluso en los valores calculados de actividad bioldgica. Si bien estos valores
de actividad no se relacionan con las evaluadas en esta tesis, pronostican conductas similares
para los tres compuestos

Tabla 27.Comparacion de los analogos a sintetizar, respecto de la molécula de la literatura 3.

Ny LR

N OMe
e oo U
O,N \\N OBn OBn O

N~O 100 n=4 2N n=3 3N n=2

# miLogP TPSA PM vol

100 4,99 118,03 447,4 402,49

2N 4,31 127,27 463,4 410,78
3N 4,26 108,80 349,3 298,43

A partir de los valores de inhibicién encontrados se decidio sinterizar el andlogo 100 que
requeria de pasos simples para su preparacion. Se disefiaron dos esquemas de sintesis en este
contexto, el primero consistia en la generacién de una diamina monoalquilada con NBD,

desproteccién del grupo amino y aminacién reductiva para incorporar el grupo director de la
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actividad. Alternativamente se podia realizar en primer lugar la aminacion reductiva, para
luego alquilar con el NBD. Mas alld de los esfuerzos realizados los rendimientos globales
fueron similares, realizando la aminacion reductiva en primer lugar o comenzando con la
alquilacién de la diamina. En el ESQUEMA 10 se describe la secuencia final. En primer
lugar se monoprotegi6 la 1,4-butilendiamina con anhidrido de Boc y luego se alquil6 el grupo
amino libre con el CI-NBD. Seguidamente se realiz6 la desproteccion del grupo amino
mediante un tratamiento &cido. Finalmente, se llevé a cabo la aminacion reductiva usando
TMOF obteniéndose un rendimiento del 70% de diamina-NBD (100).

N-O

H
H2N/\/\/NH2 _a. HN/\/\/NHZ _b> /\/\/N\@N

HN
70% 28%
O/&O 98 O/&O 99

P

NO,

100%lb

N'O\’\\j H O-N
N \/\/\N N \ H
jj /\©\ d NSNS N, Hel
O,N 0 -
70% O5N

H
100

ESQUEMA 10.a) EtOH, TEA, (Boc),0, b) NBD-CI ,THF, TEA, NaHCOj3; c)
MeOH, HCI 60 °C; d) TMOF; TEA (A) 4-Benciloxi-3-metoxi-benzaldehido, (B) 4-
Benziloxi-benzaldehido; triacetoxiborohidruro de sodio.

Los dos ultimos pasos requirieron de cierta modificacién. Debido a que la reaccién de
aminacion reductiva produce mejores rendimientos con la amina libre, se procedio a secar el
clorhidrato generado en la etapa de desproteccién y se neutralizd por el agregado de
trietilamina  en  trimetilortoformiato como  solvente.  Seguidamente se agregl
triacetoxiborohidruro de sodio, para realizar de manera mas suave, la etapa de reduccion de la
imina formada.

Una vez obtenido el producto se procedié a realizar su caracterizacion espectroscopica,
adquiriéndose sus espectros de absorcion y emision. Los espectros fueron adquiridos
disolviendo primero la muestra en DMSO vy diluyéndose a la concentracion de trabajo en
agua, encontrandose que no ocurria un apagamiento de la intensidad de fluorescencia, sin
variaciones significativas respecto a lo encontrado en la literatura para el NBD ( 4-amino-7-
nitro-benzofurazano).

En la FIGURA 84 se muestra el espectro de absorcion de 100 que posee un desplazamiento
de hacia el azul de su méximo de absorcion respecto del espectro del CI-NBD.
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FIGURA 84. Espectro de absorcion del compuesto 100.
Los maximos de absorcién fueron usados para adquirir los espectros fluorescencia FIGURA
85. Solo se observaron fendmenos de apagamiento de acuerdo al solvente y a la posibilidad de
producirse distintas interacciones entre anillos alterando, de acuerdo al pH, el espectro de

emision del compuesto, comparado con el NBD.
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FIGURA 85. Espectros de emision de fluorescencia. a.1) Aec=270NM; 8.2) Aexc= 475NM; &.3) Aexc=345nm.
La linea negra [50 uM], roja [5 uM].

Habiendo determinado las caracteristicas espectroscopicas del analogo fluorescente, se
procedid a realizar los ensayos de internalizacién en cultivos de amastigotes de Tc en
presencia del anédlogo. Se inocularon los cultivos con 100 en el ensayo HTS y el MTS,
encontrandose que en ambos ensayos el compuesto fluorescente no presentaba actividad
tripanostatica y no poseia una actividad comparable al resto de la familia de derivados
sinterizados. Si bien esto no era esperado, facilita el ensayo, ya que el compuesto no es toxico
para el parésito. Los ensayos de los compuestos fluorescentes resultaron satisfactorios
pudiéndose observar mediante microscopia confocal (FIGURA 86) y tincion con DAPI
(FIGURA 87) una acumulacion de la fluorescencia en los amastigotes, indicando que los

compuestos resulta internalizados.
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FIGURA 86 . Imagenes de las células infectadas con amastigotes. Se observa acumulacion de la
fluorescencia en la zona donde se encuentran los amastigotes. (DAPI, Age= 358 nm, A.,=461 nm; 100,
Aexc=475 nM, Ag= 550 nm)

Podemos decir entonces que los compuestos de esta biblioteca se internalizan atravesando las
membranas lipidicas, sin ser acumuladas en las mismas. Una de las preguntas que no se
pueden responder de manera concisa es el lugar donde se acumulan estos compuestos y por
tanto donde estarian actuando los analogos a los mismos. En la FIGURA 87 se puede
observar que donde se encuentra la vacuola parasitdfora la sefial resulta mas intensa, a pesar
que en la zona donde se hallan las marcas de DAPI mas uniformemente distribuidas, la sefial

del compuesto se torna mas difusa

FIGURA 87.Se puede observar en la tincion con DAPI(rojo) y el compuesto fluorescente (verde) la
coexistencia de la marca en ambos lugares de la célula. (DAPI: Aeyc: 358, Aem:461, 100: Aeyc 475, Aem: 550nm)
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Esto puede deberse a una mayor concentracion del compuesto en los amastigotes, probando
de algin modo que existe un transporte hacia su interior o que debido al pH interno de la
vacuola se exacerba la fluorescencia, para una misma cantidad de compuesto. Otro hecho
destacable es que no se encuentra fluorescencia en el ndcleo de la célula hospedadora, lo cual
constituye un hecho interesante ya que no seria el blanco, lo cual indicaria que no existe
interaccion con el ADN, avalado por la escasa citotoxicidad encontrada. También estas
imagenes permiten considerar que no se trata de inhibicion del transporte de poliaminas por
bloqueo de los transportadores debido a que no se observa acumulacion de fluorescencia en la

membrana, indicando que el compuesto atraviesa la membrana y actta a nivel intracelular

-137-



8. CONCLUSIONES.



8 CONCLUSIONES

Las enfermedades desatendidas comprenden un conjunto de patologias que son pobremente
atendidas desde los sistemas de salud y las empresas farmacéuticas. Recientemente mediante
la colaboracion de organismos no gubernamentales, entes de los estados y emprendimientos
privados, esa desatencion ha pasado a producir modelos sinérgicos de colaboracion que han
producido avances llevando a tener nuevos candidatos en fases clinicas después de mucho
tiempo. (TABLA 28)

TABLA 28. Resumen de drogas utilizadas y en estudio contra los parasitosis estudiadas en la presente tesis

Drogas de uso habitual Drogas en evaluacion
L. donovani An’foterlcma B (dlstlntas_ . Diferentes formulaciones de Anfotericina
posologias), Eflortina, Pentamidina
T. brucei Eflortina, Melarsop(ol, Pentamidina, Combinaciones entre Eflortina y otros
Suramina.
. . A Pozaconazol, K777, combinaciones Pozaconazol-
T. cruzi Benznidazol, Nifurtimox. .
Benznidazol
T. gondii Clindamicina, Pirimetamina, )
Sulfametoxazol
Cloroquina. Primacrina Naftoquinona, Strictosamina, Protopina,
P. falciparum quina, ' Ferroquina, Tafenoquina, Sulfametoxazol-trimetoprima,

Artemisinina. . L
Fosfomidomicina.

El objetivo principal de este trabajo de tesis fue generar una estrategia tendiente a realizar
aportes en estos esfuerzos desde la oOrbita del sector cientifico nacional. A continuacién se

detallan las principales conclusiones alcanzadas fruto de este trabajo.
% Se plante6 un esquema de trabajo general que pudo ser llevado adelante y sienta las
bases para llevar adelante las etapas iniciales de desarrollo de drogas en el ambito

académico.

I v r v
11 101 _ v

Seleccion de ' Actividad

In silico Estudio de

Caracterizacion antiparasita mecanismo
ADME, Tox de accion.

et Sintesis de
- bibliotecas 5
privilegiada ria

%+ Se postularon las diaminas alifaticas como una posible estructura privilegiada y se
prepararon 97 derivados, 63 de los cuales fueron nuevos. El curso de las reacciones
fue dependiente de la naturaleza de los aldehidos usados, obteniéndose los productos

con rendimientos que en general fueron buenos.
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% Se ensay0 la actividad antiproliferativa sobre los agentes etiologicos de la
leishmaniasis visceral, la tripanosomiasis africana, la enfermedad de Chagas, la
toxoplasmosis y la malaria, en estadios intra y extracelulares. Ademas se han
explorado diferentes espacios quimicos que han permitido abrir nuevas expectativas
respecto de nuevos lideres, apoyados éstos en estudios cercanos de inhibicién de los
diferentes parasitos contra los cuales resultaron activos.

+«+ La mayoria de los compuestos estudiados resultaron activos contra todos los parasitos
ensayados y presentan una baja citotoxicidad. De este modo, se encontraron miembros
de la coleccion con promisorios perfiles de actividad que los posiciona como
candidatos para las ulteriores etapas de desarrollo. (FIGURA 88 y TABLA 29).

CL%M)
n OBn
Naft||o Blfenllo OBn OMe
O < 3,4-DiOBn 4-OBn,3-OMe
x
g X:F, Br 4-0OBn 4-iPr
FIGURA 88. Estructura de los compuestos seleccionados.
TABLA 29. Compuestos seleccionados por mejor inhibicion.
(ID) n R L. donovani T.brucei T.cruzi T.gondii P. falciparum
7 3 4-BnO 0,257 0,062 0,780 75 1,220
bencilo
8 4 4-BnO 0,041 0,097 0,760 50 2,081
bencilo
9 6 4-BnO 0,235 0,140 1,830 25 0,393
bencilo
13 | 3 4-Bn0O,3-MeO 0,227 0,190 0,810 100 0,418
bencilo
15 6 4-BnO ,3-MeO 0,210 0,190 0,740 25 0,264
benicilo
17 | 10 4-BnO ,3-MeO 0,016 0,110 0,800 25 1,120
bencilo
31 | 3 4-iPr 0,561 0,190 0,530 25 0,665
Bencilo
32 | 4 4-iPr 0,680 0,029 0,370 75 0,403
Bencilo
33 | 6 4-iPr 2,630 0,029 0,390 75 0,416
Bencilo
44 | 12 4-F 1,544 0,197 0,650 50 0,331
Bencilo
50 | 12 4-Br 3,722 0,078 1,01 100 0,420
Bencilo
51 3 Naftilmetil 1,132 0,080 1,53 100 6,240
52 4 Naftilmetil 3,582 0,156 0,640 90 5,540
61 |10 3,4-diOBn 3,60 0,740 0,710 25 3,067
bencilo
64 4 Bifenilmetil 0,146 0,011 0,370 25 1,917

Ld, Th, Tc y PfICsy (UM) Tg % de inhibicion a 1 M.
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Se realizaron simulaciones in silico de las propiedades estructurales y fisicoquimicas
para lo cual se compararon distintos software y plataformas disponibles en la web.

Los estudios de las densidades electronicas, de propiedades fisicoquimicas y los
descriptores topologicos resultaron utiles para racionalizar los resultados obtenidos y
fueron usados para seleccionar los mejores candidatos a lideres.

Dadas las caracteristicas de los compuestos preparados, el metabolismo de poliaminas
aparecia como el posible blanco de acciéon por lo que se abordaron estudios para
validarlo como posible blanco de accion.
Los estudios de inhibicién enzimaticos y en cultivos de Ld suplementados mostraron
que algunos analogos poseen capacidad de inhibir marginalmente enzimas de la
biosintesis de poliaminas, mostrando una participacion menor en el mecanismo de
accion.

Se desarroll6 un analogo fluorescente (100) y se estudid en amastigotes de 7c. Los
resultados nos permiten concluir que el compuesto atraviesa tanto la membrana de la
célula hospedera, como la del parasito, lo que lo posicionaria como una posible
herramienta para estudiar el transporte de estructuras similares.

Los resultados de microscopia mostraron que el derivado fluorescente no se encuentra
anidado en una estructura celular determinada de la célula hospedadora. No se observo
acumulacién del analogo en el nucleo, lo que supone que no existe interaccidon con el
ADN.

En funcion de los resultados obtenidos, se propuso el siguiente modelo que describe

los elementos principales que modulan la actividad de la coleccion.

[Se requiere de carbociclos aromaticos de seis miembros J Modula la actividad junto
con largo de cadena.
\ / # Halégenos en posicion

4 para apicomplejos

:—O # Sustituyente aceptores

de puente hidrégeno
Distancia adecuada / ) | para tripanosomatidos.
para proveer actividad / *

Se requiere aminas| ( E|largo de cadena dirije la actividad.
secundarias # Cadenas cortas tripanosomatidos
# Cadenas largas hacia apicomplejos.

La estrategia desarrollada resulto6 novedosa y conveniente, siendo altamente
productiva si ponderamos el tiempo invertido y la cantidad de compuestos activos
encontrados, permitiendo generar buenos candidatos a drogas para las cinco

parasitosis en estudio.
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9 PERSPECTIVAS Y ESTUDIOS FUTUROS.

El desarrollo del presente trabajo de tesis ha dejado abiertos diversos interrogantes sobre las

caracteristicas estructurales que proveen la actividad y el mecanismo de acciéon en cada

parasito estudiado. Para responder algunas de estas preguntas se abordaran los siguientes

estudios:

7/
*

Se sintetizaran los derivados N-metilados de los compuestos mas activos para estudiar
el efecto de una carga permanente sobre los grupos amino.

Para determinar la importancia de un segundo atomo de oxigeno como aceptor de
puentes hidrogeno, se prepararan derivados 3,4-DiMeO y 2,5-diMeO bencilo.

Se ampliara la biblioteca de andlogos de NBD, sintetizando derivados monosustituidos
y disustituidos para estudiar el transporte y la localizacion mediante estudios

espectroscopicos y de microscopia en los distintos parasitos.

H H H
N N H NV@VN
®/ M\n/ N 2 A ~

n=2,4,6,8,10

BnOOQ?nO%Q

Se buscara ampliar el estudio del efecto de agujeros-[] en la actividad de

haloderivados con actividad biologica.
En base a los compuestos seleccionados como mejores candidatos (TABLA 28), se
optimizara su preparacion a escala de gramos para realizar los ensayos en modelos
murino de las distintas enfermedades.
En vista que los compuestos preparados no parecen tener un unico blanco de accion de
disefio una estrategia general de “pull down” para capturarlos e identificarlos.

(FIGURA 89)
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FIGURA 89. Estrategia de “pull down” para derivados N,N"-DiS
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10 APENDICES.

APENDICES A. Actividades contra la familia Apicomplexa.

ID n R PM P.f 1Csp P.f ICs Tg Tga Tga
D6(ng/ml) (uM) W2(ng/ml) (uM) intrac 1pM 10puM
(a) (b) 1uM (d)
%
inh(c)

1 3 4-MeO 314,42 1000 3,18 1700 5,407 50 ++ NT
2 4 4-MeO 328,45 1500 4,57 2200 6,698 25  +++ +++
3 6 4-MeO 356,5 1100 3,08 1200 3,36 25  +++ +4+
4 8 4-MeO 384,55 570 1,48 650 1,69 25  +++ C
5 10 4-MeO 412,61 250 0,60 280 0,67 50 ++ C
6 12 4-MeO 440,66 700 1,58 820 1,86 25  +++ C
7 3 4-BnO 466,61 570 1,22 670 1,43 75 + C
8 4 4-BnO 480,64 1000 2,08 1500 3,12 50 ++ +++
9 6 4-BnO 508,69 200 0,39 150 0,29 25  +++ +4+
10 8 4-BnO 536,75 2000 3,72 2200 4,09 25  +++ C
11 10 4-BnO 564,8 1400 2,47 2000 3,5 75 + NT
12 12 4-BnO 592,85 4760 8,03 4760 8,03 ND NT NT
13 3 4-BnO3-MeO 526,67 220 0,42 250 0,474 100 - C
14 4 4-BnO3-MeO 540,69 180 0,33 270 0,49 50 ++ +++
15 6 4-BnO3-MeO 568,75 150 0,26 250 0,439 25  +++ +4+
16 8 4-BnO3-MeO 596,8 190 0,31 260 0,435 0 C C
17 10 4-BnO3-MeO 624,85 700 1,12 660 1,05 25  +++ C
18 12 4-BnO3-MeO 652,91 840 1,28 900 1,37 25  +++ C
19 3 4-OMe30H 346,42 5000 14,43 5000 1443 ND ND ND
20 4 4-OMe 30H 360,45 NA NA NA NA 75 + +++
21 6 4-OMe 30H 388,5 NA NA NA NA 50 ++ +++
22 8 4-OMe 30H 416,55 2000 4,80 2300 5,52 25  +++ C
23 10 4-OMe 30H 444,61 880 840 1,88 25  +++ C
24 12 40Me 30H 472,66 932,2 1,97 1362,5 2,88 25 +++ C
25 3 4H 254,37 600 2,35 670 2,63 25  +++ C
26 4 4H 268,4 800 2,98 670 2,49 25 +++ C
27 6 4H 296,45 620 2,09 620 2,09 25  +++ C
28 8 4H 3245 120 0,37 120 0,369 25  +++ C
29 10 4H 352,56 170 0,48 100 0,28 25 + C
30 12 4H 380,61 370 0,97 390 1,02 25  +++ C
31 3 4-lsopropil 338,52 225,2 0,66 377,8 1,11 25 +++ C
32 4 4-lsopropil 380,61 153,4 0,40 273,1 0,71 75 C
33 6 4-lsopropil 408,67 170 0,41 360 0,88 75 + C
34 8 4-lsopropil 436,7 270 0,61 160 0,366 0 C C
35 10 4-lsopropil 464,77 2300 4,94 2800 6,024 25 +++ C
36 12 4-lsopropil 352,56 390 1,10 390 1,106 25  +++ C
37 8 4-Me 380,61 290 0,76 280 0,735 0 C C
38 10 4-Me 408.67 550 1,34 530 1,296 25  +++ C
39 12 4-Me 532,4 NA NA NA NA 25 +++ -
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40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

n

10
12
8
10
12
8
10
12
8
10
12
3

R

PentaF
PentaF
PentaF
4-F

4-F

4-F

4-Cl

4-Cl

4-Cl

4-Br

4-Br

4-Br
Naftil
Naftil
Naftil
Naftil
Naftil
Naftil
3,4-diOBn
3,4-diOBn
3,4-diOBn
3,4-diOBn
3,4-diOBn
3,4-diOBn
Bifenil
Bifenil
Bifenil
Bifenil
Bifenil
Bifenil
Pirrol
Pirrol
pirrol
Pirrol
Pirrol
Pirrol
Furfural
Furfural
Furfural
Furfural
Furfural
Furfural
4-NO2
4-NO2
4-NO2

PM
560,51
360,48
560,51
388,54
416,59

392,4
421,4
449,49
482,3
510,35
538,4
354,48

368,521
396,57

424,287
452,67
480,72
678,85
692,88
720,23
748,99
777,04
805,09

406,5

420,6

448,6

476,7

504,7

532,81
232,32
246,35
274,4

302,45
330,27
358,57
234,29
248,32
276,37
304,42
332,48
360,53
344,36
358,39
386,44
414,49

(a)
NT
190
5000
220
250
130
280
640
600
1300
900
151,8
2300
2200
NT
1000
3700
595,6
2200
1671,2
1205,4
1292,4
2469,2
195,4
207,3
860
3400
>4760
>4760
>4760
>4760
NT
1993
1407,9
597,7
>4760
3477,2
4085,4
1810,9
1591,1
1561,4
2359,8
2359,8
344
247,5

ICso (UM)
NT

0,52
8,92
0,56
0,60
0,33
0,66
1,42
1,24
2,54
1,67
0,42
6,24
5,54
NT
2,21
7,68
0,88
3,17
2,32
1,61
1,66
3,07
0,48
0,49
1,92
7,13
ND
ND
ND
ND
ND
6,58
4,26
1,66
ND
14,01
14,87
5,95
4,78
4,33
6,85
6,58
0,89
0,59

(b)
NT
110
5000
130
190
210
270
780
1110
1900
930
207
3200
2800
NT
1000
3400
867,1
1400
2407,2
953
1544,9
3213,1
221,4
348
1100
3400
ND
ND
ND
>4760
NT
2289,4
1243,2
800,3
>4760
>4760
2200
2530,3
905,3
1220,3
2526,9
434,2
363,7
288,9

ICso (LM)
NT

0,31
8,92
0,33
0,45
0,53
0,64
1,73
2,30
3,72
1,73
0,58
8,68
7,06
NT
2,21
7,07
1,27
2,02
3,34
1,27
1,98
3,99
0,54
0,83
2,45
7,13
ND
ND
ND
ND
ND
7,59
3,76
2,23
ND
ND
7,96
8,31
2,72
3,38
7,33
1,21
0,94
0,69

50
25
ND

50
50
25
25
25
25
100
100
80
ND
ND
25
50
25
25
25

25
25
25
ND
ND
ND
ND
ND
ND
25

25
25
25

25
25

25
25

25

Tg a 1uM
++
+++
NT
C
C
++
++
+++
+++
+++
+++

+++
+++
+++

+++
+++
+++
+++
ND
ND
ND

NT

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+++

(d)

Z 0z
= =

O 0000000000

=

T
T

O 00000002

ooo0ozoozzzo +
— O O O i

+++
+++
+++
++

(@]

+++
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85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

10
12

10

PM
442,45
470,6
319,87
435
448.64
476.69
504.74
532.8
554.72
568.74
596.79
624.85
652.96

(a)

254,4
148,7
2389,1

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

IC50 (1M)
0,57
0,31
7,47
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

(b)

227,4
3265

140
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

IC5o (UM)
0,51
6,93
0,43
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

(c)
25
75
NT
ND
ND
ND
ND
75
ND
ND
ND
ND
75

TgalpM

+

+++

NT

+++

+++

(d)
C
C
NT

+++

+++
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Apendice B. Actividades obtenidas contra la familia Tripanosomatidea.

ID n R PM  Tbruc Ld Ld(a) % %CC* T.c (e) T.c
eiuM  (p)UM  inh a 10uM (UM) (8)(uM)**
1 3 4-MeO 314 2,04 1,24 67,4 (c) 10 20
2 4 4-MeO 328 3,2 8,52 8,2 1,36 10 20
3 6 4-MeO 357 0,22 6,73 65,0 0,56 10 0,2
4 8 4-MeO 385 0,55 1,56 76,7 0,30 10 20
5 10 4-MeO 413 2,303 1,45 58,0 0,38 2,3 20
6 12 4-MeO 441 NT 1,47 88,2 0,26 NT 20
7 3 4-BnO 467 0,062 0,25 114 0,20 0,78 1,4
8 4 4-BnO 481 0,092 0,04 57,1 (c) 0,76 20
9 4-BnO 509 0,14 0,235 29,9 (c) 1,83 0,36
10 4-BnO 537 0,2 1,13 12,7 0,93 0,99 12
11 10 4-BnO 565 0,62 4,60 48 (c) 10 14
12 12 4-BnO 593 NT 0,57 SP SP NT 20
13 3 4-BnO 3- 527 0,19 0,22 40,2 (c) 0,81 20
MeO
14 4 4-BnO 3- 541 0,17 0,24 47 0,78 0,73 20
MeO
15 6 4-BnO 3- 569 0,19 0,21 28,7 0,61 0,74 20
MeO
16 8 4-BnO 3- 597 0,19 0,17 25,2 (c) 0,82 20
MeO
17 10 4-BnO 3- 625 0,11 0,01 48,2 0,30 0,8 20
MeO
18 12 4-BnO 3- 653 0,105 1,10 4,5 1,09 0,967 20
MeO
19 3 40Me 30H 346 10 NA NA 1,17 10 20
20 4 40Me 30H 360 10 NA NA 1,09 10 20
21 6 40Me 30H 389 10 43,76 NA 1,24 10 3,20
22 8 40Me 30H 417 5,5 44,41 NA (c) 10 20
23 10 40Me30H 445 0,96 4,49 45,2 0,92 10 13,0
24 12 40Me30H 473 1,692 4,315 27,6 1,13 3,93 20
25 4H 254 6,45 11,01 NA 1,09 10 1,0
26 4 4H 268 7,08 18,62 46 0,56 10 20
27 6 4H 296 2,03 13,83 94 0,17 10 20
28 8 4H 325 1,18 10,17 NT NT 10 20
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ID n R PM  Tbruce Ld Ld(a) % %CC* T.c (e) T.c
i uM (P)UM  inh a 10uM (UM) (a)(UM)**
29 10 4H 353 0,61 1,76 NT NT 8,1 20
30 12 4H 381 0,19 1,58 72,3 0,21 0,557 20
31 4-Isopropil 339 0,19 0,56 76,6 0,15 0,528 20
32 4 4-Isopropil 353 0,02 0,68 114 0,23 0,372 20
33 6 4-Isopropil 381 0,03 2,67 107 0,04 0,392 20
34 8 4-Isopropil 409 0,13 0,48 70,4 0,14 0,32 20
35 10 4-Isopropil 437 0,19 20,60 62 0,80 0,65 1,0
36 12  4-lsopropil 465 0,66 5,80 73 0,47 SP 20
37 8 4-Me 353 0,24 2,41 81 0,26 0,48 20
38 10 4-Me 381 0,08 1,31 NA 1,16 0,62 0,03
39 12 4-Me 409 0,08 1,95 79,3 0,37 1,02 20
40 8 PentaF 504 7,28 6,14 NA 1,18 7,34 20
41 10 PentaF 532 2,45 18,72 64 0,40 15,92 20
42 12 PentaF 561 NT NT SP SP SP SP
43 8 4-F 360 1,13 4,71 14 0,98 0,67 20
44 10 4-F 389 0,19 1,54 70 0,3 0,65 20
45 12 4-F 417 0,06 0,43 42 0,66 0,16 20
46 8 4-Cl 392 0,19 1,78 43 0,66 0,59 20
47 10 4-Cl 421 0,07 1,42 20 0,58 0,68 20
48 12 4-Cl 449 0,20 1,78 16,7 1,16 SP 20
49 8 4-Br 482 0,23 4,35 NA 1,10 0,57 3,7
50 10 4-Br 510 0,07 3,72 3,1 1,23 1,01 1,3
51 12 4-Br 538 0,08 1,13 6,3 1,21 1,53 5,8
52 3 Naftil 354 0,15 3,58 67,5 0,06 0,64 20
53 4 Naftil 369 0,05 1,29 106 0,14 0,62 1,40
54 6 Naftil 397 0,04 2,03 91 0,18 0,47 20
55 8 Naftil 424 NT NT NT NT NT NT
56 10 Naftil 453 NT NT 18,9 (c) NA 20
57 12 Naftil 481 NT 3,59 62,7 (c) SP 20
58 3,4diOBn 679 0,24 1,84 78.7 0,35 0,75 20
59 3,4diOBn 693 SP 2,33 65 (c) SP 0,82
60 3,4diOBn 720 0,57 2,13 84,6 0,211 18,49 1,9
61 8 3,4diOBn 749 0,73 3,67 44,0 0,59 0,71 20
62 10 3,4diOBn 777 NT 8,37 SP SP SP 20
63 12 3,4diOBn 805 NT 15,52 70.3 0,35 SP 20
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ID n R PM  Tbrucei Ld Ld(a) % inh  %CC* T.c (e) T.c
uM___ (puM 2 10uM (M) (@@Em)*
64 3 Bifenil 407 0,01 0,14 60,9 0,02 SP 20
65 4 Bifenil 421 SP 0,59 58,3 0,75 SP 20
66 6 Bifenil 449 0,04 1,01 101,1 0,11 SP 1,1
67 8 Bifenil 477 0,23 3,81 77,4 0,21 SP 0,72
68 10 Bifenil 505 2,03 4,71 NT NT 0,10 1,4
69 12 Bifenil 533 2,98 19,61 56,0 (c) SP 20
70 3 Pirrol 232 30 NA 1,8 1,21 NA 0,96
71 4 Pirrol 246 30 NA NA 1,26 NA 20
72 6 pirrol 274 NT NT NT NT NT NT
73 8 Pirrol 302 2,27 15,02 59,5 0,32 1,92 20
74 10 Pirrol 330 0,67 3,36 102,7 0,17 1,13 20
75 12 Pirrol 359 0,72 3,37 NA 0,30 0,55 20
76 3 Furfural 234 30 107,3 NA 1,25 30,0 3.2
77 4 Furfural 248 6,94 111,9 2,5 1,31 15,87 20
78 6 Furfural 276 6,95 46,10 43,6 0,67 6,04 20
79 8 Furfural 304 2,85 27,43 71,1 0,19 2,27 20
80 10 Furfural 332 1,82 16,06 88,1 0,23 1,60 20
81 12 Furfural 361 0,77 4,83 82,4 0,23 5,65 20
82 3 4-NO2 344 30 20 NA 1,21 8,19 20
83 4 4-NO2 358 8,6 7,33 44,9 0,63 6,40 20
84 6 4-NO2 386 6,21 5,77 78,4 0,25 2,18 20
8 8 4-NO2 414 2,01 3,95 59,1 0,26 1,77 20
86 10 4-NO2 442 0,74 2,11 84,4 0,24 1,96 20
87 12 4-NO2 471 NT 15,26 19,9 1,20 NT 20
88 H 435 NT 46,01 NA (c) NT 20
89 4 H 449 NT NA NA (c) NT 20
90 H 477 NT NA NA (c) NT 20
91 H 505 NT NA NA (c) NT 20
92 10 H 533 NT NA NA (c) NT 20
93 4-MeO 555 NT 8,96 NA (c) NT 20
94 4-MeO 569 NT 5,09 NA (c) NT 20
95 4-MeO 597 NT 7,54 NA (c) NT 20
96 4-MeO 625 NT 17,61 NA (c) NT 20
97 10 4-MeO 653 NT 53,60 NA (c) NT 20

(c)Citotoxico para las Fibroblastos por debajo de 0,1% de crecimiento respecto del Control
Negativo.
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Apendice C.

ID VERO IS IS ISTb ISLd IS clogP sol dgl DS miLlogPp TPSA AC DO Viel Vol.
PfD6  PfW2 Tc
1 4760 48 28 74 122 15 243 291 1,67 08 3,06 42,5 4 2 0 3154
2 4760 32 22 45 1,7 14 289 -318 047 067 3,34 42,5 4 2 0 3322
3 3200 29 2,7 40,1 13 0,9 382 372 374 037 4,32 42,5 4 2 0 3658
4 4760 84 73 225 7.9 1,2 475 426 -374 0,3 5,36 42,5 4 2 1 3994
5 4760 19,0 17,0 5,0 79 5,0 5,68 48 374 023 6,37 42,5 4 2 1 433,0
6 4760 6,8 58 NT 73 NT 661 -534 -374 018 7,38 42,5 4 2 1 466,6
7 3600 6,3 54 1244 300 99 517 555 -7,02 0,2 6,25 42,5 4 2 1 458,7
8 2800 28 1,9 60,1 1400 77 563 -582 -821 0,17 6,52 42,5 4 2 1 4755
9 2800 14,0 18,7 393 233 30 656 636 -124 0,13 7,54 42,5 4 2 2 5091
10 4760 24 22 443 78 9,0 7,49 69 -124 01 8,44 42,5 4 2 2 5427
1 4760 34 24 13,6 1,8 08 842 -744 -124 0,09 8,94 42,5 4 2 2 5763
12 4760 1,0 1,0 NT 140  NT 934 -798 -124 0,08 9,27 42,5 4 4 2 6099
13 3500 15,9 14,0 350 292 82 496 559 -257 0,2 543 61,0 6 2 2 5097
14 2700 15,0 10,0 294 208 68 542 586 -3,75 0,16 5,70 61,0 6 2 2 5265
15 4760 31,7 190 440 397 113 6,35 64 796 0,12 6,71 61,0 6 2 2 560,22
16 2700 14,2 104 238 208 55 728 694 -7,96 0,1 7,73 61,0 6 2 2 5938
17 4760 6,8 72 693 4760 95 1002 -958 975 0,07 8,55 61,0 6 2 2 6274
18 4760 57 53 69,4 6,6 75 913 -802 -874 0,08 9,01 61,0 6 2 2 6610
19 4760 NA NA 1,4 NA 14 183 2,31 1,13 0,78 1,63 83,0 6 4 0 3314
20 4760 NA NA NA NA 1,3 276 -285 -195 046 1,90 83,0 6 4 0 3482
21 4760 NA NA NA NA 1,2 369 -339 428 037 291 83,0 6 4 0 3818
22 4760 24 2,1 57 24 11 462 -393 428 0,3 3,92 83,0 6 4 0 4154
23 4760 54 57 12,2 54 1,1 5,08 42 -428 0,26 4,93 83,0 6 4 0 4490
24 4760 5,1 35 10,8 5,1 2,6 647 501 -428 017 5,94 83,0 6 4 1 482,6
25 4760 79 7,1 31,2 7.9 1,9 264 287 0,31 0,7 2,95 241 2 2 0 2643
26 4760 6,0 A 22,2 6,0 1,8 31 314 093 054 3,22 241 2 2 0 2811
27 4760 7,7 7,7 259 7,7 1,6 403 -368 514 037 4.23 241 2 2 0 3147
28 4760 39.7 397 1222 397 15 496 422 514 0.3 5.24 241 2 2 1 348.3
29 4760 28.0 476 794 280 17 589 476 -514 023 6.25 241 2 2 1 381,9
30 4760 12,9 12,2 338 129 225 6,82 53 514 018 7,26 241 2 2 1 4155
3 4760 211 12,6 624 211 266 309 -353 -1,87 046 5,98 241 2 2 1 364,2
32 4490 239 15,3 769 293 317 529 488 25 0,016 6,25 241 2 2 1 381,0
33 2296 15,0 84 330 135 143 622 -542 -61 0,12 7,23 241 2 2 1 4146
34 2700 15,9 75 229 100 196 715 596 -6,71 0,09 8,24 241 2 2 1 448,2
35 4760 17,6 29,8 45 2,1 15,3 8,08 65 -6,71 0,08 8,82 241 2 2 1 481,8
36 4760 2,1 1,7 346 122 231 901 -704 -671 0,07 9,19 241 2 2 1 5154
37 4760 12,2 122 431 164 259 559 491 568 024 6,14 241 2 2 1 3814
38 4760 16,4 17,0 21,2 87 205 652 -545 -568 0,19 7,15 241 2 2 1 415,0
39 4760 8,7 9,0 NA NA NA 745 599 568 0,15 8,15 241 2 2 1 448,6
40 4760 NA NA NT NT NT 555 736 -149 014 6,30 241 2 2 2 3976
4 4760 NA NA 695 251 08 6,48 -19 149 0,11 7,31 241 2 2 2 4312
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ID VERO IS IS ISTb ISLd IS  clogP  sol Dgl DS miLogP  TPSA AC DO Viol Vol
PD6 P2 Tc

42 4760 NA NA 1,7 1,0 NA 741 844 149 0,09 8,28 241 2 2 2 464,8
43 4760 251 433 55,7 216 188 508 485 -462 026 5,57 241 2 2 1 358,1
44 4760 216 366 457 190 16,7 601 -539 -462 0,2 6,58 241 2 2 1 391,7
45 4760 19,0 251 933 366 195 693 -593 -462 0,16 7,59 241 2 2 1 425,3
46 3500 26,9 16,7 297 125 83 6,19 569 -277 0,19 6,60 241 2 2 1 375,3
47 4000 143 148 139 6,3 58 1 623 277 015 7,61 241 2 2 1 409,0
48 4760 74 6,1 16,4 79 9,6 804 677 277 013 8,48 241 2 2 1 4426
49 4760 79 43 72 37 NA 6,36 -589 -621 0,15 6,86 241 2 2 1 384,0
50 4760 3,7 25 98 53 570 728 643 621 0,12 7,87 241 2 2 2 417,6
51 4760 53 5,1 885 314 NA 821 697 -621 0,1 8,63 241 2 2 2 4513
52 4760 314 23,0 5,6 2,1 20,3 5 608 -201 0,19 5,32 241 2 2 1 352,3
53 4760 2,1 1,5 55 22 194 547 635 -325 0,16 5,59 241 2 2 1 369,1
54 4760 2.2 1,7 SP SP SP 64 689 -746 0,12 6,60 241 2 2 1 402,7
55 4760 NA NA 10,5 48 SP 732 743 -746 0,1 7,61 241 2 2 1 436,3
56 4760 4,8 4,8 2,7 13 SP 825 797 -746 0,09 8,48 241 2 2 1 469,9
57 4760 13 14 118 8,0 SP 918 -851 -746 0,08 8,97 241 2 2 1 503,5
58 4760 8,0 5,5 3,1 22 9.2 77 823 435 0,08 8,48 61,0 6 2 2 653,0
59 4760 22 34 4,0 28 SP 8,16 85 554 007 8,64 61,0 6 2 2 669,8
60 4760 2,8 2,0 53 3.9 0,3 909 -904 -974 0,07 9,07 61,0 6 2 2 703,5
61 4760 39 50 47 3,7 87 1002 -958 -975 0,07 9,37 61,0 6 2 2 7371
62 4760 3,7 3,1 24 1,9 SP 1094 -101 975 0,07 9,59 61,0 6 2 2 770,7
63 4760 1,9 1,5 599 244 'SP 1187 106 975 0,06 9,78 61,0 6 2 2 804,3
64 2625 134 11,9 30,1 127 168 6 -704 109 027 6,54 241 2 2 1 407,1
65 4760 23,0 13,7 12,3 55 SP 647 -731 -026 0,6 6,81 241 2 2 1 423,9
66 4760 5,5 43 2,9 14 SP 74 -185 447 0,1 7,82 241 2 2 1 4575
67 4760 14 14 SP SP SP 832 -839 -447 0,08 8,61 241 2 2 1 4911
68 4760 SP SP SP SP 940 925 -893 -447 0,08 9,05 241 2 2 2 524,7
69 4760 SP SP SP SP SP 1018 947 447 0,07 9,35 241 2 2 2 558,3
70 4760 SP SP SP SP SP 069 -133 049 077 0,61 49,8 4 2 0 256,0
4l 4760 SP SP SP SP SP 066 -124 -1,01 0,49 1,53 55,6 4 4 0 251,0
72 4760 SP SP 79 24 SP 159 178 522 038 2,54 55,6 4 4 0 284,6
73 4760 24 2,1 10,2 34 75 252 232 -522 036 3,55 55,6 4 4 0 318,2
74 4760 34 3,8 22,2 80 118 345 286 -522 033 4,56 55,6 4 4 0 351,9
75 4760 8,0 59 NA NA NA 4,38 34 522 028 5,57 55,6 4 4 1 385,5
76 4760 SP SP 5,5 14 NA 08 -223 021 0,73 1,47 50,3 4 2 0 2274
77 4760 14 NA 4,2 1,2 11 1,31 25 -1,04 059 1,74 50,3 4 2 0 2442
78 4760 1,2 22 8,6 2,6 2,6 224 304 -525 044 2,75 50,3 4 2 0 2778
79 4760 2,6 1,9 9,0 3,0 6,3 317 358 525 04 3,76 50,3 4 2 0 3114
80 4760 3,0 5,3 8,5 3,0 8,3 41 412 525 035 4,77 50,3 4 2 0 345,0
81 4760 3,0 39 59 2,0 24 502 466 -525 027 578 50,3 4 2 1 378,6
82 4760 2,0 1,9 386 138 16 048 -379 913 041 287 1157 8 2 0 310,9
83 4760 138 110 498 192 19 093 406 -103 039 314 1157 8 2 0 327,7
84 4760 19,2 13,1 45,1 187 53 1,84 46 -145 035 415 1157 8 2 0 361,3
85 4760 18,7 16,5 723 320 61 275 514 145 0,3 516 1157 8 2 1 3949
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ID VERO IS IS ISTb ISLd IS  clogP  sol dgl DS miLogP  TPSA AC DO Viol Vol
PD6 P2 Tc

86 4760 32,0 20,9 42 2,0 52 366 -568 -145 025 6,17 1157 8 2 1 4285
87 4760 2,0 1,5 NA NA NA 457 622 -145 0.2 718 1157 8 2 1 462,2
88 4760 NA NA NA NA NA 582 479 211 024 6,24 6,5 2 0 1 4415
89 4760 NA NA NA NA NA 628 -506 -333 0,19 6,51 6,5 2 0 1 458,3
90 4760 NA NA NA NA NA 7,21 56 -754 015 7,52 6,5 2 0 1 491,9
91 4760 NA NA NA NA NA 814 614 -754 012 8,42 6,5 2 0 2 525,5
92 4760 NA NA NA NA NA 907 -668 -7,54 0,1 8,93 6,5 2 0 2 559,1
93 4760 NA NA NA NA NA 54 486 33 035 6,46 434 6 0 2 543,6
94 4760 NA NA NA NA NA 586 -513 21 029 6,74 434 6 0 2 560,4
95 4760 NA NA NA NA NA 6,79 -567 -211 013 7,75 434 6 0 2 594,0
96 4760 NA NA NA NA NA 7,72 621 211 011 8,56 434 6 0 2 627,6
97 4760 NA NA NA NA NA 865 -675 -211 0,09 9,02 434 6 0 2 661,2
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11 MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales

Las reacciones en atmdsfera inerte se llevaron a cabo bajo atmdsfera de nitrégeno seco de alta
pureza y los solventes y reactivos fueron transferidos con jeringa con presion positiva de
nitrégeno seco. Las soluciones fueron evaporadas a presion reducida en evaporador rotatorio.
Todos los materiales de partida fueron adquiridos en SIGMA-Aldrich.

Las soluciones fueron evaporadas a presion reducida en el evaporador rotatorio.

La estructura de los compuestos obtenidos fue elucidada a través de los datos
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear de protones y de carbono (RMN de *H y

RMN de **C), infrarrojo (IR) y espectrometria de masa de alta resolucion.

Datos fisicos

Los espectros de IR fueron registrados en un espectrofotometro marca Shimadzu modelo
FTIR-8400, usando como patron de calibracion la banda 1601 cm ™del poliestireno.

Las muestras solidas se midieron como dispersiones en pastillas de bromuro de potasio (KBr),
obtenidas por compresion de una mezcla finamente pulverizada de aproximadamente 3 mg de
muestra cada 100 mg de KBr seco.

Los espectros de RMN fueron registrados en un espectrometro marca Bruker modelo Avance
300 MHz(1H, utilizando la sefial del tetrametilsilano como patron de referencia interno) y a
75 MHz (13C, utilizando la sefial del solvente, CDCI3, como patrén de referencia interno).
Las mediciones se realizaron disolviendo o suspendiendo la muestra en CDCI3y en DMSO en
los casos que fue necesario. Los espectros de RMN de 1H fueron informados indicando los
desplazamientos quimicos de las sefiales (8) y, a continuacion entre paréntesis y en este orden,
se detallé la multiplicidad de la sefial, la integracion de la sefial, la constante de acoplamiento
(J), y finalmente, la asignacién de la sefial. Los espectros de RMN de 13C fueron informados
indicando los desplazamientos quimicos de las sefiales (3) y, a continuacion entre paréntesis,
tipo de carbono y su asignacion. Los desplazamientos quimicos fueron informados en
unidades de partes por millon (ppm), relativas al patron de referencia correspondiente y las
constantes de acoplamientos en hercios. Las abreviaturas utilizadas para informar las
multiplicidades de las sefiales fueron: s: singlete, d: doblete, t: triplete y m: multiplete Los
espectros de RMN de **C reportados incluyen: espectros totalmente desacoplados BB (Inglés:
Broad Band) y espectros con intensificacion sin distorsion por transferencia de polarizabilidad
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DEPT (Inglés: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) que permiten diferenciar
carbonos cuaternarios, metinicos, metilénicos y metilicos.

Los espectros de masa de alta resolucion fueron registradas en un Micromass Q-TOF micro
Hybrid en el Departamento de Quimica Medicinal de la Universidad de Mississippi en los
Estados Unidos y en LC MS-MS del servicio de Espectrometria de Masa de alta resolucion
del IQUIR-IBR.

Los espectros de absorcion y emision de fluorescencia fueron realizados bajo la tutela de la
Dra. Julia Cricco, en el laboratorio de Biofisica y en el IBR.

Cromatografia

Las CCD se realizaron sobre placas comerciales de aluminio cubiertas con silica gel Merck
(60F254) y se desarrollaron con sistemas de solventes adecuados a cada muestra. Las
manchas se detectaron con lampara de luz UV (A= 254 nm), por inmersion en una solucién de
p-anisaldehido (p-anisaldehido/acido sulfurico/acido acético en etanol 95% (2,5 %: 2,5 %:
0,25 % v/v) 6 en solucién de ninhidrina (0,2 g en100 mL de etanol) y posterior calentamiento
para mejorar la sensibilidad de la deteccion. Un tercer revelador utilizado de forma alternativa
fue el revelador de Permanganato de potasio.

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron sobre silica gel Merck 60H
eluyendo con los sistemas de solventes de polaridad creciente adecuados para cada muestra,
acelerando la elusion con presion de nitrégeno. Las siembras se realizaron con las muestras a
purificar adsorbidas sobre silica gel o en solucién.

Reactivos, gases y solventes

Los gases se secaron por pasaje a través de acido sulflrico concentrado.

Los solventes utilizados como eluyentes en CCD o cromatografia en columna fueron
purificados por destilacion. Los solventes de reaccion fueron de calidad “Pro andlisis” y en los
casos necesarios se sometieron a ulterior purificacién tal como se describe a continuacién:
Diclorometano anhidro: destilado sobre P205bajo atmdsfera de nitrégeno y almacenado en
botellas con tamices moleculares de 4 A.

Metanol anhidro: destilado sobre hidruro de calcio bajo atmosfera de nitrogeno y almacenado
en botellas con tamices moleculares de 4 A.

Método general de obtencion de diaminas N,N’-disustituidas

Las reacciones fueron realizadas en dos etapas: en la primera etapa se formo la imina
correspondiente y posteriormente se procedio a reducirla mediante un agente reductor.

1- Formacién de imina
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A una solucion de la diamina (1 eq) en unamezcla de diclorometano: metanol anhidros (3:1),
se adicioné el aldehido (3 eq) disueltoen una mezcla diclorometano:metanol anhidros (3:1).
Se dejo la mezcla de reaccion bajo agitacion magnética y con calentamiento a reflujo durante
toda la noche. Se determind mediante un espectro de RMN de 1H que la reaccion se habia
completado. A continuacién se evaporo elsolvente y se continud con la etapa de reduccion sin
purificar el producto obtenido.

2- Reduccion de la imina

El crudo de la reaccion anterior se redisolvié en una mezcla diclorometano:metanol (1:1). Se
coloco la mezcla en un bafio de hielo hasta alcanzar los 0 °C, y se le agregd borhidruro de
sodio (3 eq) en pequefias porciones y se dejOo reaccionar con agitacion magnética a
temperatura ambiente durante veinticuatro horas. Posteriormente, se tomd una alicuota de 500
pL de la misma, se le agregd agua para eliminar el exceso de borhidruro de sodio y luego se
extrajo con éteretilico. Para determinar que la reaccion se habia completado, se sembr6 una
CCD con la fase orgéanica anteriory un estandar de la imina y se resolvié en una mezcla
amoniaco:metanol: acetato de etilo (1:2:7), revelandola con ninhidrina.

El aislamiento del producto de la reaccion se realizé mediante agregado de acido clorhidrico
10 % gota a gota hasta que la mezclade reaccion se volvio &cida. Se agitd la mezcla por treinta
minutos y luego se agregbamoniaco concentrado hasta que la mezcla presentaba pH basico.
Se extrajo la mezcla con diclorometano, se seco los extractos organicos con sulfato de sodio

anhidro y se evaporé en el rotavapor.

Método alternativo 1 de obtencion de diaminas N,N’-disustituidas.

Las reacciones fueron realizadas en una etapa, en donde se forma la imina correspondiente y
posteriormente se procedio a reducirla mediante un agente reductor.

1- Formacion de imina

A una solucion de la diamina (1 eq) en una mezcla de diclorometano: metanol anhidros (3:1),
se adiciono el aldehido (3 eq) disuelto en una mezcla diclorometano: metanol anhidros (3:1).
Se dejo la mezcla de reaccion bajo agitacion magnética y con calentamiento a reflujo durante
toda la noche. Se determind mediante un espectro de RMN de 1H que la reaccion se habia
completado. A continuacion se evaporoé el solvente y se continud con la etapa de reduccion
sin purificar el producto obtenido.

2- Reduccidn de la imina y obtencion del compuesto final.

El crudo de la reaccién anterior se redisolvio en una mezcla diclorometano: metanol (1:1). Se

colocé la mezcla en un bafio de hielo hasta alcanzar los 0 °C, y se le agregd borhidruro de
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sodio (3 eq) en pequefias porciones y se dejo reaccionar con agitacion magnética a
temperatura ambiente durante veinticuatro horas. Posteriormente, se tomo una alicuota de 500
pL de la misma, se le agregd agua para eliminar el exceso de borhidruro de sodio y luego se
extrajo con éteretilico. Para determinar que la reaccion se habia completado, se sembro una
CCD con la fase organica anterior y un estandar de la imina y se resolvié en una mezcla
amoniaco: metanol: acetato de etilo (1:2:7), revelandola con ninhidrina.

El aislamiento del producto de la reaccion se realizé mediante agregado de &cido clorhidrico
10 % gota a gota hasta que la mezcla de reaccion se volvio acida. Se agito la mezcla por
treinta minutos y luego se agregé amoniaco concentrado hasta que la mezcla presentaba pH
basico. Se extrajo la mezcla con diclorometano, se secé los extractos organicos con sulfato de
sodio anhidro y se evaporo en el rotavapor.

Método alternativo 2 de obtencion de diaminas N,N’-disustituidas y N, N, N°, N’-
tetrasustiuidas.

Las reacciones fueron realizadas en una etapa, en donde se forma la imina correspondiente y
posteriormente se procedié a reducirla mediante un agente reductor, en un mismo tubo de
reaccion.

Formacion de imina y posterior reduccién suave.

A una solucién de la diamina (1 eq) en TMOF, se adiciond el aldehido (3 eq) que en caso de
encontrarse en estado solido, se pesé inicialmente en el tubo de reaccion. Agregandosele
luego el solvente y la diamina. Se pesan y se agregan 50 mg de tamices moleculares. Se dejo
la mezcla de reaccion bajo agitacion magnética y con calentamiento a reflujo durante toda la
noche. Se determindé mediante un espectro de RMN de 1H que la reaccion se habia
completado. A continuacién se agrega el Triacetoxi Borohidruro de sodio (3eq). A posterior
se tomd una alicuota de 500 pL de la mezcla, se le agregd agua para eliminar el exceso de
borhidruro de sodio y luego se extrajo con éteretilico. Para determinar que la reaccion se
habia completado, se sembr6 una CCD con la fase organica anterior y un estandar de la imina
y se resolvio en una mezcla amoniaco: metanol: acetato de etilo (1:2:7), revelandola con
ninhidrina.

El aislamiento del producto de la reaccion se realizé mediante agregado de acido clorhidrico
10 % gota a gota hasta que la mezcla de reaccion se volvid acida. Se agito la mezcla por
treinta minutos y luego se agregé amoniaco concentrado hasta que la mezcla presentaba pH
basico. Se extrajo la mezcla con diclorometano, se seco los extractos organicos con sulfato de

sodio anhidro y se evaporo en el evaporador rotatorio.
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Método alternativo 3 de obtencion de diaminas N,N’-disustituidas y N, N, N°, N’-
tetrasustituidas.

Las reacciones fueron realizadas en una etapa, en donde se forma la imina correspondiente y
posteriormente se procedid a reducirla mediante un agente reductor, en un mismo tubo de
reaccion.

Formacion de imina y posterior reduccién suave.

A una solucion de la diamina (1 eq) en TMOF, se adicion0 el aldehido (3 eq) que en caso de
encontrarse en estado solido, se peso inicialmente en el tubo de reaccion. Agregandosele
luego el solvente y la diamina. Se pesan y se agregan 50 mg de tamices moleculares. Se
agrega el Triacetoxi Borohidruro de sodio (3eq) Yy dejandose la mezcla de reaccion bajo
agitacion magnética y con calentamiento a reflujo durante toda la noche. Se determind
mediante un espectro de RMN de 1H que la reaccién se habia completado.

A posterior se tom6 una alicuota de 500 pL de la mezcla, se le agregd agua para eliminar el
exceso de triacetoxi borohidruro de sodio y luego se extrajo con éteretilico. Para determinar
que la reaccién se habia completado, se sembré una CCD con la fase organica anterior y un
estandar de la imina y se resolvidé en una mezcla amoniaco: metanol: acetato de etilo (1:2:7),
revelandola con ninhidrina.

El aislamiento del producto de la reaccién se realizé mediante agregado de &cido clorhidrico
10 % gota a gota hasta que la mezcla de reaccion se volvid acida. Se agité la mezcla por
treinta minutos y luego se agregé amoniaco concentrado hasta que la mezcla presentaba pH
basico. Se extrajo la mezcla con diclorometano, se sec6 los extractos organicos con sulfato de

sodio anhidro y se evaporo6 en el rotavapor.

Sintesis de diaminas.

1. Sintesis de N* N3-bis(4-metoxibencil)propano-1,3-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié de
1,3-propilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). Luego p-anisaldehido (197 uL; 1,62 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1).El crudo de la primer reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y
se agregd borhidruro de sodio (61 mg; 1,62 mmoles). Se obtuvieron 115 mg de producto

como un aceite incoloro con un rendimiento del 67 %.
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RMN de 'H (CDCls): & = 7,21 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,85 (d, 4 H, J= 8,7 Hz,C3’-
H);3,79 (s, 6 H, O-CHs) 3,71 (s, 4 H, Ar-CH2); 2,68 (t, 4 H, J= 6,6 Hz, N-CH,); 1,71 (m,2
H,C2-H). RMN de *C (CDCls): 6= 158,6 (C-OMe, carbono aromético cuaternario); 132,7 (
C, carbono aromatico cuaternario); 129,3 y 113,7 (CH, carbonos aromaticos); 55,2 (CH3, O-
CHj3); 53,5(CH,, Ar-CH,); 47,9 (CH;, N-CHy); 30,2 (CH;,, C2).IR: v = 3301 (R-NH-R1);
3062(Ar-H); 1176 (C-N-C); 1243 y 1036 (Ar-O-C); 818(aromético disustituido) cm™

EMAR: masa calculada para C19H»7N,0, (M+H") 315,2073; encontrada 315,2087.

2. Sintesis de N*,N*-bis(4-metoxibencil)butano-1,4-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butilendiamina (40 mg; 0,45 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego p-anisaldehido (165 pL; 1,36 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1).El crudo de la primer reaccién se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg6 borohidruro de sodio (51 mg; 1,36 mmoles). Se obtuvo 115 mg de producto como
solido blanco con un rendimiento del 77%.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,19 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,83 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-
H);3,75 (s, 6 H, O-CHj3); 3,68 (s, 4 H, Ar-CHy); 2,58 (t, 4 H, J= 6,6 Hz, N-CHy); 1,51 (m, 4
H,C2-H y C3-H). RMN de **C (CDCls): 6= 158,6 (C-OMe, carbono aromatico cuaternario);
132,4 ( C, carbono aromaético cuaternario); 129,3 y 113,8 (CH, carbonos aromaticos); 55,2 (O-
CHj3);53,3 (CH,, Ar-CHy); 49,1 (CH,, N-CHy,); 27,8 (CH,, C2 y C3).IR: v = 3314(R-NH-R1);
2997 (Ar-H); 1246 y 1036 (Ar-O-C); 1174 (C-N-C); 818(aromatico disustituido) cm™
EMAR: masa calculada para CooH2gN»0, (M+H") 329,229; encontrada 329,2233.

3. Sintesis de N*,N°-bis(4-metoxibenzil)hexano-1,6-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano : metanol (4 mL; 3:1).

Luego p-anisaldehido (126 pL; 1,03 mmoles) fue disuelto en (4 mL) diclorometano: metanol
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(3:1).El crudo de la primer reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agregd borohidruro de sodio (39 mg; 1,03 mmoles). Obteniéndose 106 mg de producto como
un solido cristalino blanco con un rendimiento del 86%.

RMN de 'H (CDCls ): & = 7,23 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,86 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-
H):3,79 (s, 6 H, -CH3); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH.); 2,59 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,); 1,48 (m, 4
H,C2-H y C5-H ); 1,33 (m, 4 H, C3-H y C4-H) .RMN de *C (CDCls): 8= 158,6 (C-OMe,
carbono aromatico cuaternario); 132,5 (C, carbono aromatico cuaternario); 129,3 y 113,8
(CH, carbonos aromaticos); 55,2 (CHs, O-CHj3); 53,4(CH,, Ar-CH,); 49,2 (CH,, N-CH>); 29,9
(CH,, C2 y C5); 27,3 (CH,,C3 y C4).IR: v = 3296(R-NH-R1); 2957 (Ar-H); 1252 y 1033
(Ar-O-C); 1103 (C-N-C); 818(aromético disustituido) cm™.EMAR: masa calculada para
C2Ha3N,0, (M+H") 357,2542; encontrada 357,2531.

4. Sintesis de N* N®-bis(4-metoxibencil)octano-1,8-diamina.

_0O
H
N~
N
YO
(@)

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octilendiamina (40 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego p-anisaldehido (101 pL; 0,83 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1).El crudo de la primer reaccién se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg6 borohidruro de sodio (31 mg; 0,83 mmoles). Obteniéndose 106 mg de producto como
un sélido blanco con un rendimiento del 99%.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,23 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,85 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-
H);3,78 (s, 6 H, O-CHs); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,59 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,): 1,48 (m, 4
H,C2-H y C7-H ); 1,28 (s, 8 H, C3-H al C6-H).RMN de *C (CDCl; ): 6= 158,6 (C-OMe,
carbono aromatico cuaternario); 132,4 ( C, carbono aromatico cuaternario); 129,3 y 113,8
(CH, carbonos aromaticos); 55,2 (CH3, OCHj3); 53,4 (CH», Ar-CH,); 49,3 (CH,, N-CH,); 29,9
(CH,, C2y C7); 29,5 (CH,,C3 y C6);27,3 (CH;, C4 y C5).IR: v = 3307 (R-NH-R1); 3026
(Ar-H);:1121 (C-N-C); 697 (aromético monosustituido) cm™*.EMAR: masa calculada para
Ca4H37N>0, (M+H™): 385,2855; encontrada: 385,2857.
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5. Sintesis de N*',N'%-bis(4-metoxibencil)decano-1,10-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
decilendiamina (40 mg; 0,23 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego p-anisaldehido (84 uL; 0,70 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1).El crudo de la primer reaccién se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agrego borohidruro de sodio (26 mg; 0,70 mmoles). Se aislaron 57 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 60%.

RMN de 'H (CDCl3 ): 6 = 7,26 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C2’-H); 6,86 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-
H);3,79 (s, 6 H, O-CH3); 3,75 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,62 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, NH-CHy); 1,52 (m, 4
H,C2-H y C9-H); 1,26 (s, 12 H, C3-H al C8-H).RMN de **C (CDClI; ): = 158,9 (C-OMe,
carbono aromético cuaternario); 130,2 ( C, carbono aromatico cuaternario); 129,8 y 113,9
(CH, carbonos aromaticos); 55,2 (CH3z, OCHz);52,4 (CH,, Ar-CH,); 48,9 (CH;, N-CH,); 29,4
(CH,, C2 y C9); 29,3 (CH,,C3 y C8);28,9 (CH,, C4 y CT7); 27,2 (CH,,C5 y C6).IR: v =
3392(R-NH-R1); 1253 y 1033 (Ar-0-C); 1177 (C-N-C); 818 (aromatico disustituido)

cm™. EMAR: masa calculada para CosHa1NoO, (M+H") 413,3168, encontrada 413,3172.

6. Sintesis de N*,N**-bis(4-metoxibencil)dodecano-1,12-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
dodecilendiamina (50 mg; 0,49 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). Luego p-anisaldehido (101 mg 6=1,19 g/I; 114 pL; 0,75 mmoles) fue disuelto en
diclorometano: metanol (4 mL; 3:1). El crudo de la primer reaccion se disolvidé en
diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se agregd borohidruro de sodio (26 mg; 0,70
mmoles). Se aislaron 109 mg de producto como un sélido blanco con un rendimiento del
99%.

RMN de *H (CDCl3): 6 =7,26 (d, 4 H, J=8,7 Hz, C2’-H); 6,86 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H);
3,79 (s, 6 H, O-CHg); 3,75 (s, 4 H, Ar-CHy); 2,62 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CHy); 1,52 (m, 4 H,
C2-H y C9-H); 1,26 (s, 12 H, C3-H al C8-H).RMN de **C (CDCl; ): 8= 158,9 (C-OMe,
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carbono aromatico cuaternario); 130,2 ( C, carbono aromatico cuaternario); 129,8 y 113,9
(CH, carbonos aromaticos); 55,2 (CHs, OCHj3); 52,4 (CH;,, Ar-CH2); 48,9 (CH;, N-CH,);
29,4 (CH,, C2y C9); 29,3 (CH,,C3y C8); 28,9 (CH2, C4y C7); 27,2 (CH,,C5 y C6).IR: v =
3392(R-NH-R1); 1253 y 1033 (Ar-O-C); 1177 (C-N-C); 818 (aromatico disustituido)cm™.
EMAR: masa calculada para CogHssN,0, (M+H™) 441,3475, encontrada 441,3462.

7. Sintesis de N*,N*-bis(4-(benciloxi)bencil)propano-1,3-diamina.
H H
(o O

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,3-
propilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL,; 3:1).
4-benciloxi-benzaldehido (344 mg; 1,62 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1). El crudo de la primer reaccién se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y
se agregd borohidruro de sodio (61 mg; 1,62 mmoles). Obteniéndose 197 mg de producto
como un solido blanco con un rendimiento del 78%.

RMN de 'H (CDCl3): & =7,41 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo) 7,21 (d, 4 H, J= 8,7
Hz,C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-
N);2,69 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,); 1,72 (m, 2 H, C2). RMN de *C (CDCls): 6= 157,9 (
C4’-0, carbono aromatico cuaternario); 137,1 (C1°’-CH,-O, carbono aromaético cuaternario);
132,7 (C1°, carbono aromadtico cuaternario); 129,4 (CH, C3”’ y C5”*); 128,6 (CH, C2’ y C6’);
128,0 (CH, C4’*); 127,5 (CH, C2”’ y C6”’); 114,8 (CH, C3’ y C5”); 70,1 (CH,, O-CHy); 53,4
(CH,, Ar-CH2-N); 47,9 (CH,, N-CHy); 29,9 (CH,, C2). IR: v = 3289 (R-NH-R1); 3032 (Ar-
H); 1106 (C-N-C); 1239 y 1026 (Ar-O-C) cm™EMAR: masa calculada para CsiHssN,O-
(M+H") 467,2699; encontrada 467,2678.

8. Sintesis de N',N*bis(4-(benciloxi)bencil)butano-1,4-diamina.

-160-



Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butilendiamina (40 mg; 0,45 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
4-benciloxi-benzaldehido (289 mg; 1,36 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1).El crudo de la primer reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y
se agregd borohidruro de sodio (51 mg; 1,36 mmoles). Se aislaron 168 mg de producto como
un s6lido blanco con un rendimiento del 77%.

RMN de *H (CDCl;3 ): & =7,42 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 7,22 (d, 4 H, J= 8.7
Hz,C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-
N);2,62 (t, 4 H, J= 6,6 Hz, N-CH,); 1,53 (m, 4 H, C2-H y C4-H).RMN de *C (CDCl; ): 6=
157,8 (C4’-O, carbono aromatico cuaternario); 137,1 (C1°’-CH,-O, carbono aromatico
cuaternario); 132,9 (C1°, carbono aromatico cuaternario); 129,3 (CH,C3”’ y C5” ); 128,6
(CH, C2’ y C6); 127,9 (CH, C4); 127,5 (CH, C2”’ y C6”"); 114,8 (CH, C3’ y C5°); 70,1
(CH,, O-CHy); 53,4 (CHy, Ar-CH,-N); 49,2 (CH;, N-CHy); 27,9 (CH,, C2 yC4 ). IR: v =
3294 (R-NH-R1); 3035 (Ar-H); 1167 (C-N-C); 1247 y 1015 (Ar-O-C); 814(aromético
disustituido) cm™ .EMAR: masa calculada para Cs;H3sN»O, (M+H") 481,2855; encontrada
481,2849.

9. Sintesis de N*,N°-bis(4-(benciloxi)bencil)hexano-1,6-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
4-benciloxi-benzaldehido (219 mg; 1,03 mmoles) fue disuelto en (4 mL) diclorometano:
metanol (3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL;
1:1) y se agregd Borohidruro de sodio (39 mg; 1,03 mmoles). Obteniéndose 54 mg de
producto como un sélido blanco con un rendimiento del 30%.

RMN de H (CDCl3): 6 =7,38 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 7,23 (d, 4 H, J= 8,7
Hz,C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3°-H ); 5,05 (5, 4 H, Ar-CH»-O); 3,72 (s, 4 H, Ar-CH,-
N);2,61 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CHy); 1,51 (m, 4 H, C2-H y C5-H); 1,32 (m, 4 H, C3-H y C4-
H).RMN de *C (CDCl; ): 8= 157,9 ( C4’-O, carbono aromético cuaternario); 137,1 (C1”’-
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CH>-0, carbono aromatico cuaternario); 132,3 (C1’°, carbono aromatico cuaternario); 129,5
(CH,C3 y C57); 128,6 (CH, C2’ y C6°); 127,9 (CH, C4”°); 127,5 (CH, C2”’ y C6”°); 114,8
(CH,C3” y C57); 70,0 (CHz, O-CHy); 53,2 (CH,, Ar-CH,-N); 49,1 (CH,, N-CH,); 29,7 (CHa,
C2 yCb); 27,2 (CH, ,C3 y C4). IR: v = 3293 (R-NH-R1); 3048 (Ar-H); 1104 (C-N-C); 1251
y 1016 (Ar-O-C); 815(aromatico disustituido) cm™ .EMAR: masa calculada para Cs4HaoN,0,
(M+H") 509,3168; encontrada 501,3146.

10. Sintesis de N*,N2-bis(4-(benciloxi)bencil)octano-1,8-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octilendiamina (40 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
4-benciloxi-benzaldehido (176,6 mg; 0,83 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1)
y se agregO borohidruro de sodio (31 mg; 0,83 mmoles). Se generaron 88 mg de producto
como un solido blanco con un rendimiento del 59%.

RMN de H (CDCl3 ): 6 =7,42 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 7,23 (d, 4 H, J= 8,7
Hz,C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar-CH,-
N); 2,60 (t, 4 H, J=7,2 Hz, N-CHy); 1,49 (m, 4 H, C2-H y C7-H); 1,29 (s, 8 H, CH,, C3-H al
C6-H). RMN de **C (CDCl; ): = 157,8 ( C4’-O, carbono aromatico cuaternario); 137,1
(C17’-CH»-0, carbono aromatico cuaternario); 133,0 (C1°, carbono aromatico cuaternario);
129,3 (CH,C3”’ y C5”), 128,6 (CH, C2’ y C6’), 127,9 (CH, C4”*), 127,5 (CH, C2”’ y C6”");
114,8 (CH,C3’ y C57); 70,0 (CH;, O-CHy); 53,5 (CH;, Ar-CH,-N); 49,4 (CH,, N-CHy); 30,1
(CH,, C2 yC7); 29,5 (CH,, C3 y C6); 27,3 (CH;, C4 y C5). IR: v = 3246 (R-NH-R1); 3035
(Ar-H); 1104 (C-N-C); 1249 y 1015 (Ar-O-C); 813(aromético disustituido) cm-'. EMAR:
masa calculada para CzsHasN,O, (M+H") 537,3481; encontrada 537,3477.
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11. Sintesis de N*,N'°-bis(4-(benciloxi)bencil)decano-1,10-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
4-benciloxi-benzaldehido (148 mg; 1,62 mmoles) fue disuelto en (4 mL) diclorometano:
metanol (3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL;
1:1) y se agregé borohidruro de sodio (26 mg; 1,62 mmoles). Obteniéndose 87 mg de
producto como un sélido blanco con un rendimiento del 66%.

RMN de H (CDCl3 ): 6 =7,42 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 7,24 (d, 4 H, J= 8,7
Hz,C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar-CH,-
N);2,61 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,); 1,49 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,27 (s, 12 H, C3-H al C8-
H) .RMN de **C (CDClI; ): 8= 157,9 ( C4’-O, carbono aromatico cuaternario); 137,1 (C1°’-
CH>-0, carbono aromatico cuaternario); 132,7 (C1’°, carbono aromatico cuaternario); 129,4
(CH,C3’ y C5”), 128,6 (CH, C2’ y C6’), 128,0 (CH, C4’*), 127,5 (CH, C2”’ y C6™’); 114,8
(CH,C3” y C5”); 70,0 (CH,, O-CHy); 53,4 (CH,, Ar-CH,-N); 49,4 (CH,, N-CH,); 30,0
(CH,,C2 yC9); 29,5 (CH,, C3 al C7); 27,6 (CH,, C5). IR: v = 3311 (R-NH-R1); 3049 (Ar-H);
1105 (C-N-C); 1250 y 1016 (Ar-O-C); 814(aromatico disustituido) cm™*.EMAR: masa
calculada para CsgHagN,0, (M+H") 565,3794; encontrada 565,3802.

12. Sintesis de N*,N*2-bis(4-(benciloxi)bencil)dodecano-1,12-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvi6 1,10-
decilendiamina (50 mg; 0,49 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL,; 3:1).
4-pbenciloxi-benzaldehido (148 mg; 1,62 mmoles) fue disuelto en (4 mL) diclorometano:

metanol (3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL,;

-163-



1:1) y se agreg6 borohidruro de sodio (26 mg; 1,62 mmoles). Obteniéndose 87 mg de
producto como un sélido blanco con un rendimiento del 60%.

RMN de *H (CDCls ): & =7,42 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 7,24 (d, 4 H, J= 8,7 Hz,
C2’-H); 6,93 (d, 4 H, J= 8,7 Hz, C3’-H); 5,05 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,72 (s, 4 H, Ar-CH,-N);
2,61 (t,4H,J=69Hz, N-CH2); 1,49 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,27 (s, 12 H, C3-H al C8-H)
. RMN de *C (CDCl; ): 8= 157,9 ( C4’-0, carbono aromatico cuaternario); 137,1 (C1°’-
CH>- O, carbono aromatico cuaternario); 132,7 (C1°, carbono aromatico cuaternario); 129,4
(CH, C3”° y C5”), 128,6 (CH, C2’ y C6°), 128,0 (CH, C4>), 127,5 (CH, C2”’ y C6>*); 114,8
(CH, C3’ y C5%); 70,0 (CH,, O-CHy-); 53,4 (CH;, Ar-CH2-N); 49,4 (CH,, N-CHy-); 30,0
(CH,,C2 y C9); 29,5 (CH,, C3 al C7); 27,6 (CH,, C5). IR: v = 3311 (R-NH-R1); 3049 (Ar-
H); 1105 (C-N-C); 1250 y 1016 (Ar-O-C); 814 (aromatico disustituido) cm™.EMAR: masa
calculada para CsgHagN20, (M+H") 565,3794; encontrada 565,3802.

13. Sintesis de N*,N>-bis(4-(benciloxi)-3-metoxibencil)propano-1,3-diamina.

/ODAN/\/\N/\@C)\
H H

i e

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,3-
propilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
El 3-metoxi-4-benciloxibenzaldehido fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).

El crudo de la primer reaccién se disolvio en (10 mL; 1:1) diclorometano: metanol y se
agregd (61 mg; 1,62 mmoles) borohidruro de sodio. Se aislaron 133 mg de producto como un
solido cristalino blanco con un rendimiento del 50%.

RMN de 'H (CDCl3 ): & =7,37 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,82 (m, 6 H,
aromaticos); 5,13 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,87 (s, 6 H, O-CHg); 3,70 (s, 4 H, Ar-CH>-N); 2,69 (
t4 H, J= 6,6 Hz, N-CH-); 1,72 (m, 2 H, C2-H ). RMN de *C (CDCl; ): 6= 149,7 ( C5’-
OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,2 (C4’-O,carbono aromatico cuaternario); 137,3
(C1”’-CH2-O, carbono aromatico cuaternario); 133,8(C1°-CH,-N, carbono aromatico
cuaternario); 128,5 (CH, C3”’ y C5”); 127,8 (CH, C4°’);127,3 (CH, C2”’ y C6’’); 120,2 (CH,
C2’); 114,1 (CH, C3°); 112,0 (CH, C6°); 71,1 (CHa,-O-CH,.);56,0 (CH3, O-CH3); 53,9 (CH,,
Ar-CH>-N); 48,0 (CH,, N-CH,); 30,2 (CH>, C2). IR: v = 3302(R-NH-R1); 3063 (Ar-H); 1264
y 1026 (Ar-O-C); 1139 (C-N-C) cm™.EMAR: masa calculada para CssHssNoOs (M+H")
527,2910; encontrada 527,2886.
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14. Sintesis de N* N*-bis(4-(benciloxi)-3-metoxibencil)butano-1,4-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butilendiamina (40 mg; 0,45 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
El 3-metoxi 4-benciloxi-benzaldehido (329 mg; 1,36 mmoles) fue disuelto en diclorometano:
metanol (4 mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvio en diclorometano: metanol
(10 mL; 1:1) y se agregd borohidruro de sodio (38 mg; 1,36 mmoles). Se aislaron 205 mg de
producto como un sélido blanco con un rendimiento del 84%.

RMN de 'H (CDCl; ): & =7,39 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,82 (m, 6 H,
aromaticos); 5,13 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-CHj3); 3,70 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,64 (
t4 H, J= 6,6 Hz, N-CH,); 1,56 (m, 4 H, C2-H y C3-H). RMN de **C (CDCl; ): 6= 149,7
(C5’-OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,2 (C4’-O,carbono aromaético cuaternario);
137,3 (C1°’-CH,-O, carbono aromatico cuaternario); 133,2 (C1’-CH,-N, carbono aromatico
cuaternario); 128,5 (CH, C3”’ y C5”), 127,8 (CH, C4°"),127,3 (CH, C2”’ y C6"); 120,3 (CH,
C2%), 114,0 (CH, C3”), 112,0 (CH, C6°); 71,1 (CH,, O-CH,-);56,0 (CH3, O-CHg); 53,6 (CH,,
Ar-CH2-N); 49,1 (CH,, N-CHy); 27,7 (CH,, C2 y C3). IR: v = 3299(R-NH-R1); 3066(Ar-H);
1261 y 1032 (Ar-O-C); 1131 (C-N-C) cm™ EMAR: masa calculada para C34H41N>0, (M+H")
541,3066; encontrada 541,3045.

15. Sintesis de N*,N°-bis(4-(benciloxi)-3-Metoxibencil)hexano-1,6-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
El 3-metoxi-4-benciloxi-benzaldehido (250 mg; 1,03mmoles fue disuelto en diclorometano:

metanol (4 mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvio en diclorometano: metanol
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(10 mL; 1:1) y se agreg6 borohidruro de sodio (39 mg; 1,03 mmoles). Obteniéndose 159 mg
de producto como solido blanco con un rendimiento del 81%.

RMN de 'H (CDCl; ): & =7,40 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,84 (m, 6 H,
aromaticos); 5,13 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-CHg); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH2-N); 2,61 (
t,4 H, J= 7,2 Hz, N-CHy); 1,51 (m, 4 H, C2-H y C5-H ); 1,33 (m, 4 H, C3-H y C4-H). RMN
de 13C (CDClI;3 ): 6= 149,7 ( C5’-OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,6 (C4’-
O,carbono aromatico cuaternario); 137,3 (C1°’-CH2-O, carbono aromatico cuaternario);
133,4(C1°-CH2-N, carbono aromatico cuaternario); 128,5 (CH, C3’ y C5* ), 127,8 (CH,
C4°),127,3 (CH, C2”’ y C6’"); 120,3 (CH, C2’), 114,0 (CH, C3”), 112,0 (CH, C6’); 71,1
(CH,, O-CH);56,0 (CH3, O-CHg); 53,7 (CH2, Ar-CH,-N); 49,3 (CH,, N-CHy); 29,8 (CH,, C2
y C4);27,3 (CH,, C3 y C5). IR: v = 3409(R-NH-R1); 1264 y 1004 (Ar-O-C); 1145 (C-N-C)
cm™. EMAR: masa calculada para C3sHN,04 (M+H") 569,3379; encontrada 569,3380.

16. Sintesis de N*,N2-bis(4-(benciloxi)-3-metoxibencil)octano-1,8-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octilendiamina (40 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
El 3-metoxi 4-benciloxi-benzaldehido (201 mg; 0,83 mmoles) fue disuelto en diclorometano:
metanol (4 mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvio en diclorometano: metanol
(10 mL; 1:1) y se agreg0 borohidruro de sodio (31 mg; 0,83 mmoles). Obteniéndose 155 mg
de producto como sélido cristalino blanco con un rendimiento del 88%.

RMN de 'H (CDCl; ): & =7,39 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,84 (m, 6 H,
aromaticos ); 5,14 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-CH3); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,61 (t,
4 H, J=7,2 Hz, N-CH,); 1,46 (m, 4 H, C2-H y C7-H ); 1,29 (s, 8 H, C3-H al C6-H).RMN de
13C (CDCl3 ): 6= 149,7 (C5’- OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,2 (C4’-O,carbono
aromatico cuaternario); 137,3 (C1°’-CH>-O, carbono aromatico cuaternario); 133,2(C1°-CH,-
N, carbono aromatico cuaternario); 128,5 (CH, C3”’ y C5”’ ), 127,8 (CH, C4°*),127,3 (CH,
C2” y C6”); 120,3 (CH, C2°), 114,0 (CH, C3°), 112,0 (CH, C6’); 71,1 (CH,, OCH,);56,0
(CH3, O-CHj3); 53,7 (CH,, Ar-CH,-N); 49,3 (CH,, N-CHy); 29,8 (CH,, C2 y C7);29,4 (CH2,
C3y C6); 27,2 (CHy, C4 y C5). IR: v = 3410(R-NH-R1); 3006 (Ar-H); 1259 y 1029 (Ar-O-
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C); 1162 (C-N-C) cm™. EMAR: masa calculada para CsgHiN,Os (M+H) 597,3692;
encontrada 597,3717.

17. Sintesis de N*,N*°-bis(4-(benciloxi)-3-metoxibencil)decano-1,10-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
dodecilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El 3-metoxi-4-benciloxi-benzaldehido (169 mg; 1,62mmoles) fue disuelto en
diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).El crudo de la primera reaccion se disolvid en
diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se agregd borohidruro de sodio (26 mg; 1,62 mmoles).
Obteniéndose 130 mg de producto como sélido blanco con un rendimiento del 89%.

RMN de 'H (CDCly): & =7,40 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,81 (m, 6
H,aromaticos); 5,14 (s, 4 H, Ar-CH»-0); 3,89 (s, 6 H, O-CHj3); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,61
(t4 H, N-CH,); 1,51 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,27 (s, 12 H, C3-H al C8-H). RMN de *C
(CDCl3 ): o= 149,7 ( C5’-OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,2 (C4’-O,carbono
aromatico cuaternario); 137,3 (C1°’-CH,-O, carbono aromatico cuaternario); 133,6(C1’-CH,-
N, carbono aromatico cuaternario); 128,5 (CH, C3”’ y C5°’); 127,8 (CH, C4°’);127,3 (CH,
C2” y C67); 120,3 (CH, C2°); 114,0 (CH, C3); 112,0 (CH, C6’); 71,1 (CH2, OCH,);56,0
(CH3, O-CHj3); 53,8 (CH,, Ar-CH>-N); 49,4 (CH;, N-CHy); 30,0 (CH,, C2 y C9 );29,5 (CH_,
C3al C7); 27,4 (CH2, C5). IR: v = 3422(R-NH-R1); 1263 y 1029 (Ar-O-C); 1140 (C-N-C)
cmt. EMAR: masa calculada para C4oHs3sN,O4 (M+H™) 625,4005; encontrada 625,4030.

18. Sintesis de N* N*2-bis(4-(benciloxi)-3-metoxibencil)dodecano-1,12-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-

dodecilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
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3:1). El 3-metoxi-4-benciloxi-benzaldehido (167 mg; 1,62 mmoles) fue disuelto en
diclorometano : metanol (4 mL; 3:1). El crudo de la primera reaccién se disolvidé en
diclorometano : metanol (10 mL; 1:1) y se agregd borohidruro de sodio (26 mg; 1,62
mmoles). Obteniéndose 130 mg de producto como sélido blanco con un rendimiento del 89%.
RMN de H (CDCl3): 6 =7,40 (m, 10 H, aromaticos 4’-benciloxilo); 6,81 (m, 6 H,
aromaticos); 5,14 (s, 4 H, Ar-CH,-0); 3,89 (s, 6 H, O-CH3); 3,71 (s, 4 H, Ar-CH,-N); 2,61 (
t, 4 H, N-CH,); 1,51 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,27 (s, 12 H, C3-H al C8-H). RMN de *C
(CDCl3): 8= 149,7 ( C5’-OMe, carbono aromatico cuaternario); 147,2 (C4’-O, carbono
aromatico cuaternario); 137,3 (C1°’-CH;-O, carbono aromatico cuaternario); 133,6 (C1’-CH,-
N, carbono aromatico cuaternario); 128,5 (CH, C3”” y C5”°); 127,8 (CH, C4’); 127,3 (CH,
€2 y C67); 120,3 (CH, C2°); 114,0 (CH, C3’); 112,0 (CH, C6°); 71,1 (CH,, OCH,); 56,0
(CH3, O-CHj3); 53,8 (CH,, Ar-CH3-N); 49,4 (CH,, N-CH,); 30,0 (CH,, C2y C9); 29,5 (CH_,
C3 al C7); 27,4 (CHy, C5). IR: v = 3422(R-NH-R1); 1263 y 1029 (Ar-O-C); 1140 (C-N-C)
cm™. EMAR: masa calculada para C4oHssN204 (M+H") 653,4313; encontrada 653,4313.

19. Sintesis de N* N*-bis(3-hidroxi-4-metoxibencil)propano-1,3-diamina .
HODAH/\/\HAQOH
\O O/
Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,3-
propilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano : metanol (4 mL;
3:1). Luego isovainillina (246 mg; 1,62 mmoles) fue disuelta en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvi6 en diclorometano : metanol (10 mL; 1:1)
y se agreg0 borohidruro de sodio (61 mg; 1,62 mmoles). Obteniéndose 180 mg de producto
como un sélido anaranjado con un rendimiento del 96%.
RMN de 'H (CDCls): & = 6,79 (m, 6 H, aromaticos); 3,87(s, 6 H, O-CHs); 3,69 (s, 4 H, Ar-
CH,): 2,73 (t, 4 H, J=6,6 Hz, N-CH,); 1,74 (m, 2 H, C2-H). RMN de **C (CDCls): 6 = 146,8
(C-OMe, carbono aromaético cuaternario); 146,7 (C-OH, carbono aromatico cuaternario);
134,1 (C, carbono aromatico cuaternario); 118,9, 115,9, 112,4 (CH, carbonos aromaticos);
56,1 (CHs, O-CHg3); 53,1 (CH,, Ar-CHy); 47,5 (CH,, NCHy); 30,0 (CH,, C2).
IR (BrK): v = 3449 (R-NH-R1); 3029 (Ar-H); 2464 (Ar-O-H); 1280 y 1028 (Ar-O-C); 1132
(C-N-C)cm™. EMAR: masa calculada para CigH2/N;O, (M+H')  347,1971; encontrada
347,19609.
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20. Sintesis de N*,N*-bis(3-hidroxi-4-metoxibencil)butano-1,4-diamina.

_O
H OH
HO ~ N

e

Iz
o

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butilendiamina (40 mg; 0,46 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego isovainillina (207 mg; 1,36 mmoles) fue disuelta en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvid en diclorometano : metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg0 borohidruro de sodio (51 mg; 1,36 mmoles). Se aislaron 131 mg de producto como un
polvo blanco con un rendimiento del 80%.

RMN de 'H (CDCls3): 6 = 6,77 (m, 6 H, aromaticos); 3,87(s, 6 H, O-CHs): 3,69 (s, 4 H, Ar-
CH,): 2,62 (t, 4 H, J= 6,6 Hz, N-CH,); 1,56 (m, 4 H, C2-H y C3-H ). RMN de **C (CDCl5):
6 = 146,7 (C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 146,7 (C-OH, carbono aromaético
cuaternario); 134,1 (C, carbono aromaético cuaternario); 118,9, 115,8, 112,4 (CH, carbonos
aromaticos); 56,1 (CHsz, O-CHs); 53,0 (CH,, Ar-CHy); 49,0 (CH,, NCH,); 27,8 (CH,, C2 y
C3). IR (BrK): v = 3441(R-NH-R1); 3040 (Ar-H); 2319 (Ar-O-H); 1255 y 1026 (Ar-O-C);
1138(C-N-C); 866 cm™. EMAR: masa calculada para CyoHaoN,Os (M+H") 361,2127;
encontrada 361,2121.

21. Sintesis de N*,N°-bis(3-hidroxi-4-metoxibenzil)hexano-1,6-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego isovainillina (157 mg; 1,03 mmoles) fue disuelta en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg6 borohidruro de sodio (39 mg; 1,03 mmoles). Obteniéndose 110 mg de producto como
un sélido blanquecino con un rendimiento del 82 %.

RMN de *H (CDCls ): & = 6,80 (m, 6 H, aromaticos); 3,86 (s, 6 H, O-CH3); 3,68 (s, 4 H, Ar-
CHy); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, N-CH,); 1,47 (m, 4 H, C2-H y C5-H); 1,30(m, 4 H, C3-H y C4-
H). RMN de **C (CDClIs): & = 146,7 (C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 146,7 (C-OH,

carbono aromatico cuaternario); 134,1 (C, carbono aromatico cuaternario); 118,9, 115,8,
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112,4 (CH, carbonos aromaéticos); 56,1 (CHs, O-CHsj); 53,1 (CH,, Ar-CH,); 49,0 (CH,
NCHy); 29,9 (CH,,C2 y C5); 27,4 (CH,,C3 y C4). IR (BrK): v = 3465(R-NH-R1); 3031 (Ar-
H); 2441 (Ar-O-H); 1286 y 1035 (Ar-O-C); 1131 (C-N-C) cm™. EMAR: masa calculada para
C22Ha3N,0,4 (M+H") 389,2440; encontrada 389,2442.

22. Sintesis de N*,N®-bis(3-hidroxi-4-metoxibencil)octano-1,8-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octilendiamina (40 mg; 0,28 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego isovainillina (126 mg; 0,83 mmoles) fue disuelta en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El crudo de la primer reacciédn se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg0 borohidruro de sodio (31 mg; 0,83 mmoles). Obteniéndose como un sélido blanco.
RMN de *H (CDCls ): & = 6,80 (m, 6 H, aromaticos); 3,86 (s, 6 H, O-CHs); 3,69 (s, 4 H, Ar-
CH,); 2,58 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CH,); 1,47 (m, 4 H, C2-H y C7-H ); 1,25 (m, 8 H, C3-H al
C6-H). RMN de *C (CDCls): 5 = 146,8 (C-OMe, carbono aromético cuaternario); 146,7 (C-
OH, carbono aromatico cuaternario); 134,0 (C, carbono aromatico cuaternario); 119,0, 115,9,
112,4 (CH, carbonos aromaéticos); 56,1 (CHs, O-CHsj); 53,1 (CH,, Ar-CH,); 49,0 (CH,
NCHy,); 29,9 (CH,, C2 y C7); 29,5 (CH,,C3 y C6); 27,3 (CHz, C4 y C5). IR (BrK): v =
3447(R-NH-R1); 2991 (Ar-H); 2445 (Ar-O-H); 1282y 1033 (Ar-O-C); 1131(C-N-C); 855
(aromético trisustituido) cm™.EMAR: masa calculada para CasHs;NoO4 (M+HY) 417,2753;
encontrada 417,2740.

23. Sintesis de N*,N%-bis(3-hidroxi-4-metoxibencil)decano-1,10-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
hexilendiamina (40 mg; 0,23 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).

Isovainillina (106 mg; 0,70 mmoles) fue disuelta en diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).

-170-



El crudo de la primera reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agregd borohidruro de sodio (26 mg; 0,70 mmoles). Obteniéndose 74 mg de producto como
un solido blanco con un rendimiento del 72%.

RMN de *H (CDCls ): 6 = 6,82 (m, 6 H, aromaticos); 3,86 (s, 6 H, O-CHs); 3,70 (s, 4 H, Ar-
CH,); 2,60 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CH,); 1,48 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,25 (m, 12 H, CH, C3-
H al C8-H). RMN de *C (CDCls):8 = 146,7 (C-OMe, carbono aromético cuaternario); 146,7
(C-OH, carbono aromético cuaternario); 134,1 (C, carbono aromatico cuaternario); 118,9,
115,8, 112,4 (CH, carbonos aromaticos); 56,1 (O-CHs); 53,1 (CH,, Ar-CHy); 49,0 (CH2, N-
CH2);29,9 (CH,, C2 y C9); 29,5 (CH,, C3 y C8); 27,6 (CH,, C5 y C6). IR (BrK): v =
3418(R-NH-R1); 3033 (Ar-H); 2444 (Ar-O-H); 1282 y 1033 (Ar-O-C); 1131(C-N-C); 873
(aromético trisustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CosHa1N,O4 (M+H") 445,3066;
encontrada 445,3050.

24. Sintesis de N*,N'?-bis(3-hidroxi-4-metoxibencil)dodecano-1,12-diamina.

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
hexilendiamina (40 mg; 0,23 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Isovainillina (106 mg; 0,70 mmoles) fue disuelta en diclorometano : metanol (4 mL; 3:1). El
crudo de la primer reaccion se disolvié en diclorometano : metanol (10 mL; 1:1) y se agregd
borohidruro de sodio(26,3 mg; 0,70 mmoles). Obteniéndose 74 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 72%.

RMN de '*H (CDCls ): 6 = 6,82 (m, 6 H, aromaticos); 3,86 (s, 6 H, O-CHs); 3,70 (s, 4 H, Ar-
CHy); 2,60 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CH,); 1,48 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,25 (m, 12 H, CH, C3-
H al C8-H). RMN de **C (CDCl3):6 = 146,7 (C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 146,7
(C-OH, carbono aromético cuaternario); 134,1 (C, carbono aromatico cuaternario); 118,9,
115,8, 112,4 (CH, carbonos aromaticos); 56,1 (O-CHs); 53,1 (CH,, Ar-CH2); 49,0 (CH,, N-
CHy);29,9 (CH,, C2 y C9); 29,5 (CH,, C3 y C8); 27,6 (CH,, C5 y C6). IR (BrK): v =
3418(R-NH-R1); 3033 (Ar-H); 2444 (Ar-O-H); 1282 y 1033 (Ar-0-C); 1131(C-N-C); 873
(aromaético trisustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CasHaoN»Os (M+H") 445,3066;
encontrada 445,3050.
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25. Sintesis de N*,N3-dibencil-propano-1,3-diamina.

@ﬂNH\ANH\O

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,3-
propilendiamina (40 mg; 0,54 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). Luego benzaldehido (165 pL; 1,62 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1)
y se agreg0O borohidruro de sodio (61 mg; 1,62 mmoles). Obteniéndose 97 mg de producto
como un aceite incoloro con un rendimiento del 79%.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,31 (m, 10 H, aromaticos); 3,78 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,72 (t, 4 H, J =
6,6 Hz, N-CH,); 1,74 (m, 2 H, C2-H).RMN de *C (CDCP): = 140,3 (C, carbono aromatico
cuaternario); 128,4; 128,2 y 126,9 (CH, carbonos aromaticos); 54,1 (CH,, Ar-CH,); 48,0
(CH,, N-CHy); 30,0 (CHy, C2). IR: v = 3296 (R-NH-R1); 3026 (Ar-H); 1119 (C-N-C); 697
(aroméatico monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para Ci7Hz,N, (M+H") 255,1861;
encontrada 255,1853.

26. Sintesis de N*,N*-dibencil-butano-1,4-diamina.

et

Se sigui6 el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvi6 1,4-
butilendiamina (40,0 mg; 0,45 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). Luego benzaldehido (138 uL; 1,36 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4
mL; 3:1).

El crudo de la primer reaccién se disolvié en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agrego borohidruro de sodio (51 mg; 1,36 mmoles). Obteniéndose 88 mg de producto como
un solido aceitoso blanco con un rendimiento del 73%.

RMN de 'H (CDCls): 6 = 7,28 (m, 10 H, aromaticos); 3,78 (s, 4 H, Ar-CH,): 2,64 (t, 4 H,
J=6,6 Hz, N-CH,); 1,57 (m, 4 H, C2-H y C3-H). RMN de *C (CDCls): 8= 139,6 (C, carbono
aromatico cuaternario); 128,4; 128,2 y 127,1(CH, carbonos aromaticos); 53,6 (CH,, Ar-CHy);
48,9 (CHy, N-CH,); 27,6 (CH,, C2). IR: v =3311 (R-NH-R1); 1120 (C-N-C); 697 (aromatico

-172-



monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CigH24N, (M+H") 269,2018; encontrada
269,2011.

. oOlNtesIS de ,N"-dipencii-nexano-1,o-dlamina.
27. Sintesis de N*,N°-dibencil-h 1,6-d
H
N\/\/\/\
N
H/\O

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) en una 4 mL de mezcla de diclorometano: metanol
(3:1). Luego se agregd el benzaldehido (105 pL; 1,03 mmoles) disuelto en 4 mL de
diclorometano: metanol (3:1). El crudo de la primera reaccién se disolvié en diclorometano:
metanol (10 mL; 1:1) y se agrego6 borohidruro de sodio (39 mg; 1,03 mmoles). Se obtuvieron
47 mg de producto como un sélido aceitoso blanco con un rendimiento del 46%.

RMN de '*H (CDCls): & = 7,28 (m, 10 H, aromaticos); 3,78 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,61 (t, 4 H, J=
7,2 Hz, N-CH,); 1,49 (m, 4 H, C2-H y C5-H); 1,34 (m, 4 H, C3-H y C4-H). RMN de *C
(CDCls): 6= 140,3 (C, carbono aromaético cuaternario); 128,4 ; 128,2 y 126,9 (CH, carbonos
aromaticos); 54,0 (CH,, Ar-CH,); 49,3 (CH,, N-CHy); 29,9 (CH,, C2 y C5); 27,3 (CH,, C3y
C4). IR: v = 3312 (R-NH-R1); 3026(Ar-H); 1119 (C-N-C); 697 (aromatico monosustituido)
cm™. EMAR: masa calculada para CooHasN, (M+H") 297,2331; encontrada 297,2328.

. oOlNtesIs de , -aipencii-octano-1,o-dlamina.
28. Sintesis de N*, N8-dibencil-octano-1,8-d
H
N\/\/\/\/\
N
H/\O

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octilendiamina (40 mg; 0,28 mmoles) en diclorometano: metanol (4 mL; 3:1). Luego
benzaldehido (84 uL; 0,83 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).

El crudo de la primer reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agreg6 borohidruro de sodio (31 mg; 0,83 mmoles). Se aislaron 85 mg de producto como un
solido amarillo palido con un rendimiento del 94%.

RMN de *H (CDCls): 6 = 7,30 (m, 10 H, aromaticos); 3,82 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,67 (t, 4 H,
NCH,); 1,52 (m, 4 H, C2-H y C7-H); 1,30 (s, 8 H, C3-H al C6-H). RMN de *C (CDCl5): 6=

140,2 (C, carbono aromatico cuaternario); 128,4; 128,2 y 126,9 (CH, carbonos aromaticos);
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53,9 (CH,, Ar-CHy); 49,3 (CH3, N-CHy); 29,9 (CH,, C2 y C7); 29,5 (CH,, C3 y C6); 27,5
(CHy, C4 y C5). IR: v = 3307 (R-NH-R1); 3026 (Ar-H);1121 (C-N-C); 697 (aromatico
monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para Co,HN, (M+H") 325,2644, encontrada
325,2660.

29. Sintesis de N, N*°-dibencil-decano-1,10-diamina.
@\/H
N\/\/\/\/\/\
N
H©

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decilendiamina (40 mg; 0,23 mmoles) en una mezcla de diclorometano:metanol (4 mL; 3:1).
Luego de benzaldehido (71 pL; 0,70 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvid en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agregd borohidruro de sodio (26 mg; 10,70 mmoles). Fueron aislados 73 mg del producto
como s6lido roséceo con un rendimiento del 89%.

RMN de 'H (CDCls): 6= 7,31 (m, 10 H, Ar-H); 3,84 (s, 4 H, Ar-CHy); 2,65 (t, 4 H, J= 7,20
Hz, N-CH,); 1,55 (m, 4 H, C2-H y C9-H); 1,25 (s, 12 H, C3-H al C8-H). RMN de **C
(CDClg): 6= 136,7 (C, carbono aromatico cuaternario); 128,9; 128,6 y 127,7 (CH, carbonos
aromaticos); 52,4 (CH,, Ar-CHy); 47,9 (CH,, N-CHy); 29,3 (CH,, C2 y C9); 29,2 (CH,, C3y
C8); 28,2 (CH,, C4y C7); 27,0 (CH,, C5y C6). IR: v = 3307 (R-NH-R1); 3026 (Ar-H);1121
(C-N-C); 697 (aromético monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CasHssN-
(M+H") 353,2957; encontrada 353,2966.

. oOlNtesIs de , -aipencii-aoaecano-1,1zZ-diamina.
30. Sintesis de N*, N*?-dibencil-dod 1,12-d
H
/\/\/\/\/\/\/N
N
()/\H

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
decilendiamina (50 mg; 0,49 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (4 mL; 3:1).
Luego de benzaldehido (71 pL; 0,70 mmoles) fue disuelto en diclorometano: metanol (4 mL;
3:1). El crudo de la primera reaccion se disolvid en diclorometano: metanol (10 mL; 1:1) y se
agrego borohidruro de sodio (26 mg; 10,70 mmoles). Fueron aislados 73 mg del producto

como solido rosaceo con un rendimiento del 89%.
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RMN de *H (CDCls): =7, 31 (m, 10 H, Ar-H); 3,84 (s, 4 H, Ar-CH,); 2,65 (t, 4 H, J= 7,20
Hz, N-CH.); 1,55 (m, 4 H, C2-H y C9-H); 1,25 (s, 12 H, C3-H al C8-H). RMN de “*C
(CDCls): 8= 136,7 (C, carbono aromatico cuaternario); 128,9; 128,6 y 127,7 (CH, carbonos
aromaticos); 52,4 (CH,, Ar-CH,); 47,9 (CH,, N-CHy); 29,3 (CH,, C2 y C9); 29,2 (CH,, C3y
C8); 28,2 (CH,, C4 y C7); 27,0 (CH,, C5 y C6). IR: v = 3307 (R-NH-R1); 3026 (Ar-H);
1121 (C-N-C); 697 (aromatico monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CasHz7N>
(M+H") 353,2957; encontrada 353,2966.

31. Sintesis de N*,N*-bis(4-isopropilbencil)propan-1,3-diamina.

NN

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,3-
propanodiamina (50 mg; 0.67 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond una solucion de 4-isopropil-benzaldehido (299 mg (p= 0,98 g/mL at 25 °C); 2.02
mmoles) preparada en diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la
mezcla de solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices
moleculares 4A. El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se
agregd Borohidruro de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 100 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 44 %.

RMN de *H (CDCls): 8 = 7,25 (d, 4 H, J=7,8Hz, ArC2—H y ArC6-H protones aromaticos):;
7,19 (d, 4 H, J=7,8Hz, ArC3-H y ArC5-H protones aromaticos); 3,76 (s, 4 H, ipAr—-CHy—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs3),); 2,73 (t, 4 H, J=6,7 Hz, -NH-CH,-CH>-);
1,75 (q, 2 H, J=6,7Hz, -NH-CH,—CH,-) y 1,25 (d, 12 H, J=6,9Hz, Ar—CH—(CHs),). RMN
de *C (CDCls): 8 = 147.6 (C4 arilo, carbono cuaternario aromatico); 137.4 (C1 arilo,
carbono cuaternario aromatico); 128.2 (CH, C2 y C6 arilo); 126.5 (CH, C3 y C5 arilo); 53.7
(ipAr—CH,-NH-); 48.0 (-NH-CH,-CH, -); 33.8 (Ar-CH—(CH3)y); 29.8 (-NH-CH,—CH,-)
y 24.1 (Ar—-CH—(CHs3),). IR: v = 3292 (R-NH-R1); 2956 (Ar-H);1121 (C-N-C); 1118(C-
CHs) 1016(C-C) ; 697 (aroméatico monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para
Ca3HasN, (M+H™) 339,27948; encontrada : 339,27948

32. Sintesis de N*,N*-bis(4-isopropilbencil)butan-1,4-diamina.(32)
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@W“ﬁ

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butanodiamina (60 mg; 0,68 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono6 una solucion de 4-isopropil-benzaldehido (300 mg (p= 0,98 g/mL at 25 °C); 2.02
mmoles) preparada en diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la
mezcla de solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices
moleculares 4A. El crudo de la reaccion se disolvid en diclorometano: metanol (1:1) y se
agrego borohidruro de sodio (122 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 145 mg de producto como un
so6lido blanco con un rendimiento del 61 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,25 (d, 4 H, J=7,8Hz, ArC2—-H y ArC6-H protones arométicos);
7,19 (d, 4 H, J=7,8Hz, ArC3-H y ArC5-H protones aromaticos); 3,76 (s, 4 H, ipAr—-CH,—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs),); 2,73 (t, 4 H, J=6,7 Hz, -NH-CH>—CH,-);
1,75 (q, 2 H, J=6,7Hz, -NH-CH>—CH>-) y 1,25 (d, 12 H, J=6,9Hz, Ar—CH—(CH3)>)

RMN de *C (CDCIs): & = 147.6 (C4 arilo, carbono cuaternario aromatico); 137.4 (C1 arilo,
carbono cuaternario aromatico); 128.2 (CH, C2 y C6 arilo); 126.5 (CH, C3 y C5 arilo); 53.7
(ipAr—CH,—NH-); 48.0 (-NH-CH,—CH, -); 33.8 (Ar—CH—(CHj3),); 29.8 (-NH-CH,—CHyx-)
y 24.1 (Ar-CH—(CHs),). IR: v = 3292 (R-NH-R1); 2956 (Ar-H);1121 (C-N-C); 1118(C-
CHs) 1016(C-C) ; 697 (aromético monosustituido) cm™*.EMAR: masa calculada para
Ca4H3N, (M+H) 353,29513; encontrada : 353,29513

33. Sintesis de N*,N°-bis(4-isopropilbencil)hexan-1,6-diamino.

iaaacd

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
hexanodiamina (54 mg; 0,47 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond una solucion de 4-lsopropil-benzaldehido (208 mg-(p= 0,98 g/mL at 25 °C); 1,40
mmoles) preparada en diclorometano: metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml de la

mezcla de solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices
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moleculares 4A. El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se
agregd Borohidruro de sodio (84 mg; 1,41 mmoles). Se obtuvo 59 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 33 %.

RMN de *H (CDCls): 8 = 7,25 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2—-H y ArC6-H protones aromaticos):;
7,19 (d, 4 H, ArC3-H y ArC5-H, J=8,1Hz, protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, ipAr—-CH,—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs),); 2,63 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CHy>—CH,-);
1,52 (m, 4 H, -NH-CH,—CH-); 1,34 (m, 4 H, -NH-CH,-CH,—CH,-) y 1,25 (d, 12 H,
J=6,9Hz, Ar-CH—(CHs),). RMN de *C (CDCls): 8 = 147,5 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 137,8 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,1 (CH, C2 y C6 arilo); 126,4
(CH, C3y C5 arilo); 53,8 (ipAr—CH,—NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH;-); 33,8 (Ar—-CH—(CH3)y);
30,0 (-NH-CH,-CHy-); 27,3 (-NH-CH>-CH,—CH,-) y 24,1 (Ar-CH—(CHy),).

IR: v = 3292 (R-NH-R1); 2956 (Ar-H); 1121 (C-N-C); 1118(C-CHs) 1016(C-C) ; 697
(aromético monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CasHaoN, (M+Na*) 409,3583 ;
encontrada : 409,3592
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34. Sintesis de N*,N®-bis(4-isopropilbencil)octano-1,8-diamino.

g

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8- octil-
diamina (61 mg; 0,42 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de 4-1sopropil-benzaldehido (188 mg-(p= 0,98 g/mL at 25 °C) ; 1,27 mmoles)
preparada en diclorometano : metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de
solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.
El crudo de la reaccion se disolvi6 en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (76,1 mg; 1,26 mmoles). Se obtuvo 152 mg de producto como un sélido blanco con
un rendimiento del 88 %.

RMN de *H (CDCls): & = 7,25 (d, 4 H, J=7,8Hz, ArC2—H y ArC6-H protones aromaticos);
7,19 (d, 4 H, ArC3-H y ArC5-H, J=7,8Hz, protones aromaticos); 3,76 (s, 4 H, ipAr—-CH,—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs),); 2,63 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH>—CH,-);
1,51 (m, 4 H, -NH-CH»—CH,-); 1,30 (m, 8 H, -NH-CH,—CH,-CH»-CH>-) y 1,25 (d, 12 H,
J=6,9Hz, Ar-CH—(CH3),). RMN de **C (CDCls): & = 147,6 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 137,7 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,2 (CH, C2 y C6 arilo); 126,4
(CH, C3y C5 arilo); 53,8 (ipAr—CH,—NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH;-); 33,8 (Ar-CH—(CH3)y);
30,0; 29,5 y 27,3 (-NH-CH,-CH,-CH,-CH,-) y 24,0 (Ar-CH—(CHj3),). IR: v = 3292 (R-
NH-R1); 2956 (Ar-H); 1121 (C-N-C); 1118(C-CHj3) 1016(C-C); 697 (aromatico
monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CagHasN, (M+H")= 409,3577; encontrada
409,3592

35. Sintesis de N*,N'°-bis(4-isopropilbencil)decano-1,10-diamino.

o

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-

decanodiamina (62 mg; 0,36 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
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adiciond una solucion de 4-Isopropil-benzaldehido (160 mg (p= 0,98 g/mL at 25 °C) ; 1,07
mmoles) preparada en diclorometano : metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml de la
mezcla de solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices
moleculares 4A. El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano : metanol (1:1) y se
agregd Borohidruro de sodio (65 mg; 1,08 mmoles).. Se obtuvo 135 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 86 %.

RMN de *H (CDCly): & = 7,25 (d, 4 H, J=7,7Hz, ArC2-H y ArC6-H protones aromaticos):;
7,185 (d, 4 H, ArC3-H y ArC5-H, J=8,2Hz, protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, ipAr—-CH,—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs3),); 2,63 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-);
1,50 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-); 1,27 (m, 12 H, -NH-CH,—CH,—CH,-CH,—CH,-) y 1,25 (d,
12 H, J=6,9Hz, Ar-CH—(CHs);). RMN de *C (CDCI;): 8 = 147,5 (C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 137,9 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,1 (CH, C2 y C6
arilo); 126,4 (CH, C3 y C5 arilo); 53,9 (ipAr—CH,—NH-); 49,6 (-NH-CH»—CH,-); 33,8 (Ar—
CH—(CHg)y); 30,1; 29,6 y 27,4 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,-) y 24,1 (Ar—-CH—(CHj3),).
IR: v = 3292 (R-NH-R1); 2956 (Ar-H); 1121 (C-N-C); 1118(C-CH3) 1016(C-C) ; 697
(aromatico monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CsHsNz (M+H") :
437,38903; encontrada: 437,3879

36. Sintesis de N*,N*%-bis(4-isopropilbencil)dodecano-1,12-diamino.

N/\/\/\/\/\/\/
YCm

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-
dodecanodiamina (62 mg; 0.31 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1)
adiciond una solucién de 4-1sopropil-benzaldehido (138 mg (p= 0,98 g/mL at 25 °C); 0,92
mmoles) preparada en diclorometano: metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml de la
mezcla de solventes en condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices
moleculares 4A. El crudo de la reaccion se disolvid en diclorometano: metanol (1:1) y se
agreg6 Borohidruro de sodio (56 mg; 0,92 mmoles). Se obtuvo 125 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 87 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,25 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2—H y ArC6-H protones aromaticos):;
7,19 (d, 4 H, ArC3-H y ArC5-H, J=8,0Hz, protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, ipAr—-CH,—
NH-); 2,90 (hept, 2 H, J=6.9Hz, Ar—CH—(CHs),); 2,63 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-);
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1,51 (m, 4 H, -NH-CH,—CH>-); 1,27 (m, 12 H, -NH-CH>—CH>—(CH>-)s) y 1,25 (d, 12 H,
J=7,0Hz, Ar—CH—(CH3),). RMN de **C (CDCls): & = 147,5 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 137,7 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,2 (CH, C2 y C6 arilo); 126,4
(CH, C3y C5 arilo); 53,8 (ipAr—CH,-NH-); 49,5 (-NH-CH,—CH,-); 33,8 (Ar—CH—(CH3)y);
30,0; 29,6 y 27,4 (-NH-CH,—(CHx-)5) y 24,1 (Ar-CH—(CH3),). IR: v = 3292 (R-NH-R1);
2956 (Ar-H); 1121 (C-N-C); 1118(C-CHs) 1016(C-C); 697 (aromético monosustituido) cm™
EMAR: masa calculada para Cs,Hs;N, (M+H™): 465,4203; encontrada: 465,4203

37. Sintesis de N* N-bis(4-metilbencil)octan-1,8-diamina.
H
/\/\/\/\/N
N
ol

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8- octil-
diamina (50 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de 4-Cloro-benzaldehido (125 mg; 1,04 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones
antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A. El crudo de la reaccion se
disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro de sodio (57 mg; 0,96
mmoles). Se obtuvo 106 mg de producto como un sélido blanco con un rendimiento del 87 %.
RMN de *H (CDCls): & = 7,20 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos);
7,13 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC3—-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-
); 2,60 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH,-); 2,33 (s, 6 H, Ar—CHs); 1,49 (m, 4 H—NH-CH,—
CH,-) y 1,28 (m, 8 H, -NH-CH,—CH,—CH»—CH,-). RMN de **C (CDCls): § = 137,1 (C4
arilo, carbono cuaternario aromatico); 136,5 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,1
(CH, C2 y C6 arilo); 128,1(CH, C3 y C5 arilo); 53,6 (Ar-CH,-NH-); 49,3 (-NH-CH,—CH, -
); 29,9; 29,4 y 27,2 (-NH-CH,—CH»—CH>CH>-) y 21,1 (Ar—CHa). IR: v = 3415 (R-NH-
R1); 2918 (Ar-H); 1119 (C-N-C); 697 (aromético monosustituido); 1448 (C-CHs-) cm™.
EMAR: masa calculada para CasH3;N> (M+H™) : 353,2951 encontrada :353,2974

38. Sintesis de N*,N'%-bis(4-metilbencil)decan-1,10-diamina.(38)
T
/@/\N/\/\/\/\/\/
H
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Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas.Se disolvié 1,10-decil-
diamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de 4-Metil-benzaldehido (115 mg; 0,96 mmoles) preparada en diclorometano :
metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones
antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.
El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 113 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 93 %.
RMN de 'H (CDCls): & = 7,20 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2—Hy ArC6-H protones aromaticos);
7,13 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-
); 2,61 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-); 2,34 (s, 6 H, Ar-CH3); 1,50 (m, 4 H,—NH-CH,—
CH,-) y 1,27 (m, 12 H, -NH-CH,—CH>—(CH-)3). RMN de *C (CDCls): & = 137,5 (C4
arilo, carbono cuaternario aromatico); 136,4 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,0
(CH, C2y C6 arilo); 128,1(CH, C3 y C5 arilo); 53,8 (Ar-CH,-NH-); 49,5 (-NH-CH,—-CH, —
); 30,1; 29,6 y 27,4 (-NH-CH,—(CH2-)s) y 21,1 (Ar—CHa). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918
(Ar-H); 1119 (C-N-C); 697 (aromético monosustituido); 1448 (C-CHs-) cm™.
EMAR: masa calculada para CasHsoN2 (M+H™): 381,3270; encontrada 381,3281

39. Sintesis de N*,N*%-bis(4-metilbencil)dodecan-1,12-diamina.

Se siguiod el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,12-
dodecil-diamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 4-Metil-benzaldehido (95 mg; 0,79 mmoles) preparada en
diclorometano : metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agrego borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 98 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 91 %.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,21 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC2-Hy ArC6—H protones aromaticos);
7,13 (d, 4 H, J=8,0Hz, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-
); 2,61 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH»—CH>-); 2,33 (s, 6 H, Ar-CH3); 1,50 (m, 4 H—NH-CH,—
CH,-) y 1,25 (m, 16 H, -NH-CH>—CH»—(CH.-)s). RMN de **C (CDCls): & = 137,1 (C4
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arilo, carbono cuaternario aromatico); 136,5 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,1
(CH, C2y C6 arilo); 128,2(CH, C3 y C5 arilo); 53,6 (Ar-CH,-NH-); 49,3 (-NH-CH,—CH, —
); 29,9; 29,5y 27,2 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,-) y 21,1 (Ar—CHj3). IR: v = 3415 (R-NH-
R1); 2918 (Ar-H); 1119 (C-N-C); 697 (aroméatico monosustituido); 1448 (C-CHs-) cm™.
EMAR: masa calculada para Cs;Hs,N, (M+H™) :409,3583 encontrada: 409,3587

40. Sintesis de N*,N®-bis(perfluorobencil)octan-1,8-diamina.

Se sigui6 el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-octil-
diamina (50 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de Pentafluor-benzaldehido (204 mg; 1,04 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones
antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A. El crudo de la reaccion se
disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro de sodio (62 mg; 1,04
mmoles). Se obtuvo 61 mg de producto como un so6lido blanco amarillento con un
rendimiento del 35 %.

RMN de '*H (CDCls): & = 7,27 (m, 4 H, ArC2—Hy ArC6-H protones aromaticos); 7,00 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,49 (m, 4 H-NH-CH,-CH>-) y 1,29 (m, 8 H, -NH-CH,—CH,-
CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 161,9 (d, J=244,3Hz, C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 136,1 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,6 (d, J=8,0Hz,
C2 y C6 arilo); 126,4(d, J=20,9Hz, C3 y C5 arilo); 53,3 (Ar—CH>-NH-); 49,4 (-NH-CH,—
CH,-); 29,5 y 27,3 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH.-). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H);
1119 (C-N-C); 697 (aromatico monosustituido); 1448 (C-CHs-), 1114 (C-F) cm™,
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41. Sintesis de N*,N*°-bis(perfluorobencil)decano-1,10-diamina.

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decil-diamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano : metanol (3:1) y se
adicion6 una solucién de Pentafluor-benzaldehido (187 mg; 0,96 mmoles) preparada en
diclorometano : metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano : metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 17 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 10 %.

RMN de *H (CDCls): 8 = 7,26 (m, 4 H, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 6,99 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,74 (s, 4 H, Ar—CH,—-NH-); 2,59 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH>-CH,-); 1,49 (m, 4 H-NH-CH,~CH,-) y 1,26 (m, 12 H, -NH-CH,—CH,—
CH,—CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 161,9 (d, J=244,4Hz, C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 136,2 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,6 (d,
J=7,9Hz, C2 y C6 arilo); 115,1(d, J=20,9Hz, C3 y C5 arilo); 53,3 (Ar—CH,—NH-); 49,4 (—
NH-CH,—CH, -); 30,0; 29,5 y 27,3 (-NH-CH,—(CHz-)s). RMN de **F (CDCly): & = -116,3
ppm (1 F, F-Ar) IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H); 1119 (C-N-C); 697 (aromatico
monosustituido); 1448 (C-CHs-), 1114 (C-F) cm™

42. Sintesis de N*,N*%-bis(Pentafluor)dodecano-1,12-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidasSe disolvid 1,12-

dodecil-diamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
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adiciond una solucién de Pentafluor-benzaldehido (155 mg; 0,79 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A. El crudo de
la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 Borohidruro de sodio (47
mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 22 mg de producto como un sélido blanco con un rendimiento
del 15 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,28 (m, 4 H, ArC2—Hy ArC6-H protones aromaticos); 6,99 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH-); 1,50 (m, 4 H-NH-CH,—CH,-) y 1,25 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—
(CH2-)s). RMN de *C (CDCls): & = 161,9 (d, J=244,6Hz, C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 135,8 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,7 (d, J=8,2Hz,
C2 y C6 arilo); 115,1(d, J=21,2Hz, C3 y C5 arilo); 53,1 (Ar—CH,~NH-); 49,2 (-NH-CH,—
CH;-); 29,8; 29,5y 27,3 (-NH-CH,—(CH>-)s). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H); 1119
(C-N-C); 697 (aromatico monosustituido); 1448 (C-CHs-), 1114 (C-F) cm™. EMAR: masa
calculada para CasHzoF10N2 (M+Na*): 583,2141; encontrada : 583,2322

43. Sintesis de N*,N-bis(4-fluorobencil)octan-1,8-diamina.
F
H\/©/
AN
N
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Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-octil-
diamina (50 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adicion6
una solucion de 4-Fluor-benzaldehido (129 mg; 1,04 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones
antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4 A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (62 mg; 1,04 mmoles). Se obtuvo 91 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 73 %.

RMN de '*H (CDCls): § = 7,27 (m, 4 H, ArC2—Hy ArC6-H protones aromaticos); 7,00 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH»-CH,-); 1,49 (m, 4 H—NH-CH,—CH,>-) y 1,29 (m, 8 H, -NH-CH,—CHx—
CH,—CH,-). RMN de *C (CDCIs): & = 161,9 (d, J=244,3Hz, C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 136,1 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,6 (d, J=8,0Hz,
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C2 y C6 arilo); 126,4(d, J=20,9Hz, C3 y C5 arilo); 53,3 (Ar—CH,—NH-); 49,4 (-NH-CH,—
CH,-); 29,5 y 27,3 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3417 (R-NH-R1); 2920 (Ar-H);
1219 (C-N-C); 823 (aromatico monosustituido); 1219 (C-F) cm™. EMAR: masa calculada
para CoHzoNoF, (M+H™) :361,2455; encontrada: 361,2466

44. Sintesis de N*,N*-bis(4-fluorobencil)decano-1,10-diamina.

Se siguiod el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decil-diamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 4-Fluor-benzaldehido (118 mg; 0,96 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 105 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 85 %.

RMN de '*H (CDCls): & = 7,26 (m, 4 H, ArC2—Hy ArC6-H protones aromaticos); 6,99 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,74 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH»-); 1,49 (m, 4 H-NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, 12 H, -NH-CH,—CH,—
CH,—CH»>-CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 161,9 (d, J=244,4Hz, C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 136,2 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,6 (d,
J=7,9Hz, C2 y C6 arilo); 115,1(d, J=20,9Hz, C3 y C5 arilo); 53,3 (Ar—CH,—NH-); 49,4 (—
NH-CH,—CH, -); 30,0; 29,5 y 27,3 (-NH-CH,—(CH,-)s). RMN de °F (CDCl,): & = -116,3
ppm (1 F, F-Ar). IR: v = 3417 (R-NH-R1); 2920 (Ar-H); 1219 (C-N-C); 823 (aromatico
monosustituido); 1219 (C-F) cm™. EMAR: masa calculada para CigHssNoF, (M+H™):
417,3081; encontrada 417,3077
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45. Sintesis de N*,N*-bis(4-fluorobencil)dodecano-1,12-diamina.
F
H\/©/
AN SN
N
IDA
F

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidasSe disolvio 1,12-
dodecil-diamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano : metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 4-Fluor-benzaldehido (98 mg; 0,79 mmoles) preparada en
diclorometano : metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvi6 en diclorometano : metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 96 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 88 %.

RMN de '*H (CDCls): & = 7,28 (m, 4 H, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 6,99 (m, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,—-NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH-); 1,50 (m, 4 H~NH-CH,—CH,-) y 1,25 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,>—
(CH,-)s). RMN de *C (CDCls): & = 161,9 (d, J=244,6Hz, C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 135,8 (d, J=2,8Hz, C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,7 (d, J=8,2Hz,
C2 y C6 arilo); 115,1(d, J=21,2Hz, C3 y C5 arilo); 53,1 (Ar—CH>-NH-); 49,2 (-NH-CH»-
CH;-); 29,8; 29,5y 27,3 (-NH-CH,—(CH2-)s). IR: v = 3417 (R-NH-R1); 2920 (Ar-H); 1219
(C-N-C); 823 (aromatico monosustituido); 1219 (C-F) cm™. EMAR: masa calculada para
Ca6HagF2N2 (M+H") 417,3076; encontrada: 417,3077

46. Sintesis de N*,N-bis(4-clorobencil)octan-1,8-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-octil-
diamina (50 mg; 0,34 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucién de 4-Cloro-benzaldehido (145 mg; 1,04 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones antes

mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.
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El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (62 mg; 1,04 mmoles). Se obtuvo 91 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 73 %.

RMN de *H (CDCls): § = 7,26 (m, 8 H, protones aromaticos); 3,75 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-);
2,58 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,48 (m, 4 H—NH-CH,-CH>-) y 1,29 (m, 8 H, —
NH-CH,-CH,—CHy-CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 139,0 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 132,5 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,4 (CH, C2 y C6 arilo);
128,5(CH, C3y C5 arilo); 53,3 (ipAr—-CH,—NH-); 49,4 (-NH-CH,-CH,-); 30,0; 29,5y 27,3
(-NH-CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H); 1219 (C-N-C); 823
(aromético monosustituido); 796 (C-Cl) cm™. EMAR: masa calculada para Cy,H3N2Cl,
(M+H"): 393,1864; encontrada: 393,1858

47. Sintesis de N*,N*°-bis(4-clorobencil)decan-1,10-diamina.

Cl
H\/©/
/@AN/\/\/\/\/\/N
H
Cl

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decil-diamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 4-Cloro-benzaldehido (134 mg; 0,96 mmoles) preparada en
diclorometano : metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 101 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 75 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,26 (m, 8 H, protones aromaticos); 3,74 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-);
2,58 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH,-CH,-); 1,47 (m, 4 H-NH-CH,-CH»-) y 1,26 (m, 12 H, —
NH-CH,—CH,—(CH-)3). RMN de **C (CDCls): & = 139,1 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 132,5 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,4 (CH, C2 y C6 arilo);
128,5(CH, C3 y C5 arilo); 53,3 (ipAr-CH,-NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH,-); 30,1; 29,5y 27,3
(-NH-CH>—(CHz-)4). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H); 1219 (C-N-C); 823 (aromatico
monosustituido); 796 (C-Cl) cm™. EMAR: masa calculada para CysHz:CLN, (M+H"):
421,2171; encontrada: 421,2158
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48. Sintesis de N*,N**-bis(4-clorobencil)dodecan-1,12-diamina.(48)

Se siguiod el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,12-
dodecil-diamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucién de 4-Cloro-benzaldehido (111 mg; 0,79 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en
condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agrego borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 101 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 75 %.

RMN de *H (CDCls): & = 7,26 (m, 8 H, protones aromaticos); 3,74 (s, 4 H, Ar—CH,—NH-);
2,59 (t, 4 H,J=7,2 Hz, -NH-CH>-CH,-); 1,49 (m, 4 H,-NH-CH,-CH>-) y 1,25 (m, 16 H, —
NH-CH,—CH,—(CHx-),). RMN de *C (CDCls): 8 = 139,1 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 132,5 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 129,4 (CH, C2 y C6 arilo);
128,5(CH, C3y C5 arilo); 53,3 (ipAr—-CH,-NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH,-); 30,1; 29,6 y 27,3
(-NH-CH,—(CHz-)s). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2918 (Ar-H); 1219 (C-N-C); 823 (aromatico
monosustituido); 796 (C-Cl) cm™. EMAR: masa calculada para CysHssClNy (M+H™):
449,2484; encontrada: 449,2466
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49. Sintesis de N*,N®-bis(4-bromobencil)octano-1,8-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-octil-
diamina (50 mg; 0.35 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de 4-Bromo benzaldehido (192 mg; 1,04 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en condiciones
antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccidn se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (62 mg; 1,04 mmoles). Se obtuvo 122 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 73 %.

RMN de 'H (CDCl3): 8 = 7,44 (m, 4 H, ArC2-H y ArC6-H protones aromaticos); 7,21 (d, 4
H, ArC3-H y ArC5-H,protones aromaticos); 3,73 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH,-); 1,48 (m, 4 H, -NH-CH,—CH»-) y 1,25 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—
CH,—CHy— CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): § = 139,6 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 131,4 (CH, C2 y C6 arilo); 129,8 (CH, C3 y C5 arilo); 120,6 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 53,4 (Ar—-CH,-NH-); 49,4 (-NH-CH,-CH, -); 30,1; 29,6 y 27,3 (-
NH-CH,—CH,~CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2922 (Ar-H); 1396 (C-N-
C); 644 (aromético monosustituido); 630 (C-Br) cm™. EMAR: masa calculada para
CaoH30BroN, (M+H™) : 481,0854; encontrada : 481,0842

50. Sintesis de N*,N™-bis(4-bromobencil)decano-1,10-diamina.

Se siguid el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decil-diamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond una solucion de 4-Bromo benzaldehido (177 mg; 0,96 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen final de 5 ml de la mezcla de solventes en

condiciones antes mencionada y se adicionan 10 mg de tamices moleculares 4A.
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El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 161 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 99 %.

RMN de 'H (CDCls): § = 7,44 (m, 4 H, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 7,21 (d, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,68 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,53 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,45 (m, 4 H-NH-CH,-CH>-) y 1,21 (m, 12 H, -NH-CH,—CH»>—
CH,—CH,-CH,-CH,-). RMN de **C (CDCls): & = 139,6 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 131,4 (CH, C2 y C6 arilo); 129,8(CH, C3 y C5 arilo); 120,6 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 53,4 (Ar—-CH,-NH-); 49,4 (-NH-CH,—CH, -); 30,1; 29,6 y 27,3 (-
NH-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CHy-). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2922 (Ar-H); 1396 (C-N-
C); 644 (aromético monosustituido); 630 (C-Br) cm™. EMAR: masa calculada para
Ca24H34BroN, (M+H") @ 509,1162; encontrada : 509,1167

51. Sintesis de N*,N*?-bis(4-bromobencil)dodecano-1,12-diamina.
Br
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Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-
dodecanodiamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 4-Bromo Benzaldehido (146 mg; 0,79 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Se lleva a volumen final de 5 ml con la misma mezcla de
solventes y se adicionan los tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccién se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6é Borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 136 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 96 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,44 (m, 4 H, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 7,21 (d, 4
H, ArC3-Hy ArC5-H,protones aromaticos); 3,73 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H,J=7,2
Hz, -NH-CH,-CH,-); 1,48 (m, 4 H-NH-CH,—~CH,-) y 1,25 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—
CH,—CH,—CH,—CH,-). RMN de **C (CDCls): & = 139,6 (C4 arilo, carbono cuaternario
aromatico); 131,4 (CH, C2 y C6 arilo); 129,8(CH, C3 y C5 arilo); 120,6 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 53,4 (Ar-CH,-NH-); 49,4 (-NH-CH,-CH; -); 30,1; 29,6 y 27,3 (-
NH-CH,—CH,~CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3415 (R-NH-R1); 2922 (Ar-H); 1396 (C-N-
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C); 644 (aromético monosustituido); 630 (C-Br) cm™. EMAR: masa calculada para
CasH3sBrN, (M+H™): 537,1480; encontrada: 537,1485

52. Sintesis de N*,N*-bis(naftalen-2-ilmetil)propan-1,3-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4-
butanodiamina (50 mg; 0,68 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion de 2-naftaldehido (325 mg; 2,02 mmoles) preparada en diclorometano:
metanol (3:1).

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 29 mg de producto como un solido blanco con
un rendimiento del 12 %.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,80 (m, 6 H, H4, H6 y H9 aromaticos naftoles); 7,77 (s, 2 H, H1
aromatico naftoles); 7,49 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos naftoles); 3,97 (s, 4 H, Naft-CH,—
NH-); 2,78 (t, 4 H,J=6,7Hz, -NH-CH>-CH>-) y 1,80 (q, 2 H, J=6,7Hz, -NH-CH,-CH-).
RMN de *C (CDCls): & = 138,0 (C2 naftol, carbono aromético cuaternario); 133,5 y 132,7
(C5 y C10 naftol, carbono aromaético cuaternario); 128,1; 127,8; 127,7; 126,7; 126,5; 126,1 y
125,6 (CH, carbonos aromaticos naftoles); 54,2 (Naft-CH,-NH-); 48,1 (-NH-CH,-CH>-) y
30,2 (-NH-CH;—CH3-). IR: v = 3361 (C-NH); 3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-
CH2-) 2819, 1284,746cm™. EMAR: masa calculada para CysHoN, (M+Na®): 377,1980;
encontrada 377,1988

53.Sintesis de N',N*-bis(naftalen-2-ilmetil)butan-1,4-diamina.(53)

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4-
butildiamina (50 mg; 0,57mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucién de 2-naftaldehido (156 mg; 1,70mmoles) preparada en

diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.
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El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (102 mg; 1,70 mmoles). Se obtuvo 34 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 16 %.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,78 (m, 6 H, H4, H6 y H9 aromaticos naftoles);7,71 (s, 2 H, H1
aromatico naftoles); 7,43 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos naftoles); 3,94 (s, 4 H, Naft-CH,—
NH-); 2,68 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,62(m, 4 H, -NH-CH»—CH, -). RMN de *C
(CDClg): & = 135,7 (C2 naftol, carbono aromatico cuaternario); 133,4 y 132,8 (C5 y C10
naftol, carbono aromatico cuaternario); 128,3; 127,8; 127,7; 127,2; 126,6; 126,2 y 125,9 (CH,
carbonos aromaticos naftoles); 53,1 (Naft-CH,-NH-); 48,3 (-NH-CH,—CH,-) y 27,1 (-NH-
CH>-CH2-). IR: v = 3361 (C-NH); 3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-CH2-) 2819,
1284,746cm™. EMAR: masa calculada para CysHosNa (M+Na®): 391,2145; encontrada :
391,2144

54. Sintesis de N*,N°®-bis(naftalen-2-ilmetil)hexan-1,6-diamina.

Se sigui6 el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,6-
hexildiamina (50 mg; 0,43 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adicioné una solucion de 2-naftaldehido (207 mg; 1,29 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (77 mg; 1,29 mmoles). Se obtuvo 150 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 88 %.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,80 (m, 6 H, H4, H6 y H9 aromaticos naftoles); 7,75 (s, 2 H, H1
aromatico naftoles); 7,44 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos naftoles); 3,95 (s, 4 H, Naft-CH,—
NH-); 2,65 (t, 4 H,J=7,3 Hz, -NH-CH>-CH,-); 1,53 (m, 4 H, -NH-CH>-CH,-) y 1,29 (m, 4
H, -NH-CH,-CH,-CH-). RMN de **C (CDClI3): & = 136,3 (C2 naftol, carbono aromatico
cuaternario); 133,4 y 132,7 (C5 y C10 naftol, carbono aromatico cuaternario); 128,2; 127,7;
127,7; 127,0; 126,6; 126,1 y 125,7 (CH, carbonos aromaticos naftoles); 53,4 (Naft-CH,—NH-
); 48,7 (-NH-CH,—CHy-); 29,2 (-NH-CH,—CH,-) y 27,0 (-NH-CH,—CH,—CH,-). IR: v =
3361 (C-NH); 3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-CH2-) 2819, 1284,746 cm™.
EMAR: masa calculada para CsH3N> (M+Na'’): 419,2458; encontrada: 419,2457
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55. Sintesis de N*,N®-bis(naftalen-2-ilmetil)octan-1,8-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,8-
octildiamina (100 mg; 0,69 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adicion6 una solucion de 2-naftaldehido (333 mg; 2,07mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (124 mg; 2,07mmoles). Se obtuvo 267 mg de producto como un sélido blanco con
un rendimiento del 91 %.

RMN de 'H (CDCls): § = 7,80 (m, 6 H, H4, H6 y H9 aromaticos); 7,75 (s, 2 H, H1 aromatico
naftoles); 7,44 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos); 3,95 (s, 4 H, Naft-CH,—-NH-); 2,65 (t, 4 H,
J=7,3 Hz, -NH-CH,-CH>-); 1,53 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-) y 1,29 (m, 4 H, -NH-CH,-
CHy,— CH»-). RMN de *C (CDClI3): & = 136,3 (C2 naftol, carbono aromatico cuaternario);
133,4 y 132,7 (C5 y C10 naftol, carbono aromatico cuaternario); 128,2; 127,7; 127,7; 127,0;
126,6; 126,1 y 125,7 (CH, carbonos aromaticos naftoles); 53,4 (Naft-CH,—NH-); 48,7 (-NH-
CH,—CHy-); 29,2 (-NH-CH,—CH,-) y 27,0 (-NH-CH,—CH»—CH,-). IR: v = 3361 (C-NH);
3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-CH2-) 2819, 1284,746cm™. EMAR: masa
calculada para CsoHs7No (M+H™) : 425,2951; encontrada : 425,2953

56. Sintesis de N*, N'%-bis(naftalen-2-ilmetil)decil-1,10-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-

decildiamina (100 mg; 0,58 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucion de 2-naftaldehido ( 279,3mg; 1,75 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agrego borohidruro
de sodio (104 mg; 1,74mmoles). Se obtuvo 228 mg de producto como un sélido blanco con
un rendimiento del 87 %
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RMN de *H (CDCls): § = 7,80 (m, 6 H, H4, H6 y H9 arométicos naftoles); 7,75 (s, 2 H, H1
aromatico naftoles); 7,44 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos naftoles); 3,95 (s, 4 H, Naft-CH,—
NH-); 2,65 (t, 4 H, J=7,3 Hz, -NH-CH,—CH,-); 1,53 (m, 4 H, -NH-CH,—CH»-) y 1,29 (m,
4 H, -NH-CH,~CH,— CH,-). RMN de *3C (CDCls): & = 136,3 (C2 naftol, carbono
aromatico cuaternario); 133,4 y 132,7 (C5 y C10 naftol, carbono aromético cuaternario);
128,2; 127,7; 127,7; 127,0; 126,6; 126,1 y 125,7 (CH, carbonos aromaticos naftoles); 53,4
(Naft-CH,—NH-); 48,7 (-NH-CH,—CH3-); 29,2 (-NH-CH,—CH,-) y 27,0 (-NH-CH,—CH,—
CH,-). IR: v = 3361 (C-NH); 3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-CH2-) 2819,
1284,746cm™. EMAR: masa calculada para CsHiN, (M+H') : 453.3264; encontrada :
453,3264

57. Sintesis de N*, N*?-bis(naftalen-2-ilmetil)dodecil-1,12-diamina.

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-

dodecildiamina (100 mg; 0,49mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adicion6 una solucién de 2-naftaldehido (240 mg; 1,49 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (89 mg; 149 mmoles). Se obtuvo 189 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 79 %.

RMN de 'H (CDCls): 6 = 7,80 (m, 6 H, H4, H6 y H9 aromaticos naftoles); 7,75 (s, 2 H, H1
aromatico naftoles); 7,44 (m, 6 H, H3, H7 y H8 aromaticos naftoles); 3,95 (s, 4 H, Naft-CH,—
NH-); 2,65 (t, 4 H, J=7,3 Hz, -NH-CH,—CH,-); 1,53 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,29 (m,
4 H, -NH-CH,—CH,— CH»-). RMN de *C (CDCls): & = 136,3 (C2 naftol, carbono
aromatico cuaternario); 133,4 y 132,7 (C5 y C10 naftol, carbono aromatico cuaternario);
128,2; 127,7; 127,7; 127,0; 126,6; 126,1 y 125,7 (CH, carbonos aromaticos naftoles); 53,4
(Naft-CH,—NH-); 48,7 (-NH-CH>—CH,-); 29,2 (-NH-CH,—CH,-) y 27,0 (-NH-CH,—CH,—
CH,-). IR: v = 3361 (C-NH); 3049 (Ar-H): (B-Naftol) 2927, 1633, 815; (-CH2-) 2819,
1284,746cm™. EMAR: masa calculada para CssHauN, (M+H"): 481.3577; encontrada :
481,3577
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58. Sintesis de N*,N3-bis([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)butan -1,3-diamina.

N/\/\N
H H

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,3-
propildiamina (50 mg; 0,67 mmoles)fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucion de 2-bifenilaldehido (416 mg; 2,02 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.
El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02mmoles). Se obtuvo 162 mg de producto como un sélido blanco con
un rendimiento del 59%.
RMN de 'H (CDCls): & = 7,40 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,83 (s, 4 H, BiFen—
CH,-NH-); 2,69 (t, 4 H, -NH-CH»>-CH,-) y 1,61 (g, 4 H, -NH-CH,—CH,-). RMN de *C
(CDClgz): & = 141,0 (C1’ bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 139,9 (C4 bifenilo,
carbono aromatico cuaternario); 139,5 (C1 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 128,7;
128,6; 127,2 y 127,1 (CH, carbonos aromaticos bifenilos); 53,7 (BiFen—CH,—NH-); 49,3 (—
NH-CH,-CH,-) y 27,9 (-NH-CH,—CH,-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918,(Bencil
monosustituidos);1259 (C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para)
cmt. EMAR: masa calculada para CooHsoN, (M+H™Y): 407,2481

59. Sintesis de N*,N*-bis([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)butan -1,4-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butildiamina (50 mg; 0,57 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucion de 2-bifenilaldehido (350 mg; 1,70 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (102 mg; 1,70 mmoles). Se obtuvo 181 mg de producto como un solido blanco con

un rendimiento del 76 %.
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RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,40 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,83 (s, 4 H, Bifen—
CH,-NH-); 2,69 (t, 4 H, -NH-CH>—CH,-) y 1,61 (g, 4 H, -NH-CH>—CH,-). RMN de *C
(CDClgz): & = 141,0 (C1’ bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 139,9 (C4 bifenilo,
carbono aromatico cuaternario); 139,5 (C1 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 128,7;
128,6; 127,2 y 127,1 (CH, carbonos aromaticos bifenilos); 53,7 (BiFen—-CH,—NH-); 49,3 (—
NH-CH,—CH>-) y 27,9 (-NH-CH>-CHy>-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918, (Bencil
monosustituidos);1259 (C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para)
cm™t.EMAR: masa calculada para CsoHs;N, (M+H): 421,2638; encontrada

60. Sintesis de N ,N°-bis([1,1"-bifenil]-4-ilmetil)hexan-1,6-diamina.

Se sigui6 el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
Hexildiamina (50 mg; 0,43 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucién de bifenilaldehido (265 mg; 1,29 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (77 mg; 1,29 mmoles). Se obtuvo 144 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 75 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,40 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,93 (s, 4 H, BiFen—
CH,-NH-); 2,76 (t, 4 H, J=7,3 Hz, -NH-CH,-CH>-); 1,64 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-) y 1,34
(m, 4 H, -NH-CH,—CH,— CH»-). RMN de *C (CDCls): & = 141,1 (C1’ bifenilo, carbono
aromatico cuaternario); 140,5 (C4 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 133,8 (C1
bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 129,6; 128,8; 127,4 y127,0 (CH, carbonos
aromaticos bifenilos); 53,4 (BiFen—CH,-NH-); 47,1 (-NH-CH,-CHy-); 27,2 (-NH-CH,—
CH,-) y 26,3 (-NH-CH,—CH>-CH>-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918,(Bencil
monosustituidos);1259 (C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para)
cm™. EMAR: masa calculada para Cs;HazN, (M+H"): 449,2951: encontrada:
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61. Sintesis de N*,N®-bis([1,1'-bifenil]-4-ilmetil)decan-1,8-diamina.

H g
I N N
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Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-Octil-
diamina (100 mg; 0,69 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y
se adicion6 una solucion de bifenilaldehido (427 mg; 2,07 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (124 mg; 2,07mmoles). Se obtuvo 168 mg de producto como un sélido blanco con
un rendimiento del 51 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,45 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,82 (s, 4 H, BiFen—
CH,-NH-); 2,65 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,52 (m, 4 H, -NH-CH,-CH,-) y 1,31
(m, 8 H, -NH-CH,—CH,-CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): § = 140,9 (C1’ bifenilo,
carbono aromatico cuaternario); 140,0 (C4 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 138,7
(C1 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 128,7; 127,2 'y 127,0 (CH, carbonos arométicos
bifenilos); 53,3 (BiFen—-CH,—NH-); 49,2 (-NH-CH,—CH,-); 29,7; 29,4 y 27,2 (-NH-CH,—
CH,—CH,—CHy-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918,(Bencil monosustituidos);1259
(C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para) cm™

EMAR: masa calculada para CssHaiN, (M+H™): 477,3264; encontrada:

62. Sintesis de N*,N'%-bis([1,1"-bifenil]-4-ilmetil)decan-1,10-diamina.

1
N

L
H

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,10-
decildiamina (100 mg; 0,58 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano: metanol
(3:1) y se adiciond una solucion de 2-bifenilaldehido (358 mg; 1,74 mmoles) preparada en

diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.
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El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (104 mg; 1,74 mmoles). Se obtuvo 103 mg de producto como un solido blanco con
un rendimiento del 35 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,45 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,88 (s, 4 H, BiFen—
CH,-NH-); 2,72 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,62 (m, 4 H, -NH-CH,-CH,-) y 1,27
(m, 12 H, -NH-CH,~CH,—CH,-CH,-CH,-). RMN de *C (CDClI3): 8 = 140,7 (C1’ bifenilo,
carbono aromatico cuaternario); 140,6 (C4 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 135,5
(C1 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 129,4; 128,8; 127,3 y 127,0 (CH, carbonos
aromaticos bifenilos); 52,1 (BiFen—CH,—-NH-); 48,0 (-NH-CH,-CH>-); 28,9; 28,8; 28,2 y
26,8 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918,(Bencil
monosustituidos);1259 (C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para)
cm™. EMAR: masa calculada para CssHasNo (M+H"): 505,3577; encontrada :505,3555

63. Sintesis de N*,N'%-bis([1,1"-bifenil]-4-ilmetil)decan-1,12-diamina.

H

N
N
G

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,12-

dodecil-diamina (100 mg; 0 ,49 mmoles) fue disuelta en una mezcla de diclorometano:
metanol (3:1) y se adiciono una solucion de bifenilaldehido (308 mg; 1,49 mmoles) preparada
en diclorometano: metanol (3:1). Completando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (89 mg; 1,49 mmoles). Se obtuvo 96 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 36 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,45 (m, 18 H, protones arométicos bifenilos); 3,88 (s, 4 H, BiFen—
CH,-NH-); 2,72 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,62 (m, 4 H, -NH-CH,-CH,-) y 1,27
(m, 12 H, -NH-CH,—CH,-CH,—CHy>-CHy-). RMN de **C (CDCls): & = 140,7 (C1’ bifenilo,
carbono aromatico cuaternario); 140,6 (C4 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 135,5
(C1 bifenilo, carbono aromatico cuaternario); 129,4; 128,8; 127,3 y 127,0 (CH, carbonos
aromaticos bifenilos); 52,1 (BiFen—-CH,—NH-); 48,0 (-NH-CH,—CH,-); 28,9; 28,8; 28,2 y
26,8 (-NH-CH,—CH,—CH»—CH>—CH,-). IR: v = 3670 (C-NH); 3055,(Ar-H); 2918, (Bencil
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monosustituidos);1259 (C-C);1274 (-CH,-); 823(Aromaticos); 752 (C-disustituidos en para)
cm™. EMAR: masa calculada paraCsgHasN, (M+H"): 533,3890; encontrada :533,3867

64. Sintesis de N*,N*-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil)propan-1,3-diamina.(64)

Qe alD
oUW Yo vos

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4-
butanodiamina (50 mg; 0,68 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una solucion del 3,4 dibenciloxi benzaldehido (551 mg; 1,68 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 46 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 10 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,38 (m, 20 H, —O—CH.,—Ar protones aromaticos); 7,00 (s, 2 H,
C2-H aromatico); 6,88 (m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,18 (s, 4 H, ArC3-0O-CHy-);
515 (s, 4 H, ArC4-O-CHy-); 3,71 (s, 4 H, Ar—-CH,-NH-); 2,67 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-
CH,—CH»-) y 1,71 (q, 2 H, J=7,2 Hz—NH-CH,—CH>-). RMN de *C (CDCls): & = 149,1
(ArC3, carbono aromatico cuaternario); 148,0 (ArC4, carbono aromatico cuaternario); 137,5
(Ar"C1, carbono aromaético cuaternario); 134,0 (ArC1, carbono aromatico cuaternario);128,5;
127,8; 127,4; 127,4; 121,1 y 115,2 (CH, carbonos aromaticos); 71,5 (ArC3-O-CH»-); 71,3
(ArC4-0O-CHj-); 53,7 (Ar-CH,-NH-); 47,9 (-NH-CH,-CH>-) y 30,1 (-NH,-CH,-CHy>-).
IR: v = 3498 (R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH,-) 1168(C-N-C); 1265 y 1006 (Ar-O-C)
cm™. EMAR: masa calculada para CssHasN204(M+H") : 679,3531; encontrada: 679,3530

-199-



65. Sintesis de N*,N*-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil))butan -1,4-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,4-
butildiamina (50 mg; 0,57 mmoles)fue disuelta en una mezcla de diclorometano : metanol
(3:1) y se adicion6 una solucion de 3,4 dibenciloxi benzaldehido (556 mg; 1,70 mmoles)
preparada en diclorometano : metanol (3:1). Llevando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano : metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (102 mg; 1,70 mmoles). Se obtuvo 43 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 11 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,38 (m, 20 H, —O—CH.,—Ar protones aromaticos); 7,00 (s, 2 H,
C2-H aromatico); 6,88 (m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,18 (s, 4 H, ArC3-0O-CHy-);
515 (s, 4 H, ArC4-O-CHy-); 3,71 (s, 4 H, Ar—-CH,-NH-); 2,67 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-
CH,-CH»-) y 1,71 (q, 2 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CH,-).

RMN de *C (CDCl3): & = 149,1 (ArC3, carbono aromético cuaternario); 148,0 (ArC4,
carbono aromatico cuaternario); 137,5 (Ar'C1, carbono aromatico cuaternario); 134,0 (ArCl1,
carbono aromaético cuaternario); 128,5; 127,8; 127,4; 127,4; 121,1 y 115,2 (CH, carbonos
aromaticos); 71,5 (ArC3-0-CH,-); 71,3 (ArC4-0-CHy-); 53,7 (Ar-CH,—NH-); 47,9 (-NH-
CH,—CH>-) y 30,1 (-NH,—-CH,—CH>-). IR: v = 3498 (R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH-)
1168(C-N-C); 1265 y 1006 (Ar-O-C) cm™. EMAR: masa calculada para CsgHagN2O4 (M+H)
1 693,3687; encontrada 693,3686
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66. Sintesis de N*,N°-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil)hexan-1,6-diamina.

s
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Se siguio el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
hexanodiamina (50 mg; 0,43 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion0 una solucion de 3,4 dibenciloxi benzaldehido (422 mg; 1,29 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Llevando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (77 mg; 1,29 mmoles). Se obtuvo 34 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 11 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,37 (m, 20 H, —O—CH,—Ar protones aromaticos); 7,06 (s, 2 H,
C2-H aromatico); 6,82 (m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,14 (s, 4 H, ArC3-0-CHy-);
5,04 (s, 4 H, ArC4-O-CHy-); 3,73 (s, 4 H, Ar—-CH,-NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-
CH,—CHy-); 1,55 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,28 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,—CH,-)

RMN de *C (CDCl3): & = 149.0 (ArC3, carbono aromético cuaternario); 148.9 (ArC4,
carbono aromatico cuaternario); 137.1 (Ar'C1, carbono aromético cuaternario); 128.5; 127.8;
127.4; 127.2; 122,6; 116.1 y 114.7(CH, carbonos aromaticos); 71.1 (ArC3-0-CH,-); 71.0
(ArC4-0O-CHy-); 51.4 (Ar-CH,-NH-); 46.7 (-NH-CH,-CH,-); 26.9; 26.3 y 23.7 (-NH.—
CH-CH>-CH-CH>-CH2-). IR: v = 3498 (R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH,-) 1168(C-
N-C); 1265 y 1006 (Ar-O-C) cm™. EMAR: masa calculada para CagHs,N2Os (M+H") :
721,3999; encontrada : 721,3999
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67. Sintesis de N*,N®-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil)octan-1,8-diamina.
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Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvi6 1,8-octil-
diamina (61 mg; 0,42 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond
una solucion de 3,4 dibenciloxi benzaldehido (404 mg; 1,26 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Llevando a volumen final de 5 ml.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (76 mg ; 1,26 mmoles). Se obtuvo 180 mg de producto como un solido blanco con
un rendimiento del 57 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,37 (m, 20 H, -O—CH,-Ar protones aromaticos); 7,00 (s, 2 H,
C2-H aromatico); 6,86 (m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,19 (s, 4 H, ArC3-0-CHy-);
5,16 (s, 4 H, ArC4-O-CH,-); 3,71 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,60 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH—
CH,—CHy-); 1,51 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,33 (m, 8 H, -NH-CH,~CH,—CH,—CH,-)
RMN de C (CDCls): & = 149,1 (ArC3, carbono aromatico cuaternario); 148,0 (ArC4,
carbono aromatico cuaternario); 137,5 y 137,4 (Ar'C1, carbono aromatico cuaternario); 134,0
(ArC1, carbono aromaético cuaternario);128,5; 127,8; 127,4; 127,4; 121,2 y115,2 (CH,
carbonos aromaticos); 71,5 (ArC3-0O-CHy-); 71,3 (ArC4-0-CH,-); 53,7 (Ar-CHy-NH-);
49,4 (-NH-CH,-CH,-); 30,1; 29,6 y 27,4 (-NH,—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3498
(R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH,-) 1168(C-N-C); 1265 y 1006 (Ar-O-C) cm™

EMAR: masa calculada para CsgHssN2O, (M+H") : 749,43128; encontrada: 749,43129
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68. Sintesis de N*,N'°-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil)decano-1,10-diamina.
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Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decil-diamina (61 mg; 0,35) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se adiciond una
solucion de 3,4-bis(benciloxi)benzaldehido (338 mg; 1,06 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1). Se lleva a volumen de 5 ml., se agregaron 10 mg de tamices
moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (64 mg; 1,06 mmoles). Se obtuvo 156 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 57%.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,35 (m, 20 H, -O—CH,—Ar protones aromaticos); 6,99 (d, 2 H,
J=1,65Hz, C2-H aromatico); 6,86 (m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,17 (s, 4 H, ArC3-0--
CHy-); 5,13 (s, 4 H, ArC4-0-CH>-); 3,69 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,57 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -
NH-CH,—CH>-); 1,50 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,27 (m, 12 H, -NH-CH,—CH,-CH,—
CH,—CH,-) .RMN de **C (CDCls): & = 149.0 (ArC3, carbono aromatico cuaternario); 148.1
(ArC4, carbono aromatico cuaternario); 137.4 (Ar'C1, carbono aromético cuaternario); 133.2
(ArC1, carbono aromatico cuaternario); 128.5; 127.8; 127.4; 127.3; 121.3; 115.2 y 115.1 (CH,
carbonos aromaticos); 71.5 (ArC3-0O-CH,-); 71.3 (ArC4-O-CH,-); 53.4 (Ar—-CH,—NH-
);49.1 (-NH-CH»—CH,-);29.7; 29.5 y 27.3 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,-). IR: v = 3498
(R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH,-) 1168(C-N-C); 1265 y 1006 (Ar-O-C)

cm™ . EMAR: masa calculada para Cs;HgoN,Os(M+H+) :777,4625; encontrada : 777,4604
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69. Sintesis de N* N'2-bis(3,4-bis(benciloxi)bencil)dodecano-1,12-diamina.(69)
O\/O
@\/ H\Qi
o AN SN
N (e
ISR s
(-

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-
dodecil-diamina (61 mg; 0.30 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono una solucion de 3,4-bis-benciloxi benzaldehido (290 mg; 0,91 mmoles) preparada en
diclorometano: metanol (3:1).Se lleva a volumen de 5 ml con la misma mezcla de solvente.,
se agregaron 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo164 mg de producto como un so6lido blanco con
un rendimiento del 67 %.

RMN de 'H (CDCls):8 = 7,35 (m, 20 H, -O—CH,-Ar" protones aromaticos); 6,99 (d, 2 H,
J=1,65Hz, C2-H aromético); 6,85(m, 4 H, C5-H y C6-H aromaticos); 5,17 (s, 4 H, ArC3-0--
CHy-); 5,12 (s, 4 H, ArC4-O-CHy»-); 3,69 (s, 4 H, Ar—CH,-NH-); 2,57 (t, 4 H, J=7,2 Hz, —
NH-CH,-H>-); 1,50 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-) y 1,26 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,-CH,—
CH,—CH,—CH,-) . RMN de *C (CDCls): & = 149.0 (ArC3, carbono aromético cuaternario);
148.1 (ArC4, carbono aromatico cuaternario); 137.4 (Ar'C1, carbono aromatico cuaternario);
132.8 (ArC1, carbono aromatico cuaternario); 128.4; 127.7; 127.4; 127.3; 121.4; 1153 y
115.1 (CH, carbonos aromaticos); 71.4(ArC3-0-CH,-); 71.2 (ArC4-0O-CHy-); 53.3 (Ar—
CH,-NH-); 49.0 (-NH-CH>-CH,-); 29.7; 29.5; 29,4 y 27.3 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,—
CH,—CHj-). IR: v = 3498 (R-NH-R1); 2924 (Ar-H); 1454(-CH,-) 1168(C-N-C); 1265 y
1006 (Ar-O-C) cm™® EMAR: masa calculada para CssHesN,O, (M+H') : 805,4938;
encontrada : 805,4938

70. Sintesis de N*,N*-bis(furan-2-ilmetil)propan-1,3-diamina.

S P
= N ~N o
Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,3-

propanoodiamina (50 mg; 0,67 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond Furfuraldehido (196 mg (p= 1.16g/mL a 25°C); 2,02 mmoles) y se lleva a volumen
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de 5 ml con la misma solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices
moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 85 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 54 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,29 (m, 2H, C4-H furanilo); 6,15
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,76 (s, 4 H, Fur—CH,-NH-); 2,67 (t, 4 H, J=6,9 Hz, -NH-CH,—
CHy-) y 1,68 (g, 2 H, J=6,9 Hz, -NH-CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): § = 153,9 (C2
furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5 furanilo); 110,1 (CH, C4 furanilo); 106,9 (CH,
C3 furanilo); 47,5 (Fur—-CH,—NH-); 46,2 (-NH-CH>-CH,-) y 29,9 (-NH-CH,-CH>-).

IR: v = 3304 (R-NH-R1); 1107 (C-N-C); 1454(-CH,-); 1278(C-O-C); 810 (aromaético
monosustituido) cm’.EMAR: masa calculada para CisHigN2O, (M+H'): 235,1441
encontrada : 235,1441

71. Sintesis de N*!,N*-bis(furan-2-ilmetil)butan-1,4-diamina.
0
o N/\/\/N O
\J H

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4
propano diamina (55 mg; 0,62 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicioné Furfuraldehido (181,2 mg (p= 1.16 g/mL a 25 °C); 1,87 mmoles) y se lleva a
volumen de 5 ml con la misma solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg
de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (112 mg; 1,87 mmoles). Se obtuvo 100 mg de producto como un solido blanco con
un rendimiento del 65 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 7,33 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,28 (m, 2H, C4-H furanilo); 6,14
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,76 (s, 4 H, Fur—CH,—NH-); 2,60 (t, 4 H, J=6,9 Hz, -NH-CH,—
CHy-) y 1,51 (g, 4 H,J=6,9 Hz, -NH-CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 153,9 (C2
furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5 furanilo); 110,1 (CH, C4 furanilo); 106,8 (CH,
C3 furanilo); 48,9 (Fur—-CH,-NH-); 46,1 (-NH-CH>-CH,-) y 27,7 (-NH-CH,-CH>-).
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IR: v = 3304 (R-NH-R1); 1107 (C-N-C); 1454(-CH,-); 1278(C-O-C); 810 (aromatico
monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CisHxN,0, (M+H'): 249,1593,
encontrada: 249,1597

72. Sintesis de N ,N°-bis(furan-2-ilmetil)hexan-1,6-diamina.
¥s
9 N/\/\/\/N (o)
N

Se siguio el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
hexanodiamina (50 mg; 0,43 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 una Furfuraldehido (124 mg (p= 1,16 g/mL a 25°C); 1,29 mmoles) y se lleva a
volumen de 5 ml con la misma solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg
de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (77 mg; 1,29 mmoles). Se obtuvo 75 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 63

RMN de 'H (CDCls): & = 7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,30 (m, 2H, C4—H furanilo); 6,15
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,76 (s, 4 H, Fur—CH,—NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CHx-); 1,48 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,31 (m, 4H, -NH-CH,—CH,—CH,-). RMN de **C
(CDCl3): 6 = 154,0 (C2 furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5 furanilo); 110,1 (CH,
C4 furanilo); 106,8 (CH, C3 furanilo); 49,1 (Fur—-CH,-NH-); 46,2 (-NH-CH,-CH,-); 29,9
(-NH-CH,-CH,—CH,-) y 27,2 (-NH-CH,—CH,-). IR: v = 3304 (R-NH-R1); 1107 (C-N-C);
1454(-CH,-); 1278(C-O-C); 810 (aromatico monosustituido) cm™ . EMAR: masa calculada
para C1H24N20; (M+H™): 277,1910 encontrada : 277,1910

73. Sintesis de N*,N®-bis(furan-2-ilmetil)octan-1,8-diamina.
D
o N/\/\/\/\/N (o)
\_J

Se siguié el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-
octanodiamina (50 mg; 0,35 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono Furfuraldehido (100 mg (p= 1,16 g/mLa 25 C); 1,04 mmoles) y se lleva a volumen
de 5 ml con la misma solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices

moleculares 4A.
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El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano:metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro de
sodio (62 mg; 1,04 mmoles). Se obtuvo 35 mg de producto como un soélido blanco con un
rendimiento del 33 %.

RMN de *H (CDCls): & = 7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,30 (m, 2H, C4—H furanilo); 6,16
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,76 (s, 4 H, Fur—-CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CH»-); 1,47 (m, 4 H, -NH-CH»—CH,-) y 1,28 (m, 8H, -~NH-CH,—CH,—CH>-). RMN de **C
(CDCl3): 6 = 154,1 (C2 furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5 furanilo); 110,1 (CH,
C4 furanilo); 106,7 (CH, C3 furanilo); 49,2 (Fur—-CH,—NH-); 46,2 (-NH-CH,-CH>-); 29,9
(-NH-CH,—CHy>-CHy-); 29,4 (-NH-CH,—CH,—CH>—CHy-) y 27,2 (-NH-CH,—CH,-). IR: v
= 3304 (R-NH-R1); 1107 (C-N-C); 1454(-CH,-); 1278(C-O-C); 810 (aromaético
monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CigHogN,O, (M+H"): 305,2223
encontrada :305,2221

74 . Sintesis de N*,N*-bis(furan-2-ilmetil)decan-1,10-diamina.
LD
O N/\/\/\/\/\/N o]
] H

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvid 1,4-
butanodiamina (55 mg; 0,31 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond Furfuraldehido (92,6 mg (p= 1,16 g/mL); 0,96 mmoles) y se lleva a volumen de 5
ml con la misma solucién de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices
moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 83 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 78 %.

RMN de 'H (CDCls): 8 = 7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,30 (m, 2H, C4-H furanilo); 6,16
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,77 (s, 4 H, Fur—-CH>-NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CHy>-); 1,47 (m, 4 H, -NH-CH>-CH>-) y 1,26 (m, 12 H, -NH-CH,-CH,—CH,—CH,—CH,-).
RMN de *C (CDCls): & = 154,1 (C2 furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5 furanilo);
110,1 (CH, C4 furanilo); 106,7 (CH, C3 furanilo); 49,2 (Fur—-CH,-NH-); 46,2 (-NH-CH,—
CHx-); 29,9 (-NH-CH,—CH,—CH,-); 29,5 (-NH-CH>-CH,—CH,—CH,—CHo-) vy 27,3 (-NH-
CH,-CHx-). IR: v = 3304 (R-NH-R1); 1107 (C-N-C); 1454(-CH,-); 1278(C-O-C); 810
(aromético monosustituido) cm™. EMAR: masa calculada para CyoHsoN,O, (M+H™) :
333,2536 encontrada : 333,2536
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75. Sintesis de N*,N"2-bis(furan-2-ilmetil)dodecan-1,12-diamina.
0
0] N/”\\//\\,/A\\//\\v/”\\//\\v/N o
]

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-
dodecanodiamina (53 mgr; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciond Furfuraldehido (76 mg (6= 1,16 g/mL); 0,79 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml
con la misma solucién de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices
moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 58 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 61 %.

RMN de 'H (CDCly): & = 7,34 (m, 2H, C5-H furanilo); 6,30 (m, 2H, C4—H furanilo); 6,16
(m, 2H, C3-H furanilo); 3,77(s, 4 H, Fur—CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CHx-); 1,45 (M, 2 H—NH-CH,—CH>-) y 1,24 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—
CH.-). RMN de **C (CDCls): & = 154,1 (C2 furanilo, carbono cuaternario); 141,7 (CH, C5
furanilo); 110,1 (CH, C4 furanilo); 106,7 (CH, C3 furanilo); 49,2 (Fur—CH,-NH-); 46,2 (—
NH-CH,—CH>-); 30,0 (-NH-CH,-CH,—CH,-); 29,6 (-NH-CH,-CH,—CH,—CH,—CH,—
CH,-) y 27,3 (-NH-CH,-CH2-). IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH,-);
1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cm™. EMAR: masa calculada para CzHzsN,O; (M+Na®)
383,2671 encontrada: 383,2669

76. Sintesis de N*,N*-bis ((1H-pirrol-2-il)metil)propan-1,3-diamina.

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,3-
propanoodiamina (50 mg; 0,67 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono Pirraldehido (192 mg; 2,02 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucién de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agrego borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 17 mg de producto como un sélido blanco con un

rendimiento del 11 %.
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RMN de 'H (CDCls): 8 = 6,72 (m, 2H, C2-H Pirroilo); 6,12 (m, 2H, C3-H Pirroilo); 6,02
(m, 2H, C4-H Pirroilo); 3,78 (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CHy-); 1,50 (m, 4 H-NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—
CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 126,6 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario); 117,5 (CH, C2
Pirroilo); 107,9 (CH, C3 Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1 (Fur—-CH,—-NH-); 46,4 (-
NH-CH,—CH»-); 30,0 (-NH-CH,-CH,—CH3-); 29,5 (-NH-CH,-CH,—CH,—CH,-CH,—
CH,-) y 27,1 (-NH-CH,—CHy-). IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH,-);
1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cml.EMAR: masa calculada para CisHyNs (M+H") :
233,1760; encontrada :233,1758

77. Sintesis de N*,N*-bis((1H-pirrol-2-il) metil )butan-1,4-diamina.

H Hﬁ
N NN N

I :
Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4
propano diamina (55 mg; 0,62 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 Pirraldehido (178 mg; 1,87 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.
El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (112 mg; 1,87 mmoles). Se obtuvo 23 mg de producto como un sélido marrén oscuro
con un rendimiento del 15 %.
RMN de 'H (CDCls): & = 6,72 (m, 2H, C2—H Pirroilo); 6,12 (m, 2H, C3-H Pirroilo); 6,02
(m, 2H, C4-H Pirroilo); 3,78 (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CHx-); 1,50 (m, 4 H-NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—
CH,-). RMN de **C (CDCls): & = 126,6 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario); 117,5 (CH, C2
Pirroilo); 107,9 (CH, C3 Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1 (Fur—-CH,-NH-); 46,4 (-
NH-CH,—CH>-); 30,0 (-NH-CH,-CH,-CH,-); 29,5 (-NH-CH;-CH,—CH,—CH,—CHy—
CH,-) y 27,1 (-NH-CH,-CH2>-). IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH,-);
1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cm™. EMAR: masa calculada para CuH»N; (M+H"):
247,1917; encontrada :247,1907
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78. Sintesis de N*,N°-bis((1H-pirrol-2-il) metil)hexan-1,6-diamina.

H N/A\V/”\V/”\V/H\v/ﬂ:;§
i :
Se siguio el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
hexanodiamina (50 mg; 0,43 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono una Pirraldehido (122 mg; 1,29 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.
El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 Borohidruro
de sodio (77 mg; 1,29 mmoles). Se obtuvo 20 mg de producto como un s6lido marrén oscuro
con un rendimiento del 17 %.
RMN de 'H (CDCls): & = 6,72 (m, 2H, C2—H Pirroilo); 6,12 (m, 2H, C3-H Pirroilo); 6,02
(m, 2H, C4-H Pirroilo); 3,77 (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,60 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—
CH>-); 1,49 (m, 4 H—NH-CH,—CH>-) y 1,31 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,—CH>—-CH,). RMN de
3C (CDCls): & = 130,8 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario); 117.3 (CH, C2 Pirroilo); 108,0
(CH, C3 Pirroilo); 106,4 (CH, C4 Pirroilo); 49,1(Pirr—CH,-NH-); 46,5(-NH-CH,—CH>-);
29,5 (-NH-CH,-CH,—CH3-); 27,9 (-NH-CH,—CH,—CH,-) y 26,7 (-NH-CH,—CH»-).IR: v
= 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH.-); 1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cm™
EMAR: masa calculada para C1H26N4 (M+H™): 275,2230; encontrada : 275,2213

79. Sintesis de N*,N®-bis((1H-pirrol-2-il) metil)octan-1,8-diamina.

N N/\/\/\/\/Hﬂ
I H

Se sigui6 el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-
octanodiamina (50 mg; 0,35 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adicion6 Pirralaldehido (98 mg; 1,04 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucién de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agrego Borohidruro
de sodio (62 mg; 1,04 mmoles). Se obtuvo 17 mg de producto como un s6lido marrén oscuro
con un rendimiento del 16 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 6,73 (m, 2H, C2—H Pirroilo); 6,12 (m, 2H, C3-H Pirroilo); 6,03
(m, 2H, C4-H Pirroilo); 3,79 (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,-
CH2-); 1,49 (m, 4 H-NH-CH,-CH,-) y 1,26 (m, 16 H, -NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—
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CH.-). RMN de **C (CDCls): & = 126,6 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario); 117,5 (CH, C2
Pirroilo); 107,9 (CH, C3 Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1 (Pirr—CH,—NH-); 46,4 (-
NH-CH,—CH,-); 30,0 (-NH-CH»-CH»>CH,-); 29,5 (-NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—
CH,-) y 27,1 (-NH-CH,-CH2-). IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH,-);
1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cm™. EMAR: masa calculada para CigHsoNs (M+Na®):
325,2362; encontrada : 325,2341

80. Sintesis de N*,N'%-bis((1H-pirrol-2-il)metil)decano-1,10-diamina.

&fu/\/\/\/\/\/ N
Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-
decanodiamina (55 mg; 0,32 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono Pirraldehido (91 mg; 0,96 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.
El crudo de la reaccidn se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (57 mg; 0,96 mmoles). Se obtuvo 15 mg de producto como un sélido marron -
amarillento con un rendimiento del 14 %.
RMN de 'H (CDCly): & = 7,34 (d, J= 0.9 2H, C2-H Pirroilo); 6,29 (c, 2H, J=1.66 , C3-H
Pirroilo); 6,15 (d, 2H, J=3,09 Hz, C4—H Pirroilo); 3,76 (s, 4 H, Pirr—CH,-NH-); 2,59 (t, 4 H,
J=7,2 Hz, -NH-CH»>—CH,-); 1,50 (m, 4 H—-NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, 16 H, -NH-CH,—
CH,-CH,—CH,—CH,—CH,-). RMN de *C (CDCls): & = 126,6 (C5 Pirroilo, carbono
cuaternario); 117,5 (CH, C2 Pirroilo); 107,9 (CH, C3 Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1
(Fur-CH,-NH-); 46,4 (-NH-CH,-CH,-); 30,0 (-NH-CH,~CH>-CH>-); 29,5 (-NH-CH,—
CH,-CH,—CH,—CH,—CH,-) y 27,1 (-NH-CH>-CH>-).IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-
NH-C); 1469(-CH,-); 1396 y 1134(=CH-NH-CH=) cm™.EMAR: masa calculada para
CaoHasN4 (M+H"): 331,2783

81. Sintesis de N*,N**-bis((1H-pirrol-2-il)metil)dodecano-1,12-diamina.

H

Qii:y//\\H//\\v//\\V//\\V//\\V//\\//A\\//H\\//ﬂ:;?>
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Se siguid el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,12-
dodecil-diamina (53 mg; 0,26 mmoles) en una mezcla de diclorometano: metanol (3:1) y se
adiciono Pirraldehido (76 mg; 0,79 mmoles) y se lleva a volumen de 5 ml con la misma
solucion de diclorometano: metanol (3:1). Se agregan 10 mg de tamices moleculares 4A.

El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (47 mg; 0,79 mmoles). Se obtuvo 6 mg de producto como un sélido marron-
amarillento con un rendimiento del 6 %.

RMN de 'H (CDCls): § = 6,72 (m, 2H, C2-HPirroilo); 6,12 (m, 2H, C3-HPirroilo); 6,02 (m,
2H, C4—HpPirroilo); 3,78(s, 4 H, Pirr—CH,—NH-); 2,61 (t, 4 H, J=7,2 Hz, -NH-CH,—CHx-);
1,50 (m, 4 H—~NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m, 20 H, -NH-CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—CH-).
RMN de *C (CDCI;): & = 126,6 (C5 Pirroilo, carbono cuaternario); 117,5 (CH, C2Pirroilo);
107,9 (CH, C3Pirroilo); 106,6 (CH, C4 Pirroilo); 49,1 (Fur—-CH,—NH-); 46,4 (-NH-CH,—
CH>-); 30,0 (-NH-CH,—CH»>—CHy-); 29,5(-NH-CH,-CH,—CH,-CH,-CH,—-CHy-) vy 27,1 (—
NH-CH,-CHy-). IR: v = 3194 (R-NH-R1); 1666 (C-NH-C); 1469(-CH,-); 1396 y
1134(=CH-NH-CH=) cm™. EMAR: masa calculada para CxHssNs (M+H"): 359,3169;
encontrada : 359,3169

82. Sintesis de N*, N%-bis(4-nitrobencil)propano-1,3-diamina.

O5N NO,
H
\©\/N\/\/ \/©/

Se siguio6 el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,3-

ZT

propanodiamina (50 mg; 0,67 mmoles) en una solucion de diclorometano: metanol (3:1)
conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (305 mg; 2,02 mmoles), llevandose a volumen con la
misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).

El crudo de la reaccidn se disolvi6 en diclorometano: metanol (1:1) y se agregdé Borohidruro
de sodio (121 mg; 2,02 mmoles). Se obtuvo 28 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 12 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,17 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC3—-H y ArC5-H protones aromaticos):;
7,49 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC2-H y ArC6—H protones aromaticos); 3,89 (s, 4 H, NO,-Ar—-CH,—
NH-); 2,64 (t, 4 H, J=6,7 Hz, -NH-CH>-CH>-) y 1,57 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-). RMN de
3C (CDCls): & = 148.2 (C4 arilo, carbono cuaternario aromético); 147.0 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 128.6 (CH, C2 y C6 arilo); 123.6 (CH, C3 y C5 arilo); 53.2 (Ar—CH>—
NH-); 49.3 (-NH-CH,—CH, -) y 27.8 (-NH-CH»-CH.-). IR: v = 3336 (R-NH-R1); 2927,
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1600(para-Aromatico); 1519 y 1346 (R-NO,); 1454(-CH,-) cm™.EMAR: masa calculada
para C;7H2:N4O4 (M+H+) :367,1362; encontrada 367,1376

83. -Sintesis de N* N*-bis(4-nitrobencil)butan-1,4-diamina.(83)

NO,
1 T
/O/\N/\/\/N
H
O,N

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,4-
butanodiamina (54 mg; 0,60 mmoles) en una solucién de diclorometano: metanol (3:1)
conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (275,6 mg; 1,82 mmoles), llevandose a volumen con
la misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).

El crudo de la reaccidn se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (109 mg; 1,82 mmoles). Se obtuvo 139 mg de producto como un soélido blanco con
un rendimiento del 64 %.

RMN de 'H (CDCl5): 6 = 8,17 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC3—Hy ArC5-Hprotones aromaticos);
7,49 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 3,89 (s, 4 H, NO,-Ar—-CHy—
NH-); 2,64 (t, 4 H,J=6,7 Hz, -NH-CH,-CH,-) y 1,57 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-). RMN de
3C (CDCls): & = 148.2 (C4 arilo, carbono cuaternario aromatico); 147.0 (C1 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 128.6(CH, C2 y C6 arilo); 123.6 (CH, C3 y C5 arilo); 53.2 (Ar—CH»—
NH-); 49.3 (-NH-CH,—CH, -) y 27.8 (-NH-CH,—CH>—CH,). IR: v = 3336 (R-NH-R1);
2927, 1600(para-Aromatico); 1519 y 1346 (R-NO,); 1454(-CH,-) cm™. EMAR: masa
calculada para CaoH26N404 (M+Na*):359,1717; encontrada 359,1713

84. Sintesis de N*,N°-bis(4-nitrobencil)hexano-1,6-diamina.
NO,
T
/@AN/\/\/\/
H
O,N

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,6-
hexanodiamina (44 mg; 0,38 mmoles) en una solucion de diclorometano: metanol (3:1)

conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (172 mg; 1,14 mmoles), llevandose a volumen con la

misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).
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El crudo de la reaccion se disolvié en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (68 mg; 1,14 mmoles). Se obtuvo 113 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 77 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,17 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC3—-H y ArC5-H protones aromaticos):;
7,49 (d, 4 H, J=8,6Hz, ArC2-H y ArC6—H protones aromaticos); 3,89 (s, 4 H, NO,-Ar—-CH,—
NH-); 2,64 (t, 4 H, J=6,7 Hz, -NH-CH,—CH,-) y 1,57 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,— CHy—
CH,). RMN de *C (CDCls): & = 148.2 (C4 arilo, carbono cuaternario aromético); 147.0 (C1
arilo, carbono cuaternario aromatico); 128.6 (CH, C2 y C6 arilo); 123.6 (CH, C3 y C5 arilo);
53.2 (Ar—CH,—NH-); 49.3 (-NH-CH,—CH,-) y 27.8 (-NH-CH,—CH,— CH,— CH)). IR: v =
3336 (R-NH-R1); 2927, 1600 (para-Aromatico); 1519 y 1346 (R-NO,); 1454(-CH,-) cm™
EMAR: masa calculada para CH2sN4O,4 (M+H™) :387,2032; encontrada 387,2026

85. Sintesis de N*,N®-bis(4-nitrobencil)octano-1,8-diamina.

NO,
H\/©/
/@/\N/\/\/\/\/N
H
O5N

Se sigui6 el protocolo general de preparacién de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,8-
octanodiamina (61 mg; 0,42 mmoles) en una solucién de diclorometano: metanol (3:1)
conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (192 mg; 1,26 mmoles), llevandose a volumen con la
misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (76 mg; 1,26 mmoles). Se obtuvo 158 mg de producto como un sélido blanco con un
rendimiento del 90 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,16 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC3-Hy ArC5-H protones aromaticos);
7,49 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 3,88 (s, 4 H, NO,-Ar—-CH»—
NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,1 Hz, -NH-CH,—CH-); 1,49 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,28 (m, 8
H, -NH-CH,—CH,~(CH5-),) . RMN de *C (CDCls): & = 148,3 (C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 147,0 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,6(CH, C2 y C6
arilo); 123,6 (CH, C3 y C5 arilo); 53,2 (Ar—CH,—NH-); 49,5 (-NH-CH>-CH;,-); 30,1; 29,4 y
27,2 (-NH-CH>—(CHz-)3). IR: v = 3336 (R-NH-R1); 2927, 1600 (para-Aromatico); 1519 y
1346 (R-NO,); 1454(-CH,-) cm™EMAR: masa calculada para CyHaoNsOs(M+H"Y) :
415,2339; encontrada : 415,2338
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86. Sintesis de N*,N'%-bis(4-nitrobencil)decano-1,10-diamina.

O,N
T
N\/\/\/\/\/\
N
L
NO

Se siguid el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvié 1,10-

2

decanodiamina (62 mg; 0,36 mmoles) en una solucion de diclorometano: metanol (3:1)
conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (163 mg; 1,07 mmoles), llevandose a volumen con la
misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agregd Borohidruro
de sodio (65 mg; 1,07 mmoles). Se obtuvo 157 mg de producto como un solido blanco con
un rendimiento del 97 %.

RMN de 'H (CDCls): & = 8,16 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC3-Hy ArC5-H protones aromaticos);
7,49 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC2-Hy ArC6-H protones aromaticos); 3,88 (s, 4 H, NO,-Ar—-CH,—
NH-); 2,60 (t, 4 H,J=7,1 Hz, -NH-CH,—CH>-); 1,49 (m, 4 H, -NH-CH,—CH,-) y 1,26 (m,
12 H, -NH-CH,—CH>—(CH>-)s) . RMN de *C (CDCI;): 8 = 148,4 (C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 147,0 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,6(CH, C2 y C6
arilo); 123,6 (CH, C3 y C5 arilo); 53,2 (Ar-CH,—NH-); 49,5 (-NH-CH,—CH,-); 30,1; 29,5y
27,3 (-NH-CH,—(CH2-)4). IR: v = 3336 (R-NH-R1); 2927, 1600(para-Aromatico); 1519 y
1346 (R-NO,); 1454(-CH,-) cm™. EMAR: masa calculada para C,sH3sNsOs (M+H") :
443,2652: encontrada : 443,2652

87. Sintesis de N*, N*2-bis(4-nitrobencil)dodecano-1,12-diamina.

Se siguio el protocolo general de preparacion de diaminas disustituidas. Se disolvio 1,12-
dodecil-diamina (62 mg; 0,31 mmoles) en una solucién de diclorometano: metanol (3:1)
conteniendo 4-Nitro-Benzaldehido 98% (140 mg; 0,93 mmoles), llevandose a volumen con la
misma mezcla de solventes (diclorometano: metanol (3:1)).

El crudo de la reaccion se disolvio en diclorometano: metanol (1:1) y se agreg6 Borohidruro
de sodio (56 mg; 0,93 mmoles). Se obtuvo 87 mg de producto como un sélido blanco con un

rendimiento del 60 %.
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RMN de 'H (CDCls): & = 8,16 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC3—-H y ArC5-H protones arométicos);
7,49 (d, 4 H, J=8,7Hz, ArC2-H y ArC6-H protones aromaticos); 3,88 (s, 4 H, NO,-Ar—CH»—
NH-); 2,60 (t, 4 H, J=7,1 Hz, -NH-CH,-CH,-); 1,49 (m, 4 H, -NH-CH,-CH>-) y 1,28 (m,
8 H, -NH-CH,—CH,—(CH»>-),) . RMN de 3C (CDCls): 8 = 148,3 (C4 arilo, carbono
cuaternario aromatico); 147,0 (C1 arilo, carbono cuaternario aromatico); 128,6 (CH, C2 y C6
arilo); 123,6 (CH, C3 y C5 arilo); 53,2 (Ar-CH,—-NH-); 49,5 (-NH-CH,-CH,-); 30,1; 29,4 y
27,2 (-NH-CH;—(CH2-)6). IR: v = 3336 (R-NH-R1); 2927, 1600(para-Aromatico); 1519 y
1346 (R-NO,); 1454(-CH»-) cm™. EMAR: masa calculada para CisHssN4Os (M+HY) :
471,2965.

88. -Sintesis de N* N* N® N*-tetrabencil-propano-1,3-diamina.

@% 5%9

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. Se disolvid
1,3-propilendiamina (30 mg; 0,40 mmoles) en trimetilortoformiato (TMOF) (3 mL) y luego se
agregaron benzaldehido (185 uL; 1,83 mmoles) y triacetoxiborhidruro de sodio (618 mg; 2,92
mmoles) y acido acético (155 pL; 2,59 mmoles). Obteniéndose 29 mg de producto como un
solido aceitoso blanco con un rendimiento del 17%.

RMN de 1H (CDCIs): 6 = 7,28 ( m, 20 H, aromaéticos); 3,51 (s, 8 H, Ar-CH2); 2,42 (t, 4 H,J=
6,9 Hz, N-CH2); 1,73 (m, 2 H, C2-H). RMN de 13C (CDCl3): 6 = 139,7 (carbono aromético
cuaternario); 128,9, 128,2, 126,8 (CH, carbonos aromaticos); 58,4 ( N-CH2-Ar); 51,6 ( N-CH2
); 24,5 (CHz, C2). IR: v = 3026 (Ar-H); 1127 (C-N); 697 (aromético monosustituido) cm™.
EMAR: masa calculada para Ca:HssN2 (M+H"):435,2800, encontrada 435,2781.

89. Sintesis de N* N* N* N*-tetrabencilbutano-1,4-diamina.

Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. Se disolvio

1,4-butilendiamina (30 mg; 0,34 mmoles) en trimetilortoformiato (3 mL), luego fue agregado
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benzaldehido (155 pL; 1,53 mmoles) y finalmente el triacetoxiborhidruro de sodio (618 mg;
2,45 mmoles) y acido acético (155 uL; 2,18 mmoles). Se aislaron 42 mg de producto como un
solido blanco cristalino con un rendimiento del 26%.

RMN de 1H (CDCls): 6 = 7,31 (m, 20 H, aromaticos); 3,50 (s, 8 H, Ar-CHz2); 2,35 (t, 4 H,

J= 4,8 Hz, N-CH2); 1,49 (m, 4 H, C2-H y C3-H). RMN de 13C (CDCl3): & = 140,0 (Carbono
aromatico cuaternario); 128,8, 128,2, 126,7 (CH, carbonos aromaticos); 58,3 (N-CHz-Ar);
53,4 (N-CH2); 24,8 (CH2, C2y C3)

IR: v = 3028 (Ar-H); 1123 (C-N); 693 (aromatico monosustituido) cm-1.

EMAR: masa calculada para Cs2Hs7N2 (M+H"): 449,2957; encontrada 449,2964.

90. Sintesis de N* N N® N®-tetrabencilhexano-1,6-diamina

5&@«“/ <
Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. Se disolvid
1,6-hexilendiamina (30 mg; 0,26 mmoles) en TMOF (3 mL), luego fueron agregados
benzaldehido (118 uL; 1,16 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (393 mg; 1,86 mmoles) y
acido acético (99 uL; 1,65 mmoles). Obteniéndose 27, mg de producto como un sélido blanco
con un rendimiento del 17%.
RMN de 1H (CDCl3): 6 = 7,31 (m, 20 H, aromaéticos); 3,53 (s, 8 H, Ar-CH2); 2,36 (t, 4 H,
J=6,9 Hz, N-CH2); 1,45 (m, 4 H, C2-H y C5-H); 1,17 (m, 4 H, C3-H y C4-H). RMN de 13C
(CDCls): 6 = 140,1 (Carbono aromaético cuaternario); 128,8, 128,1, 126,7 (CH, carbonos
aromaticos); 58,3 ( N-CHz-Ar); 53,4( N-CH2); 27,1 (CHz, C2 y C5); 27,0 (CH2,C3 y C4).
IR: v = 3026 (Ar-H); 1120 (C-N); 698 (aroméatico monosustituido) cm™. EMAR: masa
calculada para CasH41N2 (M+H"):477,3270; encontrada 477,3273.
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91. Sintesis de N*,N! N N8-tetrabenciloctano-1,8-diamina.

@ e
©)N/\/\M)
Se siguio el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. Se disolvid
1,8-octilendiamina (30 mg; 0,21 mmoles) en TMOF (3 mL), luego fueron agregados
benzaldehido (95 uL; 0,94 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (317 mg; 1,49 mmoles) y
acido acético (79 uL; 1,33 mmoles). Se obtuvieron 28,3 mg de producto como un sélido
blanco cristalino con un rendimiento del 27%.
RMN de *H (CDCls ): & = 7,32 (m, 20 H, arométicos); 3,54 (s, 8 H, Ar-CH, ); 2,39 (t, 4 H,
J=6,9, N-CHy); 1,47 (m, 4 H, C2-H y C7-H ); 1,22 (m, 8 H, C3-H al C6-H ). RMN de *C
(CDCl3 ): 8 =140,1 ( carbono aromatico cuaternario); 128,8, 128,1, 126,7 (CH, carbonos
aromaticos); 58,3 (N-CHy-Ar); 53,4( N-CH, ); 29,5 (CH,, C2 y C7); 27,3 (CH,, C3y C6);
27,0 (CH,,C4 y C6). IR: v = 3026 (Ar-H); 1126 (C-N); 697 (aromatico monosustituido) cm™

92. Sintesis de N*,N*,N*® N**-tetrabencildecano-1,10-diamina.(92)

Se sigui6 el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. Se disolvid
1,10-decilendiamina (30 mg; 0,17 mmoles) en TMOF (3 mL), luego fue agregado
benzaldehido (79 uL; 0,78 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (265 mg; 1,25 mmoles) y
acido acético (67 uL; 1,11 mmoles). Se aislaron 26 mg de producto como un sélido blanco
cristalino con un rendimiento del 28%.

RMN de *H (CDCIs): 6= 7,32 (m, 20 H, aromaticos); 3,54 (s, 8 H, Ar-CH2); 2,39 (t, 4 H, J=
7,2 Hz, N-CH2); 1,48 (m, 4 H, C2-H y C9-H ); 1,17 (s, 12 H, del C3-H al C8-H). RMN de =C
(CDClzs): 6= 140,1 (Carbono aromético cuaternario); 128,8, 128,1 y 126,7 (CH, carbonos
aromaticos), 58,3 (Ar-CHz); 53,4 (N-CH2); 29,6 (CH2, C2 y C-9); 29,5 (CH2,C3 y C8); 27,3
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(CH2,C4 y C7); 27,0 (CH2C5 y C6) EMAR: masa calculada para CasHaaN2
(M+H"):533,3892; encontrada 533,3896.

93. Sintesis de N*,N* N® N--tetrakis(4-metoxibencil)propano-1,3-diamina.

Se siguié el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. 1,3-
propilendiamina (100 mg; 1,35 mmoles) fue disuelta en TMOF (3 mL), a estas solucién se
le agregd p-anisaldehido (780 uL; 6,48mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (2,28 mg,
10,80 mmoles) y &cido acético (583 pL; 9,7 mmoles). Se obtuvieron 19 mg de producto como
un aceite amarillo palido con un rendimiento del 30 %.

RMN de 'H (CDCls; ): = 7,16 (d, 8 H, J=8,7 Hz, aromaticos); 6,81(d, 8 H, J = 8,7 Hz,
aromaticos); 3,79 (s, 12 H, O-CHs); 3,40 (s, 8 H, Ar-CH,); 2,36 (t, 4 H, J= 6,9 Hz, N-CH,);
1,67 (m, 2 H, C2). RMN de **C (CDCls ): $=158,5 (C-OMe, carbono aromético cuaternario);
132,0 (C, carbono aromaético cuaternario); 130,0 y 113,5 (CH, carbonos aromaticos); 57,5
(Ar-CHy); 55,2 (OCHj3); 51,3 (N-CH2); 24,5 (CH,, C2). IR: v = 2997 (Ar-H); 1247 y 1034
(Ar-O-C); 1179 (C-N) cm™.EMAR: masa calculada para CisHasN,Os (M+H") 555,3223;
encontrada 555,3235.

94. Sintesis de N*,N*,N* N*-tetrakis(4-metoxibencil)butano-1,4-diamina.
O/ |
E O
o
|

Se sigui6 el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. 1,4-

_0

butilendiamina (30 mg; 0,34 mmoles) fue disuelta en diclorometano (5 mL), a esta solucion se

le agrego p-anisaldehido (185 ulL; 1,5 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (518 mg; 2,4
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mmoles) y acido acético (130 uL; 2,2 mmoles). Se generaron 45 de producto como un sélido
blanco cristalino, con un rendimiento del 25 %.

RMN de 'H (CDCls): 8= 7,22 (d, 8 H, J= 8,7 Hz, arométicos); 6,83(d, 8 H, J = 8,7 Hz
aromaticos); 3,79 (s, 12 H, -O-CHzs); 3,42 (s, 8 H, Ar-CH2); 2,31 (t, 4 H, N-CH2); 1,44 (m, 4
H, C2-H y C3-H). RMN de *C (CDCls): $=158,5 (C-OMe, carbono aromatico cuaternario);
132,1 (C, aromatico cuaternario); 129,9 y 113,5 (CH, carbonos arométicos); 57,4 (CHz, Ar-
CH2); 55,3(CHs, O-CHBa); 51,3 (CHz2, N-CH2); 24,8 (CH2, C2 y C4). IR: v = 2998 (Ar-H);
1247 y 1037 (Ar-O-C); 1178 (C-N) cm™.EMAR: masa calculada para CssHasN20s (M+H")
569,3379; encontrada 569,3385.

95. Sintesis de N N N N°-tetrakis(4-metoxibencil)hexano-1,6-diamina.

Se siguié el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. 1,6-
hexilendiamina (40 mg; 0,34 mmoles) fue disuelta en TMOF (3 mL), a esta solucién se le
agregd p-anisaldehido (223 pL; 1,7 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (583 mg; 2,8
mmoles) y &cido acético (148 uL; 2,5 mmoles). Se generaron 20 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 10%.

RMN de 'H (CDCl): 6= 7,24 (d, 8 H, J=8,7 Hz, arométicos); 6,83(d, 8 H, J= 8,7 Hz,
aromaticos); 3,79 (s, 12 H, O-CHj3); 3,45 (s, 8 H, Ar-CHy); 2,33 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CH,
);1,46 (m, 4 H, C2-H y C5-H); 1,16 (m, 4 H, C3-H y C4-H). RMN de **C (CDCl5): §=158,4
(C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 132,0 (C, aromatico cuaternario); 129,8 y 113,5
(CH, carbonos aromaticos); 57,3 (CH,, Ar-CH2-); 55,2(CH3, O-CHj3 ); 51,1 (CH2, N-CH2);
27,2 (CH,, C2 y C5); 27,0 (CHz, C3 y C4). IR: v = 3032 (Ar-H); 1247 y 1036 (Ar-O-C);
1170 (C-N) cm™. EMAR: masa calculada para CagHigNoOs (M+H") 597,3692; encontrada
597,3718.
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96. Sintesis de N*,N* N® N®-tetrakis(4-metoxibencil)octano-1,8-diamina.

I
o

@f

Se siguié el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas. 1,8-
octilendiamina (30 mg; 0,21 mmoles) fue disuelta en TMOF (3 mL), a estasoluciénse le
agregd p-anisaldehido (113 pL; 0,9 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (317 mg;1,5
mmoles) y &cido acético (79 uL; 1,3 mmoles). Se obtuvieron 20 mg de producto comoun
solido blanco con un rendimiento del 16%.

RMN de 'H (CDCls): 8= 7,25 (d, 8 H, J= 8,7 Hz, aromaticos); 6,84 (d, 8 H, J = 8,7
Hz,aromaticos); 3,79 (s, 12 H, O-CHzs); 3,46 (s, 8 H, Ar-CHz2); 2,37 (t, 4 H, J= 7,2 Hz, N-CH2
);1,46 (M, 4 H, C2-H y C7-H); 1,16 (s, 8 H, C3-H al C6-H). RMN de *C (CDCls): $=158,4 (
C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 132,1 (Caromaético cuaternario); 129,9 y 113,5 (CH,
carbonos aromaticos); 57,4 (Ar-CHz2); 55,2(CHs,0-CH3); 53,1 (CH2, N-CH2); 29,6 (CH2,C2y
C7); 27,3 (CHz, C3 y C6); 27,3 (CHz, C4y C5). EMAR: masa calculada para CaoHs3N204
(M+H") 625,4005; encontrada 625,4036.

97. Sintesis de N* N*,N*° N*-tetrakis(4-metoxibencil)decano-1,10 diamina.

o~ S,

Se siguid el procedimiento general de preparacion de diaminas tetrasustituidas.
1,10decilendiamina (30 mg; 0,2 mmoles) fue disuelta en TMOF (3 mL), a esta solucion se le
agregd p-anisaldehido (95 pL; 0,78 mmoles), triacetoxiborhidruro de sodio (266 mg; 1,3
mmoles) y &cido acético (67 pL; 1,1 mmoles). Obteniéndose 20 mg de producto como un
solido blanco con un rendimiento del 28%.

RMN de *H (CDCls ): 8= 7,25 (d, 8 H, J= 8,7 Hz, aromaticos); 6,84 (d, 8 H, J = 8,7 Hz,
aromaticos); 3,79 (s, 12 H, O-CHj3); 3,46 (s, 8 H, Ar-CHy); 2,36 (t, 4 H, J= 7,5 Hz, N-CH,
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):1,47 (m, 4 H, C2-H y C9-H); 1,18 (s, 12 H, CH, C3-H al C8-H).RMN de **C (CDCl; ):
8=158,4 ( C-OMe, carbono aromatico cuaternario); 132,0 (C aromatico cuaternario); 129,9 y
113,5 (CH, carbonos aromaticos); 57,4 (CH,, Ar-CH,); 55,24(CH3;, O-CHj3); 53,0 (CH2, N-
CH,); 29,8 (CH,, C2 'y C9); 29,5 (CH,, C3y C8); 27,3 (CH,, C4y C6); 26,9 (CH,, C5).
EMAR: masa calculada para C4,HssN>O4 (M+H") 653,4318; encontrada 653,4340.

Sintesis de analogos de NBD.

98. Sintesis de tert-butil 4-aminobutilcarbamato.

0]

;><:3/H\N/ﬂ\\//\\¢,NH2

H
A una solucion de diamina, 1,4 butilendiamina (500mg; 5,67 mmoles) en etanol anhidro se le
adiciona TEA hasta llegar al 5%, se le agregan (618,9 mg; 2,84mmoles) de Di-Tert-Butil
dicarbamato en relacién (2:1). Se mantiene la reaccién a reflujo con condensador durante
18hrs. Luego la reaccion se enfria a temperatura ambiente. Se concentra utilizando el
rotavapor. Se agrega agua y se ajusta el pH a 3, mediante la adicion de HCI 2M, se realiza la
extraccion con diclorometano al menos 3 veces. Luego se ajusta nuevamente la fase acuosa
con NaOH 2M, hasta pH=12, y se realizan nuevamente tres extracciones con diclorometano.
Se combinan las dos fases orgéanicas y se las seca con Na,SOq, se lo filtra y se concentran con
el rotavapor, obteniéndose un polvo blanco.

Obteniéndose 518,9 mg de producto como un sélido blanco con un rendimiento del 97%.
RMN de 'H (CDCls): 8= 3,09(m, 2H); 2,67(t,2H, J=6,9); 1,44(m, 13H)

EMAR: masa calculada para CoHz0N2 Oz (M+H") 189,1597; encontrada: 189,1593

99. Sintesis de tert-butil 4-(7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-

ilamino)butilcarbamato.
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Protocolo 1.

Al producto de la reaccion 99, se pesan 59 mg (0,31 mmoles) y se disuelve en THF anhidro
al cual se le adicionan TEA 50 uL para 2 ml de mezcla de reaccion, se le agregan (63 mg;
0.32 mmoles) de 4-Cloro-7-nitrobenzofurazan. La mezcla se deja reaccionando durante 18
hrs.

Protocolo 2.

Al producto de reaccién 99 se pesa 200 mg (1,06 mmoles) se disuelve en una mezcla
Acetonitrilo: Agua (1: 1) al cual se agrega K,COsz; y luego se adiciona 4-Cloro-7-
nitrobenzofurazan (318 mg; 1,60 mmoles).

Procedimiento comun de extraccion y purificacion.

Se agregan HCI 4N y agua se neutraliza la reaccion con NaHCOg3, y se lleva a un pH de
aproximadamente 9.0. Se extrae cuatro veces con DCM vy se seca la fase organica con SO4Na;
anhidro. Se evapora el solvente para obtener un sélido marrén amarillento. Se realiza una
columna empacada en DCM vy se utilizan dos lavados de elucion con DCM y luego sucesivos
agregados de DCM:MeOH 9:1. Para finalizar con 2 eluciones con la mezcla
DCM:MeOH:NH,OH (8:1.8:0.2). Se corren TLC con la misma fase movil. Se realizan
espectros de 'HRMN y *CRMN.

Se obtuvo un sélido marrén que para el caso del protocolo 1 el peso obtenido resulto de 50,9
mg (46% de rendimiento) y para el protocolo 2 se obtuvieron unos 85,3 mg (26% de
rendimiento). En ambos procedimientos el producto por estos procedimientos resulta el

compuesto (99 a)
H

N
HZN/\/\/
NE NO,

o-N 99 a.
RMN de *H (D20 ): 6= 8,50 (d, 1 H, J= Hz, CH-C-NO,); 6,36 (d, 1 H, J = 8,7 Hz, CH-C-
NH); 3,65 (s, 2H, CH,-NH-NBD); 3,35 (t, 2H, CH,-NH,); 2,98 (t, 2 H, J= 7,5 Hz, -CH,-CH,-
NH-NBD);1,22 (t, 2 H, -CH,-CH,-NH,)
EMAR: calculada 351.1542
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100. Sintesis de N-(4-(4-(benciloxi) bencilamino)butil)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-
amina.(100)

;
:
)
r

Se disuelven 47 mg (0,14 mmoles) del compuesto 100, en TMOF (5 ml) se le agrega en
primer término TEA anhidra 56 puL(0,39mmoles), luego se incorpora a la mezcla de reaccion
4-Benciloxi-Benzaldehido ( 90 mg; 0,40 mmoles). Se deja la reaccion a reflujo a 80°C durante
18 hrs. Se lleva la reaccion a temperatura ambiente y sobre la mezcla de reaccion se
adicionaron 112,0 mg (0,53mmoles) de Tri-acetoxi Borohidruro de Sodio. Se deja reaccionar
otras 12 hrs a temp ambiente.

Luego se agrega a la mezcla una solucién saturada de CINa, y se realizan varios lavados con
DCM.

A la fase orgénica se la seca con SO4Na; anhidro y se evapora el solvente con el rotavapor. Se
obtiene un material amarillento marron. Se realiza una columna para obtener el producto puro,
se realiza una elucion con Hexano al 100% y luego se pasa gradualmente a Acetato de Etilo al
100%, las eluciones finales en donde aparece el compuesto, se realizan en una mezcla de
Acetato de etilo: MeOH: NH4;OH ( 70:25:5). Se obtiene un 12,2 mg (20%de rendimiento),
como un so6lido marrén amarillento.

RMN de *H (CDCI3): 6= 6= 8,50 (d, 1 H, J= Hz, CH-C-NO,); 6,36 (d, 1 H, J = 8,7 Hz, CH-
C-NH); 3,65 (s, 2H, CH,-NH-NBD); 3,35 (t, 2H, CH>-NHy); 2,98 (t, 2 H, J= 7,5 Hz, -CH,-
CH,-NH-NBD);1,22 (t, 2 H, -CH»-CH»-NH,)

RMN de *C (CDCI3 ): 6= 190,8 (C19-0);172,3(C6-NH);132,0 (C26-CH,); 128,7; 128,3;
128,9; 127,9; 127,5; 115,1; 114,9; 114,5 (CH-aromaticos); 70,3(C-CH,-0); 65,1(C-CH,-NH);
46,4(NH-CH,); 29,7; (CH2-CH2-CH2); 29,4(CH2-CH2-NH)

EMAR: masa calculada para C4H2sNs04 (M+H+): 447,1906 ; encontrada:
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Ensayos de determinacion de Actividad antitripanocida.
Determinacion de 1Cso para cepas de T.brucei.

Se utilizo para los analisis los tripomastigotes de la cepa de T. brucei (MITat 427; clona 221a)
su forma sanguinea (BSF) que crecié a 37°C bajo atmosfera a 5% CO, atmosphere en medio
Iscove modificado como se describe previamente®®

Los tripomastigotes T. brucei BSF fueron sembrados en 200 ul de medio de cultivo con un
recuento de 1 x 10° mI™, este medio contiene diferentes concentraciones de diaminas. Luego
de la incubacion a 37°C por 3 dias, se agrega 20 ul Alamar blue (Biosource UK Ltd) en cada
celda y las cubetas son incubadas por 16 hrs. La fluorscencia de cada pocillo es determinada

como se describe abajo y luego se establece el valor de 1Csq.

Determinacion de 1Cs para cepas de T. cruzi (cepa Cl-Brener).

Los epimastigotes de T. cruzi (cepa Cl-Brener) fueron crecidos en medio RPMI-1640
conteniendo suplemento como se describe en *%°

Los epimastigotes de T. cruzi fueron sembrados con un recuento de 5 x 10° mI™* en 200 pl de
medio de cultivo contiendo diferentes concentraciones de diaminas. Se incubo durante 72 hrs
a 27°C. Luego se agregan 20 pl Alamar blue (Biosource UK Ltd) en cada celda. Se monitorea
la fluorescencia utilizando un lector de places Gemini Fluorescent Plate reader (Molecular
Devices) a una longuitud de onda de excitacion a 530 nm, y una longuitu de emision de 585
nm y un filtro de cut off a 550 nm,, estableciendo el ICsy. El resultado del cambio de color

debido a la reduccion del Alamar blue es proporcional al numero de células vivas.

Ensayos in vitro antimalaricos y antileishmania.

Las mediciones de actividades fueron realizadas en el Nacional Center for Natural Products
Research de la Universidad de Mississippi, en Estados Unidos de América.

La actividad leishmanicida fue determinada in vitroen un cultivo de promastigotes de
Leishmania donovani. Los compuestos, apropiadamente diluidos, fueron agregados a
microplacas de 96 pocillos que contenian los cultivos de promastigotes de Leishmania
(2x10°células/mL). Las placas fueron incubadas a 26°C durante 72 horas, y se determiné el
crecimiento de promastigotes de Leishmania donovani por el ensayo Alamar Azul. Se
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utilizaron pentamidina y anfotericina B como drogas estandar antileishmania. Para cada
compuesto se computo un valor de ICspa partir de la curva de inhibicion de crecimiento.

La actividad antimaldrica de los compuestos fue determinada in vitroen dos cepas de
Plasmodium falciparum, una sensible a cloroquina (D6, Sierra Leona) y otra resistente (W2,
IndoChina). El ensayo de microplacas de 96 pocillos se basa en evaluar los efectos de los
extractos en el crecimiento de cultivos asincronicos de P. falciparum, determinado por el
ensayo de actividad de la lactato deshidrogenasa (pLDH).

Se prepararon las diluciones apropiadas en DMSO vy se agregaron a los cultivos de P.
falciparum (2% hematocritos, 2% parasitemia) montados en microplacas de 96 pocillos de
fondo plano. Los platos fueron colocados en una cdmara humidificada y venteada con una
mezcla de gases 90% N2, 5% CO2y 5% O2. Los cultivos fueron incubados a 37 °C por 48
horas. El crecimiento de los parasitos en cada pocillo se determind por el ensayo pLDH
usando el reactivo de Malstat®. Las placas poseen ademas, en pocillos separados, el medio de
cultivo y glébulos rojos como controles adicionales. Los agentes antimalaricos estandar,
cloroguina y artemisina, se usaron como controles positivos mientras que se usa DMSO como
control negativo.

Ensayo de determinacion de porcentaje de crecimiento de Toxoplasma gondii.

Los ensayos fueron realizados por el Dr. Gustavo Gustavo Arrizabalaga. En la Universidad de
Indiana, Estados Unidos de América.

Procedimiento.

Se infectaron fibroblastos con 100 parasitos en placas de 96 pocillos. Los parasitos expresan
GFP y B-gal para monitorear el crecimiento. EI medio utilizado es RPMI.

Se los deja crecer por 24 horas. Se afiaden los compuestos a dos concentraciones y por
duplicado a 1puM. y a 10 pM.

Se realiza el recuento previo y posterior al agregado, de los compuestos se incuban por otras
24 hrs mas.

El ensayo se realiza por duplicado y en experimentos independientes se realizar el recuento
de formas parasitarias intracelulares. Para lo candidatos con mejor desempefio en el ensayo
exploratorio, se determiné si ICso. Siguiendo el mismo procedimiento usando diluciones de
los compuestos en DMSO, para obtener una curva dosis-respuesta en concentracion
decreciente. Se utiliza como control de crecimiento, por placa se realiza el mismo

procedimiento pero solo agregando DMSO. No se realizan controles positivos por no ser
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especificos contra Tg y ser este un ensayo evaluativo del porcentaje de inhibicion contra el
numero de parasitos en crecimiento libre.

Resultados se observan en el microscopio de fluorescencia y se realiza un recuento utilizando
GFP para observar los parasitos intracelulares.

En las tablas se interpretan los siguientes valores.

C: Citotoxico a nivel del fibroblasto.

-: No crece parasito. Compuesto antitoxoplasma a una dada concentracion.
+: pequefa cantidad de parésitos.

++ Crecimiento del parasito menor que el control.

+++: crecimiento normal.

Ensayo de concentracion de Tripanocida Minima.
Ensayos realizados durante mi estadia en la Universidad de San Francisco California (UCSF)

en el Instituto . A cargo de la Dra. Patricia Doyle, el Dr Juan Engel y el Dr. Jut Giri.

Procedimiento general.

1- Se cultivan macréfagosJ774 (en nuestro caso se utilizaron células derivadas de musculo
esquelético embrionario bovino(Bovine embryo skeletal muscle (BESM))) en medio RPMI-
1640 suplementado con 5% de Suero Fetal bovino calentado.

2- Para este ensayo los macréfagos son previamente irradiados (15 min a aproximadamente
1000 rad) para arrestar el crecimiento celular. O se utiliza la linea de células de miocitos de
manera tal que se obtiene un recuento celular de (10°/ml) que son cultivados toda la noche en
placas de 12, 24, o 48 pocillos segun la necesidad del ensayo.En nuestro caso se utilizaron
placas de 24 con el objetivo de tener por duplicado el ensayo. El cultivo se realiza a 37 °C en
atmosfera de 5% de CO,.

3- Se preparan las soluciones stocks de inhibidores a 10 mM in DMSO vy son diluidas en el
medio de cultivo RPMI+5% SFB antes de realizar la prueba de manera que se realiza la
siguiente dilucion (10 ml RPMI+10ul de solucién 10 mM stock). Tanto la solucién Stocks
como las diluciones son almacenadas a 4°C durante el experimento. Por otro lado la solucidn
en DMSO stocks es almacenada a —20°C.

4- Todos los ensayos incluyen como controles al posaconazol (100 nM), Células infectadas
no tratadas y no infectadas (n=3 por placa) por tratamiento.En nuestro caso ademas

agregamos un control con Benznidazol (1mM)
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5- Los Tripomastigotes de T.cruzi cepa Y son mantenidos mediante pasajes semanales en
cultivos de células de musculo esquelético embrionario bovino. Los cultivos son mantenidos
en RPMI+5% con suero de caballo inactivado por calor, a 37°C en incubador con 5 % COs. El
ciclo de vida de esta cepa es de 6 a 7 dias bajo estas condiciones. Al ser liberados los
tripomastigotes son recolectados del sobrenadante y usados para infectar los macrdfagos o los
miocardiocitos.

6- Una vez obtenidos los tripomastigotes y el cultivo celular por separado se realizan las
diluciones correspondientes de manera de obtener una tasa de infeccién 1 a 1 respecto a la
cantidad de células en el cultivo en cada pocillo. Aproximadamente este nimero no debe
exceder (10 tripomastigotes/ml). Una vez colocados en cada pocillo, se incuban durante 2 h
a 37°C, luego el medio es reemplazado y se realizan al menos tres lavados con medio sin
inhibidor. Ocurrido esto, se agrega el medio RPMI con la solucién de inhibidor a 10 pM.

7- Se realiza cada 48 hrs un cambio por medio fresco con el inhibidor y los controles. Este
tratamiento se realiza durante dos semanas. Esto puede extenderse por un periodo de 27 dias.
En nuestro caso se realizaron los cambios de medio durante 12 dias y luego solo se cambia
cada 48 hrs el medio RPMI suplementado sin inhibidor hasta llegar a los 27 dias.

8- la eficacia de los compuestos es evaluada de acuerdo a la sobrevida de los macréfagos
infectados con T.cruzi, siendo 40 dias el tiempo total del experimento.

9- Lectura: cada 48 hrs se debe observar el cultivo en microscopio de fase. La aparicién de
tripomastigotes en el medio indica que se completd el ciclo intracelular por lo que queda
descartado el pocillo

10- Evaluacion de la Eficacia.

Baja eficacia:el compuesto no es efectivo, si se observan tripomastigotes en el sobrenadante
antes del dia 6 post infeccion, de igual manera de lo que ocurre con los controles sin tratar.

Compuestos tripanostaticos.: Algunos de los compuestos solo pueden causar un retraso en

el desarrollo intracelular del ciclo de T.cruzi (o Leishmania spp) esto, puede incluso
mantenerse luego de la quita de la presion del inhibidor, al cambiar por medio fresco para el
mantenimiento del cultivo.

Compuestos_tripanocidas: De forma similar a lo que ocurre con el pozaconazol se debe

observar que el compuesto cura a los macrofagos infectados y no se observan tripomastigotes
en el sobrenadante y tampoco se observan amastigote dentro de las células.

11- Los medios de cultivos sobrantes y las policubetas son desinfectadas, y luego descartadas.
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Ensayo de concentracion inhibitoria maxima media de amastigotes (1Cso) de T.cruzi y
Leishmania donovani y ensayo de tamizaje de inhibicion a una concentracion.

Ensayos realizados en la Universidad de San Francisco California (UCSF) en el Instituto .. A
cargo de la Dra. Patricia Doyle, Dr Juan Engel, Dr. Jut Giri. Dr Jair Lage, Dra Geraldine De
Muylder .

Procedimiento general.

1- Se cultivan macrofagosJ774 (para ICsy de amastigotes de Leishmania donovani) o
miocardiocitos (caso T.cruzi ) en medio RPMI-1640 suplementado con 5% de Suero Fetal
bovino calentado.

2- Para este ensayo los macréfagos son previamente irradiados (15 min a aproximadamente
1000 rad) para arrestar el crecimiento celular. O se utiliza la linea de células de miocitos de
manera tal que se obtiene un recuento celular de (10°/ml) que son cultivados toda la noche en
placas de 394 del ensayo, estas placas son selladas e introducidas en la incubadora. El cultivo
se realiza a 37 °C en atmosfera de 5% de CO,.

4- Los Tripomastigotes de T.cruzi cepa Y son mantenidos mediante pasajes semanales en
cultivos de células de musculo esquelético embrionario bovino. Los cultivos son mantenidos
en RPMI+5% con suero de caballo inactivado por calor, a 37°C en incubador con 5 % CO.. El
ciclo de vida de esta cepa es de 6 a 7 dias bajo estas condiciones. Al ser liberados los
tripomastigotes son recolectados del sobrenadante y usados para infectar los macrofagos o los
miocardiocitos.

5- Se infectan las células de cada Pocillo y luego se sellan las placas. De manera de obtener
una tasa de infecciébn 1 a 1 respecto a la cantidad de células en el cultivo en cada
pocilloAproximadamente este niimero no debe exceder (10° tripomastigotes/ml).

6- Se preparan las soluciones stocks de inhibidores a 10 mM in DMSO vy son diluidas en el
medio de cultivo RPMI+5% SFB antes de realizar la prueba de manera que se realiza la
siguiente dilucion (10 ml RPMI+10ul de solucion 10 mM stock). Tanto la solucion Stocks
como las diluciones son almacenadas a 4°C durante el experimento. Por otro lado la solucidn
en DMSO stocks es almacenada a —20°C.

7- Todos los ensayos incluyen como controles al posaconazol (100 nM), células infectadas no
tratadas y no infectadas (n=3 por placa) por tratamiento.En nuestro caso ademas agregamos
un control con Benznidazol (1mM)

8- Una vez obtenidos los tripomastigotes y el cultivo celular se procede mediante inyeccion a
la incorporacién por cada pocillo del medio més el inhibidor preparado en el paso 6. En el

caso de ser un ensayo a una concentracion fija, se programa al robot realizar solo una dilucion
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a una concentracion preestablecida. En el caso de querer obtener un valor de ICsse realizan
las diluciones correspondientes. Una vez colocados en cada pocillo, se incuban durante 48 h a
37°C, luego el medio es reemplazado y se realizan al menos tres lavados con medio sin
inhibidor.

Luego de la incubacion, se lavan las células con PBS y son fijados durante 30 min con
formaldehido al 4%. Nuevamente son lavados y tefiidos durante 2 hrs con diamidino-2-
fenilindol (DAPI 300nM) y finalmente son lavados nuevamente con PBS.

Las imagines son obtenidas a partir del microscopio automatizado con epifluorescencia
INCell Analyzer que detecta utilizando para la excitacion y emision los filtros de (350+/-
50nm y 460+/-40nm) para poder detectar al DAPI. Utilizando un objetivo 20X. El
microscopio provee de un programa el Developer Toolbox 1.7 para analisis de imagenes a
través del cual se programa el recuento de manera que identifica el nucleo celular (mayor a
250um?) y excluyendo los kinetoplastidos que poseen un area de emision de fluorescencia de
1 umz.

Se realiza el recuento en un &rea de entre 700 y 2000 um? de manera que queda delimitado el
borde celular. Se excluyen parasitos extracelulares y falsas tinciones como falsos positivos. El
porcentaje de inhibicion del crecimiento es calculado mediante la siguiente formula
[1-(P/hck-P/he *)/(P/hc,-P/hc™)]*100

Donde P/hcy: recuento de parasitos

P/hc™: recuento células en cada celda (control positivo (Benznidazol, pozaconazol.)

P/hc, : Recuento sobre el control negativo.

Ensayo de determinacion de la concentracion inhibitoria méxima media de amastigotes
de Lesihmania donovani. (Adaptado para obtener tamizaje a una concentracion fija)

Se cultivan, en placas de 96 pocillos de paredes negras y fondo claro (Grenier Bio-One), las
células de macrofagos-monocitos THP-1, (5500 cel/ml) estas deben encontrarse en fase
exponencial de crecimiento, dejandose a 37C por 48 hrs de maduracion y formacion de
monocapa adherente , luego de la activacion con 0.1 mM de Acetato forbol/Miristato (PMA,
del inglés phorbol myristate Acetate). Una vez lograda la monocapa adherente las células son
lavadas y luego se le agrega RPMIconteniendo promastigotes de Leishmania donovani en fase
I, en una relacion 1:15 respecto de las células. Luego se incuban por 4 hrs a 37C y en una
atmosfera de 5% CO2. Los promastigotes no internalizados son removidos por lavados

conteniendo RPMI +5%FBS+5% suero de caballo calentado
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Luego son agregados, mediante el uso del robot Biomek FXp liquid handler (Beckman
Coulter), los compuestos previamente diluidos en DMSO, en nuestro experimento se
realizaron dos esquemas el primero utilizando para todas la biblioteca una concentracién final
de 10 uM (en la dilucidn final en el pocillo la concentracion final de DMSO debe ser menor o
igual a 10%). En otro esquema para determinados compuestos fueron evaluados a distintas
concentraciones por diluciones sucesivas. Del mismo modo se agregan los controles positivos
(Anfotericina B 2mM) o negativos (1% DMSO).

Para el caso de la obtencion del 1Csy se requiere de la dilucién sucesiva desde una
concentracion de 50 mM a 0.02 mM (conservando la proporcion de 1 % de DMSO) por
triplicado. En nuestro caso se utilizé para una misma concentracion los experimentos fueron
realizados por duplicado.

Son incubados durante 72 hrs a 37 C.

Luego de la incubacion, se lavan las células con PBS y son fijados durante 30 min con
formaldehido al 4%. Nuevamente son lavados y tefiidos durante 2 hrs con diamidino-2-
fenilindol (DAPI 300nM) y finalmente son lavados nuevamente con PBS.

Las imagines son obtenidas a partir del microscopio automatizado con epifluorescencia
INCell Analyzer que detecta utilizando para la excitacién y emision los filtros de (350+/-
50nm y 460+/-40nm) para poder detectar al DAPI. Utilizando un objetivo 20X. El
microscopio provee de un programa el Developer Toolbox 1.7 para analisis de imagenes a
través del cual se programa el recuento de manera que identifica el ndcleo celular (mayor a
250um?) y excluyendo los kinetoplastidos que poseen un area de emision de fluorescencia de
1 umz.

Se realiza el recuento en un &rea de entre 700 y 2000 um? de manera que queda delimitado el
borde celular. Se excluyen parasitos extracelulares y falsas tinciones como falsos positivos. El
porcentaje de inhibicion del crecimiento es calculado mediante la siguiente formula
[1-(P/hck-P/hc *)/(P/hc,-P/hc™)]*100

Donde P/hcy: recuento de parasitos

P/hc’: recuento células en cada celda (control positivo (anfotericina B)

P/hc;, : Recuento sobre el control negativo.—
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Determinacion de la citotoxicidad en células VERO.

La citotoxicidad es determinada en el mismo momento en el laboratorio de la Universidad de
Misisipi. El procedimiento se realiza a una unica concentracion 4,76 pg/ml. Para lo cual se
incuban previamente las células VERO, en los pocillos de las placas hasta lograr monocapa,
luego se le agregan los 4,76 pg/ml y se los incuban por 24 hrs. La actividad se realiza

mediante la determinacion de LDH (método descripto previamente).
Evaluacion enzimatica de la enzima Tripanotion Sintetasa (TryS).
Se realizaron los ensayos por dos metodologias diferentes con el objetivo de ensayar las

enzimas inicialmente y realizar la confirmacion por técnicas distintas.

Ensayo de actividad por punto Final para las TryS.(verde de malaguita)

El ensayo de punto final se basa en la determinacion de fosfato inorganico, liberado durante la
catélisis del ATP por parte de la TryS. Este fosfato se acompleja con el colorante catidnico
trifenilmetanol (verde de malaquita)/fosfomolibdato (BIOMOL GREEN™ reactivo) lectura a
650nm. El ensayo fue realizado a temperatura ambiente y la lectura de las placas de 96 celdas
fue realizada en un lector MultiScan EX. EI buffer de reaccion (MM) consiste en 100mM
HEPES-K pH 7.4, EDTA, MgSO, DTT. Se fijo a Espermidina (SP) a 2 mM para todas las
enzimas y una concentracion de glutation (GSH) ajustada a 570uM, 250 uM, y 50uM para
TcTryS, LiTryS y TbTryS, respectivamente. Siendo ajustada la concentracion de ATP a
150uM, para evitar interferencias. Cada compuesto fue disuelto previamente en DMSO (J.T.
Baker) y se utilizo el siguiente esquema de dilucion en pocillo: Vol. Total del reaccion: 50
pL: 40 pL de MM, 5 pL del compuesto disuelto en DMSO y 5pL de la solucion de las
enzimas. Los controles fueron preparados por agregado de 5 uL DMSO vy el de inhibicion

positivo por el agregado de 5uL la sol (30 UM compuesto Mol2008, 350nM compuesto
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FS554 y 2.82mM GSH para TbTryS, LiTryS y TcTryS, respectivamente). Los blancos de
enzimas, controles y compuestos fueron testeados por cuadriplicado. Los resultados fueron
expresados en porcentajes de actividad (PA) + 25", Los valores de ICso fueron obtenidos a
partir de curvas dosis respuesta, ajustada a la ecuacion Boltzmann sigmoidal (errores
calculados usando errores de propagacion) o extrapolados desde una curva de ajuste no lineal.

Ensayo Cinético de actividad de las TryS.

El ensayo consiste en acoplar la hidrolisis del ATP de la actividad de la TryS a la oxidacion
del NADH a través la Piruvato Kinasa (PK) y la lactato deshidrogenasa (LDH). Midiéndose la
absorbancia del NADH a 340nm de forma continGa usando un espectrofotometro Varian Cary
50 Bio UV-Visible. La reaccion fue llevada a cabo a temp. ambiente. Utilizando el buffer de
reaccion MM conteniendo 0.2 mM de NADH, 1 mM fosfoenolpiruvato 5 mM DTT, 10
unidades/ mL PK, 10 unidades/ mL LDH, 0.25 mM GSH, 2.5 mM ATP y 2 0 26 mM SP en
un volumen total de 150 pl. la reaccion comienza con el agregado de la enzima. Usando una
cubeta de cuarzo para realizar estas reacciones. Las reacciones control fueron preparadas a
partir del agregado de 15 pL DMSO. EI control de inhibicion fue realizado a partir del
agregado de LiTryS y de 15 pL de un inhibidor conocido (compuesto FS554), determinandose
los valores de ICso a concentraciones de (350 nM). Las velocidades iniciales (IV) fueron
calculadas para el control y los compuestos testeados en ambos casos por duplicado. Los PA
fueron calculados, por duplicado, siendo PA calculada como: (valor IV compuesto/ valor IV
control) x 100.

Determinacién de la concentracion Inhibitoria de la biblioteca en presencia de
cantidades saturantes de Putrescina o Espermidina, sobre promastigotes de Leishmania
donovani.

Se realizaron diluciones sucesivas a partir de 1ug/ul de cada compuesto correspondiendo a
1% en las graficas de los compuestos, hasta llegar a 0.025%, en el medio RPMI
suplementado.

Se agreg6 a cada pocillo una concentracion fija saturante de Putrescina o Espermidina, de
200uM la concentracién elegida.

Luego se agregaron promastigotes de Leishmania donovani a 3x10* parasites/100uL los
parasitos cultivados previamente y en fase log. Se deja en cultivo por 5 dias hrs a 37°C.

El crecimiento de los parasitos o la evaluacion metabdlica es evaluada por la conversion del
colorante resazurina a resorufina, mediante la medida de absorbancia a 570-600nm usando el
lector de placas Biotek-Sinergy2.

Se determinaron los valores de I1Csp mediante los procedimientos antes descriptos.
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Interpretacion de resultados.
Si los compuestos inhiben alguna de las enzimas como Arginasa o ODC, la toxicidad

reducida apoyaria esta nocion, mientras que la toxicidad inalterada implicaria que otros

objetivos o adicionales celulares estan presentes.
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