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ABSTRACT

We synthesize three phenylbenzamide: acid 4- (3-nitrobenzamide) benzoic (4CPB3N) prepared
by esters path and N-(4-nitrophenyl)-nitrobenzamide (4NPB3N) and N-(4-methoxy)-3-
nitrobenzamide (4MPB3N) both prepared by acid path. Then we characterized these systems by
X-Ray diffraction, which allow us to observe the amidic fragment’s planar behavior; were the
dihedral angle between the amidic fragment and benzene rings is bigger in 4CPB3N and
AMPB3N compared to 4NPB3N, these behaviors broke the planarity of 4CPB3N and 4MPB3N
crystal packing. Furthermore we employed Hirsfield surfaces and their fingerprints analysis and
found the presence of O...H, H...H and C...H as principal interactions for all systems, while
only observed n-m stuck interactions for 4NPB3N system. We also implemented vibrational
frequencies calculations by DFT methods for all systems, and observed higher values in N-H and
C=0 vibrational bands compared to their experimental values. Finally we performed molecular
docking analysis with leishmania proteic structures as a base, and obtain affinity energy values of

-10 KJ/mol for the three systems.

Keywords: phenylbenzamides, X-Ray diffraction, Hirshfeld surfaces, wn-m stuck interactions,

molecular Docking, Leishmania.



RESUMEN

Se sintetizaron tres fenilbenzamidas cristalinas: &cido 4-(3-nitrobenzamida) benzoico (4CPB3N),
N-(4-nitrofenil)-3nitrobenzamida (4NPB3N) y N-(4-metoxi)-3-nitrobenzamida (4MPB3N)
derivadas del &cido p-aminobenzoico, la p-anisidina y la 4-nitroanilina respectivamente, la
primera via esteres (a partir de 3-nitrobenzoato de picrilo) y las otras via &cidos (&cido 3-
nitrobenzoico). Para el primer y tercer sistema el solvente de re cristalizacion fue el acetonitrilo y

para el segundo, el etanol.

El sistema 4CPB3N cristalizo en el sistema triclinico y 4AMPB3N y 4NPB3N en el monoclinico,

los grupos espaciales fueron centrosimétricos para los tres casos, P1,P21,y Pz,

respectivamente. El fragmento central amidico tuvo un comportamiento planar definido y no
presento diferencias significativas en las distancias de enlace o angulos de torsion, sin embargo el
angulo dihedral entre este y los planos de los anillos bencénicos fue similar para 4CPB3N y
4MPB3N y mucho menor para 4NPB3N debido a la presencia del enlace de hidrogeno N1-

H1...01 en los dos primeros, donde a su vez el empaquetamiento cristalino rompe su planaridad.

En los tres sistemas las interacciones predominantes son las O...H, H...H y C...H las cuales
fueron analizadas utilizando las superficies de Hirshfeld y sus correspondientes huellas dactilares.
El sistema 4NPB3N presento ademas interacciones 7-m interplanares entre los anillos
bencénicos, las cuales fueron identificadas en el analisis de las superficies, debido a la presencia

de interacciones C...C significativas en su huella dactilar.

Se compararon las frecuencias vibracionales experimentales y tedricas (calculadas por DFT)
observandose un aumento en las vibraciones de tension tedricas de los enlaces N-H del grupo
amino y C=0 del grupo carbonilo, debido a la presencia del enlace de hidrogeno N1-H1...01 en
4CPB3N y 4MPB3N Yy las interacciones C4-H4...01 y N1-H1...05 en 4NPB3N.



Finalmente se realizaron analisis de docking molecular contra una base de estructuras proteicas
de Leishmania, obteniéndose como mejor valor de energia de afinidad -10 KJ/mol para los tres

sistemas

Palabras clave: Fenilnitrobenzamidas, DRX de monocristal, Superficies de Hirshfeld,

interacciones -1, Docking con proteinas de Leishmania.
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1. INTRODUCCION

El estudio estructural y supramolecular de un sistema cristalino a partir de los resultados
obtenidos por la Difraccion de Rayos X (DRX) de monocristal, permite analizar de manera
profunda como se comportan las moléculas en el espacio tridimensional y como este
comportamiento esta definido por las interacciones intermoleculares que se presenten entre ellas.
Llevar a cabo este tipo de estudios en fenil benzamidas es de relevancia porque estas presentan
gran variedad de aplicaciones, las cuales van desde ser intermediarios en reacciones de sintesis de
compuestos con actividad bioldgica," hasta exhibir interesantes propiedades farmacoldgicas
como agentes antimicrobiales,* antibacteriales® y antiinflamatorios.® También se han estudiado

como principios activos de interés para el tratamiento de procesos carcinégenos y tumorales.”®

Actualmente el grupo de investigacion en cristalografia de la Universidad del Valle ha enfocado
sus estudios en la determinacion estructural de compuestos de tipo carbonilo, como esteres
derivados del acido picrico,’* ™ donde se analizé el efecto del cambio de grupo funcional en el

1314 3 los cuales se les realizo estudios

anillo fenilico y esteres derivados del anillo quinolinico,
tedricos por el método DFT (Density Functional Theory) y analizé su comportamiento cristalino
por superficies de Hirshfeld. Finalmente se han realizado estudios de benzamidas derivadas de la

15,16

2-nitroanilina®*® y del 2-amino-5nitrotiazol.*’

En el presente trabajo se realiz6 un estudio estructural y supramolecular de tres X-fenil-3-
nitrobenzamidas (X= COOH, OCH3 y NO2), donde se analiz6 las interacciones intermoleculares
y el empaquetamiento cristalino de cada sistema, se realizaron a su vez analisis de las superficies
Hirshfeld y sus representaciones 2D o huellas dactilares, obteniendo una vision mas amplia y
detallada del comportamiento de estos. De manera simultanea cada uno de estos sistemas fue
caracterizado por espectroscopia IR y se realizo calculos tedricos de frecuencias vibracionales
por el método de DFT, con el fin de comparar cambios en ellas. Finalmente se realizé un docking
molecular contra un banco de proteinas de Leishmania, para buscar posibles aplicaciones de los
sistemas de estudio como principios activos y analizar el tipo de interacciones que hacen dentro

de las proteinas con mejores valores aproximados de energia libre de union ligando-proteina.

1



2. ANTECEDENTES

2.1. Meétodos de obtencién

Los métodos generales de sintesis de benzamidas sustituidas comprenden una diversidad de rutas
sintéticas via acidos carboxilicos o via cloruros de acilo, empleando diferentes tipos de aminas
tanto primarias como secundarias como nucledfilos. En la mayoria de los casos, las metodologias

18-20

de sintesis van acompafiadas de catalisis basica para obtener los compuestos de interés y de la

modificacion de pardmetros como los tiempos y solventes de reaccion en dependencia de la

complejidad de los reactivos de partida.>®%

Otro método de sintesis comprende el rompimiento de sistemas ester para forman estos

22 |as reacciones de amidacion se

compuestos. En el trabajo realizado por Kim y colaboradores,
Ilevaron a cabo por rompimiento de esteres a temperatura ambiente asistida por ter-butoxido de
potasio en THF, donde se evaluaron distintos ésteres alifaticos y aromaticos, obteniéndose
porcentajes de rendimiento a nivel de trazas para los esteres aromaticos. Finalmente se encontrd
en el trabajo de Ibrahim y colaboradores,®® el estudio de la cinética, regioselectividad y
mecanismo del rompimiento de los benzoatos de picrilo en metanol utilizando la anilina como

nucleofilo para formar fenil benzamidas.
2.2. Aplicaciones

Las mayoria de aplicaciones de este tipo de compuestos se encuentra en el area de la
farmacologia y esté relacionada con el comportamiento del fragmento amidico, ya que este puede
“imitar” la conformacion de dos aminoacidos consecutivos y ser utilizado como falso sustrato por

algunas enzimas, causando la inhibicion de sus procesos normales.

Las fenil benzamidas con sustituyentes fluorados han demostrado tener actividad antimicrobial al
inhibir la funcién de las peptidasas que contribuyen a la formacion de la pared celular de
microbios y bacterias.* A su vez este tipo de compuestos son idoneos para ser utilizados en la

formacion de complejos con metales de transicion como el Cobalto, los cuales han demostrado

2



tener un amplio espectro de su actividad antibacterial in vitro.> Adicionalmente estos sistemas se
estudian como agentes antiinflamatorios, debido a la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa

(COX), siendo probada esta actividad in vitro, y en ratas in vivo.®

En los procesos relacionados con el tratamiento del cancer, se han realizado estudios de los
mecanismos por los cuales diversas benzamidas N-sustituidas causan la apoptosis celular;® para
el caso de las bipiridimetil benzamidas se ha estudiado su efecto sobre procesos como la
angiogenesis, involucrado con el crecimiento tumoral y la metastasis, donde actuarian como
inhibidores del factor de crecimiento vascular endotelial.” Finalmente se ha observado que la
presencia del grupo amido sobre un anillo fenilo en medicamentos como el GLIVEC, es el

responsable de la inhibicién de la actividad sobre tirosinas kinasas.’

Este tipo de estructuras también son utilizadas como precursoras para moléculas mas complejas
que tienen actividad biolégica, como es el caso de las benzotiadazinas 4-onas,* 3H-quinazolinas
4-onas 2-3 disustituidas® y las oxazolinas.* En estudios cristalogréficos han sido estudiadas como
estimuladores de la formacion de polimorfos, donde el grupo amidico central seria el responsable

de esta formacion, siendo el factor polimérfico de gran interés en la industria farmacéutica.?>%

3. MARCO TEORICO

3.1. Cristales

Un cristal estd conformado por 4tomos, iones o moléculas que se ordenan o empaquetan en una
distribucion espacial definida denominada celda unitaria, la cual esta definida por las longitudes
de sus tres aristas (a, b, ¢) y el valor de los 4ngulos entre estas (o, B, y).?’ La repeticion
sistematica de estas celdas unitarias a través del espacio tridimensional se denomina red

cristalina.

Los parametros mencionados que definen la celda unitaria pueden ser diferentes entre si,
existiendo siete formas de combinarlos, las cuales se conocen como sistemas cristalinos, y son:

Triclinico, Monoclinico, Ortorrombico, Tetragonal, Hexagonal, Trigonal o romboédrico, y



Cubico. A su vez cada celda unitaria se puede subdividir, segun la posicion que adopten los
puntos reticulares (dtomos, moléculas o iones) en ella, en: Tipo P (Celda primitiva), Tipo F
(Celda centrada en las caras), Tipo | (Celda centrada en el cuerpo), y Tipo C (Celda centrada en
la base). Finalmente existen 14 posibles formas para describir los cristales, y cada una de ellas

va a estar identificada por un sistema cristalino y un tipo de posicién reticular (ver fig.1), a estas

- 28-30
formas se les conoce como Redes de Bravais.
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Fig 1. Redes de Bravais®



3.2.  Simetria

Un objeto o motivo tiene simetria si alguna operacion o movimiento sobre esté lo deja en una
posicién igual a la posicion original. Este tipo de operaciones se denominan operaciones de
simetria y el objeto sobre el que es realizada dicha operacion se denomina elemento de simetria,
estos Ultimos se agrupan en dos categorias:

(i) Simetria de grupo puntual, cuando las operaciones se realizan alrededor de un punto 6 eje.
(ii) Simetria de grupo espacial, cuando se realiza una operacion por medio de una translacion.

La combinacion de estos elementos de simetria, sin la traslacion, genera 32 clases cristalinas o
grupos puntuales. Al asociar estas 32 clases cristalinas con los 7 sistemas cristalinos mencionados
y los elementos de simetria de traslacion, se da origen a los 230 grupos espaciales®” en los cuales

se clasifican los sistemas cristalinos.?®?°

3.3. Indices de Miller

Un cristal se puede tratar como un conjunto de planos paralelos equidistantes que pasan a través
de los puntos de red o motivos de la misma, estos planos quedan definidos por el vector normal
de ellos, el vector mas usado es el (h, k, 1) y corresponde a los indices de Miller (hkl). EI plano
que se encuentra mas cercano al origen corta a los ejes en coordenadas (a/h,0,0), (0, b/k,0) y

(0,0, ¢/1), donde a, b y ¢ son los parametros de red de la celda.?’
3.4. Difraccion de Rayos X

Los rayos X se encuentran entre la region de los rayos UV y los rayos y, en un intervalo de
longitudes de onda que comprenden valores de 100 a 1 A. Son originados por la desaceleracion
rapida de electrones muy energéticos (del orden 1KeV) al chocar con un blanco metalico. La
produccion de rayos X se da en un tubo que esta constituido por dos electrodos (catodo y 4nodo),
una fuente de electrones (catodo caliente) y un blanco. Los electrones se aceleran mediante una
diferencia de potencial entre los electrodos y la radiacion es producida justo en la zona de

impacto de los electrones emitiéndose en todas las direcciones 3%
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La red periddica en la que se organizan los &tomos en un cristal tiene un interespaciado del orden
de unos cuantos A, por lo tanto si una onda de rayos X se encuentra con esta, se genera el
fendmeno de la difraccion. A su vez la interaccion de esta radiacion con la capa electronica de
los atomos genera un patrén de difraccion, que es el resultado de la interferencia constructiva y

destructiva de la radiacion dispersada.

La condicion para que exista interferencia constructiva, es que la diferencia de longitud de
camino optico (d) entre los rayos procedentes de planos sucesivos debe ser igual a un nimero
entero de A dado por 2dsen6=n\. Donde 6 es ¢l angulo del rayo incidente y A la longitud de onda

de este. A esta relacion se le conoce como Ley de Bragg?’ (fig. 2).

Fig 2. Ley de Bragg®

El patron generado después del fenémeno de la difraccion sera el producto inicial que
proporciona un difractometro de rayos X y consiste en miles de puntos que son los datos crudos.
La descripcion completa (posicion, intensidad y fase) de cada uno de estos puntos, llamados
también “reflexiones”, se le denomina factor de estructura, F(hkl). La posicion e intensidad seria
determinada sin mayores incovenientes, pero las fases de las ondas que formaron cada punto
deben ser también determinadas para producir un mapa de densidad electronica. La ausencia de la

informacion de la fases, constituye en cristalografia lo que se conoce como problema de la fase.?’

Se conocen muchos métodos tradicionales para solucionar el problema de la fase, los cuales

proporcionan una solucion parcial a la estructura y los mas usados para moléculas pequefias son:



- Método de Paterson: Utiliza las intensidades | (hkl) que son proporcionales a [F(hkl)]?, en vez
de solo el factor de estructura.®

- Métodos directos: Basado en procedimientos estadisticos y depende de la probabilidad de tratar

atomos de la celda unidad en una distribucién al azar.®
3.5.  Superficies de Hirshfeld

Las superficies de Hirshfeld determinan el espacio que ocupa una molécula dentro del cristal,

para lo cual se define la funcion W(r):

Zaemolec pa(r) _ pmolec(r)

~ 1
Zaecristal Pa (T‘) Pcristal (T')

En donde el numerador corresponde a la suma de la distribucion electrénica de todos los &tomos

en la molécula y el denominador a la suma de esta distribucion para el cristal.*®

Se encuentran tres tipos de superficies: dnorm Curvedness y Shape Index. La primera es funcion de
las distancia de y d; y de los radios de Van der Waals y las dos ultimas son funciones de las

37,38

curvaturas locales kj y ky. Las funciones correspondientes® " se muestran en el anexo 1.

3.6. Teoria del Funcional de Densidad

El método DFT es un modelo mecanico-cuantico empleado para realizar célculos de estructura
electronica sobre un sistema determinado, donde se emplea la densidad electronica, p(X, Y, z)
para calcular la energia. Esta densidad es una caracteristica fisica de los sistemas y es
independiente del ndmero de electrones del mismo, quedando definida la energia como un

funcional de la densidad electrénica E=F [p(x, y, z)].*

Uno de los objetivos en el DFT es calcular este funcional, para lo cual se utilizan diversas
aproximaciones las cuales se pueden realizar de multiples maneras y se dividen en tres clases:
Métodos que utilizan una aproximacion de densidad local (LDA), meétodos que combinan

calculos de densidad electrénica con un factor de correccién del gradiente y finalmente los mas



populares, que son los métodos hibridos, que son una combinacion de la aproximacion de
energia de intercambio de Hartree-Fock y DFT, todo combinado con un funcional que incluye la

correlacion electronica.*

La aplicacion de métodos de célculos de estructura electronica para los calculos de las
frecuencias armonicas de sistemas moleculares ha permitido la interpretacion de espectros
experimentales complejos, ayudando a la identificacion de distintas moléculas. La evaluacion
teodrica de estas frecuencias vibracionales es realizada calculando las segundas derivadas de la
energia total con respecto a las coordenadas cartesianas, lo cual es realizado de manera eficiente

por varios programas modernos.*

3.7. Docking molecular

La union de moléculas pequefias (ligandos) a dianas proteicas (receptores) es la clave de
numerosos procesos bioldgicos asociados con el desarrollo de enfermedades. El objetivo del
acoplamiento molecular o Docking es la prediccion precisa de los modos en que se puede unir
este ligando al centro activo de la proteina, lo cual es de importancia para el descubrimiento de
nuevos principios activos y el disefio de farmacos basados en la estructura, permitiendo el ahorro

de tiempo y recursos econémicos en estos procesos.** *°

El principio fundamental del acople molecular es considerar la unién no covalente de una
proteina o enzima con un ligando E + L < EL, donde la constante de union se puede definir
como k;, = [EL]/[E][L], y la energia libre de unién AG, = —RTLnk,, siendo R la constante de
los gases y T la temperatura en K. Entre méas negativo sea el valor de AG mayor sera la fuerza de

la unioén proteina-ligando y mayor sera la estabilidad de este complejo.*

Para conocer los posibles modos de union se utilizan una gran variedad de métodos y estrategias
asociadas a los mismos, sin embargo todos se pueden describir como una combinacion de dos

componentes: un algoritmo de busqueda y una funcién de puntuacién.**



El algoritmo de busqueda define la cantidad de “poses” posibles que pueden adoptar el ligando y
el receptor, lo ideal seria entonces tomar en cuenta todas las distorsiones, rotaciones y
traslaciones probables para cada uno, pero esto implicaria un costo computacional exorbitante.
Por lo tanto la cantidad de poses exploradas se debe limitar dentro de unos parametros y
aproximaciones, es aqui, donde se considera el receptor o proteina como un cuerpo rigido y el
ligando flexible. Sin embargo, este algoritmo debe ser lo suficientemente preciso para identificar
la conformacion del ligando que mejor se adapte al receptor y a su vez lo suficientemente rapido
para permitir la evaluacion de muchos compuestos en un tiempo minimo. Estos se pueden
clasificar en tres tipos: de busqueda sistematica, de blusqueda aleatoria o estocastica, y métodos

de simulacién (dindmica molecular).***®

Finalmente esta busqueda de poses no seria util sin una funcidén de puntuacion que permita
evaluar todos esos posibles modos de unién explorados e identificar cuéles son los mas cercanos
al modo de unién experimental, lo cual es un aspecto crucial en todo el proceso, ya que permite
descartar las poses “correctas” de las “incorrectas”. Una funcion de puntuacion rigurosa también
implicaria un gasto computacional mayor, por lo cual se crean estrategias para obtener funciones
de puntuacion confiables que tengan en cuenta solo los pardmetros mas relevantes (estéricos,
hidrofébicos, enlaces de hidrdgeno, entre otros) en la interaccion proteina-ligando. Actualmente
se aplican tres tipos o clases de funciones de puntuacion: basadas en el campo de fuerza,

empiricas y basadas en el conocimiento.*4°

3.8. Leishmaniasis

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por distintas especies de protozoos parasitarios del
género Leishmania, para la cual no se tiene vacuna establecida aun.*® Se identifican tres formas
principales de esta enfermedad segiin la OMS:*" visceral ( forma mas grave), cutanea ( mas
comun) y mucocutanea. Afecta aproximadamente a 98 paises alrededor del mundo, siendo Brasil
y Colombia los mas afectados en América Latina.”® El uso de métodos in silico para el
descubrimiento de nuevos farmacos que tengan actividad antileishmania es una de las opciones

mas rapidas en la actualidad para filtrar de grandes bancos de moléculas las que puedan ser



elegibles para ensayos in vitro, donde dicha actividad bilégica puede ser comprobada con mayor

certeza y llevada a la produccidn de un nuevo medicamento.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Realizar un estudio estructural por difraccion de rayos X de monocristal, analisis supramolecular,
frecuencias vibracionales y acople molecular del efecto de grupo funcional en X-fenil 3-

nitrobenzamidas.

4.2. Especificos

e Sintetizar y caracterizar por DRX de monocristal las fenilnitrobenzamidas derivadas del
acido p-aminobenzoico, la p-anisidina y la 4-nitro anilina.

e Analizar de manera comparativa el comportamiento estructural y supramolecular
(establecimiento de interacciones intermoleculares y analisis de la superficie de Hirsfeld)
de los compuestos obtenidos.

e Efectuar calculos tedricos (DFT) de frecuencias vibracionales para compararlos con los
IR obtenidos de los compuestos sintetizados.

e Evaluar las posibles propiedades como farmacéforos de los compuestos sintetizados por
medio del software de acople molecular AutoDock Vina contra un banco de proteinas de

Leishmania.
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5. SECCION EXPERIMENTAL

Reactivos y solventes

Los siguientes reactivos y solventes usados para la sintesis y cristalizacién de los sistemas
objetivo fueron adquiridos del Aldrich Chemical Co., y usados sin purificacion previa: Cloruro de
3-nitrobenzoilo, acido picrico, cloruro de tionilo, acido p-aminobenzoico, 4-nitroanilina, p-

metoxianilina. Tolueno, etanol, acetonitrilo, piridina.
Equipos

-Fusiometro electrotérmico PHG Rundfunk-Fernsehen Niederdorf (Laboratorio de Cristalografia
Universidad del Valle).

-Estereoscopio Olympus (sz-11) (Laboratorio de Cristalografia Universidad del Valle).

-Espectrofotdmetro Shimadzu FTIR Affinity-1 de transformada de Fourier (Laboratorio de

Espectroscopia, Departamento de Quimica Universidad del Valle).

-Difractometro de rayos X de monocristal: Equipo Bruker _ Nonius Kappa CCD, con detector de

area. (Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidad de Sdo Paulo, Brasil)
5.1. Sintesis del acido 4-(3-nitrobenzamida) benzoico (4CPB3N)

Se disolvié el 3-nitrobenzoato de 2,4,6-trinitrofenilo, sintetizado segin la metodologia
publicada,”® y el &cido p-aminobenzoico (PABA), en relacién 1:2, en 20 mL de tolueno, siendo
adicionados a un bal6n de reaccion y puestos en reflujo durante 4 horas a una temperatura de 70
°C. Al término de la reaccion se filtra en caliente el sélido obtenido. Finalmente se somete a un

proceso de recristalizacion en acetonitrilo.

12



0 HOOC
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COOH OzN

Fig 3. Esquema de reaccion para la obtencion de 4CPB3N.

5.2. Sintesis de N-(4-nitrofenil)-3nitrobenzamida (4NPB3N) y N-(4-metoxi)-3-
nitrobenzamida (4AMPB3N)

Se sintetizo el cloruro de acido por medio de la reaccion de cloruro de tionilo y el acido 3-
nitrobenzoico, seguida de la adicién de la amina correspondiente y piridina al baldn de reaccion
(con destilacion previa del cloruro de tionilo en exceso). Al término de la reaccion (2 hrs para
4AMPB3N y 3 hrs para 4NPB3N) se evapora el acetonitrilo a 100° C. Al sélido obtenido se le
adiciono 10 ml agua y 5 ml Na,COg3 al 5% con el objetivo de neutralizar el HCI producido. El
producto se lavd con agua caliente para el 4AMPB3N y metanol para el 4ANPB3N. Finalmente se

somete al proceso de re cristalizacion en etanol para la 4AMPB3N y en acetonitrilo para 4ANPB3N.

1) ~ COOH cocl
+ SOC|2 Acetonitrilo + SO2 + HCl
o 50 °C, 1 Hr
2 NO, o
2) cocl NH, Il
C\
NH
1) pyr, 150 °C ( 2-3 hrs)
+
2)H,0/Na,CO,
NO, NO,

R
R=0CH, y NO, i
Fig 4. Esquema de reaccion para la obtencion de 4AMPB3N y 4NPB3N.
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5.3. Detalles computacionales

5.3.1. Determinacion estructural, refinamiento y estudio supramolecular por DRX de

monocristal

Las intensidades de todos los sistemas fueron colectadas a 293(2)K usando el difractometro
Nonius KappaCCD, donde el equipo uso un monocromador de grafito con una radiacion MoKao
(A=0.71073 A). La reduccién de los datos utilizo los programas DENZO y SCALEPACK?®. Las

correcciones por absorcion se realizaron mediante el software SADABS™.

Los datos obtenidos de la difraccion de rayos X consistieron en un conjunto amplio de
reflexiones con su respectiva intensidad contenidas en un archivo .hkl, del cual se seleccionan las
reflexiones observadas que cumplan con la condicion 1>2c(1) y con estas se hallan las extinciones
sistematicas. A partir de estas reflexiones y los parametros establecidos de la celda se hace la
asignacion del tipo de red de Bravais y del grupo espacial al cual corresponde el sistema

cristalino en estudio™.

Se resolvi6 la estructura por métodos directos haciendo uso del programa SHELXS-2014°* y
refiné la estructura por minimos cuadrados usando el programa SHELXL-2014°* contenidos en la
plataforma estructural WINGX®. Seguidamente se realiz6 una etapa final de refinamiento
anisétropo de los parametros de vibracion térmica. Para el refinamiento de los &tomos de
hidrogeno se hace uso de modelos geométricos establecidos para su asignacion, ya que su factor
de dispersidon es muy pequefio en comparacion al de otros atomos, lo que dificulta su ubicacion
en el mapa de densidad electronica®. Finalmente se realizan varios ciclos de refinamiento, hasta
que el factor de discordancia (R) converge a un valor minimo. Otros parametros como el Rw, el
parametro de bondad de ajuste de los datos S o la densidad remanente permiten dar por concluido

el proceso de refinamiento.

Los modelos moleculares fueron preparados usando ORTEP-3°°. Se utiliz6 los programas

PLATON® y PARST® para anélisis de distancias de enlace, angulos de torsién, angulos
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dihedrales e interacciones y el programa MERCURY 3.3°° para la visualizacion del

empaquetamiento cristalino e interacciones moleculares.
5.3.2. Estudio supramolecular con superficies de Hirshfeld

El analisis de las superficies de Hirshfeld y la huella dactilar o representacion en 2D de estas
surge como una nueva estrategia para el estudio del empaquetamiento cristalino teniendo en
cuenta el espacio que ocupan las moléculas en la red cristalina y las interacciones de la molécula
con sus moléculas vecinas, caracteristica que no se puede observar en otro tipo de superficies
donde se toma la molécula aislada®. Se utiliz6 para este fin el paquete Crystal Explorer 3.1%, que
toma como archivo de partida el dltimo CIF generado después de la resolucion y refinamiento de

la estructura.
5.3.3. Estudios tedricos de frecuencias vibracionales por DFT

Se realizaron célculos tedricos de frecuencia vibracional empleando el programa Gaussian 09°’ y
el método DFT , el cual es utilizado para calculos de estructura electronica donde la energia del
sistema es un funcional de la densidad electronica, es decir, no se describe una funcion de onda
para el sistema® ®'. Para encontrar este funcional se han utilizado diferentes aproximaciones el
utilizado aqui es el funcional de intercambio y correlacién B3LYP*, usando ademas la base 6-
311G++(d,p), con la cual se obtuvo el menor de valor de energia respecto a otras bases utilizadas.
Los resultados teodricos obtenidos para las frecuencias vibracionales fueron analizados usando el
programa VEDA 4%, el cual permite hacer una asignacion de las bandas de frecuencia con mayor
precisién, ya que toma en cuenta cuantitativamente las diferentes vibraciones que pueden

contribuir a la formacién de una determinada interaccion.
5.3.4. Docking con proteinas de Leishmania

Para los tres sistemas cristalinos se realizo un analisis de docking o acople molecular contra una
base de datos de estructuras de proteinas de diferentes especies de Leishmania. Este método
permite calcular la energia libre de union aproximada entre un ligando y un receptor o proteina

rigido teniendo en cuenta métodos semi-empiricos. El resultado es un conjunto de “poses”
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acopladas al sitio activo, en la cual se destaca la que obtuvo el mejor puntaje a partir de los

enlaces generados como puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas, entre otras***.

La preparacion de esta base de estructuras proteicas fue realizada dentro del proyecto “Drug
Search for Leishmaniasis” por el grupo de investigacion PECET de la Universidad de Antioquia,
en colaboracion con la Universidad de Texas Medical Branch en Estados Unidos®. Esta consistio
en la eleccion de 58 proteinas cristalizadas y depositadas en la base de datos PBD® (Protein

Data Bank)provenientes de Leishmania spp.

Los PBD de las proteinas fueron parametrizados con el programa Autodock Tools®*®®,

Especificamente se retiraron los cofactores, ligandos y moléculas de agua de la macromolecula
que no fueran importantes para la formacién de interacciones en el sitio activo. Luego se adiciond
en la macromolecula los hidrdgenos polares, se definieron los angulos de torsion de los ligandos
(sistemas cristalinos de estudio) y se calcularon las cargas de Gasteiger de los mismos. La caja
tridimensional fue calculada con AutoDock Grid en el sitio de acoplamiento del ligando original
con el que fue cocristalizado la proteina. Autodock Vina®’ fue el sistema elegido para realizar los
calculos de prediccion de energia libre de union aproximada para la interaccion proteina-ligando.
Para la visualizacion de las interacciones en 3D se utilizé el software UCSF Chimera® y en 2D el

software LigPlot*®.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Mecanismo de reaccidn para las sintesis realizadas

6.1.1. Obtencion de 4CPB3N a partir de benzoatos

Para la obtencion de esta nitrobenzamida se utilizd como precursores los benzoatos de picrilo y el
PABA, la formacién de amidas via esteres ya ha sido estudiada?*™. Los benzoatos de picrilo han
demostrado ser bastante reactivos debido al fragmento fendlico tri sustituido con grupos nitro, el
cual sustrae carga del grupo carbonilo e incrementa la naturaleza electrofilica de su carbono,

aumentando la probabilidad del rompimiento del enlace C-O por un ataque nucleofilico. Este
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comportamiento ha sido observado en solventes como el metanol a temperatura ambiente
causando reacciones de trans-esterificacion’* y por tanto ha sido utilizado para formar amidas a
partir de ellos utilizando como nucleéfilo la anilina®® y en nuestro grupo utilizando hidroxi y

carboxi aminas’?.

COOH .._ O:N
OOgN NO, ?)
I <05 NO,
~o : — N
NO, O,N O;N
NHz
NO,
COOH
l-ArO

COOH COCH

o o}

i i
~ -H ~ gt

v

NO, NO;
Fig 5. Mecanismo de la formacion de 4CPB3N via benzoatos de picrilo.

El mecanismo inicia con el ataque nucleofilico del nitrogeno del grupo amino del PABA al
carbono carbonilico del benzoato de picrilo, formando un intermediario tetraédrico, el cual ya ha
sido estudiado para este tipo de reacciones con anilina®®. En este caso la diferencia esta en que el
nitrdgeno del PABA seria menos nucleofilico debido a la presencia del grupo carboxilo en el
anillo, el cual drena densidad electrénica, disminuyendo la eficiencia del ataque. Del
intermediario tetraédrico se pasa a la amida protonada por la formacion del doble enlace carbono-
oxigeno y la salida del i6n picrato, el cual actia como buen grupo saliente lo que favorecera el
desarrollo de la reaccion hacia la formacion de productos. Finalmente la amida se desprotona
generando el compuesto objetivo, el cual es insoluble en tolueno y se separa por filtracion en
caliente al término de la reaccion. Los iones presentes en solucion (picrato y H") forman con la
amina en exceso sales, las cuales fueron observadas de color rojizo una vez evaporado el

solvente.
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6.1.2. Obtencion de 4AMPB3N y 4NPB3N

La formacion del cloruro de 3-nitrobenzoilo se realiza a partir del acido carboxilico y el agente
acilante SOCI,, donde el oxigeno del grupo carbonilo del acido actia como nucleéfilo sobre el
atomo de azufre electrofilico, formandose un intermediario sulfdrico tetravalente que pierde un
ion cloruro, reformando asi el doble enlace azufre-oxigeno para formar un segundo intermediario,
un anhidrido mixto del &cido clorosulfinico susceptible a un nuevo ataque nucleofilico por parte
de los iones cloruro presentes. Una vez efectuado el ataque aparece un ultimo intermediario

tetrahedral, donde se libera como grupo saliente el SO,CI*.

( 6] o
~A I [y
i_OH cl C\O/SO
|

| \
+ ?zo — Qe
cl
N
©: NO,
0y © A _cl o
ol o 1 I
N C
(o) Cl @/ “~CH
z — > + 505 +HCI

—
~ \CI
Cl
NO,

NO,

Fig 6. Mecanismo de la formacion del cloruro de 3-nitrobenzoilo.

En la piridina, la presencia de los dos electrones libres, que no contribuyen a la aromaticidad del
sistema y se encuentran ubicados en el plano perpendicular al anillo, puede actuar en primera
instancia como un nucleofilo en primera instancia y aceptor de protones de la amina en la
reaccion. La segunda parte del mecanismo inicia cuando el nitrégeno de la piridina efectda un
ataque nuleofilico sobre el carbono del grupo acilo, formandose un intermediario acilpiridinio ya
reportado para este tipo de reacciones, el carbono central de este intermediario es nuevamente
atacado por el nitrégeno de la amina (R=0OCHj3;, NO,) formandose un Gltimo intermediario, el

cual se estabiliza al salir la piridina generando el producto esperado.
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Fig 7. Mecanismo de la formacién de 4AMPB3N y 4NPB3N.

6.2. Analisis estructural

Efectuada la respectiva difraccion de los sistemas cristalinos se obtuvo los archivos de partida

para realizar su solucion y refinamiento por medio de los programas contenidos en WINGX.

Como resultados se obtuvo el tipo de sistema cristalino establecido por las constantes y angulos
de la celda unitaria, la simetria cristalina, la cantidad de unidades asimétricas contenidas en la
celda (Z), el grupo espacial del sistema y los parametros que demuestran un buen
comportamiento de los datos tratados respecto al modelo tedrico: factor de discordancia (R),
indice de discordancia ponderado (Ry) y parametro de bondad de ajuste S. Los resultados se
registran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Datos cristalogréaficos.

Parametros 4CPB3N 4MPB3N 4ANPB3N
Formula molecular C14H10N,O5 C14H1oN,04 C13HgN3O5
Peso molecular 286.24 287.23 272.26

Punto de fusién 555.15(1) K 444.15 (1) K 499.15 (1) K
Solvente cristalizacion Acetonitrilo Etanol Acetonitrilo
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Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Monoclinico
a 5.113 13.8086(4) 3.8100(4)
b 11.460 (1) 4.8985(1) 12.9644(11)
c 11.633 (3) 19.4851(5) 12.4698(14)
angulos 0=67.24, f=89.38, a=90, p=102.589(1), a=90, p=91.216(4),
v=88.80 =90 v=90
V 628.40( 0.08) 1286.31( 0.06) 615.80(11)
z 2 4 2
X,Y,Z X,Y,Z X,Y,Z
Posiciones equivalentes -X+1/2,y+1/2,-z+1/2 -X,y,-z+1/2
_Xv_yl_z _Xl_yv_z _Xl_yv_z
X+1/2,-y+1/2,z2+1/2 X,-y,z+1/2
p 1.280 1.406 1.549
A (MoKa) 0.71073 0.71073 0.71073
Temperatura exp. 293 (2) 293 (2) 293 (2)
Reflex. Observadas 2530 28509 2464
Reflexiones indep. 2530 2781 1697
Parametros refinados 191 186 194
Reflex. Con [>20l 1084 2431 1697
Extinciones sistematicas No hay condiciones hkl: No hay hkl: No hay
condiciones; condiciones
hOl: h+1=2n; OkO: k=2n; hol: I=2n
h00: h=2n; 00I: I=2n 00l: 1=2n
Grupo espacial
Pz P2./n P2/c
R 0.053 0.040 0.053
Rw 0.161 0.115 0.138
S 0.892 1.057 1.030
La molécula 4CPB3N cristalizd en un sistema triclinico con Z=2 y grupo espacial

P5 el cual contiene como Unica operacién de simetria el centro de inversion®

La molécula 4MPB3N cristalizo en un sistema monoclinico con Z=4 y grupo espacial P2;/n el
cual tiene como operaciones de simetria un eje helicoidal binario, centro de inversion y un plano

de deslizamiento diagonal o “glide™**.

Finalmente la molécula 4NPB3N cristalizo también en un sistema monoclinico pero con Z=2, lo

cual es explicado porque la molécula inicial sobre la que se efectan las operaciones de simetria
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se encuentra sobre una posicion especial, es decir sobre alguno de los elementos de simetria, lo

que hace que el numero de unidades asimétricas contenidas en la celda disminuya de 4 a 2, su

grupo espacial P2/c tiene como operaciones de simetria un eje helicoidal binario, centro de

inversion y un plano de deslizamiento a lo largo del eje ¢®. Los factores R, Ry, y S se encuentran

en un rango donde se considera una buena concordancia de los datos obtenidos de la difraccion

de rayos X.

En la tabla 3 se registra las distancias de enlace, angulos de torsion y dihedrales de interés. Los

diagramas moleculares realizados en ORTEP para las estructuras moleculares de estudio son

mostrados en la fig.8.

Tabla 2. Comparacion entre distancias de enlace, angulos de torsion y angulos dihedrales.

Enlace 4CPB3N | 4MPB3N | 4NPB3N
Distancias DRX (A
C1-C7 1.498(4) 1.499(2) 1.502(6)
C7-01 1.229(3) 1.229(2) 1.211(6)
C7-N1 1.360(3) 1.343(2) 1.364(6)
N1-C8 1.414(3) 1.423(2) 1.406(6)
C3-N2 1.476(4) 1.469(2) 1.475(8)
C11-AR* 1.469(4) 1.373(2) 1.441(6)
Angulo (°)
C1-N1-C7 116.1(2) 116.1(1) 117.1(4)
C8-C7-N1 127.3(2) 126.7(1) 127.6(4)
01-C7-N1 123.2(3) 124.0(1) 123.2(4)
01-C7-C1 120.7(2) 119.9(1) 119.7(4)
Acil Vs Aril 7.2(2) 8.1 (1) 3.2(2)
Acil Vs Amido 30.9 (1) 33.3(1) 9.3(2)
Avrilo Vs Amido 265 (1) 28.9 (1) 6.2 (3)
Nitro Vs Acil 0.7 (2) 2.9(1) 3.8(4)
R*VsAvil 23(2) 4.4 (2) 9.7 (3)

*R=grupo COOH, OCHa;, NO,.*AR= primer atomo del grupo R;*Anillo Acil=C1-C6, Anillo Aril= C8-C13.
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Fig 8. Diagramas realizados en ORTEP 3 elipsoides de vibracion térmica con 50% de contornos de
probabilidad A) 4CPB3N, B) 4MPB3N y C) 4NPB3N.
La distancia de enlace C1-C7 se comporta 4CPB3N~4MPB3N~4NPB3N consecuencia de la
presencia del mismo grupo funcional en el anillo arilo. Para las distancias C7-O1, C7-N1y N1-

C8 no se observa una diferencia apreciable.

No se observd una diferencia significativa en las distancias C3-N2, pero si hubo una variacion
importante  entre los &ngulos dihedrales Nitro Vs Acil con esta tendencia
4MPB3N<4NPB3N<4CPB3N, esto se debe a las interacciones del grupo nitro con las moléculas

vecinas (ver tabla 5).

La distancia C11-R tiene esta tendencia 4AMPB3N<4NPB3N<4CPB3N es decir disminuye a
medida que aumenta la electronegatividad del O>N>C. Donde la distancia de 4CPB3N es mayor
debido a que el enlace de hidrogeno C-H...O presente entre grupos carboxi adyacentes fija estos
en un solo plano formando un dimero. La planaridad del grupo carboxi permite mayor drenaje de

carga por el grupo COOH vy por ende la distancia C11-R se alargara.

Los angulos de torsion en el fragmento amida no muestran diferencias significativas siendo la
diferencia maxima entre ellos de 1°, por lo cual no se observo un efecto de grupo funcional en

ellos, se dara mas relevancia al analisis de los angulos dihedrales en la siguiente seccion.
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6.3.  Anadlisis supramolecular

La manera en que las moléculas se ordenan en el espacio tridimensional es analizada de acuerdo
al tipo de interacciones que surgen entre ellas, segun las cuales se genera una organizacion de
mayor estabilidad para la red cristalina. Al analizar el crecimiento supramolecular se da prioridad
a los enlaces de hidrégeno, que son aquellos donde la distancia donor- aceptor ( D...A) esta entre
2.3-3.1 A y el angulo formado entre estos (D-H...A) esta entre 130-180 °, se presenta entre a
heteroatomos donores como el N, O y S con 4tomos aceptores que tienen por lo menos un par
solitario disponible como N, O y S; seguidamente encontramos las interacciones débiles con
D...A 3,0-35 Ay D-H...A entre 130-180 ° generalmente formado entre 4&tomos de carbono y

atomos aceptores como N, Oy S.

En la siguiente tabla se presenta las interacciones observadas para cada sistema, el cddigo de
simetria donde se encuentra la molécula vecina con la que interactda, distancia y angulo

correspondiente.

Tabla 3. Enlaces de hidrégeno e interacciones débiles presentes en los compuestos de estudio.

4CPB3N
Caddigos de simetria D-H...A D-H H...A D...A D-H...A
-X,2-y,1-z O5-H5A...04' 0.82 1.79 2.608 172.43(1)
-1+x,y,z N1-HI...01" 0.96 2.10 2.976 151.20(1)
-1-x,1-y,-z C9-H9...02" 0.93 2.49 3.413 173.45(1)
-X,-Y,-Z C4-H4...03" 0.93 2.63 3.429 143.73(1)
4MPB3N
Caddigos de simetria D-H...A D-H H...A D...A D-H...A
X,-1+y,z N1-HI...O1' 0.878(0.018) | 2.104(0.018) | 2.927(0.001) | 155.95(1.64)
1-X,-y,-Z C9-H9...03" 0.930(0.002) | 2.524(0.001) | 3.395(0.002) | 156.06(0.10)
1/2-x,1/2+y,-1/2-z C4-H4...03™ [ 0.930(0.002) | 2.550(0.001) | 3.273(0.002) | 134.85(0.10)
1/2-x,-1/2+y,1/2-z C14-H14B...01" | 0.960(0.002) | 2.528(0.001) | 3.445(0.002) | 159.77(0.12)
ANPB3N
Cddigos de simetria D-H...A D-H H...A D...A D-H...A
-1+X,-y,1/2+2 N1-HI...05' 0.869(0.058) | 2.380(0.058) | 3.184(0.006) | 154.03(5.01)
C13-H13...05' | 0.930(0.005) | 2.478(0.004) | 3.291(0.007) | 146.07(0.34)
-1+x,1-y,1/2+7 C4-H4...01" | 0.930(0.005) | 2.469(0.004) | 3.284(0.006) | 146.42(0.32)
X,-1+y,z C12-H12...02™ | 0.930(0.005) | 2.526(0.005) | 3.426(0.007) | 163.03(0.31)
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A continuacion se presenta el crecimiento supramolecular para cada sistema cristalino de estudio,
primero observando desde un plano bidimensional las principales interacciones y seguidamente

la manera en que se ordenan en el espacio tridimensional.

| ¢ )

B Tl Y = e e R R

= P i P e, — e
! L]

(O, i oo v o et " - — -

— _~,\_,‘/_ﬂ/r—~‘/_‘/l #/j_/f.\d [ /_\/r—;_(f‘
- - > - - — T —~— - > - D —.
e e e — o Py e g el e P o = g S - g o

| ] L]
& e L—— o1, . o — _— 4
= e e I Y
S S T e T S o P g e, g
'y 1

P - o1 N g
Rl
J > ” - — - c p -
b~ S——— e = =4 e e .r*'—:_'/"/'\"_ e
[N}

==

Fig 9. Empaquetamiento cristalino de 4CP3N. A) Crecimiento observado desde el plano [100]. B) Enlace
de hidrégeno N1-H1...O1 y union de planos.

En la fig.9A se observa a lo largo del plano[100] para 4CPB3N la formacion de dimeros
mediante el enlace de hidrégeno O5-H5A...04' , donde el 4tomo de O5 (x,y,z) actia como donor
de enlace de hidrégeno para el atomo O4' (-x, 2-y, 1-z)™>™ .Los dimeros se unen por medio de la
interaccion débil C4-H4...03" (-x,-y,-z) formando cadenas, las cuales se encuentran asociadas
por medio de la interaccion C9-H9...02" (-1-x,1-y,-z) en la direccion c, forméandose asi un plano
(-1 —12) vy anillos fusionados, caracterizados por la teoria de graphos’: R2(8), R2(10),
R2(20) y RE(46).

Finalmente el enlace de hidrégeno N1-H1...01", donde el &tomo N1 (x,y,z) acttia como donor y
el atomo de O1" (-x,2-y,1-z) actlia como aceptor, permite el crecimiento de la familia de planos

como se observa en la fig. 9B .
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Fig 10. Empaqguetamiento cristalino de 4MPB3N. A) Crecimiento observado desde el plano [010]. B)
Cadena sencilla, B) Cadenas superpuestas a lo largo del eje b y C) Cadenas a lo largo del eje b. (ParaB 'y
C: en verde la cadena original).

En la fig.10A se observa a lo largo del plano [010] para 4MPB3N la formacion de dimeros
mediante la interaccion C9-H9...03" (1-x,-y,-z). Estos dimeros se encuentran unidos entre sf por
la interaccion C14-H14B...01, formando asi cadenas escalonadas (rectdngulo verde). Estas
cadenas se encuentran unidas con sus cadenas vecinas a lo largo del eje ¢ por la interaccion C4-

H4...03"(1/2-x,1/2+y,-1/2-Z). Se observa también a lo largo de este plano la presencia de anillos

fusionados RZ(20) y R&(48).
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Para mostrar el comportamiento en las tres dimensiones de las interacciones descritas se han
creado las figuras 10B y 10C. En la primera se muestra la cadena escalonada nombrada
(rectangulo fig.10A), donde es posible apreciar que los dimeros se encuentran ubicados en planos
superpuestos y estos planos, (14 -5 -6) y (-28 10 12), forman entre ellos un angulo de 88.59°
(circulo verde). En la segunda se muestra que la cadena principal (color verde) se une otra de
conformacion inversa en direccion del eje ¢ por la interaccién C4-H4...03" observandose entre

ellas el anillo fusionadoR¢ (48) (circulo color verde).

Finalmente la fig. 10D permite mostrar el enlace de hidrogeno™®’” N1-H1...01', donde el atomo
N1 (X,y,z) actia como donor del &omo O1 (x,-1+y,z), este enlace permite la union de las cadenas
escalonadas a lo largo del eje b, cumpliendo un papel similar al observado para el sistema
ACPB3N.

Fig 11. Empaquetamiento cristalino de 4NPB3N. A) Crecimiento observado desde el plano [100] y B)
Plano paralelo a (1 0 2) (color verde).
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Para 4NPB3N (fig. 11A) se encontrd un crecimiento con comportamiento planar paralelo al plano
(1 0 2). Este plano crece a lo largo del eje ¢ debido a la interacciones de los &tomos N1 y C13
(x,y,Z) que actiian como donores de enlace de hidroégeno con el 4&tomo O5' (-1+x,-y,1/2+z), y a la
interaccion débil C4-H4...01" (-1+x,1-y,1/2+2).

El crecimiento a lo largo del eje b lo genera la interaccion C12-H12...02"™ (x,-1+y,z). Las

interacciones en este plano generan anillos fusionados R3(18), RZ(6) y R3(20).

Anélogamente la presencia de dos moléculas por unidad asimétrica fija esta familia de planos
produciendo el crecimiento macromolecular a pesar de que no existan interacciones interplanares

fuertes, donde el plano inicial esta de color verde (fig. 11B).

Este comportamiento planar es similar para estructuras donde el grupo nitro se encuentra en

20,78,79

posicién para o meta en alguno de los Si este grupo se encuentra en posicion orto se observa

planaridad™®®Ademés este tipo de comportamiento permite la aparicion de interacciones m-n®-%2,

Para los tres sistemas se observo dos similitudes, la primera es que los anillos bencénicos se
ubican sobre un solo plano, consecuencia de que el angulo dihedral Aril Vs Acilo sea menor a 10
° (ver tabla 3). Este tipo de comportamiento ha sido ya reportado para fenilbenzamidas
monosustituidas en su anillo arilo en la posicién para con grupos nitro, metoxi y carboxilo”,
donde el enlace de hidrogeno N1-H1...01 estabiliza la molécula y favorece el apilamiento de
planos en la direccion de un eje permitiendo la rotacion del segmento amidico, lo cual se observo
para 4CPB3N y 4MPB3N (Fig.9A y Fig.10D).

La segunda similitud es la planaridad del segmento amidico central en los tres sistemas, donde la
desviacion Rms de este plano es 0.0059 A para 4CPB3N, 0.0018 A para 4MPB3N y 0.0025 A
para 4ANPB3N. Mostrando esto que para cada sistema tendriamos dos planos de estudio, uno

donde se ubican los anillos bencénicos y otro donde se ubica el fragmento central amidico.

Teniendo en cuenta estas dos similitudes cabe preguntarse porque el empaquetamiento cristalino
difiere tanto de un sistema a otro. La respuesta esta en el comportamiento del &tomo de O1 vy las
interacciones que este realiza, causando que el fragmento central amidico tenga una rotacion

mayor o menor respecto a los anillos bencénicos, lo que definira el empaquetamiento cristalino.
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Para los dos sistemas que presentan el enlace de hidrogeno N1-HI...01, donde el dtomo O1
actlia como aceptor, se observan angulos dihedrales Acil Vs amido similares, siendo 30.9° para
4CPB3N y 33.3° para 4MPB3N, en cambio para el sistema 4NPB3N, donde este enlace esta

ausente, este angulo dihedral es mucho menor siendo de solo 9.3° (ver tabla 3)

Finalmente se analiza el comportamiento del O1 respecto al plano C1-C6 (anillo acilo), donde
este se posiciona a distancias similares para los dos sistemas que presentan la interaccion N1-
H1...01, siendo esta 0.1272 A para 4CPB3N y 0.1327 A para 4MPB3N, en cambio para el
sistema 4NPB3N, donde este enlace esta ausente, esta distancia es de solo 0.0565 A. Esto dltimo
esta acorde a lo analizado para los &ngulos dihedrales, ya que al aumentar estos esta distancia O1-

anillo acilo lo hara también.
6.4. Analisis de las superficies de Hirshfeld

Se presentan tres tipos de superficies para cada molécula, la primera de ellas es la dnom la cual
surge de la normalizacién de las distancias de contacto d. y d;, donde se ha tomado en cuenta los
radios de Van der Wals (vdW) para asi poder visualizar de una manera eficaz los contactos
cercanos entre atomos con mayores radios, como los oxigenos. Esta utiliza la gama de colores
rojo-blanco-azul, donde los contactos méas cortos que la suma de los vdW se representan de color
rojo y su intensidad aumenta o disminuye de acuerdo a la distancia internuclear, los blancos
corresponden a distancias iguales a la suma de estos radios y el azul a distancia mayores de esta

suma®’.

Las siguientes dos superficies Curvedness y Shape Index corresponden a funciones de k; y k»
(curvaturas principales). La primera se caracteriza por tener superficies extensas de color verde
separadas por lineas azules que corresponden a interacciones cercanas no paralelas a la
superficie. La segunda se caracteriza por poseer “huecos” complementarios donde dos superficies
hacen contacto, siendo las areas rojas “depresiones” donde los atomos actlian como aceptores en

la interaccion y las azules “protuberancias™® donde los 4&tomos acttan como donores.

En la superficie dnom de 4CPB3N (fig. 12A) las areas rojas de mayor intensidad en la parte

inferior (1) corresponden a los enlaces de hidrogeno O5-H5...04 donde las moléculas adyacentes
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estan formando dimeros por medio de sus grupos carboxilos. Las &reas rojas a los lados de la
superficie (2) corresponden al enlace N1-H1...01 donde se est4 uniendo planos por medio de su

grupo amido. Las areas rojas menos intensas corresponden a la interaccion C9-H9...02 (3).

En Curvedeness (fig. 12B) se observa que las lineas azules sobre las regiones verdes son distintas
para cada cara, , indicando que la cara que se encuentra entrecruzada por las lineas azules (fig.
12B arriba) presenta interacciones perpendiculares a la superficie mientras que la cara con la

region verde (fig. 12B abajo) presenta interacciones paralelas a su superficie.

Shape index (fig. 12C) muestra tres zonas coOncavas aceptoras (1) correspondientes a
interacciones C...O, carbonos en el interior de la superficie y oxigenos externos a ella
pertenecientes a grupos nitro. Las concavidades (2) son debido a interacciones C...H. Las zonas
de enlace de hidrogeno O5-H....04 se observan como una zona azul “donor” y otra roja concava

“aceptora” (3).

Fig 12. Superficies de Hirshfeld de 4CPB3N en posicion frontal y su rotacion de 180°. A) dnorm,
B)curvedness y C) Shape Index

En la superficie dnom de la molécula 4MPB3N (fig. 13A) se observa areas rojas intensas (1)
correspondientes al enlace de hidrégeno N1-H1...01 por medio del cual se unen las cadenas

paralelas en la direccion de b (fig.10D) y dos éareas rojas de menor intensidad (2) que
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corresponden a las interacciones C9-H9...03 causante de la formacion del dimero. Al rotar la
superficie 180 ° se observa dos areas rojas poco intensas (3) correspondientes a la interaccion
C14-H14B...01 responsables de la uniéon de los dimeros y dos areas rojas tenues (4)
correspondientes a la interaccion C4-H4...03 la cual une las cadenas con crecimientos opuestos
(fig. 10C).

En Curvedeness (fig. 13B) se observa que la superficie esta entre superficies vecinas que no son
paralelas a ella y por lo tanto los contactos no son los mismos en ambas caras. Tampoco presenta

empaquetamiento entre planos paralelos entre si.

Shape index (fig.13C) muestra zonas céncavas (1) correspondientes a la interacciones C-H...O y
C...O y zonas concavas (2) correspondientes a interacciones C-H...n, donde las zonas aceptoras
estan sobre la nube m del anillo al interior de la superficie. Finalmente se observan las zonas
aceptoras y donoras del grupo metoxi y las concavidades (3) donde este hace contacto este para
formar la interaccion C14-H14B...Ol.

Fig 13.Superficies de Hirshfeld de 4MPB3N en posicion frontal y su rotacion de 180°. A)dnorm,
B)curvedness y C) shape Index

Para 4NPB3N se observan una serie de areas rojas poco intensas alrededor de la superficie (fig.

14A) correspondientes a las interacciones C4-H4...01 (1), a las interacciones N1-HI1...05 y
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C13-H13...05 (2). Finalmente la interaccion C12-H12...02 (3). En la parte frontal no vemos
ningun tipo de &reas rojas, lo cual indica ausencia de interacciones fuertes entre los planos de

crecimiento.

Curvedness (fig. 14B) permite corroborar la ausencia de interacciones fuertes entre planos de
crecimiento, donde la region verde que domina la parte frontal y trasera son similares, indicando
que los planos estan apilados de forma casi paralela en ambas direcciones, comportamiento
caracteristicos de la presencia de interacciones m-m entre ellos, las lineas azules que remarcan la

extension verde corresponde a las interacciones débiles C-H...O entre superficies vecinas.

Fig 14.Superficies de Hirshfeld de 4NPB3N en posicion forntal y su rotacion de 180°. A) dnorm,
B)Curvedness y C) Shape Index

Shape Index (fig.14C) muestra las &reas laterales (1) con interacciones H...H, donde se observa
la complementariedad rojo-azul para zonas donoras y aceptoras. En las concavidades (2) se
observa las interacciones C...O donde las superficies vecinas hacen contacto. Finalmente las
zonas remarcadas con circulos muestran el patrén caracteristico de las interacciones m-,

%83 sobre las superficies, en este caso los patrones estan difuminados

triangulos complementarios
0 no son perfectamente triangulares, lo que demuestra que hay un corrimiento entre los planos

gue interactGan entre si.
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El estudio de las huellas dactilares permite analizar la contribucion de cada tipo de interaccion en
la superficie, siendo las dominantes para los tres sistemas las O...H, H...H y C...H. Los ejes de
las graficas son las distancias d. y dj, donde la primera corresponde a la distancia sobre un punto
de la superficie a otro cercano fuera de ella, el segundo corresponde a distancia de un punto sobre
la superficie a otro cercano dentro de ella®. En la siguiente tabla se observaré la huella de cada
sistema donde estan reunidas todas las interacciones y la contribucion de cada una de ellas de

manera separada.

Tabla 4. Huellas dactilares de sistemas cristalinos 4CPB3N, 4MPB3N y 4NPB3N

respectivamente.
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Las interacciones O...H se observan como dos picos en la huella dactilar, donde la tendencia en
el porcentaje de contribucion es 4NPB3N>4CPB3N>4MPB3N, lo cual concuerda con las
interacciones reportadas en la tabla 4. Sin embargo el 4CPB3N presenta los picos mas intensos
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debido a que las distancias d. y di son menores para €l, por la interaccion O5-H5...04
correspondiente al dimero. El segundo en intensidad es 4MPB3N, debido a la interaccion N-
H...O presente en este sistema. Finalmente se encuentra 4NPB3N el cual a pesar de tener en
mayor porcentaje este tipo de interacciones, estas son largas y débiles, lo que se refleja en un

aumento de las distancias d. y di.

Las interacciones H...H y C...H siguen en porcentaje de contribucion la tendencia
4AMPB3N>4CPB3N>4NPB3N donde la forma de las huellas es similar para 4CPB3N y 4NPB3N,
con diferencias en sus distancias de y d;i debido a la intensidad de estas interacciones en cada
sistema. Para 4MPB3N en las interacciones H...H se observa un pico central mas angosto y con
tendencia a dividirse, esto se debe a que los hidrégenos del grupo metoxi no son equivalentes®,
ya que uno de ellos participa en la interaccion C14-H14B...O1. Para las interacciones C...H en
este sistema se observa una forma de “alas”, lo cual es caracteristico de las interacciones C-
H...n*, donde los hidrégenos C-H en superficies vecinas estan interactuando con la nube 7 del

anillo al interior de la superficie.

Las interacciones C...O tiene la misma forma para los tres sistemas, siendo la tendencia de su
porcentaje de contribucién 4CPB3N>4MPB3N>4NPB3N, donde las mayores distancias de y d;
corresponde a 4NPB3N pues estas interacciones se presentan en las regiones laterales de la
superficie (fig. 12C) y no sobre la parte frontal de las mismas como en los otros dos sistemas.

Las interacciones C...C son significativamente mayores para 4NPB3N, donde se observa una
zona de color cian cerca de 1.8A que es caracteristica de las interacciones m-n que también
pueden observarse en la superficie Shape Index con el patron de triangulos complementarios
(fig.14C).

6.5. Analisis de frecuencias vibracionales

Las frecuencias vibracionales calculadas a partir de Gaussian 09 fueron corregidas multiplicando
por un factor de escala uniforme de 0.9726% (para altas y bajas frecuencias) para tener una mejor
concordancia con los datos obtenidos de manera experimental. Estos valores fueron registrados

en la tabla 5.
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4CPB3N

Se encontraron bandas experimentales de vibracion de tension para los grupos N-H y el C=0
caracteristicos del grupo amido en 3308.80 cm™ y 1661.74 cm™ y de los grupos O-H y C=0 del
grupo carboxilo en 3456.09 cm™ y 1676.47 cm™. Para el grupo nitro se asignaron las bandas de
vibracion de tensién asimétrica en 1524.27 cm™ y la simétrica en 1348.43 cm™.Para los anillos
aromaticos, se encontraron las bandas de vibracién de tensién C-H solapadas en 2922.79 cm™y
las de C-C entre 1594-1610 cm™,

En las frecuencias vibracionales calculadas, el sistema 4CPB3N consiste en 31 4&tomos y sus 87
modos normales de vibracion estan distribuidos en 30 tension +29 flexiones en el plano +28

flexiones fuera del plano.

Las bandas tedricas correspondientes a la vibracion de tension N-H y O-H se encuentran en
3520.16 cm™ y 3669.69 cm™, a frecuencias mayores (aproximadamente 200 cm™) que las
experimentales. Las bandas tedricas C-O de los grupos carbonilo se hallaron a 1696.06 cm™ y
1731.85 cm™ para la amida y el 4cido respectivamente, las cuales estan a frecuencias mayores
pero con una diferencia menor a 60 cm™ respecto a la experimental. Finalmente para las bandas
teéricas del enlace N-O del grupo nitro se tiene 1548.10 cm™ y 1335.63 cm™ para vibraciones
asimétricas y simétricas respectivamente, las cuales muestran una buena correlacién con los

valores experimentales, con diferencias menores de 20cm™.
4AMPB3N

Se encontraron bandas de vibracion de tension para los grupos N-H y el C=0 caracteristicos del
grupo amido en 3294.42 cm™ y 1647.21 cm™, para el grupo metoxi se encontré la vibracion de
tension de los enlaces C-H en 3093.82 cm™ y la vibracién de tension asimétrica y simétrica del
grupo C-O en 1269.16 cm™ y 1026.13 cm™ respectivamente. Para el grupo nitro se encontré la
banda de vibracién de tensién asimétrica en 1523.76 cm™ y la simétrica en 1348.24 cm™.Para los
anillos aromaticos, se encontraron las bandas de vibracién de tensién C-H en 3093.82 cm™

solapadas con las del grupo metoxi , las de C-C entre 1602 y 1614 cm™.
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En las frecuencias vibracionales calculadas, el sistema 4MPB3N consiste en 32 atomos y sus 90
modos normales de vibracion estan distribuidos en 31 tension + 30 flexiones en el plano + 29

flexiones fuera del plano.

La banda de vibracién de tensién del grupo N-H se encuentra en 3547.61 cm™ a frecuencias
mayores (aproximadamente 200 cm™) que la banda experimental. La banda teérica C=0O del
grupo carbonilo esta 1681.62 cm™ a mayor frecuencia, aproximadamente 40 cm™, respecto a la
experimental. Las bandas teéricas C-H de grupo metoxi se encuentran entre 2942 y 3069 cm™
mostrando buena correlacion con la banda experimental donde encuentran solapadas 3093.82 cm”
! Las bandas teéricas C-O del grupo metoxi 1237.94 cm™y 1029.01 cm™, para vibraciones de
tension asimétrica y simétrica respectivamente se encuentran con una buena correlacion, sin
embargo la asimétrica se encuentra a una menor frecuencia, aproximadamente 30 cm™ por debajo
de la experimental. Finalmente para las bandas tedricas del grupo nitro 1545.93 cm™ y 1335.01
cm™ hay concordancia con las bandas experimentales encontradas, con diferencias menores de
20cm™.

ANPB3N

Se encontraron bandas de vibracion de tension para los grupos N-H y el C=0 caracteristicos del
grupo amido en 3319.49 cm™ y 1651.07 cm™, para los grupos nitro se observaron las bandas de
vibracion de tensién asimétricas en 1541.12 cm™ y 1521.84 cm™ y las simétricas en 1346.31 cm™
y 1327.03 cm™ para los anillos acilo y arilo respectivamente. Para los anillos aromaticos se
asignaron las vibraciones de tensién C-H en 3091.89 cm™ y las vibraciones de tensién C-C entre
1575y 1614 cm™.

En las frecuencias vibracionales calculadas, el sistema 4NPB3N consiste en 30 atomos y sus 84
modos normales de vibracion estan distribuidos en 30 tensién + 29 flexiones en el plano + 28

flexiones fuera del plano.

La banda de vibracién de tensién del grupo N-H se encuentra en 3519.72 cm™ a frecuencias
mayores (aproximadamente 200 cm™) que la banda experimental. La banda teérica C=0 del

grupo carbonilo 1700.29 cm™ esta a mayor frecuencia, aproximadamente 50 cm™, respecto a la
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experimental. Para los grupos nitro en ambos anillos las bandas teoricas de vibracion asimétricas
1549.42 y 1540.51 cm™ y simétricas 1330.37 y 1336.02 cm™ muestran una buena correlacion

con las identificadas experimentalmente, con diferencias menores a 20 cm™.

Para los tres sistemas se observo que la banda de vibracion de tension N-H se desplazaba a
frecuencias mucho mayores en los valores tedricos respecto a los experimentales, esto se debe a
que este enlace en el sistema cristalino se encuentra afectado por las fuertes interacciones que
realiza (tabla 6), las cuales no se observan en una molécula aislada como lo asumen los célculos

de estructura electrénica de las frecuencias vibracionales.

Lo mismo ocurre, pero con menor contundencia, para la banda de vibracion de tension del grupo
carbonilo en los tres sistemas, donde este oxigeno carbonilico actia como aceptor, formando
enlaces de hidrogeno N1-H1...01 en el caso de 4CPB3N y 4MPB3N, y una interaccién C4-
H4...01 en 4NPB3N, las cuales son de gran relevancia para el crecimiento supramolecular

(seccion6.3).

Las diferencias observadas se pueden correlacionar a efectos del estado sélido, debido a que en
los sistemas cristalinos las moléculas se encuentran vinculadas entre ellas por interacciones
intermoleculares, mientras que en los calculos de estructura electronica solo se tiene en cuenta

una molécula aislada en estado gaseoso.

6.6. Analisis de resultados relevantes del docking molecular con proteinas de

Leishmania spp.

El analisis de docking molecular se efectud contra 58 proteinas provenientes de diferentes
especies de Leishmania, incluyendo L. major, L. braziliensis, L. infantum y L .mexicana. Para
cada una de ellas se obtuvieron tres valores de energia de afinidad, correspondiente a cada

sistema cristalino de estudio (anexo 2).

De estos resultados se escogieron aquellos con valores de afinidad méas negativos expresados en
Kcal/mol (kilocalorias por mol) para realizar un estudio descriptivo de las interacciones que

presentaron los sistemas de estudio con la proteina.
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Tabla 6. Valores de energia de union méas negativos para algunas proteinas de Leishmania major

calculados por docking molecular.

AutoDock Vina AutoDock AutoDock Vina
Proteina Cddigo Organismo afinidad Vina afinidad afinidad
PDB fuente (KJ/mol) (KJ/mol) (KJ/mol)
4CPB3N 4MPB3N 4NPB3N
SAM-dependiente 1XTP Leishmania -10 -10 -10
metiltransferasa major
Ascorbato 3RIV Leishmania -9.3 -9.3 -9.5
peroxidasa major
N-miristol- 2WSA Leishmania -9.3 -9.3 -94
transferasa major

La finalidad de estudiar las estructuras proteicas pertenecientes a parasitos, es encontrar el papel
de las mismas en los procesos fisiologicos de estos y buscar potenciales inhibidores que afecten
estos procesos y causen la muerte del mismo. Para la estructura proteica 1XTP®, se encontrd el
reporte de la estructura sin estudios especificos sobre ella aun. Para 3RIV?’, los estudios se han
centrado en explicar el papel de distintos residuos, entre ellos TRP 208, en el aumento o
disminucién de su actividad. Finalmente para 2WSA® se encontré que es una de las enzimas mas
estudiadas y validada como diana farmacoldgica para el tratamiento de la tripanosomiasis
africana y otras enfermedades de origen parasitario, como la Leishmaniasis; su inhibicién causa
la muerte in situ del parésito, debido a distintos mecanismos de accion, entre ellos la perturbacién

de la endocitosis.

Las interacciones de cada sistema de estudio con las proteinas ya nombradas, fueron visualizadas
en 2D por el programa Lig Plot™, el cual utiliza el archivo PDB de la proteina acoplada con el
ligando de estudio. Los enlaces de hidrogeno se representan como lineas punteadas de color
verde y las interacciones hidrofobicas, en las que no se hara énfasis en esta discusion, se observan
como diagramas circulares con lineas externas de color rojo, los cuales rodean el nombre del

residuo con el que se realiza dicha interaccion.

Tabla 7. Visualizacion de las interacciones proteina-ligando en 2D y contraposicion de los

sistemas de estudio en el sitio activo.
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IXTP

En los tres sistemas de estudio se generaron los mismos enlaces de hidrogeno. El primero es SER
148: OG -03, donde OG actua como donador y corresponde al grupo OH de este aminoacido, el
O3 que actlia como aceptor pertenece al oxigeno del grupo nitro del anillo acilo de los sistemas.
Las distancias de enlace siguen esta tendencia ANPB3N>4MPB3N>4CPB3N.

El segundo enlace es THR 167: OG1-O1, donde OG1 actta como donador y corresponde al
grupo OH de este aminoéacido, el O1 que acta como aceptor corresponde al oxigeno del grupo
carbonilo de los sistemas. Las distancias de enlace siguen esta tendencia
AMPB3N=4NPB3N>4CPB3N. De estos enlaces reportados solo el que involucra el residuo THR

167 esta presente en el ligando original con el que se co-cristalizo la proteina (anexo 3).

La orientacion y ubicacidn de los tres sistemas es casi idéntica en el sitio activo de la proteina,
debido a que los tres estan realizando los mismos enlaces de hidrogenos. Esto se ve claramente
en la superposicion de los mismos, donde se observa ademas la cercania de los 4tomos O3 y O1

con los residuos aceptores.
3RIV

En los tres sistemas de estudios presentan un enlace de hidrogeno que involucra el grupo NH; del

residuo GLU196 como donador.

Para 4CPB3N el enlace es GLU 196: N-O2, donde O2, que actla como aceptor, pertenece al
grupo nitro del anillo acilo de este sistema; esta molécula presenta ademas el enlace de hidrégeno
LEU 188: O-05, donde O actia como aceptor y pertenece al grupo carbonilo del aminoécido, O5

actiia como donador y corresponde al OH del grupo carboxilo del ligando.

Para 4MPB3N el tnico enlace de hidrogeno es GLU 196: N-O4, donde O4 actla como aceptor y

pertenece al grupo metoxi de este sistema.

Para 4NPB3N el enlace de hidrogeno es GLU 196: N-O4, donde O4 actla como aceptor y

pertenece al grupo nitro ubicado en posicion para del anillo arilo.
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Las distancias de enlace que involucran el residuo GLU 196 siguen esta tendencia
4MPB3N>4CPB3N>4NPB3N, donde las distancias mas cortas involucran a un oxigeno aceptor

perteneciente a un grupo nitro.

De estos enlaces reportados solo el que involucra el residuo GLU 196 esta presente en el ligando
original con el que se co-cristalizo la proteina, quien también realiza este tipo de enlace con un

oxigeno de un grupo nitro (anexo 4).

La orientacion de los tres sistemas en el sitio activo es distinta, donde los anillos acilos de los
sistemas 4MPB3N y 4NPB3N coinciden en orientacion, situacién que no ocurre con el 4CPB3N

donde su ubicacién es inversa a la de los otros sistemas.
2WSA

Para esta proteina se observa para los tres sistemas distintos enlaces de hidrégeno. Para 4CP3N se
tiene el primer lugar el enlace TRP 15: NE1-O2, donde NE1 actia como donador y pertenece al
NH contenido en el fragmento indol del aminoécido, el O2 que actla como aceptor pertenece al
grupo nitro del anillo acilo del sistema. En segundo lugar se observa el enlace THR 189: OG1-
05, donde OG1 acttia como donador y pertenece al gupo OH del aminoéacido, el O5 actia como

aceptor y pertenece al OH del grupo carboxilo del sistema.

Para 4MPB3N se tiene en primer lugar el enlace THR 189: OG1-04, donde el OG1 actia como
donador y pertenece al grupo OH del aminoacido, O4 acta como aceptor y pertenece al grupo
metoxi del sistema. En segundo lugar se tiene el enlace LEU 169: N-O3, donde N actia como
donador y pertenece al grupo NH; del aminoécido, O3 actlia como aceptor y pertenece al grupo

nitro del sistema.

Finalmente para 4NPB3N se tiene unicamente el enlace de hidrogeno TRP 15: NE1-O2, donde
NE1 actla como donor y pertenece al grupo NH contenido en el fragmento indol del aminoéacido,

02 actua como aceptor y pertenece al grupo nitro en posicion meta del anillo acilo.

El enlace de hidrogeno TRP15: NE1-O2 se observa en los sistemas 4CPB3N y 4NPB3N donde la
mayor distancia de enlace la presenta 4NP3N. El enlace de hidrogeno THR 189:0G1-O se
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presenta en los sistemas 4CPB3N y 4MPB3N, donde la mayor distancia de enlace es para
4CPB3N. De estos enlaces reportados solo el que involucra el residuo LEU 169 esté presente en

el ligando original con el que se co-cristalizo la proteina (anexo 5).

Las orientaciones de los tres sistemas es similar en el sitio activo de la proteina, siendo la de
AMPB3N la que difiere un poco al estar rotada respecto a los otros dos, debido a su enlace con la
LEU 169.

Al analizar las interacciones presentes entre los sistemas de estudio y las proteinas escogidas y
contrastando a su vez estas con las observadas en el ligando original, se podria plantear una
siguiente ruta sintética. Primero tratando de establecer ligandos ideales de manera tedrica,
basandonos en las estructuras ya estudiadas, que puedan presentar un mayor nimero de enlaces
de hidrdgeno y mejorar los valores de energia de afinidad. Posteriormente se podria llevar a cabo
el disefio de la ruta sintética y la obtencidn de los mismos, para finalmente realizar pruebas in

vitro de estos para validar los resultados obtenidos por el anélisis de docking molecular.
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7. CONCLUSIONES

= Se sintetizo el sistema 4CPB3N usando como precursor el benzoato de picrilo
correspondiente, lo que demostro la viabilidad de los mismos para este tipo de reacciones
de amidacion; como productos secundarios se obtuvieron sales formadas por el ion

picrato y la amina en exceso, las cuales no fueron caracterizadas.

= No se encontraron diferencias significativas en las distancia de enlace y &ngulos de
torsion del fragmento central amidico para 4CPB3N, 4MPB3N y 4NPB3N. El primero de
ellos cristalizo en el sistema triclinico y los otros dos en el monoclinico, los grupos

espaciales fueron P7, P21,y P2/ respectivamente, los cuales tienen en comdn que son

centro simétricos.

» Para los tres sistemas de estudio se observo el angulo dihedral entre los los anillos
bencénicos era menor de 10° tendiendo a ubicarse estos sobre un mismo plano y el
fragmento central amidico tenia un comportamiento planar definido, sin embargo la
presencia del enlace de hidrogeno N1-H1...01 en los sistemas cristalinos 4CPB3N vy
4AMPB3N permite la rotacion del fragmento central amidico respecto a los anillos

bencénicos, impidiendo un comportamiento planar del crecimiento cristalino.

= El crecimiento cristalino de 4NPB3N difiere del de los otros sistemas de estudio al ser
planar, esto debido a la ausencia del enlace de hidrogeno N1-H1...01, comportamiento
que le permite a su vez presentar interacciones m-m interplanares entre sus anillos
bencénicos, las cuales fueron identificadas por medio de las superficies de

Hirshfeld y las huellas dactilares.

= Las frecuencias de las bandas de vibracion de tension del enlace N-H y C=0 fueron

menores para los espectros experimentales respecto a los calculados debido a la presencia
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del enlace de hidrégeno intermolecular N1-H1...01 en los sistemas 4CPB3N y
AMPB3N, y las interacciones C4-H4...01 y N1-H1...05 en 4NPB3N.

Para los estudios de docking molecular el mejor puntaje obtenido para los tres sistemas
fue -10 KJ/mol, donde cada sistema presento dos enlaces de hidrégeno con los mismos
residuos, SER 148 y THR 167, de la estructura proteica 1XTP, adoptando por lo tanto

posiciones similares dentro del centro activo de la misma.
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. PROYECCIONES

Llevar a cabo la obtencion de manera cristalina de las fenilitrobenzamidas con
sustituyentes X=H, OH, CH3 y halégenos en la posicion para del anillo arilo C11 (fig. 6),
con la finalidad de realizar estudios comparativos y analizar a fondo la influencia de la
interaccion N-H...O en este tipo de sistemas.

Realizar los célculos de optimizacion geométrica para analizar el comportamiento de las
distancias de enlace tedricas y correlacionarlo con los datos de frecuencias vibracionales
obtenidos.

Realizar un nuevo analisis de docking molecular con ligandos derivados de estas
fenilnitrobenzamidas que puedan presentar mejores valores de energia de afinidad, para
disefiar una ruta sintética para su obtencion y llevarlos a pruebas in vitro para comprobar
su actividad contra Leishmania.

Publicacion de las estructuras y resultados obtenidos en revistas especializadas de

cristalografia.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Funciones que definen las superficies de Hirshfeld.

Nombres

Funciones

Curvaturas locales

—-16%w -16%w

k= ——— -_-2%
Y7 n| Su? Y %2 |n| 6v?

n = Vo, gradiente que define el vector normal a la
superficie.

u y v, direcciones principales que diagonalizan el
hessiano w restringido para vectores

perpendiculares a n.

Superficie Curvedness

2\ [+ kD]
-tz

Superficie Shape Index

(ky + k3)

2
S = (—) arctan | ————=
T (k1 — k3)

Superficie dnorm

vaw vaw
_ d;—m; d. — 1,

dnorm - vaw + rvaw
T ph
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Anexo 2. Valores de energia de afinidad para 58 proteinas de Leishmania con cada sistema

cristalino.

Cédigo

PDB de 4NPBz3N | 4COOHPBz3N | 4O0CH3PBz3N

Proteinas
1X60 -5,2 -5,3 -5
3CH7 -7,3 -7,3 -6,7
3L4D -9 -9 -8,7
2P18 -6,8 -7,1 -6,8
1EVY -7,5 -7,3 -7,3
1Q50 -6,1 -6,2 -5,9
31GZ -6 -59 -5,4
2154 -7 -6,6 -7
1R9J -8,7 -8,8 -8,2
3PP7 -7 -7,1 -6,2
2X77 -7,2 -7,3 -6,8
2J63 -5,9 -6,3 -5,7
1Y1X -6,5 -6,4 -6,3
3DWR -9 -8,7 -8,4
2HQJ -5,5 -5,5 -5,5
3MIY -9 -8,9 -8,6
2YAY -7,8 -7,8 -7,5
3E3P -7,5 -7,4 -7
2C21 -7,8 -7,8 -7,8
3Q5K -7,6 7,7 7,6
1LML -7,1 -7,1 -6,8
172Q -6 -6,1 -5,7
1XN4 -5,5 -5,5 -54
3KFL -8,3 -8,9 -8,6
2HFU -8,5 -8,7 -8
3FWU -2,8 -2,8 -2,9
2WSA -9,4 -9,3 -9,3
1EZR -7,5 -7,6 -6,9
2XE4 -8,6 -8,7 -8,3
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2R8Q -9.4 -9,2 -8,6
IXTP -10 -10 -10
1SV 6,9 5,9 5,5
1TC5 -3 3.1 2,8
2VPS 5,8 5,8 5,8
1YF9 5,6 55 5,3
20EF -6.,6 -6,7 6,3
30H1 .7 7.3 71
1E92 -9 -8,6 -8,3
1Y63 -8,3 -8 7.6
2AR1 -8,9 -9,3 -8,7
2XSE -6,9 -6,9 6,8
3NGS 74 .7 7.2
3PG1 7.3 7.6 71
3QWs3 71 71 71
3QwW4 7.2 7.2 6,9
3R2J 6,3 6,2 6,2
3RIV 95 -9,3 -9,3
3540 5,8 6,5 5,7
3SOF 75 7.3 71
3TUE 5 5.1 5,2
4A26 7 71 -6.,6
4AGS 71 75 -6,8
4AIR -8,8 -8,9 -84
4DY9 -8,6 -9 -9

4F40 7.7 7.9 7.8
4H51 7.9 75 74
4H7P 7.3 7 -6.,8
41U0 -6.,6 -6.,8 -6,2
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Anexo 3. Interacciones de ligando Sai 401 (S-Adenosil-L-Homoselenocisteina) con proteina
1IXTP.

Ser148
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Anexo 4. Interacciones de ligando Hem 305 (Protoporfirina 1X con Fe) con proteina 3RIV.

Glyl95 Pro60 =
G s
— @@ 9 077.”«(\\ _’ 3’>77]-y(<\ ., Glu196

CB
E1

Ser202 e ‘
N “ - e -
: =" g Ser61
oca s o
Cys197 " ‘
% Args4
o’
Phe284

His192

Hoh310

Glyl64
o

o
Asl\::i’% ]]:J::%
- ﬁ75
Vall7l

Ser252
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Anexo 5. Interacciones de ligando Mya 1422 (tetradecanoil-COA)con proteina 2WSA.

Leul80

Alal81

Glul77

Thrl89

Ala200

Asnl93

GIn199 Trpl98
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