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RESUMEN: La leishmaniasis y tripanosomiasis (Enfermedad de Chagas
y del Suefio), son zoonosis causadas por tripanosomatidos flagelados con
elevada similitud filogenética, incluidas dentro de las enfermedades tropicales
desatendidas. Por ello, la bisqueda de nuevos firmacos es fundamental.
Este trabajo se centra en el disefio, sintesis y evaluacién de compuestos
que se unen a la tubulina parasitaria en el dominio de la colchicina. Los
parésitos presentan diferentes sustituciones de aminodcidos en el sitio de
unién a la colchicina con respecto a los mamiferos, lo que permite disefiar
ligandos especificos que actiien frente a la tubulina parasitaria sin afectar al
huésped. A partir de ligandos que han demostrado su potencial citotéxico
frente a lineas tumorales, y las diferencias en el sitio de la colchicina, se ha
desarrollado una familia de sulfonamidas diarilicas, que combinan un anillo
de p-metoxifenilo con un anillo fenilico que incorpora sustituyentes polares
como 4cidos carboxilicos, ésteres 0 amidas en posicion meta. Para la sintesis
de los 18 compuestos obtenidos, se han realizado cinco tipos de reacciones
diferentes y métodos de aislamiento y purificacién determinados. Todos
han sido caracterizados por resonancia magnética nuclear y espectroscopia
de masas de alta resolucién y han sido enviados para su ensayo frente a
Leishmania infantum y Trypanosoma brucei.

Palabras clave: Leishmaniasis; tripanosomiasis; tubulina; colchicina;
sulfonamidas; antimitéticos.
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ABSTRACT: Leishmaniasis and trypanosomiasis (Chagas disease and
Sleeping Sickness) are zoonotic diseases caused by flagellated trypanosomatids
with high phylogenetic similarity, classified as neglected tropical diseases.
Therefore, the search for new drugs is essential. This study focuses on the
design, synthesis, and evaluation of compounds that bind to parasitic tubulin
at the colchicine domain. Parasites exhibit different amino acid substitutions
in the colchicine-binding site compared to mammals, allowing for the
design of specific ligands that target parasitic tubulin without affecting the
host. Based on ligands that have demonstrated cytotoxic potential against
tumor cell lines and considering the differences in the colchicine-binding
site, a family of diaryl sulfonamides has been developed. These compounds
combine a p-methoxyphenyl ring with a phenyl ring incorporating polar
substituents such as carboxylic acids, esters, or amides at meta position.
For the synthesis of the 18 obtained compounds, five different types of
reactions and specific isolation and purification methods were performed.
Nuclear magnetic resonance and high resolution mass spectra has been
made for compounds caractherization. Additionally, these compounds have
been sent for testing against Leishmania infantum and Trypanosoma brucei.

Keywords: leishmaniasis; trypanosomiasis; tubulin; colchicine; sulfo-
namides; antimitotics.

1. INTRODUCCION

La leishmaniasis y tripanosomiasis (Enfermedad de Chagas/Enfermedad del
Suefio) son enfermedades parasitarias (zoonosis) causadas por tripanosomatidos
flagelados con elevada similitud filogenética (Nodarse ez al., 2021), incluidas dentro
de las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs) que presentan una elevada
prevalencia, especialmente en los paises menos desarrollados (Werner, 2014).

Esto se refleja en la limitada disponibilidad de arsenal terapéutico En leish-
maniasis, los firmacos existentes (antimoniales pentavalentes) por si solos no son
capaces de eliminar el pardsito del orgamsmo y es necesario que el paciente sea
inmunocompetente para su total recuperacién (OMS, 2023). En la Enfermedad
de Chagas, el tratamiento con benznidazol y nifurtimox tnicamente es eficaz
en la fase aguda de la enfermedad, presentando resistencias cuando el paciente
evoluciona a la fase crénica (OMS, 2024), al igual que en la Enfermedad del Suefio
(OMS, 2023). Por tanto, la busqueda de nuevos firmacos es fundamental.

El grupo de investigacién se centra en el disefio, sintesis y evaluacién de
ligandos de unién a tubulina en el dominio de la colchicina, diana muy estudiada
para la sintesis de compuestos antitumorales. La tubulina es una proteina clave
en la formacién de los microtabulos del huso mitético durante la divisién celular
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(Vicente-Blazquez ez al., 2019), y en la formacién de cilios y flagelos en pardsitos
(Solter et al., 2012). A pesar de ser una proteina altamente conservada, la tubulina
parasitaria presenta diferentes sustituciones de aminoacidos en el sitio de unién
de la colchicina con respecto a los mamiferos (Luis ez al., 2013). Esto permite el
disefio de ligandos que acttien selectivamente sin afectar al huésped.

La inclusién de un grupo sulfonamida aumenta la polaridad de los compuestos,
favorece sus propiedades fisicoquimicas y ofrece una versatilidad que presenta
ventajas en las interacciones de los ligandos con la diana (Vicente-Blizquez er
al.,2021). Antecedentes del grupo de investigacion han demostrado que ligandos
diarilicos unidos por un grupo sulfonamida pueden unirse al sitio de la colchicina
en tubulina y su actividad antitumoral o antiparasitaria puede modularse variando
los sustituyentes de los anillos aromaticos (Gonzilez et al., 2021).

2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Tomando como base ligandos A-C que han demostrado potencial citotéxico
frente a lineas tumorales humanas (Vicente-Blazquez et al., 2021) y las diferencias
en el sitio de la colchicina de la tubulina en Leishmania spp y Trypanosoma spp
(Luis et al., 2013), para este trabajo se plantea la sintesis de una nueva familia de
sulfonamidas diarilicas que combinan un anillo de p-metoxifenilo con un anillo
fenilico que incorpora sustituyentes polares como 4cidos carboxilicos, ésteres o
amidas en posicion meta. (Figura 1)
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Figura 1. Ligandos de tubulina A-C y compuestos objetivo de este trabajo.
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Por tanto, el objetivo de este trabajo es la sintesis, purificacién y caracteriza-
cién de los compuestos ob]envo para posteriormente ensayarlos como agentes
antileishmdnicos y antitripanosémicos.

3. MEeTODOLOGIA

3.1. Sintesis quimica y aislamiento

Para la sintesis de los compuestos se sigue el esquema sintético mostrado
en la Figura 2, empleando 5 tipos de reacciones (A-E), descritas a continuacion:

O

A= Formacién de Sulfonamida
B= Formacion de Amidas E

C= Esterificacion Rz:%CN
D= Alquilacién del puente

E= Saponificacion %0 /@( Ry= li{ RZJL{\/\O/\
4 OH

Figura 2. Esquema de sintesis global.

A) Formacién del puente de sulfonamida

Se disuelve el 4cido 3-aminobenzoico (1 equivalente) en diclorometano. Se
adiciona piridina y cloruro de 4-metoxibencenosulfonilo (1 equivalente). Se deja
reaccionar a temperatura ambiente y agitacion durante 4 dias. Se realiza el segui-
miento de la reaccion a través de Cromatografia en Capa Fina.
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La Cromatografia en Capa Fina (CCF) es una técnica analitica basada en la
separacion de compuestos en una fase estacionaria (formada por un soporte de
aluminio y silice), mediante una fase mévil liquida (diferentes disolventes). Las
diferentes velocidades de elucién dependen de la polaridad y del tamafio (Vallejo-
Rosero et al., 2021). Se visualiza en presencia de luz UV a 360 nm.

Cuando no queda material de partida, se vierte sobre hielo y dcido clorhidrico
(HCI) 2N, formdndose un precipitado que corresponde al producto, que se filtra
con embudo Biichner.

Las aguas madre se extraen con acetato de etilo (AcOEt) a fin de recuperar el
méximo producto posible. Con la fase organica, se realiza el proceso habitual que
consiste en: lavar hasta pH neutro, secar con sulfato sédico, filtrar y evaporar el
disolvente a vacio con el rotavapor.

B) Formacién de amidas

El material de partida disuelto en diclorometano se hace reaccionar con 4-dime-
tilaminopiridina (DMAP) (2,3 equivalentes), 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) (0,6 equivalentes) y N,N-dimetiletilendiamina (1 equivalente).
La reaccidn se realiza en microondas durante 45 minutos a 85°C. El seguimiento
de la reaccién se lleva a cabo a través de CCE

Para el aislamiento, se realiza una extraccién liquido-liquido a pH bésico (pH
8-9) con AcOErt, seguido del proceso habitual.

C) Formacién de éster

C) 1. Esterificacién de Fisher (medio 4cido)

Se ha realizado la esterificacion de los dcidos carboxilicos con diferentes
alcoholes en medio 4cido. Para ello, se disuelve el material de partida en el
alcohol seleccionado (actiia como reactivo y disolvente), se adicionan 2 mL de
HCI concentrado y se deja en agitacidn, variando la temperatura en funcién
del alcohol empleado.

Una vez finalizada la reaccidn, se vierte sobre hielo y bicarbonato. El
aislamiento se lleva a cabo mediante extraccion liquido-liquido a pH neutro,
con diclorometano y con AcOEt. Una vez aislada la fase orgdnica, se realiza
el proceso habitual.

C) 2. Esterificacién en medio bésico

El material de partida previamente disuelto en diclorometano se hace
reaccionar con el alcohol seleccionado (1,2 equivalentes), DMAP (0,8 equi-
valentes) y EDC (2,3 equivalentes). Se lleva a cabo en microondas, a 88°C,
durante 90 minutos.
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Una vez finalizada la reaccidn, se lava con dcido vy, después del proceso
habitual, se cristaliza en diclorometano/hexano. Las aguas madre, se extraen
a pH neutro con diclorometano y, después, con AcOEt, seguido del proceso
habitual. Se repiti6 el proceso de cristalizacion tres veces.

D) Alquilacion del nitrégeno de la sulfonamida del puente

Se disuelve el material de partida en acetonitrilo, se adiciona carbonato de cesio
(1,3 equivalentes) como base para sustraer el hidrégeno unido al nitrégeno de la
sulfonamida y, a continuacién, se adiciona un exceso del derivado halogenado
correspondiente (ioduro de metilo o 2-cloroacetonitrilo). Una vez finalizada la
reaccién, se evapora el acetonitrilo y se realiza una extraccién liquido-liquido con
AcOEct, seguida del proceso habitual.

E) Saponificacién

Para esta reaccion de hidrdlisis en medio bésico se han utilizado diferentes

bases en funcién del tipo de éster que se queria hidrolizar:

— Hidrolisis del éster metilico. Se disuelve el éster en metanol y se adicionan

200-300 mg de NaOH. Se deja reaccionar 5 dias a temperatura ambiente
y agitacion. Se sigue la evolucion de la reaccion a través de CCF y del pH
para asegurar la basicidad.
Transcurrido ese tiempo, se vierte sobre hielo y HCI 2N, formandose un
precipitado que se filtra en embudo Biichner. Las aguas madre se extraen
con AcOEty se realiza el proceso habitual, obteniendo el resto de producto
objetivo.

— Hidrdlisis del éster cianometilico. Se disuelve el éster en agua/acetona en
proporcién 1:1 y se adicionan 200 mg de NaHCO,. Se deja reaccionar 5
dias a temperatura ambiente y agitacin.

El seguimiento y aislamiento de esta reaccion es equivalente a la hidrolisis
de éster metilico previamente descrita.

Las técnicas empleadas para el aislamiento del producto una vez finalizada

la reaccién han sido:

a) Precipitacidn y filtracién al vacio: Al formarse un precipitado, éste se
filtra empleando un embudo Biichner, al que se le coloca papel de filtro,
acoplado a un matraz Kitasato conectado a una bomba de vacio, facilitando
la filtracién y el secado del sélido.

b) Extraccién Liquido-Liquido: Técnica empleada para separar o aislar el
producto de la reaccidn en funcidn del cardcter dcido, basico o neutro del

mismo, empleando disolventes inmiscibles con el agua y soluciones acuosas
icidas y/o basicas. (Aguado, 2015)
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Las técnicas de purificacién empleadas en este trabajo han sido:

a) Cristalizacién: Se fundamenta en la diferente solubilidad en caliente

y frio de un compuesto sélido en un determinado disolvente. Para
conseguir la formacién de los cristales, es necesario sobresaturar la
disolucién. (Segui, 2023)
Para ello, se disuelve el soluto en la minima cantidad de disolvente
posible, mientras se calienta y se somete a agitacion suave. Una vez
disuelto en su totalidad, se deja enfriar. Al disminuir la temperatura,
disminuye la solubilidad, favoreciendo la sobresaturacién y, por tanto,
la cristalizacién.

b) Cromatografia en Columna (CC): Se basa en la separacion de los
compuestos en funcién de su diferente adsorcién a una fase estacionaria
(gel de silice) en base a su diferente tamafio y polaridad.

Esta técnica se lleva a cabo en una columna de vidrio, donde se introduce
la muestra con los compuestos a separar adsorbidos en silice gruesa.
(Ruiz, 2020).

A medida que se aniade eluyente (ej: AcOEt/hexano en diferente
proporcién), los compuestos descienden en funcién de la afinidad por
la fase estacionaria, recolectindose en tubos de ensayo. Los menos
afines, (menos polares) llegardn antes al extremo final de la columna.
Una vez recolectadas las diferentes fracciones, se evapora el disolvente
en el rotavapor y se analizan los componentes obtenidos.

3.2. Identificacion

La caracterizacién de los productos sintetizados se lleva a cabo mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de Protén (*H) y de Carbono (1*C),
Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS) e Infrarroja (IR).

4, RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se han sintetizado un total de 18 compuestos. (Figura 3)

A continuaciodn, se exponen los resultados mds relevantes de cada tipo de
reaccion:

4.1. Formacion del puente de sulfonamida

Esta reaccion se llevo a cabo para la obtencion del compuesto 1, a partir del
cual se sintetizan el resto de los compuestos, por lo que se realizé repetidas veces,
todas con rendimientos cuantitativos (>95%). La presencia de piridina aporta el
medio bésico necesario para que se produzca la reaccién eficazmente.
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Figura 3. Estructura de los compuestos finales.

4.2. Formacion de amidas

Se obtuvo un rendimiento del 70% del compuesto 12, empleando un derivado
de carbodiimida como grupo activante del dcido carboxilico.

4.3. Formacion de ésteres

4.3.1. Esterificacién de Fisher (medio icido)

Para las reacciones de esterificacion en medio dcido se emplearon diferentes
condiciones en funcién del compuesto a obtener. Para los compuestos 3 y 5, la
reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente, durante 3 dias y con rendimientos
del 87% y 50%, respectivamente. Por otro lado, los compuestos 14, 15y 16 fueron
calentados a una temperatura de 150 °C, durante 14 dias, obteniendo rendimien-
tos del 40%, 53% y 47%, respectivamente. La confirmacion de la formacion de
los compuestos se realiza mediante RMN 'H y C, donde se observan sefales
caracteristicas de cada cadena en la zona alifética.
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4.3.2. Esterificacién en medio basico

Estas reacciones se llevaron a cabo para la obtencion de los compuestos 13 y
14, con rendimientos de 45% y 93%, respectivamente. El rendimiento de 14 es
tan elevado por presentar impurezas de DMAP que no se consiguieron eliminar.

4.4. Alguilacion del nitrégeno de la sulfonamida del puente

4.4.1. Introduccion de un grupo metilo. Una vez disuelto el compuesto 1y
adicionada la base (segin el método D), se adiciona CH,I (4 equivalentes) y se
deja reaccionar durante 3 dias a temperatura ambiente y agitacion.

En CCEF se observan dos manchas, obteniendo dos productos de reaccién,
compuesto monosustituido (3) y disustituido (4). Se realiza una CC con Dicloro-
metano/Hexano en proporcién 9:1 como eluyente para la separacion de ambos. Se
obtuvo un rendimiento de los compuestos 3 y 4 del 38% y 34%, respectivamente.

La reaccidn se repitié para obtener unicamente el compuesto disustituido (83 %)
para posteriormente saponificar y obtener el compuesto 2. Ademds, el rendimiento
obtenido en la transformacién de 8 en 6 y de 10 en 11, fue del 86% en ambos.

4.4.2. Introduccion de un grupo acetonitrilo. Una vez disuelto el compuesto
1y adicionada la base, se afiade cloroacetonitrilo (4 equivalentes) y se deja reac-
cionar a temperatura ambiente y agitacién durante 5 dias. (Control por CCF
hasta finalizacién).

Como en el caso anterior, se observan dos compuestos: El monosustituido (8)
y el disustituido (9). Se realiza una CC para la separacién de ambos compuestos,
utilizando como eluyentes diclorometano y AcOEt. Se obtuvieron los compuestos
8 y 9 con rendimientos del 11% y 20%, respectivamente. Ademds, se repiti6 la
reaccion para obtener mayor cantidad del compuesto 9 (94%).

El rendimiento obtenido en los compuestos 5, 17 y 18 fue cuantitativo. Adicio-
nalmente, el compuesto 17 se purificé mediante cristalizacién (7%).

4.5. Hidrolisis basica (Saponificacion)

Siguiendo las condiciones descritas de estas reacciones se obtuvieron los
compuestos 2 y 7, con rendimiento cuantitativo y del 78%, respectivamente.

5. CONCLUSIONES

Este trabajo me ha permitido conocer y aplicar las diferentes técnicas de sinte-
sis y aislamiento empleadas en quimica organica, asi como optimizar reacciones
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mediante microondas y aprender a identificar y analizar los compuestos espec-
troscopicamente.

La metodologia propuesta ha permitido sintetizar, purificar y caracterizar una
nueva familia de 18 diarilsulfonamidas que combinan un anillo de p-metoxifenilo
con fenilo diferentemente sustituido en posicién meta.

Los 18 compuestos han sido enviados para su ensayo frente a Leishmania
infantum y Trypanosoma brucei.
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