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El desarrollo de una nueva molécula bioac-
tiva que posea propiedades farmacoldgicas
deseadas requiere muchos afios de investi-
gacién (aproximadamente de 15 a 20) y una
inversién millonaria que ronda los 1700 millo-
nes de dolares." 2 Por lo tanto, hay un interés
constante en la busqueda tecnologias que
permitan optimizar la sintesis quimica y el
cribado para identificar nuevos compuestos
bioactivos (CB). Los CB son moléculas que
se encuentran en investigacion preclinica, y
se definen como entidades quimicas de
origen natural, sintético o biotecnoldgico que
muestran algun tipo de actividad farmacolé-
gica (terapéutica o toxica). Se dividen en 3
grupos de acuerdo a su potencia: a) Com-
puestos activos ordinarios, con potencias
entre 10-100 mM; b) compuestos Hits, cuya
potencia se ubica entre 1 y 10 mM; y c)
compuestos lideres, donde su potencia
muestra magnitudes en orden nanomolar."

SINTESIS
ORGANICA
ASISTIDA POR
MICROONDAS:

Cronicas en la obtencion
de compuestos bioactivos

La sintesis de CB asistida por microondas se considera una tecnologia ecol6-
gica emergente con procesos quimicos respetuosos con el medio ambiente.
Este tipo de metodologia que permite menores tiempos de reaccion y mayo-
res rendimientos bajo irradiacién con microondas, en comparacién con el
método de calentamiento convencional, presenta varias ventajas, como alta
eficiencia, rendimiento, selectividad, facil separacion y purificacion.

La primera aplicacion de la irradiacion de microondas en sintesis quimica
usando hornos domésticos, fue publicada a mediados de los afios 80 por los
grupos de George Majetich y Raymond J. Giguere.® En los afios 90, varios
grupos de investigacion iniciaron experimentos con sintesis de microondas
en ausencia de disolventes para eliminar los desechos quimicos.* Desde el
afio 2000, los reactores de microondas comerciales para la sintesis quimica
han estado disponibles para llevar a cabo las diversas transformaciones qui-
micas en el laboratorio de investigacién y su uso es cada vez mas frecuente.

Las microondas son una forma de radiacion o energia electromagnética. La
region de microondas del espectro electromagnético se encuentra entre el
infrarrojo y las radiofrecuencias. La onda electromagnética consiste en un
campo eléctrico y un campo magnético. En los hornos de microondas tipicos,
el magnetron (generador de microondas) produce una longitud de onda de
12.25 cm que corresponde a una frecuencia de 2.45 GHz.5

La irradiacién de microondas provoca calentamiento por dos mecanismos
principales: a) polarizacion dipolar y b) conduccion ionica. Cuando se irradian
a frecuencias de microondas, las ondas electromagnéticas pasan a través de
los dipolos o iones de la muestra y hacen que las moléculas oscilen. En este
proceso, la energia se pierde en forma de calor a través de la friccién mole-
cular. Debido a que la radiacion de microondas se introduce en el sistema sin
contacto fisico directo con los materiales de reaccién, esto puede conducir a
un aumento homogéneo y rapido de la temperatura en toda la muestra que
causa menos formacion de subproductos y descomposicion de los productos.
Todos los solventes y reactivos también absorben la energia de microondas
de manera diferente. Debido a esto, los solventes organicos se clasifican en
tres tipos segun su absorcion de microondas: baja, media y alta.® Los absor-
bentes bajos son generalmente hidrocarburos (hexano, tolueno, diclorometa-
no, cloroformo, etc); los absorbentes altos son compuestos mas polares co-
mo los alcoholes, mientras que los absorbentes medios son: agua, dimetilfor-
mamida, acetonitrilo, acetona, acido acético, etc.”
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La radiaciéon con microondas es mas eficiente que el
calentamiento convencional, ya que son las propias
moléculas polares de reactivo las que se calientan, con lo
cual se pierde menos energia, debido a que el
calentamiento es interno (Figura 1).67

La sintesis de CB asistida por microondas proporciona
beneficios sobre sintesis convencional, pero también
tiene algunas desventajas significativas:

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Mayor velocidad de
reaccion con menos
uso de energia para la
reaccion quimica

Reacciones no selectivas: en algunos casos hay
formacion de productos no deseados o
disminucion de la selectividad de la reaccion.
Esto se debe a que la radiacion por microondas
puede calentar rapidamente los reactivos
causando una descomposicion térmica.

Calentamiento
uniforme y de alta
eficiencia en todo el
medio de reaccion

Dificultades en la optimizacion: debido a que el
efecto de la radiacion de microondas en la
sintesis organica es complejo y depende de
varios factores, como la potencia de la radiacion,
la estructura quimica de los reactivos y la
naturaleza de los disolventes, puede ser dificil
optimizar los parametros de reaccion para lograr
un rendimiento ptimo.

Selectividad de la
reaccion quimica con
reproducibilidad
mejorada

Costos: requiere el uso de equipos especiales
que pueden ser caros, lo que puede restringir su
acceso a laboratorios de investigacion con pre-
supuestos limitados.

Tiempo de reaccion
reducido con alto
rendimiento y pureza
del producto

Reduccion de reac-
ciones secundarias no
deseadas

Reduccién en el
desperdicio de disol-
ventes y reactivos en
el recipiente de reac-
cion de calentamiento

Peligrosidad: existe un mayor riesgo de
explosiones 'y otros accidentes en la
manipulacion de reacciones.

A continuacion, se describe la cronica de la obtencién de
heterociclos bioactivos en nuestro grupo de investigacion,
utilizando la sintesis asistida por microondas, usando en
un principio hornos de microondas domésticos (cuya re-
producibilidad ha sido cuestionada debido al gran nimero
de marcas comerciales) y posteriormente un reactor de
microondas para sintesis organica marca CEM. En parti-
cular se hace énfasis en la sintesis de bencimidazoles y
oxadiazoles, los cuales son estructuras privilegiadas en
quimica farmacéutica que muestran diversas actividades
farmacolégicas: vasorrelajantes,® antiespasmadicos,®10
antituberculosos,!"  anticancerigenos,'?  antihipertensi-
vos," y antidiabéticos. ™

Figura 1. A) Calentamiento convencional. B) Calentamiento con
microondas

a) Actividad vasorrelajante de bencimidazoles en anillos
aislados de aorta de rata.

En 2006 se disefiaron y sintetizaron una serie de siete compuestos
derivados del 1H-bencimidazol-2-(o, p-arilustituido) con varios sus-
tituyentes en las posiciones 5 y 6.8 Para la obtencion se mezclaron
1.1 equivalentes del aldehido apropiado (en estado liquido), 1.1
equivalentes de metabisulfito de sodio (Figura 2) y se introdujeron en
un matraz Erlenmeyer Pyrex abierto. La mezcla se irradié durante
40-50 s en un horno de microondas doméstico marca Samsung,
modelo MW1446WC con 1000 W de potencia en ausencia de
disolvente y adaptado con un sistema de reflujo con hielo (Figura 3).

Después de la irradiacion, la mezcla se vertié sobre agua fria. El pre-
cipitado se recogié por filtracién, se lavé con agua, se secé y recris-
talizé de un disolvente apropiado. Todos los compuestos se caracte-
rizaron mediante técnicas espectroscdpicas y espectrométricas.

La actividad relajante se realiz6 utilizando el ensayo in vitro de anillo
de aorta de rata. Los compuestos 2-(5-nitro-1H-bencimidazol-2-
il)fenol (1) y 2-(4-metoxifenil)-5-nitro-1H-bencimidazol (2) fueron los
més potentes de la serie, mostrando un valor de Cly, de 0.95y 1.41
mM, respectivamente, catalogando al primero como lider y el
segundo como hit.8

b) Actividad espasmolitica de bioisdsteros del estilbeno
restringidos conformacionalmente.

El gigantol y el resveratrol son dos estilbenoides naturales con efecto
espasmolitico en musculo liso intestinal. Basados en ambos,
Estrada-Soto et al. (2006) disefiaron y sintetizaron 17 biois6steros
del estibeno restringidos conformacionalmente en forma de
bencimidazoles (Figura 4).°
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O,N N O,N Hs  Figura 2. Preparacion de los
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HO nes fueron realizadas bajo

1: Cl5p=0.95 uM 2: Clgo= 141 uM radiacion con microondas y en

ausencia de disolvente.

Figura 3. A) Sistema de calen-
tamiento con microondas do-
méstico. B) Adaptacion de un
sistema de reflujo con hielo.
En el matraz Erlenmeyer esta
la mezcla de la o-fenilen-
diamina sustituida, el aldehido
liquido y el metabisulfito de
sodio, en ausencia de
disolvente. C) Sistema dentro
del horno doméstico.
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Figura 4. Disefio de los compuestos derivados 2-(alquiloxiaril)-1H-bencimidazol como bioisosteros restringidos conformacionalmente de
los estilbenoides resveratrol y gigantol.
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Los compuestos se obtuvieron mediante la
reaccion de 1,2-fenilendiamina y los aldehi-
dos arométicos adecuadamente polisustitui-
dos, utilizando metabisulfito de sodio y radia-
cion de microondas (Figura 5). Las reaccio-
nes se llevaron a cabo en un horno de micro-
ondas doméstico (Samsung MW144WC,
1000 W) en ausencia de disolvente y con
tiempos de irradiacién de 24-60 s utilizando
el método descrito en la Figura 3. Esta
metodologia se extendio para obtener 35
derivados bencimidazdlicos adicionales.

Na28205

¢) Actividad antimicobacteriana de piridinas 4-(1,3,4-oxadiazol-2-il-5-
sustituidas)

En 2007, se disefiaron, sintetizaron y evaluaron una serie de doce piridinas
unidas en posicion 4 con 1,3,4-oxadiazoles sustituidos en posicion 2."" Para la
obtencion de los compuestos con sustituyentes alifaticos (-CHj, -CF, -Cy5Ha)
se mezcl6 la materia prima comun, isoniazida con 1.6 equivalentes del corres-
pondiente acido carboxilico y una gota de acido sulfurico como catalizador
(Figura 7). La mezcla se irradi6 en un horno.de microondas doméstico
(Samsung MW1446WC, 1000 W) en ausencia de disolvente durante 120 s.
Para la obtencién de los compuestos con sustituyentes aromaticos, se mezcld
isoniazida con 1.6 equivalentes del correspondiente aldehido y se disolvieron
en 10 mL de 1,2-dimetoxietano. Se agreg6 1 equivalente de metabisulfito de

R
Figura 5. Sintesis de una

minibiblioteca de 52

R
Ry R3

9 5
R, R
NH, o 1 N
+ Ry > A\ Rq
H Radiaciéon microondas
NH, 24-60s B
3

En ausencia de disolvente

La actividad espasmolitica se evalu6 median-
te el ensayo in vitro de ileon aislado de rata.
Todos los compuestos mostraron un efecto
antiespasmaodico significativo en funcion de la
concentracion. El hit mas potente fue el com-
puesto 3, con una Cls, de 1.19 mM. Algunos
de ellos se obtuvieron como sélidos cristalinos
que difractaron en Rayos-X de monocristal
(Figura 6).°

N

N\ 3
(:EN OH 1050=1.19 uM;

H

Emax = 90%
O=—CH,

Figura 6. A) La unidad asimétrica de los bencimi-
dazoles obtenidos por irradiacion con microondas,
que muestra el esquema de etiquetado de atomos.
Los elipsoides de desplazamiento se dibujan con
un nivel de probabilidad del 50% y los atomos de H
se muestran como pequefas esferas de radios
arbitrarios. B) Estructura quimica del bencimidazol
mas activo como antiespasmaodico.

bencimidazoles asistida por
microondas.

R, R
52 compuestos

sodio y la mezcla se colocd en un matraz Erlenmeyer para después irradiarla
en un microondas doméstico por 60 s. La mezcla se enfri6 y el precipitado
fue recogido por filtracion para obtener los precursores de tipo N'-
(arilmetilen)isonicotinhidrazidas, los cuales fueron utilizados para continuar
con la ruta de sintesis. La oxidacion de éstos se efectué al mezclar cada
precursor con 3 equivalentes de permanganato de potasio disueltos en una
mezcla acetona/agua (en una proporcion 10:2) y fue irradiada con
microondas doméstico a 1000 W (Figura 7).

o 0]

N—N (o) )’L
| \>‘R R)LOH NH Ar” "H (0] Ar
Ny o - (YN 2 ——— B N—NQ{
N~ H80, nN_J H Na;S05 N J H H
Microondas Microondas
_ . Ar= 2-NO,CgH
S;8E3 Isoniazida Ar= 3,4-((§H§O;206H3
Y Ar= 4-N(CH3)2CgH4
15H32 Ar= 4-Piridil
Figura 7. Ruta de sintesis de las piridinas 4-(1,3,4- KMnO,
oxadiazol-2-il-5-sustituidas) asistida por microondas. Acetona/agua
microondas

N-N

I Y—Ar
I\ (0]
lN/

Ar= 2-N02C6H4

Ar= 3,4-(CH30)206H3
Ar= 4-N(CH3)2C6H4
Ar= 4-Piridil
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La actividad antimicobacteriana in vitro se
realiz6 mediante la determinacion de la con-
centracién minima inhibitoria (MIC) en cinco
cepas = sensibles y resistentes de
Mycobacterium tuberculosis. EI compuesto 4-
(5-pentadecil-1,3,4-oxadiazol-2-il)piridina  fue
10 veces mas activo que la isoniazida, 20
veces mas activo que la estreptomicina y 28
veces mas potente que el etambutol contra la
cepa CIBIN112 resistente a todos los farma-
cos. Posteriormente su eficacia terapéutica
fue evaluada en un modelo murino de tuber-
culosis pulmonar progresiva.'!

d) Actividad citotoxica selectiva de 2-
aril-5(6)-nitro-1H-bencimidazoles.

En 2011, Romero-Castro y colaboradores
sintetizaron y evaluaron de forma preliminar
una serie de seis derivados del 2-aril-5(6)-
nitro-1H-bencimidazol como  potenciales
agentes anticancerigenos.'? Para la obtén-
cion de los compuestos se usé 1 eq. de 4-
nitro-1,2-fenilendiamina y se mezclaron con
1.1 equivalentes del aldehido apropiado (en
estado liquido) y 1.1 equivalentes de metabi-
sulfito de sodio. Se introdujeron en un matraz
Erlenmeyer Pyrex acondicionado con reflujo
de hielo y la mezcla se irradié en un horno de
microondas doméstico (Samsung
MW1446WC, 1000 W) en ausencia de disol-
vente durante 40-50 s. La citotoxicidad se
evalud frente a un panel de siete células
neoplasicas humanas mediante el método de
ensayo con MTT. El compuesto 2-(4-cloro-3-
nitrofenil)-5(6)-nitro-1H-bencimidazol (4) fue
el mas activo de la serie, mostrando un CCs,
de 28 nM contra la linea celular A549 de
adenocarcinoma de pulmén (Figura 8). Este
compuesto induce la detencion en la fase S
del ciclo celular y es un potente inhibidor de
la enzima poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP) con una Clg, de 0.05 uM, en

O,N N

\ Cl
N
H
4 NO,
CCsp =28 nM vs linea celular A549

1S>700
Clso = 50 nM vs PARP

Figura 8. Compuesto citotoxico selectivo mas
activo contra la linea de adenocarcinoma de
pulmén

comparacion con la actividad mostrada por el control positivo 3-
aminobenzamida (Cls, = 28.5 pM). Este compuesto mostré una actividad
citotoxica selectiva in vitro (>700) en células no neoplasicas de queratinocitos
humanos inmortalizados HaCaT (CCy, = 22.2 uM)."2

e) Actividad vasorrelajante y efecto antihipertensivo de analogos del
pimobendan

El pimobendam es una dihidropiridazinona/bencimidazolica que actia como
un sensibilizador del calcio, asi como un inhibidor parcial de la fosfodieste-
rasa PDE-3. Es eficaz tanto en la insuficiencia cardiaca aguda como en la
cronica y también provoca vasodilatacion periférica. Tomando al pimoben-
dam como punto de partida, Navarrete-Vazquez y colaboradores (2010),
disefiaron una serie de 15 compuestos derivados del 1H-benzo[d]imidazol
analogos de Pimobendan,' utilizando sustituyentes electroatractores
bioisostéricos no clasicos (-NO, y -CF;) de la piridazinona, como se muestra
en la Figura 9.

0N
°N
I~ N (FsC- O:NI 3y~
\>—< >—o—CH3 — \>—< >*R
N N
H H

Bioisosterismo
no clasico

Pimobendan 15 compuestos

Figura 9. Disefio de los compuestos 1-15 derivados de pimobendan, por
bioisosterismo no clasico.

Los compuestos se sintetizaron en un solo paso mezclando 0.0065 moles del
4-nitro-1,2-fenilendiamina, 1.1 equivalentes del aldehido apropiado, 1.1
equivalentes de metabisulfito de sodio y la eleccion del disolvente y la
temperatura se hizo de acuerdo con las condiciones de reaccion |V
mostradas en la Figura 10. Se exploré el calentamiento por microondas con
una variedad de solventes, temperaturas y tiempos para mejorar el
rendimiento de los productos.

NH, = DME, 70 °C N
/O microondas /O
Vainillina 5
EXP TEMP(°C) TIEMPO DISOLVENTE CALENTAMIENTO REND('("‘/";ENTO

0
| 50 8h dimetilformamida Convencional 15
] 70 8h 1,2-dimetoxietano Convencional 30
[} 70 50 seg 1,2-dimetoxietano Microondas 65
v 70 90 seg 1,2-dimetoxietano Microondas 81
\'i 80 50 seg 1,2-dimetoxietano Microondas 50

Figura 10. Ruta de sintesis del compuesto 5 bajo el sistema de irradiacion por microondas y
optimizacion de las condiciones de reaccion.
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La reaccion se realiz6 bajo el sistema abierto
de irradiacion por microondas Discovery
Microwave System apparatus CEM, 2450
MHz a 300 W de potencia como se observa
en la Figura 11. Se acondicion6 con un con-
densador de reflujo y los ciclos de reaccion
fueron de 50-90 segundos a una temperatura
elegida de 70 °C, usando 1,2-dimetoxietano
como disolvente.

Figura 11. Sistema de irradiacion por microondas
(CEM) abierto, adaptado con un sistema de
reflujo.

La actividad vasorrelajante de los compues-
tos se llevdo a cabo empleando anillos de
aorta de rata con y sin endotelio; mientras
que para la evaluacién de la actividad antihi-
pertensiva se evalud in vivo en un modelo de
ratas espontaneamente hipertensas. Todos
los derivados de tipo nitro fueron mas poten-
tes que sus analogos trifluorometilados vy
exhibieron efectos vasorrelajantes depen-
dientes de la concentracion, con CEg, <5 uM
catalogandolos como compuestos hit, siendo
el compuesto 2-metoxi-4-[5-nitro-1H-
benzo[d]imidazol-2-illfenol (5) el mas potente
de la serie, mostrando un valor de CEg, de

1.81 uM y una Emax 91.7% para la respuesta relajante ex vivo en anillos
adrticos intactos, lo que resultd en una actividad de 2.5 veces mayor en
comparacioén con Pimobendan. La sustitucion del grupo -CF; en el com-
puesto 8 por un grupo -NO, en el compuesto 7 aumento la actividad 148
veces; el mismo caso se observo para los pares 5y 6 (19 veces), consi-
derandose como activity cliffs o acantilados de actividad (Figura 12). Los
acantilados de actividad se definen como pares o grupos de compuestos
estructuralmente similares que son activos contra el mismo objetivo mole-
cular, pero tienen grandes diferencias en su potencia. De estos resultados,
se observa que el grupo nitro es esencial para una potente accién vasodila-
tadora, lo que sugiere un efecto directo en el mecanismo de

vasorrelajacion.'®
3C N
T-0 0
N 148 x
H O
7. CE50 = 371 },lM

8: CEgo = 548 uM
Emax = 90.97 % Emax =84.8 %

H 0-CH 0-CHs

6: CE50 =34.84 ].,l.M
Emax =99.5 %

5: CE5p=1.81 uM
Emax =91.7 %

Figura 12. Comparacion entre potencia y la estructura quimica de derivados de
Pimobendan seleccionados. Los pares de compuestos 5, 6 y 7, 8 se clasifican como
activity cliffs o acantilados de actividad.

Por ultimo, la actividad antihipertensiva del compuesto 5 se evalué in vivo a
una dosis de 25, 50 y 100 mg/kg, utilizando ratas espontaneamente hiperten-
sas (SHR 12 mostrando un efecto antihipertensivo significativo dependiente de
la dosis.

f) Actividad antidiabética de acidos fenilpropanoéicos

En 2018, Colin-Lozano y colaboradores disefiaron y sintetizaron 5 compues-
tos derivados del acido fenilpropanoico con diversos sustituyentes en la posi-
cion 4 del anillo aromatico (bifenilo, naftilo, bifenilcarbonitrilo, quinolinilo y N-
1,3-benzotiazol-2-il-propionamida).™ Para la obtencion de estos compuestos
se necesitd de un precursor comun: el acido p-cumarico, el cual se preparo al
hacer reaccionar 1 eq. de 4-hidroxibenzaldehido con 1.1 eq. de &cido malé-
nico y 0.1 eq. de b-alanina. Estos fueron suspendidos en un matraz de bola
con 5 mL de piridina y se llevo a cabo una reaccién de Doebner-Knoevenagel
con posterior descarboxilacién para generar el precursor acido p-cumarico
(Figura 13). El matraz fue agitado y calentado mediante un reactor abierto de
irradiacion por microondas (Discovery Microwave System apparatus, 2450
MHz, 300 W, CEM, Matthews, NC, USA) durante 10 minutos a 70 °C.

La actividad de los compuestos finales sobre 4 dianas terapéuticas involucra-
das en el desarrollo de la diabetes tipo Il fue determinada mediante ensayos
in vitro. En cuanto al agonismo del receptor de acidos grasos GPR40, el
compuesto acido 3-[4-(bifenil-3-ilmetoxi)fenillpropanoico fue el mas potente
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con una CEg, de 0.075 uM, posicionandose
como un lider experimental. Del mismo mo-
do, para la inhibicion de la enzima aldosa
reductasa, este compuesto obtuvo una Clg,
de 8.9 pPM. En cuanto a la expresion de
PPAR-g y GLUT-4, el compuesto acido 3-[4-
(1-naftilmetoxi)fenilJpropanoico (10) aumenté
significativamente la expresién sobre PPAR-
g (hasta 3 0 4 veces mas activo que pioglita-
zona, una agonista PPARg usado como
referencia ) y activo al transportador GLUT-4
de manera similar al farmaco de referencia
(Figura 14). La actividad antidiabética in vivo
mostré un efecto hipoglucemiante estadisti-
camente significativo al igual que la gliben-
clamida durante el tiempo que dur6 el
experimento. 14

/ Agonista lider GPR-40 (CEg, = 0.684 uM)
‘/\ @ mmmm) Activador PPAR-y / GLUT-4

H|t inhibidor de aldosa reductasa (Clgg= 7.4 uM)

Efecto antidiabético in vivo
@ 100 mg/kg P.O.
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