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Resumen 

La Tripanosomiasis Americana es una enfermedad parasitaria ocasionada por el 

protozoo Trypanosoma cruzi. El benznidazol y el nifurtimox son fármacos que se han 

utilizado para su tratamiento; sin embargo, tienen efectos colaterales en tratamientos 

a largo plazo. La NADH-fumarato reductasa es una potencial diana farmacológica, 

debido a que es esencial para la supervivencia del parásito y no se encuentra en 

humanos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue diseñar a través de métodos 

computacionales una familia de moléculas derivadas del imidazol, caracterizar su 

estructura electrónica, propiedades fisicoquímicas e interacciones intermoleculares 

con la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi, con el propósito de 

seleccionar a la molécula con menor toxicidad y con potencial efecto terapéutico como 

inhibidora enzimática. Los descriptores químico-cuánticos permitieron seleccionar a 

las moléculas con las mejores propiedades fisicoquímicas y la menor toxicidad. 

Mediante estudios de modelado por homología se obtuvo una estructura tridimensional 

de alta calidad de la NADH-fumarato reductasa. Se comprobó que las moléculas de 

agua no tienen influencia en la interacción entre el fumarato y la NADH-fumarato 

reductasa. Asimismo, se identificaron las principales interacciones por puentes de 

hidrógeno para el fumarato en NADH, Lys172 y Arg89; así como, las interacciones 

hidrofóbicas en Phe479, Thr174, Met63. Finalmente, se encontró que las moléculas 

S3-8, S2-8 y S1-8 podrían ser potenciales inhibidores de la NADH-fumarato reductasa. 
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Abstract 

American Trypanosomiasis is a parasitic disease caused by the protozoan 

Trypanosoma cruzi. Benznidazole and nifurtimox are drugs that have been used for its 

therapy; nevertheless, they have collateral effects in long-term treatments. NADH-

fumarate reductase is a potential pharmacological target since it is essential for the 

survival of parasites and is not found in humans. Therefore, the aim of this work was to 

design through computational methods a family of new molecules derived from 

imidazole, to characterize their electronic structure, physicochemical properties, and 

intermolecular interactions with the enzyme NADH-fumarate reductase of 

Trypanosoma cruzi, with the purpose of selecting the molecule with lower toxicity and 

potential therapeutic effect as an enzymatic inhibitor. The quantum-chemical 

descriptors allowed us to select the molecules with the best physicochemical properties 

and lowest toxicity. A high-quality three-dimensional structure of NADH-fumarate 

reductase was obtained by homology modeling studies. Water molecules do not have 

an influence in the interaction between fumarate and NADH-fumarate reductase. The 

main hydrogen bonding interactions for fumarate were identified in NADH, Lys172 and 

Arg89; while hydrophobic interactions in Phe479, Thr174, Met63. Finally, it was found 

that the molecules S3-8, S2-8 and S1-8 could be potential inhibitors of NADH-fumarate 

reductase. 
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INTRODUCCIÓN 

La Tripanosomiasis Americana es una de las enfermedades tropicales 

desatendidas más importantes del mundo [WHO, 2022]. Se estima que 

aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas están infectadas y menos del 1% 

recibe tratamiento [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; OPS, 2003], causando alrededor 

de 14 000 muertes anuales en las regiones endémicas [DNDI, 2022].  

Esta enfermedad se transmite principalmente por la picadura de triatominos, 

pero también puede transmitirse de forma congénita, por trasplantes, transfusiones de 

sangre, entre otros [WHO, 2022; Izquierdo, 2021]. Los únicos fármacos aprobados por 

la OMS para su tratamiento son el nifurtimox (NFX) y el benznidazol (BNZ), los cuales 

son efectivos si se administran al inicio de la infección; sin embargo, se ha reportado 

que en tratamientos largos su efectividad disminuye y su toxicidad aumenta, por lo cual 

su venta ha sido prohibida en la mayoría de los países [WHO, 2022; DNDI, 2022; Von 

Trompowsky, 2019; Ribeiro, 2020; Bern, 2015]. Dicha toxicidad se relaciona con la 

formación de radicales libres generados por la reducción del grupo nitro, la cual somete 

al parásito a un estrés oxidativo que provoca su muerte, pero al mismo tiempo, esta 

oxidación causa daños en las células humanas. No obstante, se ha reportado en la 

literatura que el efecto antichagásico del benznidazol no depende únicamente de la 

producción de radicales libres, ya que también actúa contra el parásito por otras rutas, 

por lo que su principal mecanismo de acción sigue siendo desconocido [Maya, 2007; 

Turrens, 1996; Merlino, 2014; Turrens, 2012]. Una de las rutas propuestas es la 

inhibición de la enzima NADH-fumarato reductasa [Turrens, 1996], debido a que dicha 
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enzima cataliza la reducción de fumarato a succinato, permitiendo así, que el succinato 

intervenga en la cadena de transporte de electrones y el parásito obtenga la energía 

necesaria para su supervivencia [Merlino, 2014; Turrens, 2012; Maya, 2007; Kim, 

2018]. 

Estudios previos de la estructura electrónica, a niveles ab initio y de teoría de 

funcionales de la densidad (DFT), permitieron establecer un modelo teórico y un grupo 

farmacóforo [Campos-Fernández, 2017 & 2019], que se utilizaron para diseñar una 

familia de nuevas moléculas antichagásicas derivadas de nitroimidazoles. En dicho 

estudio, tres moléculas fueron sintetizadas y analizadas experimentalmente para 

evaluar su actividad biológica y toxicidad in vitro [Campos-Fernández, 2017]. Los 

resultados mostraron que las estructuras propuestas por los cálculos teóricos (M3 e 

ISO3) inhibieron el crecimiento parasitario in vitro, en las cepas CL-Brener y CL-14 de 

Trypanosoma cruzi y no presentaron citotoxicidad en macrófagos, por lo que estos 

resultados fueron utilizados como referencia para futuros diseños. 

Dado que la Tripanosomiasis Americana es un importante problema de salud 

pública y ante la ausencia de fármacos para tratarla, es necesario encontrar nuevas 

estrategias terapéuticas basadas en dianas farmacológicas específicas, que 

conduzcan a un diseño racional de fármacos con mayor eficacia y menor toxicidad. 

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue diseñar a través de métodos 

computacionales una familia de moléculas derivadas del imidazol, caracterizar su 

estructura electrónica, propiedades fisicoquímicas e interacciones intermoleculares 

con la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi, para seleccionar a la 
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molécula con menor toxicidad y potencial efecto terapéutico como inhibidora 

enzimática. 

ANTECEDENTES 

Tripanosomiasis Americana 

La Tripanosomiasis Americana, también llamada enfermedad de Chagas, es 

una enfermedad parasitaria causada por el parásito hemoflagelado Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi). Este parásito es transmitido al humano y mamíferos principalmente por la 

picadura de triatominos infectados (conocidos como vinchucas o chinche besucona), 

los cuales se alimentan de sangre al picar zonas de la piel expuestas, como rostro y 

extremidades, para posteriormente, orinar o defecar cerca de la picadura. El ingreso 

de los parásitos al organismo inicia cuando la zona lesionada es frotada, arrastrando 

las heces u orina infectada al interior de la herida y, al mismo tiempo, a los ojos, boca 

o alguna lesión cutánea [WHO, 2022; DNDI, 2022]. Esta vía de transmisión es el motivo 

principal del aumento de la incidencia de la enfermedad de Chagas, debido a que 

existen cerca de 140 especies de triatominos en el mundo, de las cuales, 31 han sido 

identificadas en México, lo que lo coloca como el país con mayor número de vectores 

que la transmiten [UNAM, 2022; Centro Nacional de Programas Preventivos, 2019]. 

Por lo general, estos insectos pueden localizarse en grietas de paredes, orificios, 

tejados, corrales, tierra, debajo de piedras y adobe, de zonas rurales y suburbanas 

[WHO, 2022; DNDI, 2022]. 
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En la Figura 1 se puede observar a la especie Triatoma dimidiata, la cual, es 

una de las especies con mayor tasa de infección, que, de acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), ha transmitido el parásito Trypanosoma cruzi a más de 

300 mil personas, incluyendo niños y adultos [WHO, 2022].  

 

Figura 1. Fotografía de Triatoma dimidiata [WHO, 2022] 

La enfermedad de Chagas también puede transmitirse por transfusión 

sanguínea y trasplante de órganos de donantes infectados, por leche materna, por vía 

transplacentaria, por accidentes de laboratorio y por alimentos contaminados. La 

transmisión por alimentos es considerada una de las transmisiones más graves y con 

mayor mortalidad, debido a que pueden infectarse simultáneamente varias personas 

[WHO, 2022]. 

De acuerdo con la Clasificación Internacional de Enfermedades (CIE-10), la 

enfermedad de Chagas está ubicada en el capítulo B57, la cual corresponde a la 

categoría de enfermedades ocasionadas por protozoos [OPS, 2003], y a partir del año 

1993, el Banco Mundial la consideró como la enfermedad parasitaria más grave de 

América Latina [Vidal, 2000]. 
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Actualmente, la Organización Mundial de la Salud la ha clasificado dentro de la 

lista de las enfermedades tropicales desatendidas más importantes del mundo, con 

presencia en 21 países de América Latina, como: Belice, Bolivia, Chile, Colombia, 

Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, 

Nicaragua, Panamá, Paraguay, Perú, Suriname, Uruguay, Venezuela, Argentina, 

Brasil, y México [WHO, 2022; DNDI, 2022], donde, estos últimos, ocupan los tres 

primeros lugares en relación al número de infectados [WHO, 2015]. Sin embargo, 

debido a la migración, la enfermedad de Chagas también se ha encontrado en otros 

países y continentes, como: Estados Unidos de Norteamérica (con aproximadamente 

300,000 personas infectadas) [FDA, 2017], Canadá, Japón, Australia y diversos países 

europeos, con lo cual, se ha colocado como un importante problema de salud pública 

para el resto del mundo [WHO, 2022; DNDI, 2022; Von Trompowsky, 2019; Merlino, 

2014].  

Se estima que aproximadamente entre 6 y 7 millones de personas están 

infectadas, de las cuales, menos del 10% han sido diagnosticadas con la enfermedad, 

además, 7 de cada diez personas ignoran que podrían estar infectados y menos del 

1% recibe tratamiento [WHO, 2022; OPS, 2022; DNDI, 2022; OPS, 2003; WHO, 2015], 

causando alrededor de 14 000 muertes anuales en las regiones endémicas, por lo que 

ha sido clasificada como la infección parasitaria que provoca el mayor número de 

muertes en dichas zonas [DNDI, 2022]. Asimismo, según los datos reportados por la 

Organización Panamericana de la Salud, tiene una incidencia de 30 000 nuevos casos 

por año en el Continente Americano [PanAmerican Health Organization], lo cual 
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repercute en un importante impacto económico, que, en el año 2015, fue de casi 450 

millones de dólares tan solo en América Latina [Chuit, 2019].  

 En México, la enfermedad de Chagas afecta a más de un millón de personas 

[Rojo-Medina, 2018; UNAM, 2022 & 2019], y cada año se reportan aproximadamente 

entre quinientos y mil casos nuevos, destacando Veracruz como el estado con el 

primer lugar de incidencia a nivel nacional, lo cual incrementa de manera importante 

su perfil epidemiológico entre las enfermedades transmitidas por vector, como se 

muestra en la Figura 2 [Centro Nacional de Programas Preventivos, 2019; Secretaría 

de Salud, 2022].  

 

Figura 2. Perfil epidemiológico de la enfermedad de Chagas en 

México (2000-2017) [Centro Nacional de Programas Preventivos 

y Control de Enfermedades, 2019]. 

Es importante mencionar que una gran cantidad de personas infectadas con el 

parásito Trypanosoma cruzi no tienen síntomas manifiestos de la enfermedad, por lo 

que las cifras reportadas en los diferentes organismos de la salud no corresponden a 
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los casos reales. Lo anterior es debido a que la enfermedad está dividida en dos fases 

clínicas y un periodo de latencia de tiempo indeterminado [WHO, 2022; DNDI, 2022].  

La primera fase (fase aguda) inicia desde que el parásito ingresa al organismo 

y puede extenderse de dos a 8 semanas después [WHO, 2022; Rojo-Medina, 2018]. 

En el desarrollo de esta fase, los parásitos circulan por el torrente sanguíneo en 

cantidades detectables y los síntomas suelen manifestarse como: edema subcutáneo, 

signo de Romaña, eritema, fiebre, dolor de cabeza, dolores musculares, vómito, dolor 

abdominal, malestar general, diarrea, dificultad para respirar, erupciones cutáneas e 

inflamación en nódulos y ganglios linfáticos [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; Rojo-

Medina, 2018].  

El periodo de latencia inicia después de la fase aguda y puede durar años o 

décadas. En este periodo, las personas infectadas no presentan manifestaciones 

clínicas y el parásito no es detectable para su diagnóstico en pruebas serológicas, 

debido a que dichos parásitos se alojan principalmente en músculo cardiaco y músculo 

digestivo, sin embargo, los pacientes que desarrollan esta fase, aún pueden transmitir 

la enfermedad por trasplante, transfusión o de manera vectorial [DNDI, 2022; WHO, 

2015; Rojo-Medina, 2018]. 

Durante el periodo de latencia inicia la fase crónica, debido a que los parásitos 

alojados en los tejidos y músculos, ocasionan que del 30% al 40% de las personas 

infectadas sufran afectaciones cardiacas, como: insuficiencia cardiaca progresiva, 

arritmias, tromboembolia, aneurisma y muerte súbita en el 55 a 65 % de los pacientes, 

ocasionada por la destrucción del músculo cardíaco. Del mismo modo, hasta el 10% 

de las personas infectadas pueden sufrir afectaciones digestivas, como la inflamación 
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de esófago y colon [WHO, 2022 & 2015; DNDI, 2022; Rojo-Medina, 2018]. 

Recientemente, se ha reportado que las personas que padecen conjuntamente 

COVID-19 y enfermedad de Chagas, corren el riesgo de presentar síntomas graves de 

miocarditis, alteraciones cardíacas, accidentes cerebrovasculares y trombosis [WHO, 

2022]. 

El tratamiento para la enfermedad de Chagas consta de dosificaciones orales 

con benznidazol y nifurtimox. Estos medicamentos son las únicas alternativas 

terapéuticas autorizadas por la OMS desde hace más de medio siglo y son eficaces 

casi al 100% si son administrados en la fase aguda, debido a que tienen mayor efecto 

cuando el parásito se encuentra en el torrente sanguíneo, que cuando se encuentra 

en tejidos y músculos, sin embargo, hasta el 40% de los pacientes tratados han 

presentado reacciones adversas a estas quimioterapias [WHO, 2022; DNDI, 2022; 

Rojo-Medina, 2018].  

El nifurtimox es un nitrofurano que inicialmente fue fabricado con el nombre de 

Lampit por Bayer farmacéutica. Su mecanismo de acción está dado principalmente por 

la formación de radicales libres de oxígeno, producto de la reducción del grupo 

funcional nitro, los cuales inhiben la síntesis de ácidos nucleicos del parásito. Sin 

embargo, la producción de radicales libres también es tóxica para el ser humano, por 

lo tanto, el nifurtimox está contraindicado en personas embarazadas, con insuficiencia 

renal o hepática y con antecedentes de trastornos neurológicos o psiquiátricos [WHO, 

2022]. Debido a lo anterior, su venta fue prohibida en gran parte del mundo y sólo se 

recomienda su uso cuando el parásito muestra resistencia al tratamiento con 

benznidazol [WHO, 2022; Ribero, 2020; Rojo-Medina, 2018; Bern, 2018]. 
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El benznidazol es un nitroimidazol que es fabricado por el Laboratorio 

Farmacéutico del Estado de Pernambuco (de Brasil), por el Laboratorio Elea (de 

Argentina) y por Chemo Research, S. L. (de España) [Von Trompowsky, 2019; FDA, 

2017].  Su acción está dada por diferentes rutas, las cuales tienen efecto sobre la 

síntesis del ácido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) del parásito 

Trypanosoma cruzi. Debido a que está reportado que tiene un margen terapéutico 

estrecho, está contraindicado en personas embarazadas por posible daño fetal, 

también en personas con insuficiencia renal o hepática y con antecedentes de 

trastornos neurológicos o psiquiátricos [WHO, 2022; FDA, 2017]. Sin embargo, debido 

a los resultados de ensayos clínicos de seguridad y eficacia, la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) aprobó en el 2017 al 

benznidazol como el primer medicamento en Estados Unidos de América para tratar a 

pacientes pediátricos de entre 2 y 12 años de edad infectados con Trypanosoma cruzi, 

lo que permitió mejorar el acceso a tratamientos oportunos [FDA, 2017]. 

 

Imidazoles 

Los compuestos heterociclos son estructuras de gran importancia en diversas 

ramas de la medicina, ingeniería, agricultura, química industrial y química medicinal 

[Hossain, 2018]. Dichos compuestos están definidos químicamente, como moléculas 

cíclicas (aromáticas o no aromáticas) que poseen dentro de su anillo uno o más átomos 

diferentes al carbono, los cuales, pueden ser el oxígeno, nitrógeno y azufre [Paquette, 

1999; Morrison, 1998]. 
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Diversos estudios han reportado que los heterociclos con átomos de nitrógeno 

dentro de su anillo, presentan mayor probabilidad de poseer actividad biológica de 

manera favorable [Hossain, 2018], puesto que pueden aceptar o donar fácilmente 

electrones y formar diversas interacciones intermoleculares débiles. Algunos ejemplos 

de estas moléculas son: la penicilina (antibiótico), tiamina (vitamina B1), reserpina 

(tranquilizante) y la nicotina (alcaloide del tabaco), entre otros [Morrison, 1998], como 

se muestra en la Figura 3.    
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Figura 3. Estructuras de heterociclos nitrogenados con actividad biológica. 

El imidazol es un heterociclo aromático de cinco miembros, entre los cuales se 

encuentran dos átomos de nitrógeno (en posición 1, 3) y tres átomos de carbono (en 

posición 2, 4, 5), por lo que también es llamado 1,3-diaza-2,4-ciclopentadieno o 1,3-

diazol, como puede observarse en la Figura 4.  
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Figura 4. Estructura del imidazol 
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Es plano, altamente polar, soluble en agua y con propiedades de naturaleza 

anfótera, debido a que el nitrógeno N1 es considerado un sitio ácido, que posee una 

reactividad muy similar al pirrol, y el nitrógeno N3 es considerado un sitio básico, que 

posee una reactividad muy similar a la piridina, por lo que, cuando el imidazol actúa 

como ácido, posee un pKa de 14.5, y, por otro lado, cuando actúa como base posee 

un pKa de 7, aproximadamente. Estos nitrógenos son muy importantes, debido a que 

contribuyen con la existencia de dos tautómeros imidazoles, que son producto de la 

formación de enlaces covalentes que alterna el átomo de hidrógeno con ellos 

[Bhatnagar, 2011; Richaud 2011 & 2010; Paquette, 1999; Shalini, 2010]. 

Los imidazoles tienen diferentes propiedades terapéuticas, por lo que han sido 

diseñados múltiples derivados estructurales con gran importancia biológica. Algunos 

ejemplos son las moléculas con grupos funcionales de tipo bencimidazol, los cuales 

tienen actividad antiparasitaria y antiinflamatoria. Otros usos de algunos derivados del 

imidazol son: antineoplásicos, antifúngicos, inhibidores enzimáticos, antifiláricos, 

antivirales, antibacteriales, antiparasitarios, agentes antienvejecimiento, 

anticoagulantes, antivirales y anticancerígenos, entre otros [Bhatnagar, 2011; Shalini, 

2010]. 

 

Benznidazol 

El benznidazol (N-bencil-2-nitro-1H-imidazol-1-acetamida) es un imidazol que 

posee en su estructura al grupo funcional nitro como sustituyente unido al C2 del anillo 
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imidazol y un sustituyente bencil acetamida unido al N1 del anillo imidazol, como se 

puede observar en la Figura 5. 
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Figura 5. Estructura del benznidazol 

El benznidazol es el medicamento de primera línea en el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas, debido a que inhibe de manera efectiva la proliferación 

parasitaria de Trypanosoma cruzi, además de que tiene un mejor perfil de tolerancia, 

penetración en el tejido y eficacia que el nifurtimox; sin embargo, a pesar de que es 

considerado menos tóxico que el nifurtimox, hay evidencia de que también posee 

actividad genotóxica provocada por el grupo nitro y la posición de sus sustituyentes en 

el anillo imidazol, así como toxicidad embriofetal, efectos en el sistema nervioso, 

infertilidad masculina, reacciones cutáneas y manifestaciones hematológicas [Von 

Trompowsky, 2019; FDA, 2017].  

Además, su principal mecanismo de acción es controversial, puesto que, 

durante muchos años, se consideró que su actividad estaba dada por el estrés 

oxidativo que ejerce sobre el parásito. No obstante, hay evidencias que indican que su 

efecto tripanocida no depende únicamente de la producción de radicales libres del 
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oxígeno y anión nitro, debido a que sus concentraciones son mucho menores a las 

producidas por otras estructuras nitroaromáticas y a la concentración mínima requerida 

para matar al Trypanosoma cruzi [Turrens, 2012; Maya, 2007]. 

Algunos de los posibles mecanismos de acción son: la formación de enlaces 

covalentes de sus metabolitos reducidos con algunas macromoléculas más 

importantes para el parásito, la actividad tripanocida por la presencia de INF-γ, la 

inhibición de la síntesis de proteínas y la interrupción de la cadena de transporte de 

electrones por la inhibición de la enzima NADH-Fumarato reductasa [Ribeiro, 2020; 

Merlino, 2014; Turrens, 2012 & 1996; Maya, 2007]. 

Turrens y colaboradores [Turrens, 1996], analizaron la actividad tripanocida del 

benznidazol y otros nitroimidazoles (como el fexinidazol, misonidazol y megazol), así 

como de algunos benzimidazoles antihelmínticos (como el mebendazol, albendazol, 

cambendazol, fenbendazol, oxfendazol, parbendazol y el tiabendazol). Los resultados 

del estudio mostraron que la inhibición de la síntesis de proteínas no es el principal 

mecanismo de acción del benznidazol, debido a que su inhibición está dada como 

resultado secundario del metabolismo del parásito. Asimismo, se observó que todas 

las moléculas derivadas del imidazol disminuyeron la proliferación parasitaria de 

Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, e inhibieron la acción reductora de la 

enzima NADH-fumarato reductasa en ambos parásitos; sin embargo, dicha actividad 

disminuía cuando el anillo imidazol era sustituido por un anillo de tiazol. Este estudio 

permitió a los investigadores concluir que el anillo imidazol es la estructura responsable 

de la actividad tripanocida y se identificó por primera vez a la enzima NADH-fumarato 

reductasa como una diana farmacológica potencial y específica del benznidazol, ya 
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que no se encuentra en humanos ni en huéspedes mamíferos, por lo que su estudio 

es de gran interés. 

 

NADH-fumarato reductasa 

La NADH-fumarato reductasa (también llamada fumarato reductasa 

dependiente de NADH o FRD dependiente de NADH) es una enzima que puede 

encontrarse en bacterias y otros parásitos, por lo que su actividad catalítica depende 

del microorganismo y de las condiciones anaeróbicas en las que se encuentre 

expuesta.  

Debido a ello, se le ha dividido en dos tipos principales [Coustou, 2005]: 

• Las FRD que pertenecen a un complejo multimérico asociado con la 

cadena respiratoria y transfieren electrones de un quinol al fumarato. 

• Las FRD que transfieren electrones de una coenzima que actúa como 

cofactor cuando se une de forma no covalente al fumarato. 

  

En los tripanosomátidos la FRD se localiza en las mitocondrias de todos los 

estadios morfológicos de los parásitos Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. y 

Trypanosoma brucei, por lo que está considerada como una de las enzimas más 

importantes para llevar a cabo su metabolismo [Jardim-Messeder, 2017; Coustou, 

2005; Van Hellemond, 1994].  
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En el caso del Trypanosoma cruzi, está conformada por 1215 aminoácidos [El-

Sayed, 2005], donde la coenzima nicotinamida adenina dinocléotido (NADH) es el 

cofactor unido a la proteína FRD, formando la enzima NADH-fumarato reductasa, que, 

mediante su acción catalítica, reduce al fumarato para que los parásitos obtengan la 

energía que requieren para vivir [Turrens, 2012; Kim, 2019]. Lo anterior está dado en 

el contexto de una hipótesis que plantea que diversos microorganismos llevan a cabo 

una reversión parcial o completa del Ciclo de Krebs, también llamada como el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos inverso o ciclo TCA inverso, lo cual proporciona un 

mecanismo central para la síntesis de biomoléculas esenciales, que son producto de 

las reacciones entre el CO2 y el agua [Jardim-Messeder, 2017; Coustou, 2005; Van 

Hellemond, 1994; Zhang, 2006].  

Para los parásitos Trypanosoma cruzi, Leishmania sp. y Trypanosoma brucei, 

el ciclo de Krebs únicamente cambia el sentido de las reacciones del malato y fumarato 

[Villafraz, 2021]. La participación de la NADH-fumarato reductasa es fundamental en 

dichas reacciones, ya que, la coenzima NADH unida a la proteína fumarato reductasa, 

interacciona con el doble enlace del fumarato, proporcionándole un par de iones de 

hidrógeno (2H+) y al mismo tiempo, transportando dos electrones (2e-), lo que da como 

resultado la reducción del fumarato, y, por consiguiente, la formación de succinato 

[Merlino, 2014; Turrens, 2012; Maya, 2007; Kim, 2018; Coustou, 2005]. El succinato 

es uno de los metabolitos principales para la supervivencia de los tripanosomátidos, 

debido a que estos parásitos requieren de cantidades significativas de él para 

mantener el equilibrio redox y continuar con su cadena de transporte de electrones 

[Turrens, 2012; Coustou, 2005; Kim, 2019]. En la Figura 6 se muestran (en color verde) 
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las reacciones enzimáticas en dirección inversa al Ciclo de Krebs que son 

características de los Trypanosomas [Coustou, 2005; Villafraz, 2021]. 
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Figura 6. Reacciones enzimáticas de los Trypanosomas, en dirección inversa al Ciclo de 

Krebs [Coustou, 2005; Villafraz, 2021]. 

 



Doctorado en Biología Experimental   Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

17 
 

Química computacional y su relación en el diseño de fármacos 

 Para lograr el desarrollo de un nuevo medicamento, se llevan a cabo una serie 

de investigaciones que inician desde el descubrimiento de una molécula con cierta 

actividad farmacológica, y finalizan años después con su comercialización. Las etapas 

o fases de investigación son largas y costosas, siendo aproximadamente de 10 a 15 

años de ensayos en laboratorios y un costo promedio de 800 millones de dólares por 

cada medicamento nuevo que sale al mercado [Saldívar-González, 2017]. 

En las últimas décadas, la química computacional, la química médica, la 

bioinformática y el modelado molecular han alcanzado un nivel muy alto como 

herramientas predictivas de fenómenos relacionados a sistemas de interés biológico, 

debido a que permiten analizar las estructuras químicas a nivel atómico, la evolución 

de sistemas a través del tiempo, la toxicidad de ciertos grupos funcionales, así como 

la obtención de sus diferentes parámetros fisicoquímicos [Prieto-Martínez, 2018]. 

Debido a ello, los diseños computacionales pueden utilizar diferentes procedimientos 

para establecer un modelo que tenga como único propósito la construcción de una 

molécula (cabeza de serie o farmacóforo) que compita en potencia, efecto, 

farmacocinética o toxicidad con el fármaco de interés; o también, pueden utilizar otros 

procedimientos que tengan como propósito el estudio de macromoléculas que fungen 

como receptores o dianas farmacológicas (desde su construcción hasta sus 

interacciones intermoleculares e intramoleculares). 

Por lo tanto, en la actualidad, el desarrollo de medicamentos seguros, eficaces 

y específicos, conlleva un diseño más racional y dirigido, con el que se logra disminuir 
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las grandes cantidades de experimentos y se minimizan los costos de investigación. 

Esto ha sido posible gracias al trabajo multidisciplinario de diferentes grupos de 

investigación y a los avances tecnológicos, los cuales, han derivado en la obtención 

de moléculas con actividad terapéutica específica. 

JUSTIFICACIÓN 

De acuerdo con la OMS, la enfermedad de Chagas es una de las enfermedades 

tropicales olvidadas más importantes, debido a que afecta a aproximadamente de 6 a 

7 millones de personas, de las cuales, menos del 1% recibe tratamiento [WHO, 2022 

& 2015; DNDI, 2022; OPS, 2003].  

Inicialmente, la infección ocasionada por el parásito Trypanosoma cruzi se 

distribuía únicamente en las regiones endémicas, que, en su mayoría, pertenecen a 

América Latina, sin embargo, en los últimos años se ha reportado un incremento de 

casos en otros países y continentes, como Estados Unidos de Norteamérica, Canadá, 

Japón, Australia y diversos países europeos, colocando a la enfermedad de Chagas 

como un importante problema de salud pública para el resto del mundo [WHO, 2022; 

DNDI, 2022; Von Trompowsky, 2019; Merlino, 2014]. 

El tratamiento para la terapia de esta enfermedad, consta de dosificaciones 

orales de benznidazol y nifurtimox, sin embargo, hasta el 40% de los pacientes 

tratados con estos medicamentos han presentado reacciones adversas [WHO, 2022; 

DNDI, 2022; Rojo-Medina, 2018]. 

Debido a que la enfermedad de Chagas es considerada por la industria 

farmacéutica como una “enfermedad de pobres”, los recursos que se han invertido en 
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la investigación y búsqueda de alternativas para su tratamiento han sido escasos, por 

lo tanto, es prioritario encontrar nuevas estrategias terapéuticas basadas en dianas 

farmacológicas específicas, que conduzcan a un diseño racional de fármacos con 

mayor eficacia y menor toxicidad. 

HIPÓTESIS 

 La caracterización de la estructura electrónica y el estudio de las interacciones 

intermoleculares, permitirán el diseño de nuevas moléculas derivadas del imidazol con 

las mejores características fisicoquímicas, las cuales, inhibirán a la enzima NADH-

fumarato reductasa y presentarán baja toxicidad. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Diseñar a través de métodos computacionales una familia de moléculas derivadas del 

imidazol, caracterizar su estructura electrónica, propiedades fisicoquímicas e 

interacciones intermoleculares con la enzima NADH-fumarato reductasa de 

Trypanosoma cruzi, con el propósito de seleccionar a la molécula con menor toxicidad 

y con potencial efecto terapéutico como inhibidora enzimática. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Diseñar nuevos derivados del imidazol y nitroimidazol a partir de un modelo 

teórico establecido. 
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2. Analizar las propiedades farmacocinéticas y toxicológicas de los nuevos 

derivados del imidazol y nitroimidazol, mediante el uso de plataformas 

virtuales. 

3. Caracterizar la estructura electrónica de las moléculas diseñadas, 

empleando descriptores químico-cuánticos locales y globales, a nivel DFT-

M06-2X en fase acuosa. 

4. Determinar descriptores de estabilidad, cargas atómicas, funciones Fukui e 

isosuperficies de orbitales moleculares, para identificar los sitios de mayor 

reactividad. 

5. Modelar la enzima NADH-fumarato reductasa, a partir de la secuencia de 

aminoácidos que aparece en la base de datos y evaluar su homología 

estructural. 

6. Realizar un estudio de acoplamiento molecular de las moléculas diseñadas 

y fármacos de referencia, con la enzima NADH-fumarato reductasa. 

7. Seleccionar la molécula con los mejores parámetros fisicoquímicos, 

estructurales, farmacocinéticos, toxicológicos y de afinidad como inhibidora 

de la proteína NADH-fumarato reductasa.  

8. Iniciar la síntesis química de la molécula seleccionada. 
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METODOLOGÍA: SECCIÓN TEÓRICA 

Parámetros farmacocinéticos y predicción toxicológica 

Se realizó el diseño inicial de las nuevas familias de moléculas derivadas del 

imidazol y nitroimidazol, a partir de moléculas de referencia y moléculas reportadas en 

la literatura como activas contra la enfermedad de Chagas [Turrens, 1996; Campos-

Fernández, 2017 & 2019; Sánchez-Moreno, 2011; Romero, 2017; De Andrade, 2015; 

Papadopoulou, 2016]. Se establecieron como moléculas cabeza de serie a las 

moléculas que cumplieron con el modelo teórico propuesto en estudios previos 

[Campos-Fernández, 2017], y al benznidazol (BNZ) como se muestra en la Figura 7. 
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Figura 7. Estructuras cabeza de serie [Campos-Fernández, 2017 & 2019] 

Se analizaron los efectos mutagénicos, tumorigénicos, de irritabilidad y 

reproductivos utilizando la plataforma virtual de Osiris Molecular [Sander, T], y se 

realizó la predicción de sus propiedades farmacocinéticas empleando la plataforma 
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virtual Molinspiration [Molinspiration Cheminformatics free web services], de acuerdo 

con las reglas de Lipinski [Lipinski, 1997].   

A partir de los resultados obtenidos, se realizó una primera selección de 31 

derivados de imidazol y nitroimidazol, los cuales presentaron las mejores propiedades 

farmacocinéticas y baja toxicidad. 

 

Cálculos de la Estructura Electrónica 

A las 31 moléculas seleccionadas se les realizó la caracterización de la 

estructura electrónica, empleando descriptores químico-cuánticos locales y globales, 

a nivel DFT-M06-2X en fase acuosa. 

Los cálculos de la estructura electrónica se realizaron en la súper computadora 

“Miztli”, mediante el uso del paquete computacional Gaussian 09 [Frisch, 2013]. Las 

estructuras neutras se optimizaron empleando el funcional M06-2X [Zhao, 2008; 

Mardirossian, 2017], mientras que las estructuras protonadas (catiónicas) se 

optimizaron en niveles restringidos RM06-2X. Todas las estructuras fueron 

optimizadas con el conjunto base 6-311+G(d,p) [Hehre, 1986]. Las energías fueron 

corregidas al mismo nivel de teoría para incluir la energía vibracional al punto cero 

(ZPVE), mediante la determinación de las frecuencias vibracionales. Los cálculos 

puntuales fueron realizados a partir de las geometrías optimizadas, a nivel de teoría 

M06-2X, con el conjunto base 6-311++G(2df,2p). Todos los cálculos se llevaron a cabo 

en solución acuosa, utilizando el modelo universal SMD [Marenich, 2009].  
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Afinidad Protónica (AP) 

Para determinar el carácter básico del átomo N3 del anillo imidazol, fueron 

calculadas las energías de afinidad protónica mediante reacciones isodésmicas, 

debido a que dichas reacciones corrigen los errores energéticos del sistema. Los 

valores obtenidos son el resultado de la diferencia entre la energía de la molécula 

neutra y la energía de la molécula protonada, conservando el mismo número de 

enlaces en ambos lados de la reacción [Campos-Fernández, 2017 & 2019; Soriano-

Correa, 2010], como se muestra a continuación: 
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Además, los valores de afinidad protónica incluyen cálculos de frecuencia para la 

corrección de la energía vibracional del punto cero (ZPVE, por sus siglas en inglés), 

con lo cual, se obtuvieron resultados más confiables y fue posible garantizar que las 

energías se encuentran en su mínimo global y no local. 

 

Descriptores de reactividad global: dureza química (), potencial de ionización 

(I) e índice de electrofilia () 

Por otro lado, para determinar los valores de la reactividad global de las 

estructuras bajo estudio, se determinaron los descriptores químicos-cuánticos 
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globales: dureza química (), potencial de ionización (I) e índice de electrofilia () [Parr, 

1999; Pearson, 1992 & 1997; Chattaraj, 2011; Soriano-Correa, 2010]. 

El índice de electrofilia se define como la capacidad de una molécula para 

aceptar carga electrónica y fue calculado a través del potencial químico electrónico y 

la dureza química, a través de las siguientes ecuaciones: 

𝜇 = − = (
𝜕𝐸

𝜕𝑁
)

𝑣(𝑟)
                      (1) 

Parr y Pearson [Parr, 1983; Pearson, 1997] propusieron la dureza química (η) 

dentro de la teoría de los funcionales de la densidad (DFT), por medio de las siguientes 

ecuaciones: 

  =  (
𝜕2𝐸

𝜕𝑁2)
𝑣(𝑟)

                      (2) 

Usando la aproximación de diferencias finitas [Parr, 1989]: 

 𝜂 ≈  
𝐸𝑁−1−2𝐸𝑁+𝐸𝑁+1

2
 ≈ 𝐼 − 𝐴                        (3) 

y 

−𝜇 ≈
(𝐸𝑁−1 − 𝐸𝑁+1)

2
 ≈  

𝐼+𝐴

2
                     (4) 

Donde, son las energías de 𝐸𝑁, 𝐸𝑁−1 y 𝐸𝑁+1 son las energías del sistema 

electrónico N, (N-1) y (N+1), los cuales, son sustituidos por I y A, que corresponden al 

potencial de ionización adiabático y a la afinidad electrónica, respectivamente. De esta 
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forma, el índice de electrofilia es obtenido en términos de su potencial químico y dureza 

química, de acuerdo con la siguiente expresión [Chattaraj, 2011; Parr, 1999]: 

  =
µ2

2
                       (5) 

 

Índice de aromaticidad (Δ) 

Para identificar una posible relación entre la aromaticidad y carcinogenicidad de 

los derivados del imidazol y nitroimidazol seleccionados, se realizó el cálculo del índice 

de aromaticidad (Δ). El índice de aromaticidad es una medida que, de acuerdo con las 

reglas de Barone [Barone, 1996; Braga, 1999], predice de manera indirecta la 

carcinogenicidad de los compuestos bajo estudio, y es calculado mediante la diferencia 

energética entre los orbitales moleculares HOMO y HOMO-1.  

Una molécula con estructura similar a los pirenos es considerada fuertemente 

carcinogénica, si los valores obtenidos son mayores que 0.25β, donde β=2.4 eV, es 

decir, si Δ>0.60 eV. 

Por otro lado, una molécula con estructura diferente a los pirenos es 

considerada fuertemente carcinogénica, si los valores obtenidos son mayores que 

0.15β., es decir, si Δ>0.36 eV. 

 

Descriptor de estabilidad SESE 

 El descriptor que determina la energía de estabilización por el efecto del 

sustituyente (SESE), fue calculado a través del uso de reacciones homodésmicas 
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[Jezuita, 2021; Szatylowicz, 2018 & 2017], mediante la diferencia de las energías de 

los productos y reactivos, conservando el mismo número de electrones en ambos 

lados de la reacción, de acuerdo con la estructura de la molécula, como se muestra a 

continuación:  

𝑂2𝑁 − 𝑋 − 𝑅9     +      𝑋    →      𝑋 − 𝑅9     +      𝑂2𝑁 − 𝑋       (6) 

 

Usando la ecuación de la diferencia de las energías de los productos y reactivos: 

 

𝑆𝐸𝑆𝐸 = 𝛴𝐸𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠 − 𝛴𝐸𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠          (7) 

y 

𝑆𝐸𝑆𝐸 = 𝐸(𝑋 − 𝑅9) + 𝐸(𝑂2𝑁 − 𝑋) − 𝐸(𝑂2𝑁 − 𝑋 − 𝑅9) − 𝐸(𝑋)      (8) 

  

Donde, X es una fracción transmisora que comprende al anillo imidazol y a los 

sustituyentes R1 o R2, que forman enlaces con el C2 y C5, respectivamente; el R9 

corresponde al sustituyente que forma un enlace con el N1 del anillo imidazol, como 

se muestra en la Figura 8.  

Un valor del descriptor SESE<0 indica una mayor energía de estabilización 

causada por el sustituyente. [Jezuita, 2021; Szatylowicz, 2018 & 2017]. 
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Figura 8. Estructuras derivadas del nitroimidazol seleccionadas para los cálculos del descriptor SESE, 

donde X es la fracción transmisora. 

 

Cargas atómicas 

 Las cargas atómicas indican la forma en la que se distribuye o localiza la carga 

de una molécula, lo que permite obtener los valores de carga de un átomo específico 

en un sistema, o bien, el efecto que tiene un átomo sobre la carga de otro átomo al 
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unirse en un enlace; sin embargo, su determinación depende del método y base 

utilizados. En este estudio, los valores de las cargas fueron obtenidos a través del 

potencial electrostático (ESP) [Levine, 2001; Politzer, 1981], para analizar los sitios de 

naturaleza nucleofílica o electrofílica, así como, para elucidar la influencia de la carga 

de los sustituyentes al anillo imidazol. 

 

Función condensada de Fukui  

 La función condensada de Fukui es un descriptor local utilizado para 

cuantificar la población electrónica en una región atómica dentro de un sistema, lo que 

conlleva el análisis de la reactividad química de una molécula y su selectividad 

[Hirshfeld, 1977; Parr, 1984; Fukui, 1982; Yang, 1986]. Este descriptor, representa una 

variación del potencial químico, inducido por una perturbación externa, por lo tanto, la 

reactividad de un sitio específico es directamente proporcional a dicha variación. Los 

valores fueron determinados a través de un esquema poblacional de Hirshfeld y está 

definido de acuerdo con las siguientes ecuaciones [Hirshfeld, 1977]: 

 

𝑓(𝒓⃗⃗) =  [
𝛿𝜇

𝛿𝜐(𝒓⃗⃗)
]

𝑁
=  [

𝜕𝜌(𝒓⃗⃗)

𝜕𝑁
]

𝜐(𝒓⃗⃗)
                (9) 

 

 Se han propuesto tres tipos de funciones de Fukui, que están definidas 

dependiendo de la transferencia de electrones [Parr, 1984; Fukui, 1982]. Las funciones 

condensadas de Fukui fueron calculadas utilizando un enfoque de diferencias finitas 

propuesto por Yang y Mortier [Yang, 1986], de acuerdo con las siguientes expresiones: 
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𝑓𝑘
+ = 𝑞𝑘(𝑁 + 1) − 𝑞𝑘(𝑁)                    para ataques nucleofílicos, 

𝑓𝑘
− = 𝑞𝑘(𝑁) − 𝑞𝑘(𝑁 − 1)                     para ataques electrofílicos, 

𝑓𝑘
0 = [𝑞𝑘(𝑁 + 1) − 𝑞𝑘(𝑁 − 1)]/2            para ataques radicales, 

  

donde, 𝑞𝑘(𝑁 + 1), 𝑞𝑘(𝑁 − 1), 𝑞𝑘(𝑁), denotan la población electrónica del átomo 

𝑘, en una especie catiónica, aniónica y neutra, respectivamente. 

 

Isosuperficies de los Orbitales Moleculares Frontera HOMO y LUMO 

Las isosuperficies de los orbitales moleculares frontera representan la 

localización de la distribución electrónica de un sistema, por lo que fueron analizados 

para conocer la influencia del sustituyente sobre la naturaleza de regiones 

estructurales de los derivados del imidazol y nitroimidazol. Los orbitales moleculares 

de mayor energía ocupados (HOMO), ilustran la ubicación de la densidad de carga 

electrónica, lo cual sugiere sitios de interacción susceptibles a ataques electrofílicos. 

Por otro lado, los orbitales moleculares de menor energía desocupados (LUMO), 

ilustran la ubicación de la deficiencia de carga electrónica, lo cual sugiere sitios de 

interacción susceptibles a ataques nucleofílicos. 

 

Modelado por Homología 

 El modelado comparativo se basa en la construcción de un modelo enzimático 

tridimensional de alta calidad, a partir de la identificación de estructuras molde con los 

porcentajes más altos de similitud de secuencia. En este caso, no se dispone de la 
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estructura cristalizada de la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi, 

por lo que el modelado comparativo es de gran importancia para continuar con el 

estudio, y consta de los procedimientos que serán explicados en las siguientes 

secciones. 

 

Selección de moldes y alineamiento estructural 

 Para identificar estructuras homólogas a la enzima NADH-fumarato reductasa 

de Trypanosoma cruzi, se recuperó la secuencia de aminoácidos que están reportados 

en la base de datos del NCBI, con ID: XP_807320.1 [El-Sayed, 2005] y ID: 

PWV10286.1 [Berná, 2018]. A partir de la secuencia bajo estudio, se realizó una 

búsqueda en la base de datos de secuencias de proteínas en Protein Data Bank 

[Berman, 2000], con el propósito de identificar las estructuras homólogas, por medio 

de BLAST-P [Altschul, 1990]. Los resultados de dicha búsqueda, identificaron cuatro 

estructuras que mostraban una alta identidad de secuencia (PDB ID: 5GLG [Kim, 

2018], PDB ID: 1KSU [Pankhurst, 2002], PDB ID: 1QJD [Taylor, 1999], y PDB ID: 1QO8 

[Bamford, 1999]. Se realizó un alineamiento múltiple de secuencia de la enzima NADH-

fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi con cada uno de los moldes seleccionados, 

utilizando la plataforma virtual MultAlin [Corpet, 1988], manteniendo los parámetros 

que están seleccionados por defecto. Los alineamientos fueron inspeccionados y 

ajustados manualmente para reducir los gaps e inserciones, así como para asegurar 

que los sitios catalíticos estuvieran conservados. 
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Construcción del Modelo 

 Para generar los modelos correspondientes se utilizó el software MODELLER 

9.21 [Webb, 2016], tomando como referencia los alineamientos con sus respectivos 

moldes y las restricciones espaciales. Para realizar el modelado por homología, se 

utilizaron los cuatro moldes con mayor identidad de secuencia, lo cual permitió 

incorporar flexibilidad en la proteína, ya que cada molde se encuentra en una 

conformación activa diferente:  

• PDB ID: 1QJD, tiene cristalizado como ligando al malato, que es la forma 

oxidada del fumarato. 

• PDB ID: 1KSU, tiene cristalizado como ligando al fumarato, que es el ligando 

de interés. 

• PDB ID: 5GLG, tiene cristalizado como ligando al succinato, el cual es producto 

de la reducción del fumarato. 

• PDB ID: 1QO8, no tiene ningún ligando cristalizado, es decir, se encuentra en 

su forma inactiva.  

Se modelaron diez mil modelos para cada uno de los cuatro moldes y fueron 

seleccionados los mejores modelos, de acuerdo con la correlación de la puntuación 

estadística DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) calculada por MODELLER 9.21 

y los valores de desviación media cuadrática (RMSD) calculados con el software ProFit 

[McLachlan, 1982; Martin, (s. f.)]. Posteriormente, se evaluó su calidad estereoquímica 

utilizando PROCHECK [Laskowski, 1993] y se seleccionaron los mejores modelos, de 

acuerdo con los gráficos de Ramachandran. 
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Optimización del Modelo 

 Los modelos seleccionados fueron refinados utilizando el software ModRefiner 

[Xu, 2011], el cual realiza una búsqueda conformacional en las cadenas laterales y 

cadena principal de cada proteína mediante una minimización energética, con el 

propósito de generar una estructura con mejor calidad física. Del mismo modo, se 

verificó nuevamente la calidad estereoquímica de cada modelo a través de diagramas 

de Ramachandran, utilizando PROCHECK [Laskowski, 1993].  

 

Acoplamiento Molecular 

Preparación de los ligandos y del receptor 

Los ligandos, las coenzimas (NADH y FAD) y las moléculas de referencia, fueron 

tomadas de las geometrías optimizadas de los cálculos de la estructura electrónica. 

Para el estudio del acoplamiento molecular, se llevó a cabo el proceso de preparación 

de los ligandos, asignando cargas, estados de protonación y flexibilidad, utilizando 

OpenBabel [O’Boyle, 2011]. Para el proceso de preparación de los modelos 

enzimáticos 5299(1KSU), 2735(1QJD), 4560(5GLG) y 9109(1QO8), se asignaron 

estados de protonación e hidrógenos faltantes, utilizando PROPKA3 [Sondergaard, 

2011; Olsson, 2011], y se optimizaron las posiciones de los aminoácidos GLU, HIS y 

ASP, así como sus rotámeros, mediante el servidor Molprobity [Williams, 2018]. 
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Estudios de Acoplamiento 

 El acoplamiento molecular se realizó utilizando el software AutodockVina 1.1.2 

[Trott, 2010]. Se tomó como referencia la posición del FAD cristalizado en los moldes, 

con el propósito de ubicar la posición en la que NADH debe localizarse. Se realizaron 

los primeros cuatro acoplamientos para formar los complejos NADH-FRD, utilizando la 

coenzima NADH y los modelos de la enzima FRD que fueron generados en el 

modelado por homología: 5299 (del molde 1KSU), 2735 (del molde 1QJD), 4560 (del 

molde 5GLG) y 9109 (del molde 1QO8).  

 Para cada modelo, se estableció una búsqueda de espacio de acoplamiento 

conformacional. El espacio de búsqueda definido incluía todo el dominio catalítico, lo 

que garantizó que el análisis incluyera todos los posibles sitios de unión dentro de este 

dominio. 

Para el modelo 5299 (1KSU) se definió el espacio de búsqueda para cubrir una 

región de análisis tridimensional de 36Åx21Åx18Å, centrada en x: 14.083, y: -2.972, z: 

5.917. Para el modelo 2735 (1QJD) el espacio de búsqueda fue 

22.50Åx21.00Åx35.25Å, centrada en x:26.417, y:32.861, z:64.361. Para el modelo 

9109 (1QO8) el espacio de búsqueda fue 32Åx22Åx22Å, centrada en x:39.417, 

y:68.472, z:20.500. Para el modelo 4560(5GLG) el espacio de búsqueda fue 

24Åx26Åx28Å, centrada en x:8.417, y:28.472, z:0.667.  

Para realizar el acoplamiento molecular entre el complejo NADH-FRD y los 

ligandos, se seleccionó el modelo 5299 (modelado por homología a partir del molde 

1KSU), debido a que es el único modelo que conservó el sitio de interacción de FAD-

FRD de su respectivo molde. Para dichos acoplamientos, se utilizó una rejilla con 
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dimensiones de 20Åx22Åx22Å, centrada en x:6.500, y:5.111, z:10.556. Para analizar 

los archivos de entrada y salida, se utilizó MGLTOOLS 1.5.6 [Sanner, 1999; Morris, 

2009], y la selección de los mejores ligandos se realizó por medio de la energía de 

acoplamiento y localización dimensional. 

 

Validación del protocolo de acoplamiento (redocking) 

 Para verificar y garantizar que la ubicación del NADH es adecuada, se llevó a 

cabo la validación del protocolo de acoplamiento mediante Re-docking. El 

procedimiento comprende la comparación de la ubicación espacial del complejo FAD-

1KU cristalizado (que fue descargado en la base de datos PDB), con la ubicación de 

la coenzima FAD acoplada al molde 1KSU y con la ubicación de la coenzima FAD 

acoplada al modelo 5299. Del mismo modo, se realizó la comparación de la ubicación 

espacial de la coenzima NADH acoplada al molde 1KSU y la ubicación de la coenzima 

NADH acoplada al modelo 5299. Todas las comparaciones se realizaron por medio de 

los valores de RMSD. En todos los casos se utilizó el software AutodockVina 1.1.2 

[Trott, 2010] y una rejilla con dimensiones de 36Åx21Åx18Å, centrada en x: 14.083, y: 

-2.972, z: 5.917. 

 

Evaluación del papel de las moléculas de agua dentro del sitio de unión de 

NADH-fumarato reductasa 

Estudios recientes sobre el diseño racional de fármacos han reportado que el 

agua sirve de puente en diversas interacciones ligando-proteína [Morozenko, 2016; 

Mitusińka, 2020; Jukič, 2017; Defelipe, 2018; Sridhar, 2017]. En este sentido, se 
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postula que un ligando debe desplazar primero a las moléculas de agua de la zona 

que define su sitio de unión para interactuar con la proteína. Sin embargo, algunas 

moléculas de agua (también conocidas como no desplazables o conservadas) 

interactúan fuertemente y permanecen unidas a la proteína, afectando así el 

posicionamiento de los ligandos dentro del sitio de unión y, en consecuencia, influyen 

en la afinidad de unión del ligando [Morozenko, 2016; Mitusińka, 2020; Jukič, 2017; 

Defelipe, 2018; Sridhar, 2017]. Por lo tanto, antes de acoplar a los derivados del 

imidazol y nitroimidazol al modelo 5299, se analizó la posible presencia de moléculas 

de agua conservadas (no desplazables) dentro del sitio de unión, que podrían influir 

en el modo de unión y la afinidad de los ligandos.  

Para este análisis se utilizaron los softwares WaterDock [Ross, 2012] y 

WaterDock2 [Sridhar, 2017], debido a que el uso de ambos programas permite obtener 

una estimación más completa y precisa de la presencia de moléculas de agua, dentro 

del sitio de unión del ligando e identifican a las moléculas de agua desplazables y a 

las moléculas de agua conservadas. Además, se seleccionaron estos programas 

porque fueron diseñados y validados mediante el uso de datos cristalográficos 

experimentales, mostrando una tasa de éxito extremadamente alta:  88% de precisión 

para WaterDock y 91% para WaterDock2.0 [Mitusińka, 2020]. 

WaterDock predice la ubicación de las moléculas de agua conservadas sin la 

presencia explícita del ligando; este programa es relevante porque realiza la predicción 

independientemente de la naturaleza del ligando. En cambio, WaterDock2.0, predice 

la ubicación de las moléculas de agua conservadas con la presencia explícita del 
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ligando e incluye datos de solvatación de sus grupos funcionales [Mitusińka, 2020; 

Sridhar, 2017; Ross, 2012].  

 

METODOLOGÍA: SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Síntesis química 

Síntesis de 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo 

 En un matraz en agitación, fueron disueltos 4 mL de metilbromoacetato en 30 

mL de DMF y se añadieron 5.2 g de 2-metilimidazol y 11.2 g de carbonato de potasio. 

La mezcla se colocó en agitación a temperatura ambiente durante 48 horas y se 

sometió a extracciones de agua:acetato de etilo, conservando la fase orgánica. 

Después se eliminó el disolvente para obtener las fracciones por cromatografía en 

columna [Altana Pharma, 2006]. 

Síntesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo 

 En un matraz sellado en agitación, se colocaron (en medio inerte durante 10 

minutos) 0.1 g de 1,4-dicloroftalazina, 0.02585 g de cianuro de sodio y 1 mL de DMF 

anhidro. Posteriormente, se colocó en calentamiento a 120-130 °C durante 24 horas. 

Se dejó enfriar en agitación constante, se diluyó con cloruro de amonio saturado y se 

extrajo acetato de etilo. Una vez evaporado el disolvente, se lavó el producto con 

salmuera, para purificarlo por cromatografía, en un medio de elución acetato de 

etilo:hexano (2:8). [Babu, 2016; Cee, 2014]. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN: SECCIÓN TEÓRICA 

Parámetros farmacocinéticos y predicción toxicológica 

 Para realizar el diseño de los derivados del imidazol y nitroimidazol, se conservó 

como estructura fundamental el anillo imidazol, de acuerdo con el modelo teórico 

establecido [Campos-Fernández, 2017 & 2019]. Se le realizaron modificaciones 

estructurales en los sustituyentes R9, R1 y R2, tomando como referencia al 

benznidazol (BNZ), a las moléculas cabeza de serie, así como, a las moléculas que 

han sido reportadas como activas en la literatura [Turrens, 1996; Sánchez-Moreno, 

2011; Romero, 2017; De Andrade, 2015; Papadopoulou, 2016]. 

 En la Tablas 1 y 2, se muestran los resultados de las predicciones 

farmacocinéticas (de acuerdo con las reglas de Lipinski) y las predicciones de toxicidad 

(efectos mutagénicos, tumorigénicos, de irritabilidad y reproductivos) del BNZ, 

moléculas cabeza de serie, moléculas de referencia y moléculas diseñadas. Las 

predicciones de toxicidad se realizaron utilizando la plataforma virtual de Osiris 

Molecular [Sander, T], y la predicción de sus propiedades farmacocinéticas se realizó 

empleando la plataforma virtual Molinspiration [Molinspiration Cheminformatics free 

web services]. 

Como se puede observar en la Tabla 1, el BNZ y el metronidazol poseen un 

potencial riesgo reproductivo, lo cual coincide con lo reportado en la literatura [FDA, 

2017], donde se menciona que el BNZ y algunos nitroimidazoles podrían ocasionar 

toxicidad embriofetal e infertilidad masculina [Von Trompowsky, 2019; FDA, 2017], por 

lo que fueron señalados en fondo color rojo. Asimismo, los resultados de la predicción 
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farmacocinética muestran que las moléculas de referencia y las moléculas cabeza de 

serie, poseen buena biodisponibilidad, de acuerdo con lo descrito por Lipinski [Lipinski, 

1997]. 

 

Tabla 1. Parámetros farmacocinéticos y predicción de toxicidad para nitroimidazoles de referencia y 
moléculas cabeza de serie. 

Molécula M* T* R* I* Log P** 
Donadores de 

Puentes de 
Hidrógeno** 

Aceptores de 
Puentes de 
Hidrógeno** 

Masa 
Molecular** 

NITROIMIDAZOLES DE REFERENCIA 

BNZ 
----
- 

----
- 

Alta 
----
- 

0.78 1 7 260.25 

Metronidazol 
----
- 

----
- 

Alta 
----
- 

-0.47 1 6 171.16 

MOLÉCULAS CABEZA DE SERIE 

M3 ---- ---- ---- ---- 0.67 1 7 274.28 

M35m ---- ---- ---- ---- 1.00 1 7 274.28 

M2 ---- ---- ---- ---- 0.96 1 8 290.28 

M7D ---- ---- ---- ---- 1.37 0 7 278.29 

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproducción, I=Irritabilidad. * Valores obtenidos en 
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services]. 
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Tabla 2. Parámetros farmacocinéticos y predicción de toxicidad para derivados de imidazoles y 
nitroimidazoles. 

Molécula M* T* R* I* Log P** 

Donadores de 

puentes de 

Hidrógeno** 

Aceptores de 

puentes de 

Hidrógeno** 

Masa 

Molecular** 

SERIE 1 

S1-1 ---- --- --- --- 0.50 1 4 215.26 

S1-2 --- --- --- --- -1.23 1 6 205.22 

S1-3 --- --- --- --- -2.05 1 7 247.26 

S1-4 --- --- --- --- -1.58 2 8 248.25 

S1-5 --- --- --- --- -0.94 2 8 352.40 

S1-6 --- --- --- --- 0.27 1 6 255.28 

S1-7 --- --- --- --- 0.12 1 6 237.33 

S1-8 --- --- --- --- 0.14 3 7 282.31 

S1-9 --- --- --- --- -1.37 1 7 206.21 

S1-10 --- --- --- --- -1.76 1 7 206.21 

SERIE 2 

S2-1 --- --- --- --- 0.59 1 4 229.28 

S2-2 --- --- --- --- -1.14 1 6 219.25 

S2-3 --- --- --- --- -1.96 1 7 261.29 

S2-4 --- --- --- --- -2.04 2 8 247.61 

S2-5 --- --- --- --- -0.76 2 8 352.38 

S2-5B --- --- --- --- -0.63 2 8 380.45 

S2-6 --- --- --- --- 0.36 1 6 269.31 

S2-7 --- --- --- --- 0.21 1 6 281.32 

S2-8 --- --- --- --- 0.23 3 7 296.33 

S2-9 --- --- --- --- -1.28 1 7 220.24 

S2-10 --- --- --- --- -1.68 1 7 220.24 

SERIE 3 

S3-1 --- --- --- --- 0.72 1 4 229.28 

S3-2 --- --- --- --- -1.01 1 6 219.25 

S3-3 --- --- --- --- -1.83 1 7 261.29 

S3-4 --- --- --- --- -1.90 2 8 276.30 

S3-5 --- --- --- --- -0.50 2 8 380.45 

S3-6 --- --- --- --- 0.49 1 6 269.31 

S3-7 --- --- --- --- 0.34 1 6 281.32 

S3-8 --- --- --- --- 0.36 3 7 296.33 

S3-9 --- --- --- --- -1.15 1 7 220.24 

S3-10 --- --- --- --- -1.54 1 7 220.24 

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproducción, I=Irritabilidad. * Valores obtenidos en 
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services]. 
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Tabla 2 (Continuación). Parámetros farmacocinéticos y predicción de toxicidad para derivados de 
imidazoles y nitroimidazoles 

Molécula M* T* R* I* Log P** 

Donadores de 

puentes de 

Hidrógeno** 

Aceptores de 

puentes de 

Hidrógeno** 

Masa 

Molecular** 

SERIE 4 

S4-1 --- --- --- --- 0.88 1 5 245.28 

S4-2 --- --- --- --- -0.85 1 7 235.25 

S4-3 --- --- --- --- -1.67 1 8 277.28 

S4-4 --- --- --- --- -1.75 2 9 292.30 

S4-5 --- --- --- --- -0.18 2 10 412.45 

S4-5B --- --- --- --- -0.38 2 10 412.15 

S4-6 --- --- --- --- 0.65 1 7 285.31 

S4-7 --- --- --- --- 0.50 1 7 297.32 

S4-8 --- --- --- --- 0.52 3 8 312.33 

S4-9 --- --- --- --- -0.99 1 8 236.24 

S4-10 --- --- --- --- -1.39 1 8 236.24 

SERIE 5 

S5-1 --- --- --- --- 1.28 0 4 233.30 

S5-2 --- --- --- --- 1.20 0 4 219.27 

S5-3 --- --- --- --- 1.42 0 4 233.30 

S5-4 --- --- --- --- 1.57 0 5 249.29 

S5-5 --- --- --- --- 0.00 0 6 223.26 

S5-6 --- --- --- --- -0.39 0 6 223.26 

NITROIMIDAZOLES 

2NS1-6 --- --- --- --- 0.55 1 9 300.28 

2NS1-8 --- --- --- --- 0.42 3 10 327.30 

2NS3-6 --- --- --- --- 0.77 1 9 314.31 

2NS3-7 --- --- --- --- 0.62 1 9 326.32 

2NS3-8 --- --- --- --- 0.64 3 10 341.33 

2NS5-2 --- --- --- --- 1.48 0 7 264.27 

2NS5-3 --- --- --- --- 1.70 0 7 278.29 

5NS2-6 --- --- --- --- 0.44 1 9 314.31 

5NS2-7 --- --- --- --- 0.29 1 9 326.32 

5NS2-8 --- --- --- --- 0.31 3 10 341.33 

5NS4-6 --- --- --- --- 0.73 1 10 330.30 

5NS4-7 --- --- --- --- 0.58 1 10 342.31 

5NS4-8 --- --- --- --- 0.60 3 11 357.33 

5NS5-4 --- --- --- --- 1.66 0 8 294.29 

5NS5-5 --- --- --- --- 0.08 0 9 268.26 

M=Mutagenicidad; T=Tumorigenicidad, R=Efectos en la reproducción, I=Irritabilidad. * Valores obtenidos en 
[Sander, T]. ** Valores obtenidos en [Molinspiration Cheminformatics free web services]. 
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En la Tabla 2 se muestra que los derivados del imidazol y nitroimidazol 

diseñados no presentaron toxicidad, de acuerdo con los resultados de la predicción 

toxicológica. Por otro lado, conforme a los resultados de la predicción farmacocinética, 

las moléculas con valores negativos en el coeficiente de partición (Log P) y 10 

aceptores de puentes de hidrógeno, fueron señaladas en color rojo y descartadas para 

continuar el estudio, debido a que podrían presentar dificultades para que el fármaco 

se absorba correctamente, de acuerdo con las reglas descritas por Lipinski [Lipinski, 

1997]. 

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron 31 estructuras, que 

comprenden 4 series, como se pueden observar en las Figuras 9 y 10.  

• La primera serie corresponde a las moléculas derivadas del 2-

nitroimidazol, las cuales poseen diferentes sustituyentes R2 unidos al C5 

del anillo imidazol.  

• La segunda serie, corresponde a las moléculas derivadas del 5-

nitroimidazol con diferentes sustituyentes R1 unidos al C2 del anillo 

imidazol.  

• La tercera serie corresponde a las moléculas derivadas del imidazol no 

nitradas, con sustituyentes R1 unidos al C2 del anillo imidazol.  

• La cuarta serie, corresponde a las moléculas derivadas del imidazol no 

nitradas, con sustituyentes R2 unidos al C5 del anillo imidazol.  

Todas las series fueron organizadas en filas de acuerdo con su sustituyente R9, 

y en columnas, de acuerdo con su sustituyente R1 y R2, respectivamente.  
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Figura 9. Estructuras del BNZL, moléculas de referencia y moléculas derivadas del nitroimidazol 

seleccionadas, de acuerdo con los resultados de los parámetros farmacocinéticos y de la 

predicción de toxicidad. 
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Figura 10. Estructuras de moléculas derivadas del imidazol seleccionadas, de 

acuerdo con los resultados de los parámetros farmacocinéticos y de la predicción 

de toxicidad. 
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Cálculos de la estructura electrónica 

En las Figuras 11 y 12, se pueden observar las geometrías optimizadas de las 

moléculas derivadas del imidazol y nitroimidazol, las cuales fueron comparadas con 

los datos experimentales de rayos-X que se encuentran disponibles en la literatura 

[Soares-Sobrinho, 2008; Campos-Fernández, 2019].  
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Figura 11. Geometrías de derivados de 2-nitroimidazol y 5-nitroimidazol, optimizadas a 

nivel de teoría M06-2X/6–311+G(d,p) en fase acuosa.  
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Figura 12. Geometrías de derivados de imidazol no nitrados, optimizadas a nivel de teoría M06-2X/6–

311+G(d,p) en fase acuosa.  
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Con el propósito de analizar la reactividad química de las moléculas estudiadas, 

se determinó la afinidad protónica (AP), el descriptor de estabilidad SESE y los 

descriptores químico-cuánticos globales: dureza química (), potencial de ionización 

(I), índice de electrofilia () e índice de aromaticidad (). La Tabla 3 muestra los valores 

de dichos descriptores, los cuales serán analizados en su respectiva sección. 

Tabla 3. Descriptores químicos-cuánticos para moléculas de referencia y derivados del imidazol y 
nitroimidazol, a nivel de teoría M06-2X/6–311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 

 
Molécula 

AP 
(kcal/mol) 

η  
(eV) 

I 
(eV) 

 

(eV) 

SESE 
(kcal/mol) 

∆ 
(eV) 

M
o

lé
c
u
la

s
 

d
e
 

R
e
fe

re
n
c
ia

 BNZ* 15.37 10.18 6.83 0.15 -0.47 0.24 

M3** 8.21 10.09 6.88 0.17 10.23 0.18 

M35m 14.67 10.18 6.88 0.16 -0.70 0.08 

M2** 12.92 10.01 6.82 0.16 0.42 0.16 

M7D** 8.92 10.46 7.20 0.19 7.66 0.20 

Im
id

a
z
o
le

s
 

S1-1 -0.15 7.36 6.47 0.53 ----- 0.31 

S1-6 0.24 7.69 6.54 0.47 ----- 0.07 

S1-7 -0.04 8.60 6.46 0.27 ----- 0.41 

S1-8 0.05 8.39 6.45 0.30 ----- 0.21 

S2-1 -2.36 7.18 6.22 0.48 ----- 0.68 

S2-6 -2.40 7.39 6.24 0.44 ----- 0.15 

S2-7 -2.51 8.37 6.22 0.25 ----- 0.69 

S2-8 -2.29 8.16 6.22 0.28 ----- 0.08 

S3-1 -1.91 7.15 6.19 0.48 ----- 0.71 

S3-6 -0.58 7.39 6.21 0.43 ----- 0.21 

S3-7 -1.18 8.33 6.19 0.25 ----- 0.73 

S3-8 -1.30 8.12 6.19 0.28 ----- 0.10 

S4-1 1.80 6.96 6.02 0.46 ----- 1.01 

S4-6 2.34 7.19 6.04 0.42 ----- 0.39 

S4-7 1.79 8.16 6.02 0.23 ----- 0.92 

S4-8 1.80 7.95 6.02 0.26 ----- 0.30 

S5-1 -0.39 8.05 6.37 0.34 ----- 0.96 

S5-2 1.61 8.26 6.58 0.36 ----- 0.78 

S5-3 0.78 8.01 6.32 0.34 ----- 0.99 

S5-4 3.73 7.83 6.16 0.32 ----- 1.11 

S5-5 1.02 8.25 6.48 0.34 ----- 1.15 

N
it
ro

im
id

a
z
o
le

s
 

2NS5-2 16.86 10.78 7.38 0.18 -2.02 0.08 

2NS1-6 16.60 9.89 6.55 0.13 2.40 0.11 

2NS5-3 16.69 10.40 7.02 0.16 -2.03 0.32 

2NS3-6 16.11 9.85 6.54 0.13 0.88 0.11 

2NS3-7 14.94 10.51 7.22 0.18 -1.44 0.15 

5NS2-6 8.47 9.75 6.53 0.14 10.44 0.07 

5NS2-7 8.70 10.27 7.04 0.18 8.45 0.40 

5NS5-5 11.05 10.73 7.39 0.19 6.58 0.39 

5NS1-1 11.17 10.17 6.91 0.16 11.20 0.16 

5NS5-4 14.18 10.23 6.97 0.17 -0.27 0.25 

* Valores obtenidos de la referencia. [Campos-Fernández, 2019]. ** Valores obtenidos de la referencia [Campos-
Fernández, 2017]. eV= electrón Volts. 
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Afinidad Protónica (AP) 

La afinidad protónica (AP) es un descriptor local que determina la basicidad del 

átomo N3 del anillo imidazol mediante las reacciones isodésmicas, donde los valores 

obtenidos son el resultado de la diferencia entre la energía de la molécula neutra y la 

energía de la molécula protonada, conservando el mismo número de enlaces de 

ambos lados de la reacción, con lo que se eliminan los errores. 

En la Tabla 3 y Gráfica 1, se muestran los valores de afinidad protónica del 

átomo N3 de las moléculas de referencia, así como de sus derivados nitrados y no 

nitrados, con respecto a la influencia de sus respectivos sustituyentes R9. Valores 

energéticos altos implican una mayor basicidad. 

 

 

Gráfica 1. Afinidades protónicas para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoría M06-2X/6–

311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 
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Como se puede observar en la Gráfica 1, el BNZL y sus derivados 2-

nitroimidazol: 2NS5-2, 2NS5-3, 2NS1-6, 2NS3-6, 2NS3-7 y M35m, poseen los valores 

de afinidad protónica más altos, lo que indica que los átomos de N3 de dichas 

estructuras poseen mayor basicidad que sus análogos 5-nitroimidazol: 5NS5-4, M2, 

5NS1-1, M7D, 5NS2-6 y M3. Este comportamiento podría deberse a que los 2-

nitroimidazol tienen mayor proximidad del grupo nitro al átomo de N3, y como 

consecuencia, es mayor la influencia ejercida por los efectos inductivos y de 

resonancia.  

Cabe destacar que, en todos los casos, la presencia del grupo metilo en los 

sustituyentes R1 (para los 5-nitroimidazoles) y R2 (para los 2-nitroimidazoles), 

disminuye los valores de afinidad protónica. En contraste, la basicidad del átomo de 

N3 aumenta con la presencia del grupo metoxilo (metil éter) en los sustituyentes R1. 

Por otro lado, los derivados del imidazol no nitrados tienen los valores más bajos 

de afinidad protónica, lo que indica que la presencia del grupo nitro es crucial para 

preservar la basicidad del átomo de N3. Estos resultados concuerdan con estudios 

semejantes reportados previamente [Campos-Fernández, 2017]. 

 

Dureza química () 

La dureza química (η) es un descriptor de reactividad global, en el que los 

valores de energía más altos están relacionados con moléculas más estables, es decir, 

menos reactivas.  
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Gráfica 2. Valores de dureza química (η) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoría 

M06-2X/6–311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 

Los resultados de la Tabla 3 y Gráfica 2 muestran que el BNZ y las moléculas 

nitradas tienen valores mayores de dureza química en comparación con sus 

respectivos análogos no nitrados, lo que sugiere que son las moléculas más estables. 

Sin embargo, dicha estabilidad disminuye por la presencia del benzimidazol en el 

sustituyente R9, como se observa en las moléculas 2NS1-6, 2NS3-6 y 5NS2-6, en 

comparación con sus análogas, las moléculas cabeza de serie BNZ, M35m y M3.  

Por otro lado, se observa que los imidazoles no nitrados que poseen el grupo 

ftalazina en el sustituyente R9 (S1-7, S1-8, S2-7, S3-7, S4-7, S2-8, S3-8 y S4-8), tienen 

valores más altos de dureza química que sus análogos con sustituyente benzimidazol 

(S1-6, S2-6, S3-6) o grupos bencílicos (S1-1, S2-1, S3-1, S4-1). Estos resultados 

indican que la presencia del grupo ftalazina en el sustituyente R9 confiere mayor 

estabilidad a los derivados de imidazol no nitrados. 
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Potencial de ionización (I)  

El potencial de ionización (I) es un descriptor global que mantiene una relación 

directamente proporcional entre los valores energéticos obtenidos, con la estabilidad 

de las moléculas analizadas, debido a que representa la energía necesaria para que 

una molécula pueda liberar un electrón; es decir, si los valores son menores, la 

liberación del electrón se dará con mayor facilidad, por lo tanto, tendrá un mayor efecto 

oxidativo; si los valores son mayores, la liberación del electrón será menos factible, por 

lo tanto, el efecto oxidativo será menor. 

 

Gráfica 3. Valores de potencial de ionización (I) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de 

teoría M06-2X/6–311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 
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presencia del grupo nitro puede relacionarse con mayor estabilidad estructural. Tal es 

el caso de las moléculas cabeza de serie: BNZ, M3, M35m y M2, las cuales, tienen 

valores mayores de potencial de ionización que sus respectivos análogos imidazoles 

no nitrados: S1-1, S2-1, S3-1 y M2. Estos resultados coinciden con lo observado en la 

dureza química. 

Asimismo, se observa que las moléculas S5-2, S1-6, S1-1, S1-7 y S1-8, tienen 

valores de potencial de ionización más altos que sus análogos derivados de imidazol 

no nitrados, lo que sugiere que la presencia del sustituyente R1= H, aumenta la 

estabilidad estructural de dichas moléculas.  

  

Índice de electrofilia () 

El índice de electrofilia está definido como la capacidad de una molécula de 

aceptar carga electrónica, por lo que puede relacionarse con la reactividad global del 

sistema. 

En la Tabla 3 y Gráfica 4 se puede observar que el BNZ y los derivados del 

nitroimidazol tienen los valores más bajos de índice de electrofilia, lo que sugiere que 

las estructuras nitradas son menos susceptibles de aceptar carga electrónica que los 

derivados del imidazol no nitrados. Este comportamiento concuerda con los resultados 

de la dureza química y el potencial de ionización, lo cual comprueba que la presencia 

del grupo nitro modifica la estructura electrónica de las moléculas y por consecuencia, 

en sus propiedades de reactividad.  
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Del mismo modo, se puede observar que los imidazoles no nitrados con el grupo 

ftalazina en el sustituyente R9, poseen los valores de electrofilia más bajos de su 

respectiva serie, lo que indica que esta estructura confiere mayor estabilidad a dichas 

moléculas, lo cual coincide con los resultados de dureza química. 

 

Gráfica 4. Valores de índice de electrofilia (ω) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de 

teoría M06-2X/6–311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 
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probabilidad de formar enlaces covalentes con el DNA, lo cual podría causar 

mutaciones y daño genético [LoPachin, 2019].  

En este sentido, en la Tabla 3 y Gráfica 4 se puede observar que las moléculas 

no nitradas S1-1, S1-6, S2-1, S2-6, S3-1, S3-6 y S4-1 tienen los valores más altos de 

índice de electrofilia, por lo que podrían considerarse como las moléculas con mayor 

probabilidad de ocasionar mutaciones genéticas, mientras que, las estructuras 

nitradas, así como S1-8, S2-8, S3-8 y S4-8, poseen los valores más bajos, por lo que 

pueden considerarse como las estructuras menos mutagénicas de este estudio. 

 

Índice de aromaticidad (Δ) 

El índice de aromaticidad (Δ) es un descriptor global que predice indirectamente 

la carcinogenicidad de un compuesto, cuando tiene anillos aromáticos en su 

estructura. De acuerdo con los índices de Barone [Barone, 1996; Braga, 1999], una 

molécula con estructura diferente al pireno es considerada carcinogénica, si los valores 

obtenidos son mayores que 0.36 eV.  

En este sentido, en la Tabla 3 y Gráfica 5, se muestra que las moléculas S2-1, 

S3-1 y S4-1 tienen los valores más altos de Δ, por lo que estas moléculas son las más 

aromáticas del estudio y, por lo tanto, podrían considerarse como las más 

carcinogénicas. En cambio, se observa que las moléculas 5NS2-6, S1-6, 2NS5-2, S2-

8, S3-8, M35m, 2NS1-6 y 2NS3-6 poseen los valores más bajos, lo que indica que 

pueden considerarse como las estructuras con menor probabilidad de presentar 

carcinogenicidad.  



Doctorado en Biología Experimental   Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

55 
 

Las moléculas con valores por encima de 0.36 eV fueron descartadas para 

continuar los estudios de acoplamiento molecular. 

Gráfica 5. Valores de índice de aromaticidad (Δ) para derivados de imidazol y nitroimidazol, a nivel de 

teoría M06-2X/6–311++G(2df,2p) //6–311+G(d,p) en fase acuosa. 

 
Descriptor de estabilidad SESE 
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2NS5-3 y 2NS3-7-así como BNZ, M35m), son las moléculas energéticamente más 

estables, debido a que tienen valores negativos del descriptor SESE.  

Por otro lado, la estabilidad de los nitroimidazoles disminuye cuando el grupo 

nitro se encuentra en la posición 5, como se observa en las moléculas M7D, M3, 5NS2-

6 y 5NS1-1, lo que indica que las moléculas de 5-nitroimidazol son menos estables 

que los 2-nitroimidazoles. Estos resultados concuerdan con lo analizado en los 

descriptores de reactividad global: dureza química y el potencial de ionización. 

 

Cargas atómicas 

En la farmacología, es importante conocer la distribución de carga de las 

moléculas de interés, debido a que la identificación de los sitios reactivos puede 

otorgar información relevante para determinar las posibles interacciones intra e 

intermoleculares. 

La Tabla 4 muestra los valores de las cargas atómicas de los derivados del 

imidazol y nitroimidazol para los átomos: N1, C2, N3, C4, C5, así como, del 

sustituyente R9 y el grupo funcional NO2, con el propósito de identificar los sitios 

reactivos del sistema.  

Como se puede observar, las cargas negativas están localizadas en el átomo 

N3 y en el grupo NO2, mientras que las cargas positivas están localizadas en los 

átomos C2, C4 y en los sustituyentes R9, excepto en el caso de S3-6 y 5NS1-1. Del 

mismo modo, los resultados indican que, en todas las moléculas, los átomos N3 tienen 

valores más negativos que las cargas atómicas de los átomos N1, lo que concuerda 

con las propiedades anfóteras del imidazol reportadas en la literatura [Bhatnagar, 



Doctorado en Biología Experimental   Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

57 
 

2011; Richaud 2011 & 2010; Paquette, 1999; Shalini, 2010] y en estudios anteriores 

[Campos-Fernández, 2017].  

 

Tabla 4. Cargas atómicas para derivados del imidazol y nitroimidazol a nivel de teoría M06-2X/6-
311++G(2df,2p) // M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa. 

Molécula N1 C2 N3 C4 C5 O7 O8 R9 NO2 

BNZ* 0.314 0.201 -0.595 0.221 -0.347 -0.511 -0.528 0.072 -0.212 

M3** 0.257 0.444 -0.683 0.269 -0.357 -0.558 -0.564 0.050 -0.169 

M35m -0.228 0.432 -0.604 0.059 0.143 -0.489 -0.453 0.308 -0.309 

M2** 0.075 0.706 -0.649 0.207 -0.316 -0.569 -0.581 0.100 -0.191 

M7D** -0.021 0.545 -0.683 0.244 -0.243 -0.547 -0.556 0.167 -0.183 

S1-1 0.291 0.167 -0.685 0.220 -0.471 ----- ----- 0.028 ----- 

S1-6 0.300 0.147 -0.680 0.199 -0.419 ----- ----- 0.030 ----- 

S1-7 0.169 0.212 -0.694 0.215 -0.392 ----- ----- 0.098 ----- 

S1-8 0.172 0.211 -0.694 0.212 -0.388 ----- ----- 0.098 ----- 

S2-1 -0.039 0.525 -0.738 0.171 -0.395 ----- ----- 0.200 ----- 

S2-6 0.229 0.408 -0.727 0.152 -0.449 ----- ----- 0.047 ----- 

S2-7 0.128 0.455 -0.732 0.152 -0.409 ----- ----- 0.103 ----- 

S2-8 0.121 0.446 -0.732 0.152 -0.398 ----- ----- 0.105 ----- 

S3-1 -0.074 0.235 -0.689 0.060 0.060 ----- ----- 0.182 ----- 

S3-6 0.250 0.135 -0.678 0.073 -0.106 ----- ----- -0.002 ----- 

S3-7 0.093 0.192 -0.680 0.046 0.014 ----- ----- 0.087 ----- 

S3-8 0.082 0.189 -0.677 0.046 0.002 ----- ----- 0.101 ----- 

S4-1 0.027 0.682 -0.677 0.052 -0.378 ----- ----- 0.116 ----- 

S4-6 0.039 0.681 -0.679 0.052 -0.398 ----- ----- 0.120 ----- 

S4-7 -0.100 0.756 -0.690 0.051 -0.336 ----- ----- 0.184 ----- 

S4-8 -0.068 0.743 -0.695 0.075 -0.365 ----- ----- 0.172 ----- 

S5-1 0.129 0.454 -0.724 0.191 -0.402 ----- ----- 0.058 ----- 

S5-2 0.191 0.234 -0.685 0.235 -0.394 ----- ----- 0.041 ----- 

S5-3 0.104 0.240 -0.684 0.100 -0.042 ----- ----- 0.048 ----- 

S5-4 -0.026 0.728 -0.680 0.097 -0.372 ----- ----- 0.108 ----- 

S5-5 0.188 0.395 -0.723 0.249 -0.436 ----- ----- 0.006 ----- 

2NS5-2 0.280 0.242 -0.575 0.201 -0.273 -0.459 -0.419 0.062 -0.244 

2NS1-6 0.367 0.178 -0.585 0.222 -0.355 -0.486 -0.477 0.022 -0.194 

2NS5-3 0.026 0.339 -0.579 0.078 0.059 -0.467 -0.426 0.132 -0.279 

2NS3-6 0.226 0.177 -0.567 0.080 -0.002 -0.504 -0.483 0.059 -0.205 

2NS3-7 0.158 0.183 -0.560 0.062 0.030 -0.525 -0.531 0.122 -0.230 

5NS2-6 0.167 0.461 -0.681 0.236 -0.271 -0.487 -0.546 0.068 -0.186 

5NS2-7 0.098 0.469 -0.681 0.235 -0.197 -0.545 -0.488 0.111 -0.231 

5NS5-5 0.228 0.468 -0.671 0.252 -0.244 -0.509 -0.477 -0.027 -0200 

5NS1-1 0.378 0.228 -0.630 0.259 -0.328 -0.540 -0.509 -0.023 -0.148 

5NS5-4 -0.045 0.778 -0.683 0.209 -0.209 -0.524 -0.453 0.177 -0.236 

Las cargas atómicas de los átomos y grupos funcionales están dadas en unidades atómicas (u.a)                                       
* Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernández, 2019]. ** Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernández, 
2017]. 
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También, es posible observar que, las cargas atómicas de los átomos N1, N3, 

C5 y del sustituyente R9, se modifican debido a la presencia del grupo nitro y de sus 

sustituyentes R1= -CH3 y R2= -OCH3, como se muestra para las moléculas cabeza de 

serie BNZ, M3, M35m y M2, con respecto a sus respectivos análogos imidazoles no 

nitrados: S1-1, S2-1, S3-1 y S4-1.  

Es importante mencionar que, los átomos de N3 para los derivados del imidazol 

no nitrados, tienen valores más negativos que los derivados del nitroimidazol; estos 

resultados ilustran que el efecto electro-atractor del grupo NO2 es más fuerte que el 

efecto del sustituyente R9. Del mismo modo, en el caso de los nitroimidazoles, las 

cargas atómicas de los átomos C2 y C5 se ven afectadas por la presencia del grupo 

nitro en la posición dos, mientras que las cargas atómicas de los átomos C4 se ven 

afectadas principalmente por la presencia del grupo nitro en la posición cinco del anillo 

de imidazol, respectivamente. 

Cabe destacar que, en los derivados del 2-nitroimidazol, el sustituyente R2 tiene 

una importante influencia sobre las cargas del N1 y R9, ya que, cuando el sustituyente 

R2= H (como en el caso del BNZ), el átomo N1 posee un valor de carga positivo; en 

contraste, cuando R2= CH3 (como en el caso de la molécula M35m), el N1 tiene un 

valor de carga negativo. Estos resultados están relacionados con las características 

electrófilas del grupo nitro, las cuales no son equilibradas cuando el sustituyente R2 

es hidrógeno. 
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Función condensada de Fukui 

La función condensada de Fukui es un descriptor local obtenido mediante el 

análisis poblacional de las cargas atómicas de Hirshfeld [Hirshfeld, 1977], el cual, 

permite analizar los sitios de interacción en regiones específicas de una molécula y 

relacionar a los átomos que son potenciales sitios reactivos para ataques electrofílicos, 

nucleofílicos o radicales, respectivamente.  

La Tabla 5 muestra los valores de la función Fukui, para los átomos C2, N3, C4, 

C5, N6, O7 y O8, así como del sustituyente R9, de las moléculas de referencia, los 

derivados del imidazol y derivados del nitroimidazol.  

Como se puede observar, para los derivados del imidazol no nitrados, la función 

negativa (𝑓−) se encuentra principalmente en los átomos C2, N3, C4 y C5, y, para los 

derivados de nitroimidazol, así como para las moléculas S1-6 y S1-8, se localiza 

principalmente en el sustituyente R9, lo que indica que estos sitios pueden sufrir 

posibles ataques electrofílicos.  

Por otro lado, la función positiva (𝑓+)  para los derivados de nitroimidazol está 

localizada principalmente en los átomos N6, O7 y O8, y para los derivados del imidazol 

no nitrados, se localiza en el sustituyente R9, lo cual indica que estos sitios podrían 

sufrir ataques nucleofílicos.  

Los valores de la función radical (𝑓𝑜) para los derivados del imidazol no nitrados 

se localizan en los átomos C4 y C5, y, para los derivados de nitroimidazol, en los 

átomos O7 y O8, lo que sugiere posibles ataques radicales.  
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Tabla 5. Función condensada de Fukui para derivados del imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoría M06-2X/6-
311++G(2df,2p) / / M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa. 

Mol 
f  ־ f + f ° 

C2 N3 C4 C5 R9 N6 O7 O8 R9 C4 C5 O7 O8 

BNZ* ---- ---- ---- ---- 
0.145 
0.181 

0.164 0.245 0.212 ---- 0.027 0.034 0.123 0.106 

M3** ---- ---- ---- ---- 
0.148 
0.181 

0.159 0.229 0.192 ---- 0.051 0.013 0.115 0.097 

M35m 0.132 0.065 0.188 0.145 ---- 0.163 0.239 0.196 ---- 0.121 0.099 0.158 0.129 

M2** 0.078 0.087 0.115 0.141 ---- 0.156 0.223 0.191 ---- 0.113 0.085 0.159 0.129 

M7D 0.109 0.085 0.135 0.162 ---- 0.160 0.230 0.198 ---- 0.118 0.094 0.164 0.133 

S1-1 0.161 0.090 0.202 0.216 ---- ---- ---- ---- 
0.153 
0.152 

0.102 0.108 ---- ---- 

S1-6 ---- ---- ---- ---- 
0.123 
0.136 

---- ---- ---- 
0.129 
0.133 

---- ---- ---- ---- 

S1-8 ---- ---- ---- ---- 
0.142 
0.167 

---- ---- ---- 
0.109 
0.108 

---- ---- ---- ---- 

S2-1 0.123 0.087 0.197 0.208 ---- ---- ---- ---- 
0.141 
0.145 

0.099 0.105 ---- ---- 

S2-6 0.122 0.088 0.196 0.210 ---- ---- ---- ---- 
0.129 
0.133 

0.099 0.105 ---- ---- 

S2-8 0.123 0.088 0.197 0.210 ---- ---- ---- ---- 
0.109 
0.108 

0.099 0.105 ---- ---- 

S3-1 0.158 0.089 0.199 0.167 ---- ---- ---- ---- 
0.142 
0.145 

0.101 0.084 ---- ---- 

S3-6 0.160 0.089 0.199 0.168 ---- ---- ---- ---- 
0.123 
0.131 

0.100 0.084 ---- ---- 

S3-8 0.158 0.089 0.199 0.167 ---- ---- ---- ---- 
0.109 
0.108 

0.100 0.084 ---- ---- 

S4-1 0.094 0.091 0.183 0.197 ---- ---- ---- ---- 
0.147 
0.148 

0.092 0.099 ---- ---- 

S4-8 0.094 0.091 0.183 0.198 ---- ---- ---- ---- 
0.109 
0.108 

0.092 0.099 ---- ---- 

S5-1 0.116 0.087 0.194 0.202 ---- ---- ---- ---- 
0.144 
0.141 

0.100 0.102 ---- ---- 

2NS5-2 ---- ---- ---- ---- 
0.169 
0.124 

0.162 0.244 0.206 ---- 0.029 0.031 0.129 0.107 

2NS1-6 ---- ---- ---- ---- 
0.118 
0.133 

0.155 0.225 0.193 ---- 0.027 0.036 0.116 0.098 

2NS5-3 0.125 ---- 0.187 0.141 ----- 0.160 0.240 0.201 ---- 0.069 0.061 0.159 0.131 

2NS3-6 ---- ---- ---- ---- 
0.122 
0.129 

0.153 0.222 0.190 ---- 0.028 0.028 0.115 0.096 

2NS3-7 0.058 0.034 0.083 0.067 
0.078 
0.078 

0.156 0.226 0.191 ---- ---- ---- 0.127 0.110 

5NS2-6 ---- ---- ---- ---- 
0.131 
0.145 

0.159 0.227 0.184 ---- 0.051 0.012 0.115 0.092 

5NS1-1 ---- ---- ---- ---- 
0.143 
0.179 

0.156 0.221 0.197 ---- 0.049 0.011 0.114 0.101 

5NS5-4 0.070 0.083 0.107 0.134 0.099 0.154 0.225 0.196 ---- 0.106 0.077 0.161 0.132 

* Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernández, 2019]. ** Valores obtenidos de la Ref. [Campos-Fernández, 2017]. 
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De manera general, en la Tabla 5 se muestra que los principales sitios reactivos 

de los nitroimidazoles están localizados en el grupo nitro (para la función positiva (𝑓+)) 

y en el anillo aromático de su respectivo sustituyente R9 (para la función negativa (𝑓−)). 

Por otro lado, los principales sitios reactivos para los análogos del imidazol no nitrados, 

están localizados en el C4 y C5 del anillo imidazol (para la función negativa (𝑓−)), y en 

el anillo aromático de su respectivo sustituyente R9 (para la función positiva (𝑓+)).  

Por este motivo, en la Figura 13, fueron organizadas las estructuras de las 

moléculas cabeza de serie y sus respectivos análogos derivados del imidazol no 

nitrados, con el propósito de comparar la ubicación de los sitios reactivos más 

representativos y la influencia del grupo nitro en su reactividad estructural.  

Como se puede observar en la Figura 13 y Tabla 5, las regiones susceptibles 

de sufrir ataques nucleofílicos, electrófilos y radicales, cambian de posición debido a 

la presencia del grupo nitro. Un ejemplo de este comportamiento es el caso del BNZ y 

su análogo S1-1, la molécula M3 y su análogo S2-1, así como en los derivados del 

nitroimidazol y sus respectivos análogos no nitrados (excepto M35m, M2 y M7D), 

donde el sustituyente R9 es susceptible a ataques electrofílicos para los 

nitroimidazoles, y para los imidazoles no nitrados, es susceptible a ataques 

nucleofílicos. Estos resultados comprueban que el efecto inductivo del grupo nitro 

influye directamente en la reactividad de las moléculas estudiadas, como se mencionó 

en los descriptores globales de reactividad química y las cargas atómicas, lo cual, 

concuerda con la información reportada en estudios anteriores [Campos-Fernández, 

2019]. 
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Figura 13. Función condensada de Fukui para derivados del imidazol y nitroimidazol, a nivel de 

teoría M06-2X/6-311++G(2df,2p) // M06-2X/6-311+G(d,p) en fase acuosa. 
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Isosuperficies de los Orbitales Moleculares Frontera HOMO y LUMO 

 Las isosuperficies de los orbitales moleculares permiten identificar a los sitios 

de interacción más importantes susceptibles a ataques electrofílicos y nucleofílicos de 

una molécula, respectivamente.  

La Figura 14 muestra las isosuperficies de los orbitales moleculares frontera 

HOMO y LUMO de las moléculas cabeza de serie y sus respectivos análogos 

derivados del imidazol no nitrados. Las estructuras fueron organizadas con el propósito 

de comparar la ubicación de los sitios reactivos más representativos y la influencia del 

grupo nitro en su distribución electrónica. 

Para el BNZ y M3, se puede observar que los orbitales HOMO están localizados 

en el bencilo del sustituyente R9, mientras que, para M7D, M2 y M35m, se localizan 

principalmente en el anillo de imidazol, lo cual indica que estas regiones son 

susceptibles a sufrir ataques electrofílicos. Por otro lado, se puede observar que para 

BNZ, M3, M35m, M7D y M2, los orbitales LUMO están localizados en el anillo de 

imidazol y en el grupo nitro, lo que indica que estas regiones podrían sufrir ataques 

nucleofílicos.  

En el caso de las moléculas derivadas del imidazol no nitradas, los orbitales 

HOMO están localizadas en el anillo imidazol, mientras que los orbitales LUMO se 

localizan en el sustituyente R9.  

Cabe destacar que, si se compara al BNZ con su análogo S1-1 y a las moléculas 

cabeza de serie con sus respectivos análogos derivados del imidazol no nitrados, se 

puede observar nuevamente que la presencia del grupo nitro influye en la ubicación 

de los sitios reactivos de las moléculas, como se había mencionado anteriormente. En 
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este caso, las regiones susceptibles a los ataques nucleofílicos y electrofílicos, 

cambian de posición cuando el grupo nitro no está presente en la estructura. 

Además, en todas las moléculas, las isosuperficies de los orbitales moleculares 

HOMO y LUMO se localizan en las mismas zonas que las funciones de Fukui y cargas 

atómicas previamente analizadas, confirmando los sitios de interacción más 

importantes para cada estructura. 
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Figura 14. Isosuperficies de los orbitales moleculares frontera HOMO y LUMO, para los derivados del 

imidazol y nitroimidazol, a nivel de teoría M06-2X/6–311+G(d,p) en fase acuosa. 
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Modelado por Homología 

 Debido a que la estructura cristalina de la enzima NADH-fumarato reductasa de 

Trypanosoma cruzi no se encuentra disponible en la base de datos, se realizó un 

protocolo de modelado por homología para obtener su estructura tridimensional y 

utilizar dicho modelo en los estudios de acoplamiento molecular. 

Selección de moldes y alineamiento estructural 

Como primer paso, se realizó la búsqueda de estructuras de proteínas en el 

Protein Data Bank, mediante el uso de la plataforma BLAST-P [Altschul, 1990].  

A través de un análisis de calidad estructural, se seleccionaron los moldes que 

cumplían los criterios requeridos para llevar a cabo el modelado por homología. Los 

criterios a evaluar utilizados fueron: porcentaje de cobertura > 30%, porcentaje de 

identidad > 30%, e-value < 10-4, resolución < 3.5, score > 200, R-value < 0.2 y R-free 

> R-value. La Tabla 6 muestra las cuatro proteínas con mayor porcentaje de identidad 

de secuencia y cobertura identificadas. 

 

Tabla 6. Criterios de Calidad EstructuralŦ 

ID % Identidad E-value % Cobertura Score Coenzima Resolución R-free R-value Ligando 

5GLG* 37.33 5.00E-80 40.00 272.0 FAD 1.80 0.214 0.179 Succinato 

1KSU** 35.39 1.00E-67 39.00 239.0 FAD 2.00 0.239 0.167 Fumarato 

1QJD** 35.19 5.00E-67 39.00 238.0 FAD 1.80 0.267 ------ Malato 

1QO8** 34.79 5.00E-68 41.00 240.0 FAD 2.15 0.281 0.225 ------ 

ŦValores obtenidos por cristalografía de Rayos X 
* Microorganismo: Saccharomyces cerevisiae. ** Microorganismo: Shewanella frigidimarina 
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De acuerdo con el análisis de calidad estructural, las proteínas identificadas 

fueron: PDB ID: 5GLG [Kim, 2018], con 37.33% de porcentaje de identidad; PDB ID: 

1KSU [Pankhurst, 2002], con 35.39% de porcentaje de identidad; PDB ID: 1QJD 

[Taylor, 1999], con 35.19% de porcentaje de identidad; y PDB ID: 1QO8 [Bamford, 

1999], con 34.79% de porcentaje de identidad.  

Cabe destacar que todas las proteínas disponibles en la base de datos del 

Protein Data Bank mostraron un porcentaje de cobertura de ≤ 41%, además, sólo una 

de las proteínas identificadas tenía cristalizado al fumarato (que es el ligando de 

interés) y ninguna tenía cristalizada a la coenzima NADH. No obstante, dichas 

proteínas incluyen el segmento de aminoácidos del 315 a 950, el cual, corresponde al 

sitio catalítico del fumarato y al sitio de interacción para la formación del complejo 

coenzima-FRD, como está reportado en la literatura [Merlino, 2014; Kim, 2018; Kim, 

2019; Reid, 2000; Van Hellemond, 1994].  

Por lo tanto, las cuatro proteínas fueron seleccionadas como moldes para 

realizar la construcción de los modelos, con el propósito de observar el 

comportamiento de la proteína en sus diferentes etapas y simular cierta flexibilidad. 

La Figura 15 muestra el alineamiento múltiple, donde los residuos que integran 

el sitio catalítico de la proteína con el FAD están resaltados en verde, mientras que los 

residuos que forman el sitio catalítico de la proteína con el fumarato están resaltados 

en amarillo. 
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Figura 15. Alineamiento múltiple de secuencias para la proteína problema y moldes 

seleccionados. Los residuos que integran el sitio catalítico de FAD están resaltados en color 

verde, mientras que los residuos que integran el sitio catalítico de fumarato, están resaltados 

en amarillo. 
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Construcción del Modelo 

 Se construyeron 10 000 modelos, lo cuales fueron generados a partir de cada 

uno de los moldes propuestos y se seleccionaron los cuatro modelos con los mejores 

valores de RMSD y DOPE score, es decir, se seleccionó un modelo por cada molde; 

como se muestra en la Figura 16. 

 

 

Figura 16. Modelos generados para: a) 1QJD (morado), b) 1KSU (azul), c) 5GLG (rojo), d) 1QO8 

(verde). Los valores de la desviación cuadrática media (RMSD) se calcularon con ProFit [McLachlan, 

1982; Martin (s.f.)] y la puntuación estadística DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) se calculó 

con MODELLER 9.21 [Webb, 2016]. 

a) 2735 (1QJD) b) 5299 (1KSU) 

  

c) 4560 (5GLG) d) 9109 (1QO8) 
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Del molde 1QJD, se seleccionó el modelo 2735 con valores de RMSD=3.87 Å, 

DOPE=-56 774.23. Para el molde 1KSU, se seleccionó el modelo 5299 con valores de 

RMSD=3.87 Å, DOPE=-57 022.21. Para el molde 5GLG, se seleccionó el modelo 4560 

con valores de RMSD=2.01 Å, DOPE=-49 050.61. Para molde 1QO8, se seleccionó el 

modelo 9109 con valores de RMSD=8.34 Å, DOPE=-52 790.86. 

Dichos modelos fueron evaluados y comparados visualmente con sus 

respectivos moldes utilizando el software PyMOL [Pymol, Versión 2.0], como se 

muestra en la Figura 17. 
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Figura 17. Modelos seleccionados (magenta) comparados con sus respectivos moldes (azul): a) 1QJD 

vs el modelo 2735, b) 1KSU vs el modelo 5299, c) 5GLG vs el modelo 4560, d) 1QO8 vs el modelo 

9109. Los modelos se generaron con MODELLER 9.21 [Webb, 2016]. 

 En la Figura 17 se puede observar que las estructuras de los modelos 

enzimáticos son muy similares a las de sus respectivos moldes, especialmente en las 

regiones del sitio catalítico, por lo cual, se realizó la evaluación de la calidad 

a) 1QJD vs 2735 b) 1KSU vs 5299 

  

c) 5GLG vs 4560 d) 1QO8 vs 9109 
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estereoquímica de los modelos a través de los gráficos de Ramachandran, como se 

muestra en la Figura 18. 

 

Figura 18. Gráficos de Ramachandran para los modelos seleccionados: a) Modelo 2735 (1QJD),           

b) Modelo 5299 (1KSU), c) Modelo 4560 (5GLG), d) Modelo 9109 (1QO8). 

 Los resultados de los gráficos de Ramachandran mostraron que los 

aminoácidos de cada modelo seleccionado se encuentran en sitios permitidos 

a) 2735 (1QJD) b) 5299 (1KSU) 

  

c) 4560 (5GLG) d) 9109 (1QO8) 
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[Ramachandran, 1963]. En el caso del modelo 2735 (1QJD), se obtuvo un porcentaje 

total del 98,7%. Para el modelo 5299 (1KSU), se obtuvo un porcentaje total del 98,7%. 

Para el modelo 4560 (5GLG), se obtuvo un porcentaje total del 98,3%. Para el modelo 

9109 (1QO8), se obtuvo un porcentaje total del 98,5%. De acuerdo con los resultados 

mostrados en el estudio de modelado por homología, se confirmó que las estructuras 

modeladas tienen la calidad requerida [Ramachandran, 1963] para continuar con el 

estudio de acoplamiento molecular. 

 

Acoplamiento Molecular 

Formación del complejo Coenzima-FRD 

 Inicialmente se realizó el estudio de acoplamiento molecular para formar y 

seleccionar al complejo NADH-FRD más adecuado, comparando la ubicación espacial 

del FAD cristalizado, con la ubicación espacial del NADH acoplado al modelo 

respectivo, como se muestra en la Figura 19.  

Los complejos formados por acoplamiento son: NADH-5299, NADH-2735, 

NADH-4560 y NADH-9109; mientras que los complejos cristalizados con los que 

fueron comparados son: FAD-1KSU, FAD-1QJD, FAD-5GLG y FAD-1QO8, 

respectivamente. 
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Figura 19. a) Acoplamiento molecular de FAD-1QJD cristalizado (verde) superpuesto con el 

acoplamiento de NADH-2735 (azul), b) Acoplamiento molecular de FAD-1KSU cristalizado (verde) 

superpuesto con el acoplamiento de NADH-5299 (rojo), c) Acoplamiento molecular de FAD-5GLG 

cristalizado (verde) superpuesto con el acoplamiento de NADH-4560 (amarillo), y d) Acoplamiento 

molecular de FAD-1QO8 cristalizado (verde) superpuesto con el acoplamiento de NADH-9109 

(magenta). 

En la Figura 19, se puede observar que el complejo NADH-5299 es el único de 

los cuatro complejos formados que conservó el sitio de interacción del FAD con su 

respectivo molde (1KSU), con un valor de energía de unión de -7.1 kcal/mol. Debido a 

a) FAD (1QJD) vs NADH (2735) b) FAD (1KSU) vs NADH (5299) 

 

 

c) FAD (5GLG) vs NADH (4560) d) FAD (1QO8) vs NADH (9109) 
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ello, este complejo fue seleccionado para continuar con los estudios, por lo que, se 

realizó la validación del protocolo de acoplamiento (Re-Docking). 

 

Validación del protocolo de acoplamiento (Re-docking) 

 La validación del protocolo de acoplamiento fue realizada mediante la 

comparación de la ubicación espacial del complejo FAD-1KSU cristalizado, con el FAD 

acoplado al molde 1KSU. También se comparó la ubicación del complejo FAD-1KSU 

cristalizado, con el FAD acoplado al modelo 5299. Dicha comparación se llevó a cabo 

por medio de los valores RMSD obtenidos. 

Del mismo modo, se compararon las ubicaciones espaciales de la coenzima 

NADH acoplada al molde 1KSU y de la coenzima NADH acoplada al modelo 5299, 

como se muestra en la Figura 20. 
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Figura 20. Localización espacial del FAD cristalizado (verde) superpuesto con los acoplamientos de: 

FAD-5299 (azul), FAD-1KSU (magenta), NADH-1KSU (amarillo) y NADH-5299 (rojo). 

 La Figura 20 muestra que los sitios de unión que presenta el acoplamiento FAD-

1KSU frente al complejo FAD-1KSU cristalizado, tienen una diferencia mínima en su 

localización espacial, con RMSD=0.136 Å. También, se puede observar que la 

localización del FAD acoplado al 5299 coincide con la posición del FAD cristalizado en 
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1KSU, con una diferencia de RMSD=1.144 Å. Por otro lado, las posiciones de 

acoplamiento entre el complejo NADH-5299 y NADH-1KSU son muy similares, con 

una diferencia de RMSD=1.719 Å. Es importante destacar que, las localizaciones 

espaciales de todos los complejos generados en la validación del acoplamiento, 

coinciden con la posición del FAD cristalizado al molde 1KSU, por lo tanto, estos 

resultados confirman que el complejo seleccionado posee el sitio de interacción de 

interés. 

Para realizar un análisis adecuado entre las interacciones del complejo FAD-

1KSU y las interacciones del complejo NADH-5299, se compararon los puentes de 

hidrógeno y las interacciones hidrofóbicas, las cuales fueron obtenidas con el software 

LigPlotPlus [Wallace, 1996] y PyMOL [PyMol, Versión 2.0] como se muestra en la 

Figura 21. 
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Figura 21. a) Interacciones del complejo FAD-1KSU; b) Interacciones del complejo NADH-5299. 

Las líneas de puntos verdes ilustran las interacciones por puente de hidrógeno, y las líneas de 

puntos rojas muestran las interacciones hidrofóbicas. 

a) FAD-1KSU complex b) NADH-5299 complex 
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La Figura 21 muestra que las interacciones intermoleculares correspondientes 

a los puentes de hidrógeno del complejo FAD-1KSU fueron localizadas en los residuos 

de 1KSU: Gly278 (con el átomo de N5 de la 6-aminopurina y el átomo de N del sustituto 

amino de la 6-aminopurina del FAD), Asp344 (con el átomo de N de la 6-aminopurina 

del FAD), Glu534 (con el átomo de O del fosfato del nucleótido flavina del FAD), Gly136 

(con el átomo de O del fosfato del nucleótido flavina del FAD), Ala137 (con el átomo 

de O del fosfato del nucleótido flavina del FAD), Glu156 (con el átomo de O de la 

hidroxil ribosa del nucleótido adenina del FAD), Ala549 (con el átomo de O del grupo 

flavina del FAD), Ile550 (con el átomo de O del grupo flavina del FAD), Gly171 (con el 

átomo de O y el átomo de N del grupo flavina del FAD), Gly170 (con el átomo de O del 

grupo flavina del FAD), Ala169 (con el átomo de O y átomo de N del grupo flavina del 

FAD), Ala165 (con el átomo de O del fosfato del nucleótido adenina del FAD), Asn164 

(con el átomo de O del fosfato del nucleótido adenina del FAD), y Gln338 (con el átomo 

de O del hidroxilo de la ribosa del FAD). Del mismo modo, sus interacciones 

hidrofóbicas fueron localizadas en los residuos: Val132, Arg277, Gly133, Thr313, 

Gly314, Gly163, Gly533, Ala312, Ile553, Gly135, Tyr505, Asn548, Arg544, Gly547, 

Val253, Ala168, Leu167, His504, Asn337, Met375, Thr336, Glu156, Lys157, Glu158, 

Thr276. 

Además, las interacciones intermoleculares que corresponden a los puentes de 

hidrógeno del complejo NADH-5299, fueron localizadas en los residuos: Asn405 (con 

el átomo de N de la nicotinamida del NADH), His552 (con el átomo de O de la ribosa 

del nucleótido de nicotinamida del NADH), Cys609 (con el átomo de O de la ribosa de 

hidroxilo del nucleótido de adenina del NADH), Cys139 (con el átomo de N de la 6-
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aminopurina del NADH), Ala337 (con el átomo de N8 de la 6-aminopurina del NADH), 

Ala142 (con el átomo de O del fosfato del nucleótido nicotinamida de la NADH), Leu141 

(con el átomo de O del fosfato del nucleótido nicotinamida de la NADH), Thr364 (con 

el átomo de O de la ribosa del hidroxilo del nucleótido nicotinamida de la NADH), 

mientras que sus interacciones hidrofóbicas fueron localizadas en los residuos: 

Arg600, Ala173, Pro412, Ser605, Pro261, Leu606, Ala142, Thr260, Gly140, Thr338, 

Trp368, Gly138, Gly339, Gly168, Gly167, Ser170, Glu590, Asn365, Ser170, Glu590.  

 

Validación del protocolo de acoplamiento de moléculas de agua dentro del 

sitio de unión de NADH-fumarato reductasa 

El protocolo de acoplamiento de agua se validó evaluando si los programas 

podían reproducir la presencia o ausencia de moléculas de agua conservadas en la 

estructura cristalina del complejo de alta resolución 1KSU [Pankhurst, 2002] (que es 

homóloga a la enzima NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi). Aunque esta 

proteína está unida a su coenzima (FAD) y al fumarato, los datos cristalográficos no 

muestran evidencia de la presencia de moléculas de agua conservadas en las 

proximidades del sitio de unión del ligando, como se muestra en la Figura 22.  
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Figura 22. La estructura cristalina de 1KSU no revela la presencia de moléculas de agua conservadas 

dentro del sitio de unión del fumarato. 

La Figura 23A muestra que, al acoplar el agua al complejo FAD-1KSU (en 

ausencia de fumarato), seis moléculas de agua fueron conservadas en los alrededores 

del sitio de unión al ligando; sin embargo, sólo dos moléculas de agua forman puentes 

de hidrógeno con el FAD y, dichos puentes de hidrógeno, muestran distancias 

grandes, de acuerdo con lo reportado en la literatura [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998], 

con longitudes que van desde 2.88 Å y hasta 3.06 Å, lo que sugiere que las 

interacciones pueden ser considerablemente débiles [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998], y 

su influencia en la estabilización del complejo FAD-1KSU es muy baja. 
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Figura 23. Acoplamiento de moléculas de agua a los complejos: A) FAD-1KSU y B) FAD-1KSU-

fumarato, donde las moléculas de agua están representadas en esferas rojas. 

 En la Figura 23B se puede observar que, en presencia explícita de fumarato, no 

se conservó ninguna molécula de agua dentro del sitio de unión al ligando. Esto puede 

confirmar que las interacciones producidas por las moléculas de agua en el complejo 

FAD-1KSU son realmente débiles, y fueron completamente desplazadas por la 

presencia del fumarato. Este hallazgo indica que la interacción del fumarato con el 
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complejo FAD-1KSU tiene mayor afinidad que las moléculas de agua cercanas al sitio 

de unión, por lo que el fumarato puede estabilizarse con dicho complejo a través de 

los puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas que fueron observadas.  

Estos resultados coinciden con la ausencia de moléculas de agua conservadas 

en la estructura cristalográfica original de 1KSU [Pankhurst, 2002], por lo que nuestro 

protocolo es adecuado para predecir moléculas de agua conservadas en los complejos 

ligando-proteína similares, como se analizará en la siguiente sección, donde se 

acoplaron moléculas de agua a los complejos NADH-5299 y NAD-5299-fumarato. 

 

Acoplamiento de moléculas de agua en el sitio de unión del complejo NADH-

5299-fumarato 

 En esta sección se utilizó el protocolo validado para estudiar la posible 

presencia de moléculas de agua conservadas en el sitio de unión del fumarato con la 

enzima NADH-fumarato reductasa de T. cruzi. Para llevar a cabo este estudio, se 

empleó el modelo validado 5299. 

En la Figura 24A se puede observar el acoplamiento de las moléculas de agua 

al complejo NADH-5299, es decir, sin la presencia explícita de fumarato. En dicho 

acoplamiento identificaron seis moléculas de agua conservadas en el sitio de unión, 

las cuales, interaccionan con la coenzima formando cuatro puentes de hidrógeno.  
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Figura 24. Acoplamiento de moléculas de agua a los complejos: A) NADH-5299 y B) NADH-5299-

fumarato, donde las moléculas de agua están representadas en esferas rojas. 

Por otro lado, en la Figura 24B se puede observar que, en presencia explícita 

del fumarato, cuatro moléculas de agua se encuentran conservadas y forman cuatro 

puentes de hidrógeno con el fumarato. Sin embargo, las distancias de interacción entre 

el fumarato y las moléculas de agua, tienen longitudes de enlace de 3.00 Å, 3.00 Å, 
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2.86 Å y 2.91 Å, lo que da lugar a interacciones débiles, de acuerdo con lo reportado 

en la literatura [Frenking, 2014; Jeffrey, 1998]. 

Estos resultados coinciden con los datos cristalográficos experimentales 

reportados en la estructura 1KSU [Pankhurst, 2002], donde no hay evidencia de que 

moléculas de agua influyan en la afinidad del fumarato con el complejo coenzima-

proteína, por lo tanto, se realizaron los estudios de acoplamiento de los ligandos al 

complejo NADH-5299 sin incorporar moléculas de agua explícitas. 

 

Estudio de acoplamiento Complejo-Ligando 

Una vez obtenido y validado el complejo NADH-FRD (NADH-5299), se realizó 

el acoplamiento molecular del complejo con el fumarato, los ligandos seleccionados y 

las moléculas de referencia que conservan el sitio catalítico del fumarato. Además, 

para corroborar que las interacciones se encuentran en la parte interna de la proteína 

y no en la superficie, se realizó un análisis visual de la localización espacial del 

acoplamiento de los ligandos diseñados, como se muestra en la Figura 25. 
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Figura 25. Acoplamiento molecular del complejo NADH-5299 con el fumarato, los ligandos 

seleccionados y las moléculas de referencia que conservan el sitio catalítico del fumarato. 

Las estructuras mostradas en la Figura 25 corresponden a las moléculas S1-1, 

S1-6, S1-8, S2-8, S3-6, S3-8, S4-8, 5NS1-1 y 2NS1-6, las cuales, se encuentran en la 

región internalizada de la proteína y conservan el sitio catalítico del fumarato con el 

complejo NADH-5299. Por el contrario, las estructuras BNZ, M3, M35m, M2, M7D, S2-

6, S4-6, 5NS2-6, 2NS3-6, 2NS3-7, 2NS5-2, 2NS5-3 y 5NS5-4, están localizadas en la 

región superficial de la proteína, lo que dificulta su interacción con el sitio catalítico del 

fumarato. Las energías de unión e interacciones intermoleculares entre el complejo 

NADH-5299 y los ligandos seleccionados, las moléculas de referencia y el fumarato, 

se muestran en la Tabla 7. 
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Tabla 7. Interacciones del complejo NADH-5299 con ligandos seleccionados. 
Ligandos Energía de 

Enlace 

(kcal/mol) 

Interacciones Hidrofóbicas Puentes de 

Hidrógeno 

FUM -4.7 Asp258, Phe479, Thr174, Met63 NAD, Lys172, Tyr480, 

Arg89 

BNZ -6.2 Ala62, Arg89, Ile57, Thr483, Met63, Thr174, Tyr480, Tyr64, Phe479, NAD Lys172 

M3 -6.4 Ala62, Leu85, Ile57, Arg89, Asp258, Lys172, Thr174, Phe479, Lys58, 

Met63, Tyr64, Ser61, NAD 

 

M35m -6.0 Ile57, Ala62, Leu85, Phe479, Met63, Tyr64, Asp258, Thr174, Arg89, 

Lys172, NAD 

 

M2 -6.7 Arg89, Lys172, Asp258, Thr174, Phe479, Met63, Tyr64, Ala62, Lys58, 

Ser61, Ile57, Leu85 

 

M7D -5.7 Ser56, Lys58, Met63, Leu85, Ala62, Ser61, Thr483, Phe479 Asn482 

S1-1 -6.0 Tyr64, Ile57, Thr483, Leu85, Phe479, Met63, Thr174, NAD Arg89, Lys172 

S1-6 -6.0 Tyr480, Thr174, Phe479, Met63, Ala62, Ile57, Leu85 Arg89, Lys172 

S1-8 -7.2 Ile57, Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Leu85 Arg89, Lys172 

S2-6 -6.7 Leu85, Ala62, Met63, Ser56, Phe479, Asn482, Ile57, Thr483, Lys58 Arg89, Ser61 

S2-8 -7.5 Leu85, Ile57, Tyr64, Tyr480, Phe479, Thr174, Met63 Arg89, Lys172 

S3-6 -6.1 Met63, Tyr64, Ile57, Leu85, Arg89, Phe479, Thr174, Tyr480, NAD Lys172 

S3-8 -8.0 Ala62, Met63, Tyr480, Thr174, Phe479, Tyr64, Leu85, Ile57, NAD Arg89, Lys172, Ser61 

S4-6 -6.4 Thr483, Asn482, Met63, Phe479, Ser56, Arg89, Leu85, Ile57, Lys58, Ala62 Ser61 

S4-8 -6.8 Leu85, Ile57, Thr174, Tyr480, Phe479, Met63 Arg89, Lys172 

2NS5-2 -6.1 Ser61, Thr483, Ser56, Phe479, Met63, Tyr64, Ala62, Leu85, Ile57 Arg89, Lys58 

2NS1-6 -6.8 Thr174, Met63, Arg89, Ile57, Leu85, Tyr64, Phe479 Tyr480, Lys172, NAD 

2NS5-3 -5.8 Phe479, Thr483, Ser56, Met63, Leu85, Ala62, Ser61 Asn482 

2NS3-6 -7.0 Phe479, Lys58, Ile57, Arg89, Ala62, Leu85, Met63, Thr483 Asn482, Ser56 

2NS3-7 -7.3 Phe479, Ser56, Lys58, Ile57, Met63, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482 

5NS2-6 -6.9 Phe479, Lys58, Met63, Ile57, Ala62, Leu85, Arg89, Thr483 Asn482, Ser56 

5NS1-1 -6.5 Leu85, Tyr64, Phe479, Ser61, Ala62, Met63, Arg89, Lys172, Thr174, NAD  

5NS5-4 -5.8 Ser56, Phe479, Thr483, Ile57, Arg89, Leu85, Ala62 Lys58 

 

En la Tabla 7, se pueden observar las interacciones intermoleculares del 

fumarato por puentes de hidrógeno, las cuales se localizan en los residuos: NADH, 

Lys172, Tyr480, Arg89; mientras que las interacciones hidrofóbicas se localizan en los 

residuos: Asp258, Phe479, Thr174, Met63. Del mismo modo, se colocó en fondo verde 

a los ligandos que conservaron el sitio catalítico del fumarato y que se acoplaron con 

los residuos internalizados de la proteína.  

Es importante mencionar que, aunque el BNZ y las moléculas cabeza de serie 

se localizan en la región superficial de la proteína, coinciden con algunos de los 

residuos que llevan a cabo las interacciones intermoleculares más representativas 
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entre el fumarato y el complejo NADH-5299, por lo que podrían influir en el modo de 

unión del fumarato de forma alostérica.  

Por otro lado, los puentes de hidrógeno formados entre el fumarato y los 

residuos Lys172 y Arg89, así como, las interacciones hidrofóbicas formadas entre el 

fumarato y los residuos: Phe479, Thr174, Met63, se localizaron en casi todos los 

ligandos acoplados, por lo que dichos aminoácidos son considerados como residuos 

esenciales para que se lleven a cabo las interacciones. 

De acuerdo con los resultados de la sección teórica se seleccionaron a las 

estructuras S3-8 (-8,0 kcal/mol), S2-8 (-7,5 kcal/mol) y S1-8 (-7,2 kcal/mol) como las 

moléculas propuestas para la síntesis química, debido a que pueden ser consideradas 

como potenciales inhibidores de la enzima NADH-fumarato reductasa. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN: SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Síntesis química 

 De las moléculas propuestas en la sección teórica para realizar la síntesis 

química, se seleccionó a la molécula S2-8 para iniciar la sección experimental, debido 

a la disposición de los reactivos requeridos.  

 Para la síntesis química de S2-8, se propuso la formación de cuatro 

intermediarios, donde, el 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo es el primer 

intermediario y el 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo, es segundo intermediario. La 
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formación de estos dos intermediarios fue realizada a través de reacciones de 

sustitución nucleofílica, como se muestra a continuación: 

 

Síntesis de 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo 

 En la referencia citada [Altana Pharma, 2006], se propone una reacción de 

metilbromoacetato con el 2-metilimidazol y carbonato de potasio, sin embargo, por 

cuestiones de logística en los reactivos, se iniciaron las reacciones con carbonato de 

litio, sin obtener resultados satisfactorios. Del mismo modo, se propusieron otras 

metodologías, donde se sustituyó el carbonato de litio por TEA o se eliminó la base en 

el inicio de la reacción y se neutralizó al finalizar; además, se cambiaron los disolventes 

y las proporciones del 2-metilimidazol y el bromoacetato, sin embargo, tampoco se 

obtuvieron resultados satisfactorios. Posteriormente, se inició el trabajo de síntesis con 

el carbonato de potasio y se reprodujo la metodología citada, con algunas variaciones 

en los disolventes. 

En la Tabla 8 se pueden observar las diferentes condiciones y metodologías 

probadas para la síntesis del 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo.   
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Tabla 8. Metodologías utilizadas para obtener el 2-(2-metil-1H-imidazol) acetato de metilo 

N

N CH3

H

Base

N

N CH3

O

O

CH3

Disolv / Temperatura

+
Br

O
CH3

O

 

  Base 
Disolvente / 

Temperatura / 
Tiempo 

Proporción 
2-metilimidazol: 

metilbromoacetato 
Condiciones de Extracción Resultado 

1 Li2CO3 DMF / 25°C / 14 días 1.5 : 1.0 
Tratamiento acuoso:AcOEt. Mantener fase 
orgánica. Evaporar disolvente 

No se obtuvo 
producto 

2 Li2CO3 DMF / 60°C / 7 días 1.5: 1.0 
Tratamiento acuoso:AcOEt. Mantener fase 
orgánica. Evaporar disolvente 

Producto viscoso 
ámbar. 
Sin separación de 
materia prima 

3 
Sin 

Base 
Sin Disolvente / 70°C 

/ 12 h 
2.0 : 1.0 

Adicionar 3 mL de DMF. Tratamiento 
acuoso:AcOEt. Producto en fase orgánica. 
Evaporar disolvente 

Producto viscoso 
ámbar. 
Sin separación de 
materia prima 

4 Li2CO3 Metanol / 55°C / 72 h 1.5 : 1.0 

Filtrado en frío. Evaporar disolvente 
Lavar producto viscoso con mezcla de 
disolventes. Evaporar disolventes. 
Lavar sólido con AcOEt. Evaporar disolvente 

Producto sólido 
ámbar. 
Sin separación de 
materia prima 

5 TEA 
Sin Disolvente / 0°C / 

24 h 
1.5 : 1.0 

Filtrado en frío. Evaporar disolvente 
Lavar producto viscoso con mezcla de 
disolventes. Evaporar disolventes. 
Lavar sólido con AcOEt. Evaporar disolvente 

Producto sólido 
ámbar. 
Sin separación de 
materia prima 

6 TEA Metanol / 70°C / 24 h 1.5 : 1.0 

Filtrado en frío. Evaporar disolvente 
Tratamiento acuoso:CH2Cl2. Tratamiento 
acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. 
Purificación con Cromatografía en columna 

Producto sólido 
blanco. Pendiente 
de caracterizar 

7 
Sin 

Base 
CH2Cl2 / 0°C / 24 h 2 : 1.0 

Tratamiento acuoso:CH2Cl2. Tratamiento 
acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. 
Purificación con Cromatografía en columna 

Producto sólido 
viscoso ámbar. 
Pendiente de 
caracterizar 

8 
Sin 

Base 
Tolueno / 25 °C / 48 

h 
1.0 : 1.5 

Filtrado en frío. Lavar con AcOEt y decantar. 
Neutralizar sólido con NAOH / MetOH. 
Extraer con AcOEt. Evaporar disolventes. 
Purificación con Cromatografía en columna 

Producto sólido 
viscoso ámbar. 
Pendiente de 
caracterizar 

9 K2CO3 Metanol / 70°C / 72 h 1.5 : 1.0 

Filtrado en frío. Evaporar disolvente 
Tratamiento acuoso:CH2Cl2. Tratamiento 
acuoso:AcOEt. Evaporar disolventes. 
Purificación con Cromatografía en columna 

Producto líquido 
aceitoso ámbar. 
Sin separación de 
materia prima. 

10 K2CO3 DMF / 25°C / 48 h 1.5 : 1.0 
Tratamiento acuoso:AcOEt. Mantener fase 
orgánica. Evaporar disolvente. Purificación 
con Cromatografía en columna 

Producto sólido 
ámbar. Pendiente 
de caracterizar 
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Síntesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo 

 La síntesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo se planteó a partir de la referencia 

citada [Babu, 2016] y la metodología de una patente [Cee, 2014], sustituyendo el 

cianuro de zinc por cianuro de sodio, y con ausencia del catalizador que estaba 

propuesto en la referencia inicial. 

En la Tabla 9 se pueden observar las diferentes condiciones y metodologías 

probadas para la síntesis del 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo.  

Tabla 9. Metodologías utilizadas para obtener el 4-cloro-1-ftalazinacarbonitrilo 

N

N

Cl

Cl

C
-

N
N

N

Cl

N

DMF / 120 °C / 12 horas
+ Na

+

 

 
Disolvente / 

Temperatura / Tiempo 

Proporción 
1,4-dicloroftalazina: 

cianuro de sodio 
Condiciones de Extracción Resultado 

1 DMF / 120 °C / 24 horas 1 : 1.5 

Mantener en agitación a temperatura 
ambiente por 1 hora. Diluir en una solución 
saturada de NH4Cl y extraer con AcOEt. 
Lavar con salmuera. Purificar por 
cromatografía en columna. 

Sin producto 

2 DMF / 130 °C / 12 horas 1 : 3 

Mantener en agitación a temperatura 
ambiente por 1 hora. Diluir en una solución 
saturada de NH4Cl y extraer con AcOEt. 
Lavar con salmuera. Purificar por 
cromatografía en columna. 

Producto no 
relacionado 

3 
DMSO / 130 °C / 12 

horas 
1 : 3 

Mantener en agitación a temperatura 
ambiente por 1 hora. Diluir en una solución 
saturada de NH4Cl y extraer con AcOEt. 
Lavar con salmuera. Purificar por 
cromatografía en columna. 

Producto no 
relacionado 

4 DMF / 120 °C / 24 horas 1 : 1.05 

Mantener en agitación a temperatura 
ambiente por 1 hora. Diluir en una solución 
saturada de NH4Cl y extraer con AcOEt. 
Lavar con salmuera. Purificar por 
cromatografía en columna. 

Producto pendiente 
de purificación. 

 

Cabe destacar que la conclusión de la síntesis de la molécula propuesta, forma 

parte de las perspectivas de este trabajo, las cuales, se tiene contemplado realizar en 

un proyecto posterior. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

 En el presente estudio se realizó el diseño de nuevas moléculas derivadas del 

imidazol y nitroimidazol, con baja toxicidad y con potencial efecto terapéutico como 

inhibidoras enzimáticas de la proteína NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma 

cruzi. 

Las plataformas virtuales permitieron una primera selección de moléculas, las 

cuales, no presentaron toxicidad en la predicción realizada por “Osiris Molecular”. Del 

mismo modo, se seleccionaron a las moléculas con las mejores propiedades 

farmacocinéticas obtenidas en la plataforma “Molinspiration”, para mejorar su 

biodisponibilidad, de acuerdo con lo reportado en la literatura.  

A partir de la caracterización y análisis de la estructura electrónica de las 

moléculas analizadas, se comprobó la importancia del grupo nitro y los efectos del 

sustituyente en la basicidad, estabilidad, reactividad química y las características 

fisicoquímicas de los derivados del imidazol y nitroimidazol, lo cual es semejante a lo 

descrito en estudios previos y en la literatura. 

Los resultados de los descriptores químico-cuánticos locales y globales, 

permitieron la selección de las estructuras S2-8, S3-8, 2NS5-2, 2NS3-7, 2NS5-3 y 

5NS1-1, las cuales mostraron las mejores propiedades fisicoquímicas y baja 

probabilidad de ocasionar mutagenicidad y carcinogenicidad, de acuerdo con lo 

reportado en la literatura. Además, se observó que la presencia del grupo ftalazina en 

el sustituyente R9, confiere mayor estabilidad en los derivados de imidazol no nitrados, 

como se observó en la dureza química, potencial de ionización e índice de electrofilia. 
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Se modeló una estructura 3D de alta calidad de la enzima NADH-fumarato 

reductasa para el parásito T. cruzi. El modelo 5299 se construyó por modelado por 

homología a partir de la estructura cristalográfica experimental de Shewanella 

frigidimarina (PDB ID:1KSU). Dicho modelo mostró la mayor robustez estereoquímica 

y consistencia estructural, con un RMSD de 3.87Å, cuando se superpone a la proteína 

molde. 

Este modelo fue utilizado para analizar la posible presencia de moléculas de 

agua conservadas dentro del sitio de unión al ligando, complementado con datos 

cristalográficos experimentales para su validación. Los resultados mostraron la 

ausencia de moléculas de agua en las interacciones moleculares de la NADH-fumarato 

reductasa con los ligandos, lo cual coincide con lo reportado en la estructura 

cristalográfica. Este hallazgo nos permitió realizar el acoplamiento de los ligandos sin 

incorporar moléculas de agua explícitas en los estudios posteriores. 

Las moléculas seleccionadas y evaluadas a través de los estudios de la 

estructura electrónica, fueron utilizadas como ligandos en el acoplamiento molecular. 

Los resultados mostraron que los ligandos S1-1, S1-6, S1-8, S2-8, S3-6, S3-8, S4-8, 

5NS1-1 y 2NS1-6 interaccionan en el sitio catalítico del fumarato, formando puentes 

de hidrógeno con los residuos Lys172 y Arg89, e interacciones hidrofóbicas con los 

residuos Phe479, Thr174, Met63. Estos residuos fueron identificados como los más 

importantes del estudio. 

Finalmente, a partir de los resultados de la sección teórica, se seleccionaron a 

las estructuras S3-8 (-8,0 kcal/mol), S2-8 (-7,5 kcal/mol) y S1-8 (-7,2 kcal/mol) como 

potenciales inhibidoras de la NADH-fumarato reductasa. Cabe destacar que dichas 
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moléculas no contienen al grupo funcional nitro, lo cual es de gran importancia para 

disminuir la toxicidad reportada en los fármacos de referencia. Por lo tanto, se eligió a 

la molécula S2-8 para iniciar con la síntesis química. 

 

CONCLUSIONES 

La caracterización de la estructura electrónica permitió seleccionar a las 

moléculas con las mejores propiedades fisicoquímicas, de reactividad química y menor 

toxicidad. Se construyó una estructura 3D de alta calidad de la enzima NADH-fumarato 

reductasa para el parásito T. cruzi, mediante un protocolo de modelado por homología. 

El análisis de las interacciones intermoleculares entre las moléculas diseñadas y el 

modelo generado, mostró que las moléculas S3-8, S2-8 y S1-8, podrían considerarse 

como potenciales inhibidores de la enzima NADH-fumarato reductasa. Dichas 

moléculas, son consideradas las menos tóxicas del estudio, de acuerdo con los 

cálculos teóricos y con la ausencia del grupo funcional nitro en su estructura. 

A partir de los resultados obtenidos, se seleccionó a la molécula S2-8 para la 

síntesis química y posteriores estudios experimentales, cumpliendo con los objetivos 

planteados en el presente estudio. 

 

PERSPECTIVAS 

a) Se continuará y concluirá con la síntesis química de la molécula S2-8. 
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b) Se realizará la caracterización fisicoquímica de la molécula S2-8, mediante 

técnicas espectroscópicas de IR y RMN. 

c) Se analizará la toxicidad in vitro de las moléculas de referencia y la molécula S2-

8, mediante la determinación de la concentración citotóxica 50 (CC50). 

d) Se evaluará la genotoxicidad de las moléculas de referencia y la molécula S2-8, 

mediante el análisis de la inestabilidad genética en eritrocitos de sangre periférica, 

por medio de citometría de flujo. 

e) Se realizará la evaluación biológica en un sistema in vitro, empleando cepas de 

referencia. 
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