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INTRODUCCION

De acuerdo a estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2002)
mas de la mitad de la poblacién mundial padece de alguna infeccion parasitaria
causada por helmintos y/o protozoarios. La magnitud de estas parasitosis es tan
grande que en la actualidad representa el grupo mas importante de infecciones a
nivel mundial (Horton, 1990). En Meéxico, las infecciones por protozoarios
intestinales del tipo de Entamoeba histolytica y Giardia intestinalis continian
siendo un problema de salud publica, reportandose en el afio 2002, 54236 casos
de giardiasis y 1,151,507 casos de amibiasis (incluyen los casos por E.
histolityca y E. dispar) (SSA, 2002). Segun lo propuesto por expertos del Central
Disease Control (CDC) de Atlanta y la OMS, una de las actividades
encaminadas a solucionar la problematica de las enfermedades causadas por
protozoarios es el control quimioterapéutico de éstas, a través de la
implementacion de tratamientos masivos (Colley, 2001).

El farmaco de eleccion en el tratamiento, tanto de la giardiasis como de la
amebiasis, es el metronidazol. Sin embargo, la aparicion de resistencia a este
derivado 5-nitroimidazdlico ha sido demostrada en G. intestinalis tanto en
condiciones experimentales como naturales (Boreham et al. 1988; Meingassner
et al. 1978; Muller et al. 1983; Samarawickrema et al. 1997; Upcroft et al. 2001).
Dos de las principales causas generadoras de parasitos resistentes son la
inapropiada exposicion por tiempos cortos y la exposicion, a niveles subletales,
de melronidazol, ya que la mayoria de gente no concluye el tratamiento
asignado (Upcroft et al. 2001).

Por otro lado, en investigaciones realizadas en el Laboratorio de Parasitologia,
UIMEIP-Hospital de Pediatria, Centro Médico del IMSS Siglo XXI se demostro
que los bencimidazol-2-carbamatos, como el albendazol y el mebendazol, son
activos contra protozoarios como G. intestinalis (Cedillo et al. 1992; Chavez et al.
1992).

A pesar de que los bencimidazol carbamatos son compuestos con una gama
amplia de actividades biologicas, estos compuestos también han generado
resistencia, por lo que es necesario la busqueda de nuevos compuestos
antiparasitarios, tanto con actividad antiprotozoaria, como antihelmintica.

En este proyecto de investigacion, para la obtencién del grado de Maestria, se
propuso la sintesis y evaluacion de 7 compuestos benzoxazoles diclorados cuya
actividad bioldgica se evalud empleando como modelos parasitarios a G.
intestinalis y E. histolytica, llevando a cabo la parte quimica en el Laboratorio
122 del edificio E de la Facultad de Quimica, UNAM y la parte bioldgica en el
Laboratorio de Parasitologia de la UIMEIP-Pediatria, CMN Siglo XXI-IMSS. En
este estudio, tomando como punto de referencia el nucleo del bencimidazol, se
realizaron modificaciones racionales en la busqueda de relaciones estructura
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quimica-actividad biologica, que se considera permiten enriquecer los datos
hasta ahora obtenidos para el disefio de nuevas moléculas con actividad
antiprotozoaria.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de los protozoarios

Las enfermedades parasitarias, tanto las protozoosis como las helmintiosis,
siguen siendo uno de los principales problemas de salud publica en el mundo y
principalmente en paises en vias de desarrollo. De acuerdo a estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2002) méas de la mitad de la
poblacion mundial padece de alguna infeccidn parasitaria causada por helmintos
y/lo protozoarios. La magnitud de estas parasitosis es tan grande que en la
actualidad representa el grupo mas importante de infecciones a nivel mundial
(Horton, 1990). Considerando la importancia de las enfermedades parasitarias
hay una necesidad urgente de desarrollar nuevos farmacos para combatir estos
padecimientos (Watkins, 2003).

Segun lo propuesto por expertos del Central Disease Control (CDC) de Atlanta y
la OMS, una de las actividades encaminadas a solucionar la problematica de las
enfermedades causadas por protozoarios es el control quimioterapéutico de
éstas a través de la implementacion de tratamientos masivos (Colley, 2001). En
nuestro pais, la poblacion infantil es la que se ve mayormente afectada por
infecciones helminticas, lo cual ha llevado a las campanas de desparasitacion
nacional como lo recomienda la OMS (Colley, 2001). Por otro lado, llama la
atencién que en México, para las infecciones causadas por protozoarios no se
han implementado campanias similares (http://www.ssa.gob.mx).

Protozoarios: Los protozoarios son microorganismos unicelulares simples, con
tamafio variable entre 2 y 100 pm. El protoplasma estd rodeado por una
membrana celular y contiene numerosos organelos, como un nucleo rodeado
por membrana, reticulo endoplasmico, granulos de almacenamiento de
nutrientes y vacuolas, tanto contractiles como digestivas. Los 6rganos de
motilidad varian desde extensiones citoplasmicas simples hasta estructuras mas
complejas, como los cilios o flagelos. La reproducciéon se hace en general
mediante fision binaria simple, aunque el ciclo vital de algunos protozoarios
incluye fases de fision multiple, alternando con un periodo de reproduccion
sexual (Boreham et al. 1988) (Tabla 1)

Las necesidades nutricionales de los protozoarios son en general simples y
requieren la asimilacion de nutrientes organicos. Los alimentos ingeridos pueden
ser retenidos en granulos o vacuolas intracitoplasmaticas. Las particulas no
digeridas y los desechos se eliminan mediante liberacién del material a través de
la superficie celular. La respiracién en la mayoria de los protozoarios parasitos
se basa en procesos anaerobios facultativos. Para asegurar su supervivencia en
condiciones dificiles o desfavorables, muchos protozoarios se transforman en un
quiste, con menor actividad metabdlica. El quiste estd rodeado por una pared
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celular externa gruesa, capaz de proteger al microorganismo frente a lesiones
fisicas y quimicas potencialmente letales (Boreham et al. 1988).

Tabla 1. Transmision y distribucion de algunos parasitos patogenos del humano

Organismo Forma Mecanismo de Distribucion
infecciosa contagio
Entamoeba histolytica | Quiste/trofozoito | Fecal-oral , venéreo Mundial
Giardia lamblia Quiste Fecal-oral Mundial
Balantidium coli Quiste Fecal-oral Mundial
Isospora belli Ooquiste Fecal-oral Mundial
Cryptosporidium ssp Ooquiste Fecal-oral Mundial
Trichomonas Trofozoito Venereo Mundial
vaginalis
Areas tropicales y
Plasmodium ssp Esporozoito Mosquito subtropicales
Anopheles
QOoquistes y
Toxoplasma gondii quistes tisulares Fecal-oral, Mundial

ingestion de carne

Areas tropicales y

Leishmania ssp Promastigote Simulido subtropicales
Phlebotomus

Norte, Centro y
Trypanosoma cruzi Tripomastigote Chinche reduvido Sudamérica

Trypanosoma brucei Tripomastigote Mosca tse-tsé Africa

Tomado de Boreham et al. (1988).

Las infecciones causadas por protozoarios intestinales del tipo de Entamoeba
histolytica y Giardia intestinalis continian siendo un problema de salud
publica. Estos parasitos son los agentes causales de la amebiasis intestinal, del
absceso hepatico amibiano y de la giardiasis respectivamente. Las estadisticas

QFB JOSE GONZALEZ AGUILAR -5-




muestran que el numero de casos reportados en México va en aumento (Tabla
2), razon por la cual es necesario intensificar medidas de control (entre ellas el
control quimioterapéutico) que permitan su erradicacion.

Tabla 2. No. de casos reportados anualmente de E. histolytica y G. intestinalis en

México
Parasitosis 2001 2002 2003 2004~
Absceso hepatico 2,432 3,396 3,748 837
Amebiano
Amebiasis intestinal 803,982 1,028,484 1,151,507 185,292
Giardiasis 35,820 50,029 54,236 8,494

Fuente: Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica/SSA.
* Hasla la semana 9 del 2004

1.2 Epidemiologia de la giardiasis

Giardia intestinalis. También se conoce como G. lamblia ylo G. duodenalis, es
el protozoario flagelado que aparece con mas frecuencia en el tracto
gastrointestinal; afecta casi 280 millones de personas en el mundo, y mueren
mas de 10000 en el mismo lapso (Brown et al. 1998). En México se reportan
alrededor de 40000 casos de giardiasis anualmente. Los trofozoitos se
describieron por primera vez en 1681 por Leeuwenhoek en sus propias heces.
Infecta alrededor de 40 diferentes especies animales. La OMS clasifica a la
giardiasis como una enfermedad zoonotica. En climas frios, el quiste, que es la
forma infectiva del parasito, puede sobrevivir en reservas acuaticas durante
varios meses. Por tal motivo, se han relacionado epidemias importantes con
agua contaminada.

1.3 Ciclo de vida de Giardia intestinalis

La giardiasis se transmite a través de la ingestion del quiste (forma inactiva), el
cual se desenquista en su forma activa (trofozoito) en el duodeno, después de
pasar a través del medio acido del estémago. Los trofozoitos se adhieren en la
mucosa duodenal o yeyunal y se reproduce por fision binaria, posteriormente se
enquista, proceso que se cree es inducido por el paso a través del ambiente
intestinal, incluyendo disminucion de los niveles de colesterol (Gillin et al. 1996;
Lujan et al. 1997).
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1.4 Patogenia de G. intestinalis

La adquisicion de G. intestinalis puede conducir a colonizacion asintomatica (en
aproximadamente el 50% de los individuos contagiados) o enfermedad
sintomatica, variable entre diarrea leve y un sindrome de malabsorcién grave. El
periodo de incubacion previo a la enfermedad sintomatica oscila entre 1 y 4
semanas (media de 10 dias).

El comienzo del cuadro es subito, con diarrea acuosa fétida, retortijones
abdominales, flatulencia, esteatorrea, nauseas, vomitos y en ocasiones hay
pérdida de peso. Las manifestaciones clinicas son el resultado de la infestacion
que el parasito causa, disminuyendo el lumen intestinal, microvellosidades y
atrofia de las vellosidades, inmadurez de los enterocitos, deficiencia de enzimas
luminales como la disacaridasa y malabsorcion de electrolitos, una patogénesis
multifactorial que no esta del todo esclarecida (Buret, 1994; Hill, 1995).

1.5 Bioquimica de G. intestinalis

Por otra parte, G. intestinalis es un organismo asexual y sin mitocondrias, de tal
forma, su metabolismo es glicolitico y fermentativo, la parte terminal de la via
glicolitica es ejecutada por una enzima homologa a la que se encuentra en
bacterias anaerobias la piruvato:ferredoxin oxidoreductasa (PFOR) que
reemplaza a la piruvato-deshidrogenasa que se encuentra en organismos
aerobios, los electrones de PFOR son transferidos a ferredoxinas, de las cuales
tres han sido descritas (Upcroft y Upcroft, 2001).

El ATP es generado por fosforilacion a nivel de sustrato; la via de los acidos
tricarboxilicos que se realiza en la mitocondria de organismos aerobios esta
ausente, sin embargo algunas malato-deshidrogenasas estan presentes. No se
han encontrado citocromos en G. intestinalis, sin embargo se ha descrito la
presencia de una oxidasa terminal, la cual convierte el oxigeno directamente en
agua, este proceso protege a la PFOR y a las ferredoxinas. Esta NADH-Oxidasa
es la unica enzima aerobica descrita en G. intestinalis.

En G. intestinalis, PFOR es auxiliada por otra 2-cetoacido oxidoreductasa y por
una arginina dihidrolasa que proporcionan rutas alternativas para obtener
energia (Brown et al. 1998; Knodler et al. 1998; Upcroft y Upcroft 1999). Los
productos finales del metabolismo fermentativo en G. intestinalis son: didxido de
carbono, acetato, alanina y etanol, las proporciones varian de acuerdo a las
condiciones de crecimiento (Edwards et al. 1989; Pager et al. 1993). Los
mecanismos convencionales para el manejo del estrés oxidativo que incluyen,
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, peroxidasa y glutation, estan ausentes
en G. intestinalis. Estos son reemplazados por una tioredoxina de amplio
espectro, semejante a la disulfuro reductasa de los procariontes, asi como por
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tioles de bajo peso molecular: cisteina, tioglicolato, sulfito y coenzima A, NADH-
Oxidasa y una NADH-Peroxidasa asociada a la membrana plasmatica (Brown et

al. 1998).

1.6 Tratamiento farmacolégico contra G. intestinalis

El farmaco de eleccion en el tratamiento de la giardiasis es el metronidazol. Sin
embargo, la aparicién de resistencia a este derivado 5-nitroimidazolico ha sido
demostrada en G. intestinalis tanto en condiciones experimentales como
naturales (Boreham et al. 1988; Meingassner et al. 1978; Muller et al. 1983;
Samarawickrema et al. 1997; Upcroft et al. 2001). En cepas de G. intestinalis
resistentes al metronidazol, la PFOR esta disminuida alrededor de 5 veces. Esto
ocasiona la disminucion de la activacion del farmaco para generar una serie de
radicales (incluyendo el radical nitroso), mediante reacciones de transferencia de
electrones de bajo potencial redox (Towson et al. 1996) (Figura 1).

acetyl-CoA
Pyruvate + CoASH

"\/_'NADH'—\/_ O,

(ox)

Pyruvate;
fe):r:;?):i\n ferredoxin :NAD NADH
oxidoreductase oxidoreductase oxidase
trophozoite oo H,O
memhrane
RN » RNO, RNO, - + SOD

l Entamoeba only

non-toxic praduct

Figura 1. Mecanismo propuesto para la activacion del metronidazol por G. intestinalis
y E. histolytica. Tomado de Upcroft y Upcroft (2001).

PFOR no mostré estar disminuida en cepas resistentes a la furazolidona, motivo
por el cual el proceso mencionado anteriormente es el mas aceptado como
responsable de la aparicion de resistencia al metronidazol. El siguiente aceptor
de electrones en la cadena de transporte es la ferredoxina |, la cual también se
ve inhibida alrededor de siete veces, se cree que esta disminucién contribuye en
la resistencia a compuestos 5-nitroimidazélicos (Liu et al. 2000). También se ha
reportado que un incremento en el eflujo del metronidazol esta involucrado en la
proteccion del parasito, aunque no esta del todo esclarecido el mecanismo que
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involucra este proceso (Upcroft y Upcroft 1993a; Upcroft y Upcroft 1993b;
Upcroft y Upcroft 1999).

1.7 Mecanismo de accion de albendazol y metronidazol

El mecanismo de accién de los bencimidazoles (albendazol entre otros), ha sido
revisado ampliamente, aun cuando no se conoce con precision el mecanismo
exacto de todos los bencimidazoles, actualmente se reconoce que los
bencimidazoles pueden ejercer su efecto al inhibir el complejo enzimatico
succinato deshidrogenasa-fumarato reductasa, la incorporacion de glucosa por
parte del parasito y/o inhibiendo la polimerizacion de la tubulina para formar
microtubulos e inhibiendo la fosforilacién oxidativa (Sharma y Abuzar, 1983,
Boczon et al. 1984; Lacey, 1990; McCraken y Stillwell, 1993).

De estos mecanismos propuestos, el mas revisado es el que implica la inhibicion
de la polimerizacion de la tubulina para la formacién de microtubulos.
Actualmente se sabe que los bencimidazoles se unen irreversiblemente a la
subunidad-f de la tubulina, lo cual trae como resultado que no se puedan
ensamblar mas subunidades y que no se lleve acabo la polimerizacién con la
subunidad-u, lo cual evita la formacién de los microtdbulos, indispensables para
el transporte y desecho de nutrientes en los parasitos (Lacey, 1988; Kwa et al.
1993)

Para que exista un adecuado acoplamiento al sitio de union con la tubulina, en la
estructura quimica de los derivados bencimidazoélicos es obligatoria la presencia
de un atomo de hidrogeno en posicién 1 del anillo bencimidazolico (Lacey, 1988)
y un grupo carbamato de metilo en posicion 2 (Navarrete et al. 2001).

Por otra parte, el mecanismo de accion del metronidazol incluye su activacion
reductiva. El grupo nitro de la molécula del metronidazol es reducido en el
citoplasma de los trofozoitos, pasando por varios intermediarios. La PFOR es la
responsable de este proceso, el cual sdlo ocurre en condiciones ambientales
reductivas (Brown et al. 1998; Upcroft y Upcroft, 2001). Los intermediarios
reducidos del metronidazol interactian con el DNA e impiden generar la plantilla
para la sintesis del RNA (Goldman et al. 1986). Cuando el metronidazol reducido
se une al DNA in vitro, hay pérdida de la estructura hélical, lo que genera una
ruptura de dicha biomolécula (Ings et al. 1974; Knigth et al. 1978). Existe un
reporte que sugiere que el metronidazol reducido se une a residuos de citosina y
guanina (La Russo et al. 1977).
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1.8 Epidemiologia de la amebiasis

Entamoeba histolytica. Este parasito afecta a casi 50 millones de personas en
el mundo, de las cuales 100 000 mueren cada afio (Bharti et al. 2002). En
Meéxico, la amebiasis intestinal es una de las principales infecciones parasitarias,
reportandose cerca de un millon de casos por ano (Sarti ef al. 1999), si bien
desconocemos qué proporcion de esta cifra es causada por E. dispar y cual por
E. histolytica.

1.9 Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

El trofozoito de Entamoeba histolytica fue descrito por primera vez en 1875 por
Losch, la forma de quiste fue detallada por primera vez en 1893 por Quincke y
Roos (Li y Stanley, 1996; Marshall et al. 1997). El quiste sobrevive tanto en agua
como alimentos y es la forma infectiva después de ser ingerido. Un pH neutro o
ligeramente alcalino genera el cambio de quiste a metaquiste (una forma
metabolicamente mas activa), el cual madura y se convierte en trofozoito dentro
del intestino delgado. El ciclo se completa cuando se forma el quiste en el tracto
intestinal.

Recientemente, E. histolytica fue dividida en dos especies, la no patogénica y no
invasiva E. dispar y la patdégena e invasiva E. histolytica. Esta division fue
propuesta inicialmente por Brumpt en 1925, pero fue necesaria la tipificacion
isoenzimatica que fue soportada por datos de secuenciacién genética para
aceptar dicha propuesta. Esta conclusién también fue sustentada por estudios
ultraestructurales y de citopatogenicidad hechos en dos cepas representativas
(Diamond y Clark, 1993).

1.10 Patogenia de E. histolytica

El periodo de incubacién posterior a la ingestiéon del quiste puede variar desde
dias hasta meses, inclusive puede llevarse mas tiempo. Los sintomas pueden
variar desde colitis amebiana aguda (la cual transcurre usualmente con heces
sanguinolentas) y fiebre, con una duracion de varias semanas, pasando por
diarrea sanguinolenta profusa (con fiebre), ameboma con disenteria y finalmente
invasion de otros 6rganos. Esta ultima fase ha sido comparada con la metastasis
de un tumor de coldn (Stanley, 1997).
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1.11 Bioquimica de E. histolytica

El metabolismo de E. histolytica parece ser similar al de G. intestinalis,
anaerobico y fermentativo. Sin embargo, este parasito ha sido recientemente
descrito como aerotolerante o microaerotolerante, ya que es capaz de crecer en
una atmosfera con un maximo de 5% de oxigeno (Martinez y Espinosa, 1998).
El oxigeno y los productos de su ruptura son toxicos para E. histolytica, sin
embargo es capaz de reducirlo en agua cuando la concentracion atmosférica no
rebasa el nivel antes mencionado, para lograr esto, el parasito produce SOD,
catalasa y peroxidasa para detoxificar (Tannich et al. 1991; Chen et al. 1996).

Algunas de las enzimas glicoliticas son reversibles y utilizan la energia del
enlace pirofosfato y no del ATP (Mertens, 1993; Reeves, 1984). Se tienen
registros de la existencia de una sola 2-cetoacido oxidoreductasa, la PFOR en E.
histolytica y se encuentra predominantemente unida a la membrana
(Samarawickrema et al. 1997; Upcroft y Upcroft 2001). Esta enzima también
utiliza sustratos alternativos, tales como, a-cetobutirato, a-cetoglutarato y
oxalacetato.

E. histolytica no muestra actividad de la enzima glutation reductasa, por lo tanto
no sintetiza glutation (Fahey et al. 1984). El principal tiol de bajo peso molecular
es la cisteina, sin embargo, recientemente se ha demostrado que E. histolytica
puede asimilar el glutation del medio de cultivo y lo convierte en Bisglutationil-
espermidina (tripanotiona) (Ondarza et al. 1999), un derivado que contiene
grupos tiol y que fue encontrado por primera vez en tripanosomas (Fairlamb y
Cerami, 1992).

1.12 Tratamiento farmacolégico contra E. histolytica

La inapropiada exposicion por tiempos cortos y la exposicion a niveles subletales
de metronidazol son condiciones que se han mencionado como candidatos para
inducir resistencia a dicho farmaco (Upcroft y Upcroft, 1993b). Estas condiciones
tambien son usadas “in vitro" para generar cepas resistentes al metronidazol.
Como ejemplos, E. histolytica de la cepa HM-IMSS (aislado de una ulcera rectal
de un hombre adulto en la Ciudad de México en 1967) y la cepa HTH-56:MUTM
(establecida en cultivo de un absceso amebiano de un adulto en Bangkok en
1992), actualmente son mantenidas en crecimiento con una concentracion 10
MM de metronidazol, una dosis que normalmente es letal para los parasitos “in
vitro" (Gault et al. 1985). En cepas resistentes al metronidazol, se encontrd
incrementada la expresion de una SOD que contiene hierro, entre 3-5 veces de
sus niveles normales en cepas resistentes al metronidazol, ademas de que la
actividad de una segunda SOD desaparecid (Samarawickrema et al. 1997).
Wassmann et al (1999) demostré con parasitos resistentes a 40 pM de
metronidazol un incremento en la expresion de la peroxiredoxina, mientras que
la ferredoxina | se vio disminuida. A diferencia de lo que sucede con G.
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."nfes'ﬁnaHS, la actividad de PFOR no se vio disminuida en E. histolytica
(Samarawickrema et al. 1997).

Una alternativa en el tratamiento de la giardiasis y de la amebiasis ha sido el
empleo de la nitazoxanida, un derivado del 2-Amino-5-nitrotiazol. Se ha
comparado la actividad in vitro de este farmaco con la del metronidazol,
encontrandose que es 3 veces mas efectivo contra E. histolytica y 50 veces mas
activo contra G. intestinalis. (Cedillo et al. 2002). En estudios clinicos, la eficacia
de la nitazoxanida en el tratamiento de amebiasis intestinal y giardiasis varia de
70 a 100% (Doumbo et al. 1997; Romero-Cabello et al. 1997; Rodriguez et al.
1999). Asimismo, se ha demostrado que los bencimidazol-2-carbamatos, como
el albendazol y el mebendazol, son activos contra protozoarios como G.
intestinalis (Cedillo et al. 1992; Chavez et al. 1992) (Figura 2). Los ensayos
clinicos, han mostrado que el albendazol es tan efectivo como el metronidazol
en el tratamiento de la giardiasis (Rodriguez et al. 1996).

[o]

TH,CH-_.OH ) A .

melronidazol mokeridazsl albendazol

A
o —‘{\i o fo CH,
1 )

nitazoxanida
Figura 2. Farmacos con actividad antigiardial.

Entre las nuevas moléculas con actividad contra G. intestinalis, se encuentran
algunos analogos de pentamidina; en un estudio de 30 compuestos, el mas
potente fue el compuestos 6 que mostrd una Clss de 0.51 yM en comparacién
con la del metronidazol (2.1 uyM) y furazolidona (1.0 pM) (Edlind, 1989). Por otra
parte, un agente antidepresivo, 3-Cloroimipramina, resultd ser 10 veces mas
potente que el metronidazol in vitro (Weinbach et al. 1992). En otro estudio, una
lactona sesquiterpénica, Brevillina A mostré una actividad in vitro contra G.
intestinalis con una Clso de 16.1 pM (Yu et al. 1994). También se ha reportado la
actividad in vitro de varios flavonoides contra G. intestinalis, entre ellas las
geraninas A y B, las cuales mostraron una Clsg de 2.4 y 6.0 pg/mL
respectivamente (Meckes et al. 1999); el kaempferol y la quercetina
(flavonoides) tuvieron valores de Clsp de 26.47 y 8.73 pg/mL respectivamente
(Calzada et al. 1999); finalmente, la (-)-epicatechina y (-)-epigalocatechina
mostraron una actividad in vitro de Clsq 1.64 y 8.06 pg/mL respectivamente
(Calzada et al. 1999).
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A pesar de los compuestos mencionados anteriormente, sin duda, los
compuestos con mayor perspectiva a futuro, son los derivados bencimidazdlicos,
por ejemplo, algunas modificaciones estructurales realizadas de bis-
bencimidazoles dieron como resultado compuestos con actividad contra G.
intestinalis in vitro, con valores de Clsg de 0.04 uM y 0.21 pM para los
compuestos 3 y 4 (Fig. 3) (Bellet et al. 1993). Por otra parte, derivados
trifluorometilados fueron sintetizados y evaluados contra G. intestinalis, el
compuesto mas potente fue el nimero 5 con un valor de Clsg de 0.042 uM (Fig.
3) (Navarrete et al. 2001).

Es importante resaltar que tanto en el tratamiento de la amebiasis y de la
giardiasis, como en el de infecciones por otros parasitos protozoarios, en
muchos casos, la quimioterapia no es efectiva, con la consiguiente falla
terapéutica, produccion de efectos secundarios y resistencia a farmacos. Por
esto instituciones como la OMS tienen entre sus principales objetivos el disenio,
la sintesis y la evaluacion de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria.

\
N N o
—C=C—
H,N W H A % NH, /@[/ CF,
cl N

NH 3 NH 5

nooo
NH
N N
" )—c—c— i ey o—/_\o H
N ]I N H, H, N 1 N 2
Q.«N N\> OMe MeO NH,
4 6

Figura 3. Ejemplos de moléculas con perspectivas contra G. intestinalis.

A este respecto, el reto es encontrar los mejores compuestos guias y llevarlos a
través de un proceso de discernimiento biolégico a la creacion de un nuevo
farmaco que sea realmente efectivo con mejores caracteristicas fisicogquimicas
que las de uso actual, de facil sintesis y bajo costo y que perdure en beneficio de
los pacientes (Watkins, 2003).

En relacion con esto, se ha consolidado un grupo de investigacién
multidisciplinario, entre investigadores del Laboratorio de Parasitologia, UIMEIP-
Hospital de Pediatria, Centro Médico del IMSS Siglo XXI y la Facultad de
Quimica de la UNAM y tomando como base a la molécula del bencimidazol, un
heterociclo muy versatil, susceptible de un gran numero de sustituciones
quimicas, se han desarrollado una gran variedad de compuestos con diferentes
actividades Dbiologicas y comportamientos farmacocinéticas. Entre los
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compuestos sintetizados, por este grupo de investigacion encontramos a los 1-
H-bencimidazoles que fueron evaluados in vitro contra G. intestinalis y E.
histolytica (Tabla 3), asi como los 1-metil-bencimidazoles, cuya actividad fue
evaluada contra G. intestinalis (Tabla 4) (Sanchez, 1999; Navarrete et al. 2001;
Valdez et al. 2002).

Tabla 3. Estructura y Actividad antiprotozoaria in vitro de los 1-H-
bencimidazoles sobre los trofozoitos de G. intestinalis y E. histolytica

QFB JOSE GONZALEZ AGUILAR

3
R, 5 ~ N
: S
2 R3
Ry N
H
Compuesto R4 R: R, Clso (UM) Clsg (HM)
G. intestinalis | E. histolytic

i 1 H H H 0.008 0.042

2 H H CHj 0.317 0.007

3 H H SH 0.040 0.133

4 H H SCH3 0.045 0.393

5 H H NH2 1.902 0.114

6 H H NHCO,CHs 0.057 0.204

7 H H CF; 0.107 0.069

8 H Cl H 0.282 0.039

9 H Cl CHj 0.156 0.084

10 H Cl SH 0.081 0.005
1 H Cl SCHj 0.005 0.192

12 H Cl NH; 0.030 0:125
13 H Cl NHCO,CHjs 0.066 0.350

14 H Cl CF5 1.282 0.022
18 Cl Cl H 0.358 0.096

16 Cl Cl CHs 0.065 0.025

17 Cl Cl SH 0.078 0.055

18 Cl Cl SCH;s 0.227 0.356
19 Cl Cl NH> 0.218 0.059

20 Cl Cl NHCO,CHs; 0.066 0.350

21 Cl Cl CF3 0.078 0.011
Metronidazol 1.228 0.350
Albendazol 0.037 56.600
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Tabla 4. Estructura y Actividad antiprotozoaria in vitro de los 1-
metilbencimidazoles sobre los trofozoitos de G. intestinalis y E. histolytica

3
R. s A~ N
2
SR
2 3
N
R1 ¢ 7 | !
CH,
Compuesto R4 Rz R; Clso (M) Clso (pM)
G. intestinalis | E. histolytic
1 H H CHj3 0.089 0.061
2 H H NH; 1.360 0.346
| 3 H H SH 0.018 0.006
4 H H SCH; 0.033 0.196
5 H H CF, 0.064 0.040
6 H Cl CHs; 0.144 0.005
7 H Cl NH; 0.242 0.060
| 8 H Cl SH 0.045 0.010
9 H Cl SCH3 0.028 0.037 _ ..
, 10 H Cl CF; 0.042 0.046
I 11 Cl H CHs 0.044 0.204
'___ 12 Cl H NH; 0.132 0.247
13 Cl H SH 0.020 3.773
14 Cl H SCH;, 0.122 0.569
15 Cl H CF; 0.127 0.008
16 Cl Cl CHj 0.055 0.013
17 Cl Cl NH, 0.074 0.037
18 Cl Cl SH 0.008 0.128
19 Cl Cl SCHs; 0.024 1.048
20 Cl Cl CF; 0.260 0.033
Metronidazol 1.228 0.350
Albendazol 0.037 56.600

Los resultados hasta ahora obtenidos han permitido obtener informacion basica
sobre los requerimientos estructurales para la actividad antiprotozoaria. Asi,
podemos concluir que no se requiere el hidrogeno en la posicién 1 (Figura 4)
para tener la actividad antiprotozoaria, ademas de que el sustituyente metilo en
la misma posicion no afecta de manera considerable la actividad antiprotozoaria
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en comparacion con sus analogos 1-H-Bencimidazoles (Sanchez, 1999; Lopez,
1999); que los sustituyentes pequefios en el anillo bencenoide confieren una
buena actividad contra G. intestinalis y que adicionalmente, la permeabilidad de
los compuestos sintetizados es mayor que la del albendazol (Morales, 2000)

Sélo los compuestos que en la posicién 1 y 2 tienen el atomo de H y el grupo
carbamato de metilo respectivamente inhiben la polimerizacion de la tubulina de
cerebro de rata (Valdez ef al. 2002). Conjuntamente, los derivados del 2-
trifluorometilbencimidazol tienen una buena actividad antiparasitaria, que puede
ser antiprotozoaria o antihelmintica dependiendo de la naturaleza de los
sustituyentes y el patrén de sustitucion (Navarrete et al. 2003).

4 3

N
8 N1
7 \
H

Figura 4. Numeracion de las posiciones en el anillo del bencimidazol

Para proponer la estructura de nuevos compuestos quimicos, son importantes
las siguientes consideraciones:

1.13 Isosterismo

El isosterismo es un concepto quimico que se ha aplicado al desarrollo de
nuevas moléculas con actividad farmacoldgica. En la definiciéon de Langmuir este
término se utilizé para describir similitudes en propiedades fisicas y quimicas de
moléculas o iones con el mismo numero de atomos y electrones de valencia.
Este concepto se extendi¢ a especies con diferente nimero de atomos pero que
mantienen el mismo nimero de electrones en la capa de valencia (Korolkovas,
1970; Avendano, 1993) (Figura 5).
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Numero de electrones totales

6 7 8 9 10

C N (o) F Ne
| CcH| | NH|_ ——|OH| ™ |FH
| CH,| T [NH,| T |OH,
T |CHs;| T [NH;
T~ |CH,

Figura 5. Algunos ejemplos de atomos y grupos de atomos que son especies isosteras.

Considerando lo anterior, es posible reemplazar isostéricamente el —NH de la
posicion 1 de los bencimidazoles por un oxigeno, estos nuevos compuestos son
benzoxazoles, que al igual que la molécula de los bencimidazoles, es un sistema
anular biciclico que tiene un anillo bencenoide fusionado a un heterociclo. En los
benzoxazoles este heterociclo es un anillo de oxazol y tiene la ventaja de
eliminar el tautomerismo que se presenta en los 1-H-bencimidazoles (Esquema
1) (Barton, 1994; Elguero, 1978; Horton, 1990; Sanchez, 1999).

L
R2 0]

Benzoxazol

Tautomeros H

R? N R fl]
N

;@[ > —R3 o I:[ ,>—R3

R? i‘|\l R2 N

H
Bencimidazol Bencimidazol

Esquema 1. Los benzoxazoles no presentan tautomeria como los bencimidazoles
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Con el proposito de continuar obteniendo informacién basica sobre los
requerimientos estructurales para la actividad antiprotozoaria, resulta de interes
la sintesis de benzoxazoles. Esto permitira conocer la importancia del grupo
-NH de la posicion 1 del bencimidazol al reemplazarla por un oxigeno de
manera isdstera.

1.14 Métodos de sintesis para los benzoxazoles

En 1876, Landenburg fue el primero en sintetizar un benzoxazol, el 2-
metilbenzoxazol (lll), a partir del 2-aminofenol (I) por calentamiento con
anhidrido acético (Il), como se muestra en el esquema 2 (Katritzky, 1984).

NH, N
@: + (CHCOL,0 — o H—cH,
OH o)

() (I ()

Esquema 2. Sintesis del primer benzoxazol

En la actualidad existe una gran variedad de métodos para la sintesis de
benzoxazoles 2-alquil o 2-aril-sustituidos, no obstante, se continiia empleando el
mismo meétodo de Landenburg antes mencionado, con la modalidad de que
ahora se pueden utilizar ademas de anhidridos, acidos carboxilicos, cloruros de
acido, ésteres, amidas, nitrilos, entre otros, empleando la misma materia prima
de partida, a continuacion se mencionan algunos de los métodos mas relevantes
en la sintesis de 2-alquil o 2-arilbenzoxazoles.
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1.14.1 Sintesis a partir de acidos carboxilicos o de sus derivados.

Los benzoxazoles 2-alquil o aril sustituidos (v) se sintetizan generalmente por la
condensacion de 2-aminofenol (I) con acidos carboxilicos (IV) o con algin
derivado del acido carboxilico, por calentamiento prolongado. En algunas
ocasiones se utilizan catalizadores tales como anhidrido fosforico, acido
polifosforico (PPA), éster polifosfato (PPE) o acido bérico (HiBOs) como se
muestra en el esquema 3 (Hein, 1957; Hendrickson, 1989; Katritzky, 1984; Oren,
1998 y Uhlig, 1960).

NH, 0 PPA, PPE N
+ R—/< e \>—R
X H,BO, o
OH
0 (IV) (V)

X=-0OH, -NH,, etc.

Esquema 3. Obtencion de benzoxazoles a partir de 2 aminofenol, acidos carboxilicos y
un catalizador.

La reaccion anterior se efectia a temperaturas entre 110-14C °C para todos los
catalizadores. Ademas, los tiempos de reaccion varian segun el catalizador, de
1-5h para el PPA, anhidrido fosférico o PPE y de 24-48h para el acido boérico; sin
embargo, este ultimo ha resultado ser el mejor de los cinco catalizadores en
cuanto a rendimientos y facilidad de aislamiento de los productos.

1.14.2 Sintesis a partir de orto-ésteres.

En este procedimiento, el 2-aminofenol se hace reaccionar con orto-ésteres (VI)
en presencia de acido sulfurico concentrado, dando lugar a la formacion de
benzoxazoles 2-sustituidos con rendimientos del 75-85% (Jenkins et al. 1961).
Las temperaturas de reaccién oscilan entre 115-130°C, dependiendo del alcohol
que se destile (Esquema 4).
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OH
(1) (V1)

NH, He N
@: +  RC-(OC,H), —— Y—R + 3 CHOH
o
(V)

R=H, Alquilo, Arilo

Esquema 4. Obtencion de benzoxazoles a partir de orto-ésteres.

1.14.3 Sintesis a partir de precursores mono y diacilados

Otra ruta sintética cominmente usada para obtener benzoxazoles 2-sustituidos
es por medio de la monoacilacion de 2-aminofenoles (Greiner ef al, 1984). Estos
compuestos se mezclan con un equivalente del cloruro de acido apropiado para
generar las (2-hidroxifenil)lamidas (VIl) y posteriormente son tratadas en
diferentes condiciones deshidratantes para producir los benzoxazoles deseados
(Esquema 5).

@ R
NH,  Rrcox W g @f“’\
. ™ e TR YR
-H,0 0
OH OH
0) (Vi) (V)

B= Condiciones deshidratantes

Esquema 5. Obtencion de benzoxazoles a partir de N-(2-hidroxifenil)amidas.

Alternativamente, existen otros métodos sintéticos que utilizan 2-aminofenoles
N, O-diacilados (VIIl) para producir benzoxazoles 2-sustituidos. Estos
compuestos diacilados son tratados en condiciones piroliticas a temperaturas
entre 200-300 °C o bien, se usan catalizadores como el acido p-toluensulfénico
(p-TsOH) en disolventes aproéticos como el xileno o benceno (De Luca, 1997).
Este ultimo método es el de mejores rendimientos (Esquema 6).
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OYR

NH,  rcox NH  200-300°C N

S _—- \>_R

p-TsOH

OH (0] Xileno o
OA\

1) Tolueno (V)

(Vi)

Esquema 6. Obtencion de benzoxazoles a partir de 2-aminofenol N,O-diacilado

1.14.4 Sintesis de 2-aminobenzoxazoles

Uno de los métodos para obtener 2-aminobenzoxazoles (X) es tratando el 2-
aminofenol con bromuro de cianégeno (I1X). Este método fue reportado por
Leonard et al para la sintesis de 2-aminobencimidazoles. No obstante, también
es aplicable para la obtencion de benzoxazoles como se muestra en el esquema

7 (Valdez, 2002).
OO = Ol
2
OH 9
(1) ()]

Esquema 7. Obtencion de 2-aminobenzoxazoles con bromuro de cianégeno.

Otro método de obtencidn de 2-aminobenzoxazoles es a partir de la reaccion del
benzoxazol (XI) con hidroxilamina (XII) en medio alcalino formando un
intermediario 2-hidroxilamino-2,3-dihidrobenzoxazol (XIIl), el cual se tranforma a
2-aminobenzoxazol al hervir en una disolucién al 10% de hidroxido de sodio o de
calentarse a una temperatura de 180-200 °C (Osman et al, 1982), como se

muestra en el esquema 8.
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|
N N
OH H
(I? * NROR ' @:OXNHOH

(X1) (Xl (XIIN

“H,0|A0B

N
L
@)

(X)

A = Disolucion NaOH 10% y calentamiento

B = Calentamiento a 180-200 °C

Esquema 8. Obtencion de 2-aminobenzoxazol con hidroxilamina.

1.14.5 Sintesis de (benzoxazoles-2-il) carbamato de alquilo.
Una de las rutas de sintesis empleada para los 2-carbamatobenzoxazoles (XV)
es mediante el uso de 2-aminobenzoxazoles y posteriormente acilarlos con un

cloroformiato de alquilo apropiado (XIV) usando como disolvente piridina
(Hernandez, 1990), como se muestra en el esquema 9.

N N
@E;)-NHE + CICOR s (IC?— NHCO,R
N

(X) (XIV) (XV)

Esquema 9. Obtencion de los 2-carbamatobenzoxazoles usando cloroformiato de
alquilo

Una ruta de sintesis alternativa involucra tratamiento de sulfato de S-
metilisotiourea (XVI) con un cloroformiato de alquilo (XIV) adecuado y una base,
como por ejemplo, una disolucion acuosa de alcali hasta pH 8. Con esto se logra
la formacion del carboxilato de alquil S-metilisotiourea (XVII). Este producto, sin
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ser aislado, se hace reaccionar con 2-aminofenol generando el benzoxazol
deseado, como se muestra en el esquema 10 (Valdez, 2002).

+

CHasc(ZNHz)NHz] S0,> 4+ ccoR —NOM__ cH sc=NCO,RINH,
2 pH 8
(XVI) (XIV) (XVIT)
NHe AcOH N
C
CH,SC(=NCORINH,  + — AeOH N
PEHCORING, @ AcONa @E )—NHCOR
OH o
(XVIN) (1) (XV)

Esquema 10. Obtencion de los 2-carbamatobenzoxazoles

1.14.6 Sintesis de 2-mercaptobenzoxazoles

Existen varios procedimientos para la sintesis de los 2-mercaptobencimidazoles
que pueden ser aplicables para obtener los 2-mercaptobenzoxazoles (XVIIl). En
este caso la materia prima que se emplea es el 2-aminofenol en una mezcla con
etil xantato de potasio, etanol y agua sometidos a calentamiento a reflujo,
adicionando posteriormente una disolucion de acido aceético para precipitar el
producto. Algunos procedimientos alternativos incluyen tiourea y acido
clorhidrico en calentamiento a 170-180°C, tiocianato o tiofosgeno en cloroformo
o bien el etil xantato de potasio puede sustituirse por hidroxido de potasio y
disulfuro de carbono. Estos procedimientos generan buenos rendimientos de 80-
90%, como se muestra en el esquema 11 (Lépez, 2001; Van Allan, 1963).
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0! (XVIII)
L
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% HN" NH,
S

0 . o A
C,H.0

d) CscCl
SK* ) -

e) NH,SCN

Esquema 11. Obtencion de 2-mercaptobenzoxazoles.

1.14.7 Sintesis de 2-(metiltio)benzoxazoles

La manera mas sencilla de obtener derivados del 2-metiltiobenzoxazol (XI1X) es
por medio de los 2-mercaptobenzoxazoles, al hacerlos reaccionar con yoduro de
metilo en medio basico como se muestra en el esquema 12 (Lopez, 2001;
Sanchez, 1999 y Valdez, 2002).

N CH;l N
H—sH o H—scH,
0 KOH, H,0, EtOH o

(XVII) (XIX)

Esquema 12. Obtencion del 2-(metilito)-benzoxazol.

En la presente investigacion se propone la sintesis de 7 compuestos
benzoxazoles diclorados, tomando como punto de referencia el nucleo del
bencimidazol y realizando maodificaciones racionales en la busqueda de
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relaciones estructura quimica-actividad bioldgica, que permitan enriquecer los
datos hasta ahora obtenidos para el disefio de nuevas moléculas (Tabla 5). La
actividad biologica de los compuestos sintetizados sera evaluada empleando
como parasitos modelo a G. intestinalis y E. histolytica. La parte quimica de este
estudio se llevo a cabo en el Laboratorio 122, Facultad de Quimica, Edificio E,
Departamento de Farmacia, UNAM y la parte bioldégica en el Laboratorio de
Parasitologia de la UIMEIP-Pediatria, CMN Siglo XXI, IMSS. Este estudio
aportara mayor informacién sobre los requerimientos estructurales de moléculas
con actividad antiprotozoaria.

Tabla 5. Estructura de los 5,6-Diclorobenzoxazoles
2-sustituidos que se sintetizaran

4 3
CI N 3a_N
DR
g e 0
7
COMPUESTO R
T H
8 CH3s
9 CF;
10 SH
11 SCH;
12 NH;
13 NHCO,CH3;
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones y enfermedades producidas por parasitos protozoarios y
helmintos en humanos son de gran importancia médica, especialmente en los
paises en vias de desarrollo. En la actualidad se considera al tratamiento
quimioterapéutico de las enfermedades parasitarias como una de las mejores
alternativas de control. Sin embargo, en muchos casos, éste no es efectivo ya
que se ha observado falla terapéutica, produccién de efectos secundarios y
resistencia a farmacos.

Por lo anterior, resulta necesario el disefo, sintesis y evaluaciéon de nuevos
compuestos con actividad antiparasitaria. Es recomendable que su sintesis sea
facil, de bajo costo y que los nuevos compuestos tengan mejores caracteristicas
fisicoquimicas que reditue en el beneficio de los pacientes. Un aspecto de gran
importancia en este proceso, es la seleccion de los compuestos en base a
su actividad biologica in vitro, que permitira posteriormente su evaluacion
empleando modelos experimentales y una vez que demuestren ser activos,
el siguiente paso implica estudios clinicos.

Este trabajo de tesis pretende aportar informacién basica realizando la sintesis
de benzoxazoles 2-sustituidos, lo que permitira conocer la importancia del grupo
—-NH de la posicion 1 del bencimidazol al reemplazarla por un oxigeno de
manera isostera. Este estudio aportara mayor informacién sobre los
requerimientos estructurales de moléculas con actividad antiparasitaria.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antiprotozoaria “in vitro” de una serie de 5,6-
Diclorobenzoxazoles con diferentes sustituyentes en la posicion 2, para
aportar informacién basica acerca de la influencia del reemplazo del grupo
—NH en el anillo de imidazol del nucleo bencimidazélico, por un atomo de

oxigeno.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar los 5,6-Diclorobenzoxazoles sustituidos en la posicion 2 por
métodos sencillos, a partir de materias primas accesibles.

Aislar, purificar y determinar algunas de las constantes fisicas mas
importantes de los compuestos sintetizados (punto de fusion y Ry).

Identificar y caracterizar los compuestos finales asi como a sus precursores
por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

Determinar la actividad in vitro de los compuestos que se sintetizaron, sobre
los protozoarios G. intestinalis y E. histolytica.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 6 se observa que el rendimiento del compuesto 2 fue regular (50%)
debido a que la sintesis del nitrofenol gener6 una mezcla de isémeros, la cual se
separo por cromatografia en columna.

Tabla 6. Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos sintetizados

Rendimiento Estado Ry Pf Pf
No. (%) Cristales Fisico | (sistema+) °C reportado
°C
Agujas 0.30
2 49.80 Hexano amarillas (V) 66.5-67.1 67"
Polvo 0.33
3 93.63 — rojo-vino (1) 169.2-170.6  171-172'
] Cristales 0.36
|4 75.30 Tolueno café (1) 208.7-209.2 209’
Tolueno- Agujas
5 J 72.81 Acetona | amarillas == —-ee e
| Hojuelas 0.40
.6 | 6498 Tolueno | blancas ) 224.8-2253 -
I Agujas 0.46
| 7 39.43 Metanol blancas (V) 117.7-118.4 118?
[ Agujas 0.48
8 54.46 Metanol blancas (V) 152.6-153.2 1537
Agujas 0.50
. ) 53.52 Metanol blancas (IV) 78.4-79.1 -—-n
Cristales 0.51
10 80.40 Metanol blancos (1) 227.3-227.7 wees
Metanol- Agujas 0.47
11 75.21 Acetona blancas (1) 138.7-139.7 o
Cristales 0.46
12 70.60 Benceno naranjas (n 247.9-248.4 o
Polvo 0.32
13 4450 | - blanco (n 239.7-240.
+ Sistema | CHCI;-MeOH 99 : 1 Sistema Il CHCI;-MeOH 90: 10
Sistema Ill Hex.-AcOEt 95 : 5 Sistema IV Hex.-AcOEt 85: 15

1) Handbook of Chemistry and Physics, Vol. II, 3" edition.
2) Chemical Abstrac 40, 12519 (1944).
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Antes de establecer las condiciones de reaccidon mencionadas en la sintesis de
materias primas (pag. 51) se realizaron algunas pruebas con el objetivo de mejorar
el rendimiento de dicha reaccion. Inicialmente, la reaccion de nitracion se realizdo
con mezcla sulfonitrica (HNO3/H2SOs) a una temperatura entre 0-5 °C,
observandose la formacién de dos fases heterogéneas bien definidas, una liquida y
otra semisolida que se adheria al agitador magnético y no se obtuvo el resultado
adecuado.

Un método alternativo consistio en utilizar acido acético glacial como disolvente y
acido nitrico concentrado como agente nitrante entre 0-5 °C. En estas condiciones
la reaccion procedid en una sola fase (liquida), obteniéndose un 30% de
rendimiento del compuesto deseado. El otro compuesto que se obtenia, era el
isomero 3,4-Dicloro-2-nitrofenol 2a, que era el compuesto no deseado (Esquema

13).

- +
AcOH
Cl OH cl OH Cl OH
NO,
1 2 2a

Esquema 13. Isémeros obtenidos en la reaccion de nitracion.

Finalmente, con el afan de mejorar el rendimiento arriba mencionado se repitio
dicha reaccion conservando el disolvente y la temperatura de reaccion, sin embargo
como agente nitrante se empled HNO; diluido (95, 90, 85, 80, 75, 70%) en agua,
obteniéndose el 32, 37, 40, 50, 52 y 53% de rendimiento respectivamente, motivo
por el cual la técnica que se empled a mayor escala fue con HNO; al 80% que fue
donde se observo el cambio mas drastico en cuanto a rendimiento.

Con respecto a los datos espectroscépicos, en el espectro de infrarrojo (No.1) se
observé una banda caracteristica de -OH que se encontré en 3278 cm™'. Esta fue
una banda ancha y de baja intensidad debido a la formaciéon de un puente de
hidrogeno intramolecular entre los oxigenos del grupo nitro y el hidrégeno del grupo
hidroxilo. Las bandas caracteristicas del grupo nitro fueron dos, la primera aparecio
en 1515 cm”, generada por un alargamiento asimétrico N-O y la segunda se
encontré en 1312 cm™originada por el alargamiento simétrico N-O.

En lo que se refiere al espectro de masas (No.2) se observo el pico base con una
relacion m/z de 207que corresponde al idon molecular, asi como un pico m/z 209
(M+2) con una abundancia del 66% que es caracteristico de la presencia de dos
atomos de cloro®. Este mostro la pérdida de los radicales —OH (M*-17), -NO (M’ -
30), -NO, (M*-46), generando los cationes con m/z 190, 177 y 161 respectivamente,
los ultimos dos se fragmentaron perdiendo 28 unidades (-CO) para formar los
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cationes m/z 149 y 133 respectivamente. El fragmento de m/z 133 perdié un radical
hidrogeno para dar el cation radical m/z 132. Por ultimo, el cation radical m/z 132
perdio un radical —=Cl (M" -35) para generar el cation de m/z 97. La abundancia de
los picos fue menor al 30%.

a) Este ion (M+2) se observo en los espectros de todos los compuestos sintetizados.

En el espectro de RMN 'H (No.3) aparecieron tres sefiales, que correspondieron a
tres tipos de protones en ambientes electronicos diferentes. La primera sefal
aparecio en 7.33 ppm, integrd para un proton y tuvo la forma de un doblete (d). Esta
sefal se asignd a H-6 porque estd en posicion orfo al grupo hidroxilo que lo
“protege”, desplazandolo a campo alto. Este proton presentd acoplamiento con el
proton H-3, con una constante de acoplamiento Jpas de 0.3 Hz. La segunda sefial
aparecio en 8.23 ppm, que integro para un protdn con la forma de doblete (d). Esta
sefial se asigndé a H-3 porque esta en posicion orto al grupo nitro que lo
“desprotege” desplazandolo a campo bajo. Este hidrégeno mostré acoplamiento con
el proton H-6, con una constante de acoplamiento Jpara de 0.3 Hz. Finalmente, la
tercera sefnal aparecié en 10.47 ppm, integré para un protén y presenté la forma de
singulete, el cual desaparecio por intercambio con agua deuterada, este proton fue
asignado al hidrégeno del grupo hidroxilo.

Para la reduccion catalitica del compuesto 2 se empled Niguel-Raney para evitar la
descloraciéon y etanol como disolvente. El tiempo de reaccion fue relativamente
corto (25 min.) y no fue necesario aplicar temperatura para que dicha reaccion se
llevara a cabo. El rendimiento obtenido fue del 93.63%

Con respecto a los datos espectroscopicos, en el espectro de masas (No.4) se
observo el pico base con una relacion m/z de 177, que pertenece al ion molecular,
asi como un pico m/z 179 (M+2) con una abundancia del 66% que es caracteristico
de la presencia de dos atomos de cloro. El patron de fragmentacion mostré un pico
de m/z 176 (M" -1), que correspondié a la pérdida del radical H. Este pico se
fragmenté nuevamente perdiendo 28 unidades (-CO) y gener6 la especie catidnica
m/z 148, sin embargo los picos del espectro son de baja abundancia relativa, menor
al 20%.

El espectro de RMN 'H (No. 5) mostré cuatro sefales, que fueron asignadas de la
siguiente manera: la primera sefal se observé como un singulete en 4.63 ppm, que
integré para 2 protones y desaparecié por intercambio con agua deuterada, esta
senal fue asignada a los protones del grupo amino. La segunda sefial aparecio en
6.82 ppm en forma de singulete, que integré para un proton y correspondié a H-3
porque tiene una posicion orto al grupo amino, el cual “protege” a este hidrégeno y
lo desplaza a mayor campo. La tercera sefal se encontrd en 6.84 ppm en forma de
singulete, que integré para un protdn y correspondié a H-6 puesto que tiene en
posicion orto al grupo hidroxilo (grupo electronegativo) que “"desprotege” a este
hidrogeno desplazandolo a menor campo. La ultima sefial aparecié en 8.73 ppm,
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fue un singulete ancho que integré para un proton y desaparecio por intercambio
con agua deuterada, esta sefal se asigno al proton del grupo hidroxilo.

Con respecto a la sintesis de los compuestos 7, 8 y 9, primero se prepararon las
amidas 4, 5 y 6 respectivamente a partir de 3 con los acidos o anhidridos de acido
adecuados, una vez formadas, éstas se aislaron y caracterizaron con algunas
constantes fisicas (como se muestra en la Tabla No. 6), asi como datos
espectroscopicos y espectromeétricos, que a continuacion se describen.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 4 (No.6) se observd la banda de 3389
cm’' generada por el alargamiento N-H. También la banda caracteristica del grupo
carbonilo en 1665 cm™. Otra banda fue la formada por la flexion fuera del plano (N-
H) que aparecio en 1527 cm™. En este espectro también se observo la ausencia de
la banda en 3600 cm™'. En cambio, aparecié una banda ancha y de baja intensidad
en la region de 3070 cm™', debido probablemente a la formacion de un puente de
hidrégeno intramolecular entre el grupo hidroxilo y el nitrogeno de la amida.

En lo que se refiere al espectro de masas (No.7) se observo el iGn molecular con
una relacion m/z de 205 y una abundancia del 45%, asi como un pico m/z 207
(M+2) con una abundancia del 28% que es caracteristico de la presencia de dos
atomos de cloro. El pico base mostrd una relacion m/z de 177 que se formé a partir
de la fragmentaciéon del i6n molecular, por el desprendimiento de una molécula
neutra de CO (Esquema 14).

L]

o Q
cl N, cl N cl NH
Cl OH (o] OH Cl OH

m/z 205 m/z 177

g,
H (0] H \ (oH
N /W 4

Cl Cl ‘N Cl NH
j@: M e :@: \y -CH=C=0 m ;
Cl OH Cl OH Cl OH

m/z 219 m/z177

Esquema 14. El compuesto 4 se ioniza generando el iobn molecular con m/z 205 que luego
se fragmenta en una especie mas estable m/z 177, por la pérdida de una molécula neutra
de mondxido de carbono.
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En el espectro de RMN 'H (No.8) se observo la primera sefial en 7.01 ppm la cual
integro para un proton y tuvo la forma de un singulete. Esta sefal se asigno al H-6
que aparecié a campo mas alto que H-3, por el efecto “protector” del grupo hidroxilo.
La segunda sefial aparecié en 8.28 ppm, integré para un protén y fue asignado al
proton del grupo aldehido. Esta sefial aparecid con la forma de doblete (d) por el
acoplamiento con el proton de la amida, con una constante de acoplamiento J 1.8
Hz; lo anterior se confirmd con el intercambio con agua deuterada, observandose la
simplificacion de la sefal (singulete). La tercera sefial aparecié en 8.34 ppm, integro
para un proton, presentd la forma de singulete y fue asignado al H-3, ya que
aparecid a campo mas bajo por el efecto “desprotector” orto del grupo formamida.
La siguiente sefal aparecid en 9.83 ppm, fue un singulete que integro para un
protén y desaparecio con el intercambio con agua deuterada, este proton fue
asignado al hidrogeno de la amida. La Ultima serial aparecié en 10.84 ppm, fue un
singulete que integré para un proton y desaparecid por intercambio con agua
deuterada, este proton fue asignado al hidrogeno del grupo hidroxilo.

En lo que se refiere al espectro de masas del compuesto 5 (No.9) el cual no se
purifico, se observo el ibn molecular con una relacion m/z de 219 y una abundancia
del 23%, asi como un pico m/z 221 (M+2) con una abundancia del 6%. El pico base
mostro una relaciéon m/z de 177 el cual se formo a partir de la fragmentacion del ion
molecular, por el desprendimiento de una molécula neutra de —-CH,=C=0 (Esquema
14).

Adicionalmente se observo otro patron de fragmentacion en la que se observd el i6n
molecular con una relacion m/z de 261 y una abundancia relativa del 2%, asi como
un pico m/z 263 (M+2) con una abundancia del 0.5%. El pico base del espectro
mostré una relacion m/z de 177 que se formé a partir de la fragmentacion del i6n
molecular por la pérdida consecutiva de dos moléculas neutras de —CH,=C=0. Con
los datos aqui obtenidos se sugiere la presencia de la mezcla del compuesto
monoacetilado (N-acetilado) con el compuesto diacetilado (N, O-diacetilado).

En el espectro de RMN 'H (No.10) se observé la primera sefial en 2.08 ppm, integré
para tres protones y tuvo la forma de un singulete. Esta senal se asigné al grupo
metilo a al carbonilo de la amida. La segunda sefial aparecié en 7.56 ppm, integré
para un proton y tuvo la forma de singulete. Esta sefal se asigné a H-3. La tercera
sefal aparecid en 8.26 ppm, que integrd para un protén y tuvo la forma de singulete.
Esta sefal se asignd a H-6. La siguiente sefal aparecié en 9.65 ppm, fue un
singulete que integro para un proton y desaparecio por el intercambio con agua
deuterada, este protén fue asignado al hidrégeno de la amida.

Adicionalmente se observo una sefal en 2.17 ppm, integré para tres protones y tuvo
la forma de singulete. Esta senal se asigno al grupo metilo « al carbonilo del acetilo.
Esta sefal, ademas de la ausencia de un protdn intercambiable con agua deuterada
(el del hidroxilo), refuerza la idea de que esta mezcla es la mencionada
anteriormente.
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En el espectro de infrarrojo del compuesto 6 (No.11) se observé la banda de 3385
cm’' generada por el alargamiento N-H. También la banda caracteristica del grupo
carbonilo en 1702 cm™'. Otra banda fue la formada por la flexion fuera del plano (N-
H) que aparece en 1556 cm™. En este espectro también se observo la ausencia de
la banda en 3600 cm™'. En cambio, aparecié una banda ancha y de baja intensidad
en la region de 3248 cm™', debido probablemente a la formacion de un puente de
hidrégeno intramolecular entre el grupo hidroxilo y el nitrégeno de la amida.
Ademas, presenté dos bandas de alargamiento asimeétrico (CF3) en 1340 y 1197
cm’'y una de alargamiento simétrico (CF3) en 1163 cm™.

En lo que se refiere al espectro de masas (No.12) se observo el ion molecular que
correspondid al pico base del espectro, con una relaciéon m/z de 273, asi como un
pico m/z 275 (M+2) con una abundancia del 67% que es caracteristico de la
presencia de dos atomos de cloro. Por otra parte, se presentd un pico con una
abundancia relativa de 85% y una relacion m/z de 204. Este pico se genero por la
ruptura del grupo trifluorometilo « al grupo carbonilo. El cation radical con una
relacién m/z de 177 no se formo por la ausencia de hidrogenos « al grupo carbonilo,
pero se produjo un catién con una relacién m/z de 176 y una abundancia relativa del
83%. Este se formo a partir de la pérdida de una molécula neutra de CO del ibn m/z
de 204 y finalmente, este fragmento de m/z 176 sufrié la pérdida de una molécula
de CO para generar la especie catiénica de m/z 148 y una abundancia relativa de
43% (Esquema 15).

o
N-J( cl
H CF,

cl N
i N .
OH cl OH TS e OH

Cl
m/z 273 m/z 204
/0
+ { + H
NH cl /_‘NH co © NH N
O — — L)
Cl cl OH
cl Cl cl
m/z 148 m/z 176

Esquema 15. El compuesto 6 se ioniza generando el ion molecular de m/z 273, que
ademas es el pico base del espectro, para luego fragmentarse en una especie mas estable
de nvz 204, esta a su vez, por la pérdida consecutiva de dos moléculas neutras de
monoxido de carbono genera las especies m/z 176 y 148 respectivamente.
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En el espectro de RMN 'H (No.13) se observaron tres sefiales. La primera sefial
aparecio en 7.11 ppm, integré para un protén y tuvo la forma de un singulete. Esta
sefnal se asignd a H-6 ya que aparecié a campo mas alto que H-3, por el efecto
“"protector” del grupo hidroxilo. La segunda sefial aparecié en 7.63 ppm, que integré
para un protén, aparecioé con la forma de singulete y fue asignado al H-3, ya que
apareci6 a campo mas bajo por el efecto “desprotector” orfo del grupo
trifluoroacetamida. La ultima sefial aparecid en 10.75 ppm, fue un singulete
ligeramente ancho, que integré para dos protones y desaparecid por intercambio
con agua deuterada. Esta sefal se asign6 al protén de la amida y al protén del
grupo hidroxilo. La razon de que el protén de la amida aparezca en un campo tan
bajo se debe probablemente a la presencia del grupo trifluorometilo que lo
desprotege.

Las amidas se trataron con un agente deshidratante (acido polifosférico) y se
obtuvieron los 2-alquilbenzoxazoles 7, 8 y 9. La reacciéon consisti6 en una
ciclodeshidratacion, en la cual el oxigeno del carbonilo de la (4,5-Dicloro-2-
hidroxifenil)amida actué como nucledfilo y atacé a uno de los atomos de fésforo del
intermediario tipo acido pirofosférico. Después, el grupo hidroxilo ataco
nucleofilicamente al carbono del carbonilo que se comporta mas electrofilico por la
presencia de una carga positiva aledafia a él, formandose un ciclo de cinco
miembros que por equilibrios acido base genero los benzoxazoles correspondientes
(Esquema 16).
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Esquema 16. Mecanismo de ciclodeshidratacion de (4,5-Dicloro-2-hidroxifenil)amidas para
generar los benzoxazoles.
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Esta ruta de sintesis tuvo la ventaja de ser facil de trabajar y ademas se emplearon
materias primas conocidas y reportadas en la literatura que fueron sencillas de
sintetizar. La asignacion de los datos espectroscépicos y espectrométricos de los
compuestos 7, 8 y 9 se describe a continuacion.

Las bandas caracteristicas comunes en los espectros de infrarrojo de los
compuestos 7, 8 y 9 (Nos.14, 17 y 20), que permitieron identificar algunos grupos
funcionales fueron las siguientes: primero se observo la banda de 3070-3099 cm™',
caracteristica de —C=C-H; esta indicd la presencia de una olefina o un anillo
aromatico. La presencia de varias bandas alargadas y de intensidad media en la
region de 1400-1600 cm™' corroboraron la presencia del grupo fenilo. En la zona de
1720-1750 cm™ aparecié una banda de baja intensidad generada probablemente
por la deformacion en el plano del enlace C-O (N=CO). Finalmente, en 1260-1290
cm’' se observé una banda de base ancha y de gran intensidad, producida por el
alargamiento C-O (=C-Q).

En el caso del compuesto 8, adicionalmente, se observo en 3009 cm™ una banda

angosta de baja intensidad formada por el alargamiento del enlace C-H del grupo

metilo. Esta banda se confirmé con las bandas de deformacion C-H de 1379 y 1446
-1

cm’.

Para el compuesto 9 se encontré en la region de 1150-1360 cm™ tres bandas
alargadas y de gran intensidad, originadas por el alargamiento simétrico y
asimétrico C-F.

En el espectro de masas del compuesto 7 (No.15) se observo el pico base con una
relacion m/z de 187, que pertenece al idbn molecular, este se isomerizé a una
especie cationica radical (4,5-dicloro-2-hidroxibenzonitrilo) y perdié un fragmento de
CO. En el patron de fragmentacion, este pico aparecio con una abundancia relativa
de 27% y una relacion de m/z 159. Esta especie se fragmentoé con pérdida de HCN
como molécula neutra, que dio lugar a otro catién radical con un m/z de 132 y una
abundancia relativa del 10%. Finalmente, se fragmentd un radical cloro y se formo
el cation de m/z 97 con una abundancia relativa del 21% (Esquema 17).
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Esquema 17. El compuesto 7 se ioniza generando el i6n molecular con m/z 187 que
ademas es el pico base del espectro. Este sufre una transposicion formando el (4,5-dicloro-
2-hidroxibenzonitrilo), que pierde un fragmento neutro (CO) formando una especie estable
con m/z 159. Esta especie se vuelve a fragmentar perdiendo una molécula neutra de HCN,
generando la especie catidnica radical con m/z 132.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 7 (No.16) aparecieron tres sefales que
integraron para un proton cada una y fueron asignadas de la siguiente manera: en
8.15 ppm, un singulete asignado para H-4, fue la sefal que aparecié a campo mas
alto probablemente por el mayor efecto protector del atomo de nitrégeno del anillo
oxazolico, que el generado por el atomo de oxigeno en el mismo anillo que
desplaza a un campo un poco mas bajo a H-7. Por tal razon, la seial que aparecid
en 8.23 ppm correspondi6é a H-7. Finalmente, la tercera sefial que aparecié como
un singulete a 8.87 ppm se designo al hidrégeno de la posicion 2 del anillo
benzoxazdlico.

Por otra parte, en el espectro de masas realizado por impacto electrénico (No.18)
del compuesto 8, se observd que el pico base tuvo una relacion m/z de 201,
asignada al ion molecular. El patrén de fragmentacion de este compuesto es similar
al del compuesto 7, con pérdidas consecutivas de CO y HCN, generando los
cationes radicales con m/z 173 y 146 respectivamente, con una abundancia relativa
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menor al 5%. Sin embargo, el fragmento de m/z 173 sufre la perdida de un radical
cloro para generar la especie cationica de m/z 138 con una abundancia relativa del
26%.

En el caso del espectro de RMN 'H del compuesto 8 (No.19) aparecioé una senal en
2.64 ppm (singulete), que integro para 3 protones y fue asignada a los hidrégenos
del grupo metilo en la posicién 2 del anillo de benzoxazol. La siguiente serial
aparecid en 7.60 ppm (singulete) que fue asignada a H-4. La ultima sefal se
encontrd en 7.73 ppm. La asignacién de estas dos ultimas sefales se hizo tomando
en cuenta el mayor efecto protector del nitrdgeno sobre el oxigeno (del anillo
oxazolico) que “"protege” mas la sefnal de H-4 con respecto de H-7.

Para el espectro de masas del compuesto 9 (No.21) se observo que el pico base del
espectro tuvo una relacion m/z de 255 asignada al i6n molecular. En el patrdon de
fragmentacion se observo la pérdida de un radical flior (M*-19) generando un cation
de m/z 236. También se observo la fragmentacion caracteristica de CF, (M*-50)
(Calderon, 1986), con transposicion de un atomo de flior. La abundancia relativa de
estos picos fue menor del 15%.

En el caso del espectro de RMN 'H del compuesto 9 (No.22) aparecieron dos
singuletes en 8.39 y 8.46 ppm, que integraron para un protéon cada uno y fueron
asignados a H-4 y H-7 respectivamente.

Para corroborar este espectro se realizo el espectro de RMN "°C del compuesto 9
(No.23), en el cual se observaron ocho sefales. La primera senal aparecid en
114.44 ppm y correspondié a C-4; la segunda sefal se encontrd en 116.24 ppm,
correspondio al carbono del trifluorometilo, se observé como un cuadruplete por el
acoplamiento con los tres atomos de flior a un enlace de distancia, con una
constante de acoplamiento J =271.5 Hz. La tercera sefal aparecio en 122.82 ppm,
fue asignada a C-7; la cuarta sefal se encontrdé en 129.19 ppm y se asignd a C-5; la
quinta sefal se encontré en 130.98 ppm, fue asignada a C-6; la sexta senal
aparecio en 138.77 ppm y correspondio a C3a; la séptima sefial aparecio en 149.05
ppm, correspondié al C-7a y por ultimo la octava sefal se encontré en 152.13 ppm,
fue un-cuadruplete por el acoplamiento de los atomos de fluor a dos enlaces de
distancia, con una constante de acoplamiento J =43.7 Hz y fue asignada al C-2.

La reaccién para obtener el compuesto 10 procedio sin dificultad y se obtuvo como
un solido cristalino con un rendimiento del 80.40%. Esta reaccidn consistio
inicialmente en la formacién in situ de un intermediario tipo xantato, que fue atacado
intramolecular por el grupo hidroxilo formando un ciclo de 5 miembros que por
equilibrio tautémerico genero el compuesto deseado (Smith y March, 2001). La
reaccion produjo un olor caracteristico debido al sulfuro de hidrogeno liberado
(Esquema 18).
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Esquema 18. Mecanismo de reaccion del 5,6-Dicloro-2-mercaptobenzoxazol

El espectro de infrarrojo del compuesto 10 (No.24) presentd varias bandas
caracteristicas que permitieron identificar algunos grupos funcionales como fueron:
la banda ancha y de baja intensidad en la region de 3435 cm™ que correspondié al
alargamiento —SH. Esta banda se traslap6 con la banda caracteristica del
alargamiento —C=C-H de olefina o anillo aromatico, por lo que dicha banda se
asignd en 3018 cm’'. Se encontraron tres bandas de base ancha y de gran
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intensidad generadas por el alargamiento =C—~S en 1488, 1455 y 1328 c¢cm™' (Lide,
1993). También se observaron varias bandas alargadas y de baja intensidad en la
region 800-600 cm’' comunes en los mercaptanos. En este espectro también se
observo la ausencia de la banda en 3600 cm™.

En el espectro de masas (No.25) se observd el pico base del espectro en una
relacion m/z de 219 y se identific6 como el i6n molecular, asi como un pico m/z 221
(M+2) con una abundancia del 70%, que es caracteristico de la presencia de dos
atomos de cloro. En el patron de fragmentacion se observaron las pérdidas de SCO
(M*-60), CHO (M'-29) y HCS (M*-45), sin embargo, los picos fueron de baja
abundancia relativa, menor al 10%.

En el caso del espectro de RMN 'H (No.26) mostro tres sefiales, que fueron
asignadas de la siguiente manera: la primera sefial se observé como un singulete
en 7.45 ppm, integrd para un proton y se asignd a H-4. La segunda sefial aparecio
en 7.91 ppm en forma de singulete, que integrd para un protén y correspondié a H-
7. La ultima senal aparecio en 13.96 ppm, fue un singulete ancho que integro para
un protén y desaparecié por intercambio con agua deuterada, esta sefial se asigno
al protan del tiol.

El compuesto 11 se obtuvo facilmente y con buen rendimiento (75.21%) a partir de
10 mas yoduro de metilo. Este compuesto tuvo un punto de fusion menor que el de
su analogo tiol.

En la caracterizacion de este compuesto, el espectro de infrarrojo (No.27) presento
una banda en la region de 3047 cm™, caracteristica del alargamiento ~C=C-H de
olefina o anillo aromatico. La presencia de varias bandas alargadas e intensas en la
region 1400-1600 cm' corroboraron la presencia del anillo aromatico. En 2920 cm’'
se observé una banda angosta de baja intensidad, formada por el alargamiento C-H
del grupo metilo. Esta banda se confirmd con las bandas de deformacion C-H de
1325y 1455 cm™. Por Gltimo en 848 cm™, se observo la banda de vibracién C-S.

El espectro de masas (No.28) presentd un pico base con una relacion m/z de 233 y
se identifico como el idbn molecular, asi como un pico m/z 235 (M+2) con una
abundancia del 70% que es caracteristico de la presencia de dos atomos de cloro.
En el patron de fragmentacion se observd un pico con una relacion m/z de 218 y
una abundancia relativa de 38%, este fragmento se origin6 por la pérdida del radical
metilo. De este cation se fragmentd una molécula de CO para generar la especie
cationica con m/z de 190 y una abundancia relativa de 49%. También se observo un
fragmento catiénico de m/z 200 con una abundancia relativa del 73%, el cual se
formé a partir del ion molecular con la pérdida del radical HS'.

El espectro de RMN 'H (No.29). En este se observd una sefial en forma de
singulete en 2.75 ppm, que integro para tres protones, esta se asigno a los
hidrogenos del grupo metilo. La siguiente sefal, en forma de singulete, aparecio en
7.96 ppm, que integro para un proton y fue asignada para H-4. Por Gltimo, en 8.08
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ppm se observé una sefial en forma de singulete, que integro para un proton y que
se designo para H-7.

El compuesto 12 se sintetiz6 con un 70.60% de rendimiento, dando un sdlido
cristalino. Esta reaccion consistio en una sustitucion nucleofilica sobre el bromuro
de cianogeno, por parte de 3 (Esquema 19); esto formé un intermediario imino que
fue atacado intramolecularmente por el grupo hidroxilo formando un ciclo de cinco
miembros que por equilibrio tautomérico genero el compuesto esperado (Elguero et
al. 1978).
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Equilibrio tautomérico

Esquema 19. Mecanismo de reaccion del 2-Amino-5,6-diclorobenzoxazol.
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Las bandas caracteristicas en el espectro de infrarrojo del compuesto 12 (No.30)
fueron las siguientes: en 3468 y 3336 cm™' aparecieron dos bandas de intensidad
media, generadas por los alargamientos asimétrico y simétrico (-NH;) del grupo
amino. En la region de 3095 cm™ se encontré una banda caracteristica de -C=C-H
de olefina o anillo aromatico. La presencia de varias bandas alargadas e intensas
en la region de 1400-1600 cm™' corroboraron la presencia del anillo aromatico. En
1694 cm™ aparecio una banda de base ancha y de gran intensidad, originada por el
alargamiento —C=N-H.

En el espectro de masas (No.31) se observd que el pico base del espectro tuvo una
relacion m/z de 202 y se identificd como el i6n molecular, asi como un pico m/z 204
(M+2) con una abundancia del 67%, que es caracteristico de la presencia de dos
atomos de cloro. En el patron de fragmentacion se aprecio la pérdida del radical
CHO (M*-29), generando una especie cationica de m/z 173 (Calderén, 1986),
ademas se observo la pérdida de OCNH (M*-43), no obstante los picos fueron de
baja abundancia relativa, menor al 10% (Esquema 20).
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Esquema 20. Patrén de fragmentacion caracteristico del 2-Amino-5,6-diclorobenzoxazol.

En el caso del espectro de RMN 'H (No.32) se observé una sefal en 7.40 ppm en
forma de siguiente, que integrd para un proton y se asigné a H-4. La siguiente
sefal aparecio en 7.69 ppm con la forma de singulete y que integrd para un protén,
fue asignada a H-7. Por ultimo, se observé una senal en 7.76 que desaparecid por
intercambio con agua deuterada e integré para dos protones. Esta senal se asigné a
los hidrégenos del grupo amino.

La ruta de sintesis para obtener el compuesto 13 consistid en formar un carboxilato
de alquil S-metilisotiourea que junto con 3 dieron el producto deseado con un
rendimiento 44.50%. En esta técnica fue necesario cuidar la temperatura y el pH de
reaccion, asi como el uso de trampas de hipoclorito de sodio conectadas en serie,
para evitar la fuga del metanotiol que se liberd en la reaccion (Esquema 21).
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Esquema 21. Mecanismo de reaccion del (5,6-Diclorobenzoxazol-2-il)carbamato de
metilo

Las bandas caracteristicas en el espectro de infrarrojo del compuesto 13 (No.33)
fueron las siguientes: en 2956 cm™ se observd una banda de baja intensidad
formada por el alargamiento C-H del grupo metilo. Esta banda se confirmé con las
bandas de deformacion C-H de 1402 y 1446 cm™. En 1635 cm™' se observd una
banda alargada y muy intensa que fue asignada a la tension N=C-NH. En 1743 cm™'
aparecio una banda ancha y de gran intensidad originada por el grupo carbonilo del
carbamato. En 1230 y 1180 cm™ se encontraron dos bandas anchas de gran
intensidad generadas por el alargamiento asimétrico y simétrico —-O-C=0.
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El espectro de masas (No.34) mostro el pico base del espectro en una relacion m/z
de 228, que correspondid a la formacién de un cation radical a partir del i6n
molecular, con pérdida de una molecula de metanol (Esquema 22). Esto confirmé la
presencia del N-H del carbamato, ya que este hidrogeno formo parte de la molécula
de metanol que se generd. Mientras que el iébn molecular tuvo una relacion m/z de
260 y una abundancia relativa del 87%, asi como un pico m/z 262 (M+2) con una
abundancia del 59%, que es caracteristico de la presencia de dos atomos de cloro.
En el patron de fragmentacién se observé un pico con una relacion m/z de 202 por
la pérdida del radical M" -58.

Por dltimo, en el espectro de RMN 'H (No.35) se observd una sefal en forma de
singulete en 3.92 ppm, que integrd para tres protones, esta se asignd a los
hidrégenos del grupo metilo. La siguiente sefial en forma de singulete aparecié en
7.09 ppm, que integro para un proton y fue asignada para H-4. Otra sefal en forma
de sigulete apareci6 en 7.19 ppm, que integro para un protén y correspondié a H-7.
La ultima senal fue observada en 11.73 ppm con forma de singulete, que integro
para un proton y desaparecio por intercambio con agua deuterada. Esta sefial se
asigno al protdn del nitrégeno del carbamato.

+
cl N, %0 ci N T
N/ e N=C=0

> -CH,OH 0>-—

Cl Cl

m/z 260 m/z 228

Esquema 22. El ion molecular se fragmenta perdiendo una molécula neutra de metanol y
generando una especie cationica radical de m/z 228.
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Con respecto a las pruebas de actividad biologica, en la Tabla 7 se muestran los
resultados de las pruebas de susceptibilidad in vitro de los trofozoitos de G.
intestinalis tratados con los compuestos 7-13, asi como metronidazol y albendazol

como controles positivos.

Se puede observar que la potencia de los siete compuestos evaluados es menor a
la del albendazol; sin embargo, los compuestos 9 y 13 resultaron ser mas potentes
(Clsg 0.357 y 0.949 pM respectivamente) que el metronidazol (Clsg 1.180 pM).

Tabla 7. Actividad biologica de los compuestos 7-13 sobre los trofozoitos de Giardia
intestinalis

Clso (UM)
- - Compuesto (Limite de confianza)
11.480
7 (11.097-11.873)
6.796
8 (6.567-7.025)
0.949
T 9 (0.937-0.961)
2.497
10 (2.406-2.589)
3.665
11 (3.627-3.704)
1.834
12 (1.812-1.856)
0.357
13 (0.354-0.360)
0.037
_ Albendazol (0.030-0.044)
1.180
Metronidazol (1.158-1.205)

* Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron dos veces. Se reporta el valor
promedio de los ensayos.
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En la Tabla 8 se presentan los resultados de las pruebas de inhibicion de
crecimiento in vitro sobre los trofozoitos de E. histolytica tratados con los
benzoxazoles 7-13, ademas de metronidazol y albendazol como controles positivos.

Los resultados muestran que todos los compuestos fueron mas potentes que el
albendazol, pero ninguno tuvo una potencia similar o mayor que el metronidazol.

Tabla 8. Actividad bioldgica de los compuestos 7-13 sobre los trofozoitos de Entamoeba

histolytica’
Clso (HM)
Compuesto (Limite de confianza)
3.251
7 (3.241-3.262)
1.256
i 8 (1.249-1.263)
0.786
L 9 (0.706-0.867)
1.616
B 10 (1.580-1.653)
2.017
| 11 (1.931-2.103)
8.636
12 (8.207-9.063)
10.578
- 13 (9.938-11.219)
56.550
| Albendazol (65.550-57.550)
0.292
Metronidazol (0.269-0.316)

" Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron dos veces. Se reporta el valor
promedio de los ensayos.
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Los resultados de este estudio muestran que la potencia de los benzoxazoles sobre
E. histolytica fue inferior en comparacion con sus isosteros 1-H-bencimidazoles
(Tablas 3 y 4). En relacion con G. intestinalis, 2 de los compuestos benzoxazdlicos
(9 y 13) mostraron una potencia superior a la del metronidazol, sin embargo, esta
fue inferior a la de sus isdsteros (Tablas 3 y 4). En términos generales el reemplazo
isosterico del grupo —NH en el nucleo benzimidazodlico por el atomo de oxigeno (lo
que genera benzoxazoles) trae como consecuencia un efecto negativo en la
potencia de dichos compuestos.

Un aspecto a resaltar es el hecho de que al revisar los datos de actividad bioldgica
de los siete benzoxazoles contra ambos parasitos, el compuesto 9 fue el mas
potente contra G. intestinalis y E. histolytica, lo que concuerda con la actividad
intrinseca detectada en estudios anteriores al grupo trifluorometilo en posicion 2
(Navarrete et al. 2001; Navarrete et al. 2003).
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5. MATERIAL Y METODOS

Esta seccion inicia con la descripcion de los instrumentos y materiales utilizados
para la sintesis de los compuestos deseados, posteriormente se describen las
técnicas experimentales para la obtencion de los intermediarios y productos de
interés. Por ultimo se presenta la metodologia seguida para determinar la
actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos sintetizados.

5.1 Instrumentacion

~ Los puntos de fusién (pf) se determinaron en un aparato marca Biichi,
modelo B-450, mediante un capilar y no se encuentran corregidos.

- Para eliminar el disolvente se utilizé un evaporador rotatorio marca Blichi RE
114 con vacio generado por una bomba y un condensador marca VWR
Scientific Modelo 1107.

~ La hidrogenacion catalitica se realizé en un hidrogenador marca Parr modelo
3916G con 60 Ib/plg?, utilizando hidrégeno (infra) y como catalizador Niquel-
Raney al 30% en peso de la casa Aldrich.

~ Las destilaciones de bulbo a bulbo se realizaron en un horno Kugelrohr
marca Bichi modelo CH-9230 y la bomba de vacio usada fue de la marca
Welch Chemstar modelo 1376N Skoke 1L 60077.

~ Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro
Perkin Elmer de Transformada de Fourier modelo FT-IR-1600 en pastilla de
KBr, las sefales se reportan en cm’'.

- Los espectros de resonancia magnética protonica (RMN 'H) de 300 MHz se
determinaron en un espectrometro Varian, modelo Unity Inova. Como
referencia interna se empled tetrametilsilano (TMS). Los disolventes fueron
dimetilsulféxido-ds  (DMSO-ds) y  deuterocloroformo  (CDCl;).  Los
desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm).

~ Los espectros de masas se determinaron por cromatografia de gases-

impacto electrénico (CG-IE) a 70 eV en un aparato JEOL-JMS-SX-102 A
acoplado a un cromatografo marca Hewlett Packard Modelo 5890 serie .
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5.2 Cromatografia

~ El avance de las reacciones se observo mediante cromatografia en capa fina
(ccf) utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GFas4 (Merck
1.05715). Los compuestos organicos se visualizaron mediante una lampara
ultravioleta marca UVP, Inc. San Gabriel C.A. 01778 U.S.A. modelo UVGL-25
Mineralight y por exposicion a vapores de yodo.

-~ Los sistemas de elusion empleados para la ccf se enlistan en la siguiente
tabla.

Tabla 9. Sistemas de elusion empleados en la sintesis de los compuestos 2-13

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION ”
I Cloroformo-Metanol 99:1
Il Cloroformo-Metanol 90:10 ||
i Hexano- Acetato de Etilo 95:5 "
v Hexano- Acetato de Etilo 85:15
—_____.__.l
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5.3 RUTA DE SINTESIS PROPUESTA
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{a) HNO,/H,SO,, 0-5°C; (b) H, Ni-Raney; (c) HCOOH, reflujo; (d) (CH;CO);0, acetona; (e) (CF,CO);0,
acetona; (f) Tolueno, P;Os, reflujo; (g) CS; EtOH, KOH, reflujo; (h) CH,l, KOH, acetona; (i) BrCN, EtOH;
(i) CICO,CH,, piridina; (k) [CHySC(=NH)NH,],* 50,7, CICO,CH,, NaOH.
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5.4 Sintesis de las materias primas

5.4.1 4,5-Dicloro-2-nitrofenol (2)

cl
- 4
cl oy AeoH Cl OH

Cl OH

NO,
1 2 2a

P.M. 163.00 P.M. 208.00

En un vaso de precipitados de 200 mL, acondicionado con agitacion magnética y
bafio de hielo-sal, se disolvieron 5.00 g (30.70 mmol) de 1 en 50 mL de acido
aceético glacial; la mezcla se enfrio a 0-5 °C. Por otra parte se enfriaron 5 mL de
acido nitrico concentrado (diluido al 90% con agua) hasta llegar a 5-10 °C y se
adicionaron lentamente a la mezcla anterior, cuidando que la temperatura no
fuera mayor a 5 °C. La reaccion adquirié un color amarillo y con el paso del
tiempo se tornd naranja. Después de 3 h se comprobo el consumo de 1 por ccf,
esta mostré dos manchas, una aproximadamente a la tercera parte de la placa y
la otra pegada al origen. La mezcla de reaccion se vertio sobre 100 g de hielo-
agua y precipité un soélido amarillo, el cual se separd por filtracion al vacio y se
lavo repetidas veces con agua hasta pH casi neutro. El filtrado se extrajo con
acetato de etilo (5X50mL), los extractos reunidos se lavaron con agua, se
secaron con sulfato de sodio anhidro y luego se concentraron con el
rotaevaporador. El producto crudo se separd por cromatografia en columna,
empleando 350 g de gel de silice y como eluyente hexano. Se obtuvieron 3.18 g
(49.80%) de un sdlido color amarillo-limén. Este compuesto mostré una sola
mancha en ccf (R, de 0.30 en el sistema IV) y un pf de 66.5-67.1°C.
Adicionalmente, se obtuvieron 1.60 g (25.06%) de un soélido color rojo que fue
identificado como el isomero del compuesto 2 y cuya estructura se muestra
arriba. IR 3278 (-OH), 1515 (-NO3), 1321 (-NO). EM m/z: 207 (M*, 100%), 209
(M+2, 66%), 190 (M* -17), 177 (M" -30), 161 (M" -46), 149 (M* -30-28), 133 (M" -
46-28), 132 (M* -46-28-1), 97 (M* -46-28-1-35). RMN 'H &: 7.33 (d, 1H, J= 0.3,
H-6), 8.23 (d, 1H, J= 0.3, H-3), 10.47 (sa, OH).
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5.4.2 2-Amino-4,5-diclorofenol (3)

cl N
MeOH
cl OH ? o] OH
2 3

P.M. 208.00 P.M. 178.02

En una botella de hidrogenacién de 500 mL se mezclaron 2.00 g (9.60 mmol) de
2 disueltos en 20mL de metanol y 600 mg de Ni-Raney (30% P/P), previamente
lavado 3 veces con agua y 3 mas con metanol. La botella se acoplo al
hidrogenador y se hidrogené hasta consumir 23 Ib/plg® en aproximadamente 40
min. La mezcla de reaccién se filtré con succién sobre celita y se lavo varias
veces con metanol. El liquido obtenido se concentrd a sequedad en el
evaporador rotatorio. Se obtuvieron 1.60 g (93.63%) de un sélido color rojo-vino.
Este compuesto mostro una sola mancha en ccf (Ryde 0.33 en el sistema Il) y un
pf de 169.2-170.6 °C. EM m/z: 177 (M", 100%), 179 (M+2, 66%), 176 (M* -1),
148 (M* -1-28). RMN "H 6: 4.63 (sa, 2H, NH,), 6.82 (s, 1H, H-3), 6.84 (s, 1H, H-
6), 8.73 (sa, OH).
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5.5 Sintesis de los intermediarios N-(4,5-Dicloro-2-
hidroxifenil)amidas

5.5.1  N-(4,5-Dicloro-2-hidroxifenil)formamida (4)

Cl OH Reflujo cl OH
3 4

P.M. 178.02 P.M. 206.03

En un matraz de bola de 125 mL con una boca, provisto con refrigerante de
agua en posicion de reflujo, agitacion magnética y canastilla de calentamiento
con reéstato, se colocaron 1.50 g (8.4 mol) de 3 y 2 mL (9.00 mol) de acido
formico. La mezcla de reaccion se calento a reflujo y se mantuvo asi durante 2 h.
Al término de la reaccion se vertié sobre hielo-agua formandose un sélido café,
el cual se separo por filtracion al vacio y se lavé varias veces con agua fria. El
producto se decolordé con carbén activado en acetato de etilo y se purifico por
cromatografia en columna empleando cloroformo como fase movil. Se
obtuvieron 1.30 g (75.30%) de un solido ligeramente café. Este compuesto
mostro una sola mancha en ccf (Rr de 0.34 en el sistema Il) y un pf de 208.7-
209.2 °C. IR 3389 (-CO-NHR), 3070 (-OH), 1665 (-CO-NH-R), 1527 (& -NH). EM
m/z: 205 (M*, 45%), 207 (M+2, 28%), 177 (M* -28, 100 %). RMN 'H &: 7.01 (s,
1H, H-3), 8.28 (d, 1H, J= 1.8, CHO), 8.34 (s, 1H, H-6), 9.83 (sa, 1H, NHR), 10.84
(sa, OH).
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5.5.2  N-(4,5-Dicloro-2-hidroxifenil)acetamida (5)

Cl NH
m 2 (CH3C0)20 C|:©:NHCOCH3
Cl OH

Cl OH
3 5

P.M. 178.02 P.M. 220.05

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con una boca y agitacién magnética,
se colocaron 1.50 g (8.40 mmol) de 3 y se le adicionaron 1.50 mL (15.79 mmol,
1.8 eq.) de anhidrido acético a 5-10 °C. La mezcla se agitdo durante 48h. Se
observaron 2 manchas por ccf, una con R; similar al de la materia prima en
menor proporcion y otra, en mayor proporcion con un Ry mayor (sistema
cloroformo-metanol 90:10). La mezcla color violeta se llevé a sequedad en el
rotaevaporador y el residuo se disolvié en 50 mL de acetato de etilo, se lavd
(3X15 mL) con una solucidn acuosa de acido sulfurico al 10% (V/V), se secé con
sulfato de sodio anhidro, se decolord con carbdn activado y se recristalizd de
acetona. Se obtuvieron 1.35 g (72.81%) de cristales en forma de agujas
ligeramente amarillas. Dicho compuesto mostré una mancha mayaoritaria (R;0.38
en el sistema Il) y otra casi imperceptible, no se determind el punto de fusion.
Esta mezcla sin purificar se empleo para la sintesis del compuesto 8.
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5.5.3 N-(4,5-Dicloro-2-hidroxifenil)trifluoroacetamida (6)

CIHNHZ (CF,C0),0 Clj@jNHCOCFB
Cl OH

Cl OH
3 6

P.M. 178.02 P.M. 274.02

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con una boca y agitacion magnética,
se colocaron 1.50 g (8.40 mol) de 3 y se le adicionaron 1.50 mL (13.44 mmol,
1.6 eq.) de anhidrido trifluoroacético a 5-10 °C. La mezcla se agit6 durante 48h;
se observaron 2 manchas por ccf, una de similar Rf al de la materia prima y otra
de Rf mayor (sistema cloroformo-metanol 90:10). La mezcla color violeta se
evaporo6 a sequedad en el rotaevaporador y el residuo violaceo se disolvié en 50
mL de acetato de etilo; se lavo (3X15 mL) con una solucion acuosa de acido
sulfurico al 10% (V/V), se seco con sulfato de sodio anhidro, se decolord con
carbon activado y se recristalizé de tolueno. Se obtuvieron 1.50 g (64.96%) de
cristales en forma de hojuelas blancas. Dicho compuesto mostré una sola
mancha en ccf (Ry0.40 en el sistema 1) y un pf de 224.8-225.3 °C. IR 3385 (-
CO-NHR), 3248 (-OH), 1702 (-CO-NH-R), 1340 (vsCF3), 1197 (v.sCF3), 1163
(vasCF3). EM m/z: 273 (M*, 100%), 275 (M+2, 67%), 204 (M* -69, 85%), 176 (M" -
69-28, 83%), 148 (M" -69-28-28, 43%). RMN 'H &: 7.11 (s, 1H, H-3), 7.63 (s, 1H,
H-6), 10.75 (sa, 2H, NHR y OH).
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5.6 Sintesis de los benzoxazoles-2-sustituidos

5.6.1 5,6-Diclorobenzoxazol (7)

cl NHCHO [H3P04]n cl N
O P00
cl O

7

Cl OH
4

P.M. 206.03 P.M. 188.01

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con una boca se colocaron 0.50 g
(2.42 mmol) de 4 y 2.00 g (1.3 mL) de acido polifosforico. Posteriormente el
matraz se colocd dentro de un horno Kugelrohr y se calentd entre 170-190 °C a
una presién de 4 mmHg durante 2h. La mezcla de reaccion se dejo enfriar, se
adicion6 agua fria y después una solucion de carbonato de sodio al 10% (P/V),
en estas condiciones se form6 un precipitado blanco asi como el
desprendimiento de gas. Una vez que se alcanzd un pH entre 8-9 el solido se
separé por filtracion al vacio y se lavé repetidas veces con agua. El producto
crudo se recristalizé de metanol. Se obtuvieron 0.18 g (39.43%) de cristales en
forma de agujas de color blanco. Dicho compuesto mostré una sola mancha en
ccf (R;0.46 en el sistema IV) y un pf de 117.7-118.4 °C. IR 3099 (-C=CH), 1724
(-NC-0), 1290 (v =C-O). EM m/z: 187 (M", 100%), 189 (M+2, 70%), 159 (M -
28), 132 (M* -28-27), 97 (M* -28-27-35). RMN 'H &: 8.15 (s, 1H, H-4), 8.23 (s,
1H, H-7), 8.87 (s, 1H, H-2).
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5.6.2 5,6-Dicloro-2-metilbenzoxazol (8)

cl NHCOCH, [H F’O
L
OH

Cl
()
P.M. 220.05 P.M. 202.04

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con una boca se colocd 1.00 g (4.54
mmol) de 5 y 4.00 g (2.6 mL) de acido polifosférico. Posteriormente, el matraz se
coloco dentro de un horno Kugelrohr y se calenté a 250°C a una presion de 4
mmHg durante 2h. La mezcla de reaccion se dejo enfriar, se adiciond agua fria y
después una solucién de carbonato de sodio al 10% (P/V), en estas condiciones
se formo un precipitado blanco asi como el desprendimiento de gas. Una vez
que se alcanzo un pH entre 8-9 el sélido se separd por filtracion al vacio y se
lavo repetidas veces con agua. El producto crudo se recristalizd de metanol. Se
obtuvieron 0.50 g (54.46%) de cristales en forma de agujas de color blanco.
Dicho compuesto mostrd una sola mancha en ccf (Rr 0.48 en el sistema IV) y un
pf de 152.6-1563.2 °C. IR 3070 (-C=CH), 3009 (vas -CH3), 1739 (-NC-0), 1446
(-CH3), 1379 (65 -CH3), 1264 (v =C-O). EM m/z: 201 (M*, 100%), 203 (M+2,
69%), 173 (M* -28), 146 (M" -28-27), 138 (M* -28-35). RMN 'H &: 2.64 (s, 3H,
CHjs), 7.60 (s, 1H, H-4), 7.73 (s, 1H, H-7).
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5.6.3 5,6-Dicloro-2-(trifluorometil)benzoxazol (9)

Cl NHCOCF, [ H,PO, ]n Cl N
XX Ly
OH cl o

Cl
6 9

P.M. 274.02 P.M. 256.01

En un matraz de fondo redondo de 25 mL con una boca se coloco 1.00 g (3.65
mmol) de 6 y 4.00 g (2.6 mL) de acido polifosférico. Posteriormente, el matraz se
coloco dentro de un horno Kugelrohr y se calenté entre 170-190 °C a una
presion de 4 mmHg durante 2h. La mezcla de reaccion se dejo enfriar, se
adiciono agua fria y después una solucioén de carbonato de sodio al 10% (P/V),
en estas condiciones se formé un precipitado blanco asi como el
desprendimiento de gas. Una vez que se alcanzd un pH entre 8-9 el sodlido se
separo por filtracion al vacio y se lavd repetidas veces con agua. El producto
crudo se recristalizé de metanol. Se obtuvieron 500 mg (53.52%) de cristales en
forma de agujas de color blanco. Dicho compuesto mostré una sola mancha en
ccf (R; 0.50 en el sistema IV) y un pf de 78.4-79.1 °C. IR 3083 (-C=CH), 1747
(-NC-Q), 1359 (vs -CF3), 1284 (v =C-0), 1209 (-vas -CF3), 1165 (vas -CF3). EM
m/z: 255 (M*, 100%), 257 (M+2, 68%), 236 (M* -19), 205 (M* -50). RMN 'H &:
8.39 (s, 1H, H-4), 8.46 (s, 1H, H-7). RMN °C &: 114.44 (C-4), 116.24 (c, J=
271.5, CF3), 122.82 (C-7), 129.19 (C-5), 130.98 (C-6), 138.77 (C-3a), 149.05 (C-
7a), 152.13 (c, J= 43.7, C-2).
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5.6.4 5,6-Dicloro-2-mercaptobenzoxazol (10)

ci NH,  EtoHkoH,cs, © N,
T s5055°C > SH
Cl OH cl O
3 10

P.M. 178.02 P.M. 220.08

En un matraz de fondo redondo de 250 mL con una boca, adaptado con un
refrigerante en posicion de reflujo, atmoésfera de nitrégeno y con agitacion
magnetica, se colocaron 1.61 g (9.00 mmol) de 3, posteriormente, se
adicionaron 20 mL de etanol, 1 mL de una soluciéon acuosa de hidroxido de
potasio al 77% (P/V) y 0.7 mL (12.00 mmol) de disulfuro de carbono. La mezcla
se calentd en un bafo de agua a una temperatura de 50-55 °C en durante 8 h.
La reaccion se monitoreo por ccf, se observé la formacion de un nuevo producto
con diferente Rf al de la materia prima, asi como una casi imperceptible
presencia de ésta (sistema cloroformo-metanol 90:10). Concluida la reaccion,
esta se vertio en 75 mL de agua fria y se llevd a un pH entre 5-6 con una
solucion acuosa al 10% (V/V) de acido acético, en estas condiciones precipité un
compuesto solido de color gris, se separo por filtraciéon al vacio en un embudo
Buchner y se le hicieron varios lavados con agua hasta pH cercano a la
neutralidad. El solido obtenido se decoloré con cabén activado en metanol y se
recristalizd del mismo disolvente. Se obtuvieron 1.60 g (80.40%) de cristales de
color blanco. Dicho compuesto mostrd una sola mancha en ccf (Ry 0.51 en el
sistema Il) y un pf de 227.3-227.7 °C. IR 3435 (-SH), 1488, 1455 y 1328 (v =C-
S), 800-600 (-SH). EM m/z: 219 (M*, 100%), 221 (M+2, 70%), 190 (M* -29), 174
(M* -45), 159 (M* -60). RMN "H &: 7.45 (s, 1H, H-4), 7.91 (s, 1H, H-7), 13.96 (sa,
SH).
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5.6.5 5,6-Dicloro-2-(metiltio)benzoxazol (11)

Cl N Acetona,KOH,CH. © N
1 ' 3
)OS SRS ¢ & 5
(@] Cl @]

Cl
10 1

P.M. 220.08 P.M. 234.10

En un matraz de fondo redondo de 250 mL con una boca, adaptado con
agitacion magnética, se colocé 1.00 g (4.50 mmol) de 10, 30 mL de acetona, 0.4
mL de una solucién acuosa de hidroxido de potasio al 77% (P/V) (7.70 mmol) y
0.4 mL de yoduro de metilo (0.0064 moles, 1.4 eq.). Al concluir la adicion de este
ultimo comenzé a precipitar un solido blanco; la mezcla de reaccion se mantuvo
con agitacién constante y a temperatura ambiente durante 3h. La reaccién fue
monitoreada por ccf y se observo una casi imperceptible cantidad de materia
prima, asi como otro compuesto de Rf superior. Al concluir la reaccion se
evapor¢ el disolvente en un evaporador rotatorio hasta sequedad. El sdlido
obtenido se recristalizdO de metanol-acetona. Se obtuvieron 0.80 g (75.21%) de
cristales en forma de agujas color blanco de olor caracteristico. Dicho
compuesto mostré una sola mancha en ccf (Ry 0.47 en el sistema |ll) y un pf de
138.9-139.7 °C. IR 3047 (-C=CH), 2920 (vas -CH3), 1455 y 1335 (-CH3), 848 (v
C-S). EM m/z: 233 (M*, 100%), 235 (M+2, 70%), 218 (M" -15), 200 (M* -33,
73%), 190 (M* -15-28). RMN "H &: 2.75 (s, 3H, CHa3), 7.96 (s, 1H, H-4), 8.08 (s,
1H, H-7).
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5.6.6 5,6-Dicloro-2-aminobenzoxazol (12)

Cl NH,  EioH,Brecn  © N\

65-70°C D—NH,

cl OH o] o
3 12

P.M. 178.02 P.M. 202.03

En un matraz de fondo redondo de 250 mL con una boca, adaptado con un
refrigerante en posicion de reflujo, atmosfera de nitrdgeno, agitacion magnética,
canastilla de calentamiento y reo¢stato, se colocaron 2.00 g (11.2 mmol) de 3
disueltos en 30 mL de una solucion acuosa de etanol al 60% (V/V).
Posteriormente se adicionaron a la mezcla de reaccion lentamente 1.40 g (13.65
mmol, 1.2 eq.) de bromuro de cianégeno. La reaccion se mantuvo calentandose
entre 65-70 °C durante 5h. El término de la reaccion se comprobd mediante ccf
(sistema cloroformo-metanol 90:10). Una vez concluida la reaccion, ésta se
vertié en una mezcla de hielo-agua y se alcalinizdé con carbonato de sodio hasta
un pH de 9, se dej6 en agitacion durante 30 min y el solido obtenido se separo
por filtracion al vacio con un embudo Blchner. Posteriormente se decoloro con
carbén activado en metanol. El producto se recristalizd de benceno,
obteniéndose 1.61 g (70.60%) de cristales de color ligeramente naranja. Dicho
compuesto mostré una sola mancha en ccf (R; 0.32 en el sistema Il) y un pf de
247.9-248.4 °C. IR 3468 (vas —NH3), 3336(vs —NH;), 3095 (-C=C-H), 1694
(-C=NH). EM m/z: 202 (M*, 100%), 204 (M+2, 67%), 173 (M* -29), 159 (M* -43).
RMN 'H &: 7.40 (s, 1H, H-4), 7.69 (s, 1H, H-7), 7.76 (sa, 2H, NH,).
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5.6.7 (5,6-Diclorobenzoxazol-2-il)carbamato de metilo (13)

+

cl NH, [ CH:,SC(=NHZJNH2J2 $0,%CICO,CH, Cl N
X e
OH AcOH,AcONa,NaOH,H,0 cl 0]

Cl

3 13
P.M. 178.02 P.M. 261.06

En un matraz Kontes “Taper” de 250 mL con cuatro bocas, acondiconado con
termometro, embudo de adicion, agitacién magnética, tapén séptum y tapdn de
rosca, se suspendieron 2.50g (8.70 mmol) de sulfato de S-metilisotiourea en 15
mL de agua, la suspension se enfrio entre 0-5 °C con la ayuda de un bafio de
hielo. Posteriormente, se adicionaron rapidamente con una jeringa de vidrio 1.4
mL (17.40 mmol, 2 eq.) de cloroformiato de metilo. Una vez concluida la adicion
se agrego una disolucion acuosa de hidroxido de sodio al 25% (P/V) con la
ayuda del embudo de adicion, a una velocidad de tres gotas cada tres minutos,
monitoreandose el pH con papel pH. Una vez que el pH llegd a 6, la adicidn se
realizo una gota cada tres minutos hasta alcanzar un pH de 7. El volumen final
de hidroxido de sodio empleado fue de 10 mL, para lo cual se requirieron 5h, en
estas condiciones se obtuvo un precipitado blanco esponjoso. Este intermediario
se empleo sin ser aislado inmediatamente después de haberse formado.

Por otra parte, se acondiciond un matraz de bola de 250 mL con una boca,
agitacion magnética y condensador en posicion de reflujo; el extremo del
condensador se conectd a cuatro frascos que contenian una disolucion de
hipoclorito de sodio al 6%. En este matraz se disolvio en frio 1.00 g (0.0056 mol)
de 3 en 22 mL de solucion amortiguadora de acetatos (6.2 mL de acido acético,
2.2g de acetato de sodio y 22 mL de agua) y se adicion6 el contenido de la
reaccion arriba mencionada. La mezcla se calentd poco a poco y se mantuvo en
reflujo durante tres horas, observandose el desprendimiento de gas. El sélido
verde formado en el transcurso de la reaccion se separd por filtracion al vacio,
se lavo con hexano frio, etanol frio y agua fria. El producto crudo se purificod por
cromatografia en columna, empleando 50g de gel de silice y como eluyente
cloroformo-metanol (99:1, 98:2, 97:3, 96:4, 95:5). Se obtuvieron 650 mg
(44.50%) de un polvo blanco. Este compuesto mostré una sola mancha en ccf
(R 0.32, sistema Il) y un pf de 239.7-240.3 °C. IR 2956 (vs -CH3), 1743 (-N-CO-
0), 1635 (-N=CNH), 1446 y 1402 (&s -CH3), 1230 y 1180 (R-O-C=0). EM m/z:
260 (M, 87%), 262 (M+2, 59%), 228 (M* -32, 100%), 202 (M* -58). RMN 'H &:
3.92 (s, 3H, CH3), 7.09 (s, 1H, H-4), 7.14 (s, 1H, H-7), 11.73 (sa, NHCOOR).
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5.7 Evaluacion de la actividad biologica de los
compuestos benzoxazélicos contra Giardia intestinalis y
Entamoeba histolytica

5.7.1 Parasitos: Se emplearon las cepas de Giardia intestinalis
IMSS:0989:1 y Entamoeba histolytica HM1-IMSS. Los trofozoitos de
Entamoeba histolytica se mantuvieron en condiciones axénicas en medio TYI-
S-33, suplementado con 10% de suero de ternera descomplementado (por
calentamiento a 56°C durante 30 min.), 100 Ul de penicilina y 100 pg de
estreptomicina. Los trofozoitos de Giardia intestinalis se cultivaron en medio
TYI-S-33 modificado suplementado con 10% de suero fetal y bilis bovina. Los
parasitos se subcultivaron 2 veces por semana para preservar la cepa (Cedillo y
Mufoz, 1992 y Chavez et al. 1992).

5.7.2 Farmacos: Los compuestos puros que se emplearon como controles
positivos (albendazol y metronidazol), se obtuvieron por donativo de la casa
comercial Glaxo-Smith-Kline de México y Sigma Chemicals respectivamente.

5.7.3 Prueba de susceptibilidad in vitro para Giardia intestinalis
y Entamoeba histolytica.

Se empled el método de subcultivos, previamente estandarizado (Cedillo y
Mufioz, 1992): 5 X10* trofozoitos de Giardia intestinalis y 6 X 10° trofozoitos de
Entamoeba histolytica se incubaron por 48 h a 37°C, en tubos eppendorff con
concentraciones crecientes de los diferentes benzoxazoles (0.005, 0.01, 0.05,
0.1 y 0.5 pg/mL). El albendazol (ABZ) y metronidazol (MTZ) sirvieron como
controles positivos, a las mismas concentraciones mencionadas anteriormente.
Como control negativo, se emplearon trofozoitos en medio libre de farmaco, el
volumen final en cada tubo fue de 1.5 mL.

Después de la incubacidn, se inocularon en tubos eppendorff 0.05mL de
trofozoitos tratados, en 1.45 mL de medio fresco (sin farmaco ni compuesto a
evaluar) y se incubaron por 48 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, se procedio a
contar el nimero de trofozoitos viables, empleando una camara de Neubauer y
se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento en comparacion con el
control negativo. Finalmente, mediante analisis Probit se calculd la Clsg que
corresponde a la concentracion que inhibe el 50% del crecimiento de los
trofozoitos. Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron dos
veces (Esquema 23). Una vez concluido el ensayo, el material se coloco en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 24 h y se esterilizd en autoclave
para posteriormente ser desechado.
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5 X 10* trofozoitos de G. intestinalis
)
6 X 10° trofozoitos de E. histolytica

48 h, 37 °C 0.005, 0.01, 0.05,
ABZ y MTZ 0.1, 0.5 (ug/mL)
(+)
v

50 uL de trofozoitos tratados se
subcultivan con medio de
cultivo fresco

48 h, 37 °C

v

Conteo de parasitos viables, calculo del %
inhibicion del crecimiento y Clsp mediante
analisis PROBIT

Esquema 23. Ensayo para la determinacion de la actividad antiparasitaria
in vitro
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6. CONCLUSIONES

~ Se logro la sintesis de los 5,6-Diclorobenzoxazoles sustituidos en posicion
2 por grupos de diferente polaridad.

~ Se aislaron y purificaron siete 5,6-Diclorobenzoxazoles, tres
intermediarios (4,5-Dicloro-2-hidroxifenil)amidas y dos materias primas
(4,5-Dicloro-2-nitrofenol y 2-Amino-4,5-Diclorofenol).

~ Los compuestos sintetizados se identificaron y caracterizaron mediante
tecnicas espectroscopicas y espectrométricas, ademas, se determinaron
algunas de sus constantes fisicas mas importantes (punto de fusion y Ry).

~ La actividad antiprotozoaria de los 5,6-Diclorobenzoxazoles se determind
in vitro empleando como parasitos modelo a G. intestinalis y E. histolytica.

- Contra G. intestinalis los compuestos 9 y 13, que tienen en la posicion 2
un grupo trifluorometilo y carbamato de metilo respectivamente,
mostraron una potencia similar a la del metronidazol, sin embargo esta
fue inferior a la de sus isdsteros 1-H-bencimidazoles.

~ Contra E. histolytica todos los compuestos evaluados tuvieron una
potencia inferior a la de sus isésteros 1-H-bencimidazoles.
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