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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se reporta la sintesis de dos nuevos profarmacos tipo fosfonooximetilo
derivados de bencimidazoles antiparasitarios (CMC12 y RCB20). En el caso del profarmaco
del compuesto CMC12, denominado compuesto 14, se logré establecer una metodologia
adecuada de sintesis con buenos rendimientos, donde se destaca la obtencion de la especie
monosoddica. La solubilidad acuosa fue determinada mediante la metodologia “shake flask”,
observando un aumento significativo de 3.57 pg/mL a 282.5 mg/mL, lo que representa un

aumento de 79200 veces comparado con el farmaco precursor.

En lo que respecta al profarmaco del compuesto RCB20, se estudiaron e identificaron
condiciones particulares de reaccion necesarias para la formacion del enlace
fosfonooximetilo, tales como el uso de Cs,CO3; como base no nucleofilica y el intercambio de
Finkelstein. Observaciones posteriores evidenciaron la inestabilidad de los intermediaros
unidos al grupo fosfonooximetilo, la cual es originada por el grupo —CF3. Estos resultados
muestran de manera preliminar la poca viabilidad de formacion de profarmacos tipo
fosfonooximetilo para bencimidazoles con sustituyentes de gran capacidad electroatractora
en posiciones cercanas a al grupo NH del anillo bencimidazélico.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
Las enfermedades parasitarias son consideradas como uno de los principales problemas a
nivel mundial, siendo los paises en vias de desarrollo los que resultan mas afectados desde
el punto de vista de morbilidad y mortalidad. Dentro de las parasitosis mas frecuentes que
afectan al humano se encuentran la amebiasis, ascariasis, giardiasis y tricomoniasis. En la
actualidad se disponen de diversos farmacos para el tratamiento de las parasitosis; sin
embargo, en afos recientes se han encontrado algunas cepas resistentes. El uso
indiscriminado y abandono del tratamiento debido a los efectos adversos de estos farmacos
han llevado a la aparicién de resistencia. Por tales razones resulta de gran importancia el
desarrollo de nuevos compuestos antiparasitarios con mayor eficacia y menores efectos

adversos.

Los derivados del bencimidazol han mostrado gran eficacia contra numerosas parasitosis.
Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado cientos de bencimidazoles con gran potencial
antiparasitario, donde algunos compuestos han resultado ser “hit” dentro de estas
investigaciones, como es el caso de los compuestos CMC12 y RCB20. Los resultados in vitro
de estos compuestos evidenciaron mejores resultados que los farmacos de referencia contra
T. vaginalis, G. intestinalis y E. histolytica. La probleméatica de los compuestos
bencimidazdlicos es la baja solubilidad acuosa, que en el caso particular de los compuestos
CMC12 y RCB20, limité algunos ensayos biolégicos que permitieran evaluar el potencial
antiparasitario in vivo, asi como su potencial actividad contra otros parasitos como T. spiralis,

F. hepatica y T. crassiceps.

Dentro de las alternativas que existen en la quimica farmacéutica para aumentar la
solubilidad de un compuesto, se eligio el desarrollo de profarmacos debido al éxito que éstos
han mostrado en otro tipo de compuestos bencimidazdlicos antiparasitarios. En el presente
trabajo se disefiaron y sintetizaron dos nuevos profarmacos usando un grupo
fosfonooximetilo, con la intencidon de incrementar la solubilidad acuosa de los compuestos
bioactivos CMC12 y RCB20.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades parasitarias

Las infecciones y enfermedades parasitarias siguen siendo un problema de salud a nivel
mundial, las cuales se manifiestan principalmente en paises en vias de desarrollo debido a
servicios sanitarios insuficientes o inadecuados. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), més de 3 mil millones de habitantes en el mundo se encuentran infectados por al
menos un tipo de parasito, siendo la poblacién infantil la mas vulnerable.! Los protozoarios y
los helmintos son los principales organismos responsables de diversas enfermedades, las
cuales pueden ser adquiridas principalmente por consumo de agua o alimentos
contaminados, a través de vectores o contacto sexual. Entre las principales enfermedades
causadas por protozoarios y de mayor recurrencia se encuentran la tricomoniasis, giardiasis
y la amebiasis, causadas por Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis y Entamoeba
histolytica, respectivamente.?

Se estima que existen alrededor de 248 millones de personas con tricomoniasis a nivel
mundial, donde gran parte de ese valor corresponde a mujeres que manifiestan inflamacion
del tracto genitourinario entre otros padecimientos.® En lo que respecta a la giardiasis, se
tienen estimaciones que 280 millones de personas se infectan anualmente a nivel mundial,
causando diversos padecimientos asociados a trastornos gastrointestinales.* Finalmente, en
el caso de la amebiasis se reportan 50 millones de casos anualmente, de los cuales 40,000 a
100,000 resultan en muerte de los individuos infectados. Es importante destacar la capacidad
invasiva de este parésito.® A continuacién se mencionan algunas de las caracteristicas mas

sobresalientes de estas enfermedades, asi como su diagnostico.

2.1.1. Tricomoniasis

La tricomoniasis es la infeccién producida por el protozoario flagelado Trichomonas vaginalis,
un microorganismo anaerobio de forma ovoide, con una longitud de 10 a 20 um. Presenta
una membrana externa que expresa diversos antigenos relacionados con su patogenicidad,
los cuales son utiles en la diferenciacion de biotipos. La presencia de 4 flagelos en un
extremo y una membrana ondulante le confiere la caracteristica movilidad al microorganismo.
No presenta forma quistica, aunque en condiciones particulares puede redondearse e
internalizar sus flagelos, adoptando una configuracion de pseudoquiste. El ciclo biolégico es

simple ya que sOlo parasita al humano, siendo la transmision sexual la principal via de
2
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contagio. La tricomoniasis presenta un elevado tropismo por el epitelio escamoso del aparato
genitourinario [Figura 1]. Infecta principalmente la vagina, uretra y las glandulas
parauretrales. Otros sitios menos comunes incluyen cérvix, vejiga, glandulas de Bartolino y

prostata en el caso de los hombres.®’

A\ - tase infectante
A\~ fase diagnstica

Trichomonas vaginalis

€  Division binaria © Trofozoito en
secreciones vaginal longitudinal vagina u orificio
prostatica, y orina uretral

Figura 1. Ciclo de vida de T. vaginalis y morfologia del trofozoito observada mediante MEB.

Las manifestaciones clinicas de la infeccién no son suficientemente sensibles ni especificas
para identificar el agente patdgeno, ya que el 50 % de los casos son asintomaticos. La
sintomatologia suele aparecer entre 5 y 28 dias después de la exposicion, donde alrededor
de 30 % de mujeres pueden tener un periodo mas largo de latencia de hasta 6 meses. Los
signos y sintomas habituales son el incremento de secrecidn vaginal de aspecto verdoso que
resulta maloliente, acompafado de eritema de la mucosa vaginal, prurito y molestias en la
miccion. En el caso del vardén es asintomatica, sin embargo se ha asociado a casos de

infertilidad y prostatitis que puede resultar en cancer de préstata.®’

En lo que respecta al diagnostico, el examen en fresco, cultivos y métodos de amplificacion
de &cidos nucleicos (PCR) son utiles. La microscopia Optica permite la visualizacion de la
movilidad de las tricomonas. El cultivo se realiza en los caldos de Roiron y de Diamond, los
cuales proporcionan una elevada sensibilidad y especificidad.®
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2.1.2. Giardiasis

La giardiasis es un padecimiento originado por protozoarios flagelados intestinales del
género Giardia, donde Giardia intestinalis (también conocido como G. lamblia o G.
duodenalis) es el principal agente implicado en los casos de diarrea esporadica o epidémica.
G. intestinalis presenta dos formas vitales: la vegetativa o trofozoito y la quistica.” El
trofozoito presenta forma oblonga o de pera invertida con una medida de 12-15 um de largo
por 5-9 um de ancho. Presenta un par de nucleos adyacentes en el mismo plano transversal
y posee cuatro pares de flagelos, ademas del disco adhesivo. Por otra parte, se sabe que el
quiste es la forma invasiva que resulta altamente resistente al ambiente. Su forma es ovoide
con un tamafo de 8-12 um de largo por 7-10 um de ancho, con la caracteristica de poseer
cuatro nucleos y doble pared. El ciclo biolégico comienza con la ingesta de alimentos o0 agua
contaminada de los quistes, siendo necesarios entre 10-15 quistes para generar la infeccion.
Posteriormente, al entrar en contacto con el medio acido del estdbmago, estos quistes liberan
trofozoitos en el intestino delgado mediante el proceso denominado como exquistamiento,
donde las cisteinproteasas del parasito son fundamentales para completar el proceso. La
replicacion de trofozoitos ocurre en el duodeno y yeyuno, donde éstos son capaces de fijarse
a las microvellosidades del epitelio mediante el disco de adherencia. El proceso de
enquistamiento se lleva a cabo en el ileon para finalmente liberar a dichos quistes al

ambiente a través de las heces, pudiendo transmitirse a un nuevo hospedero [Figura 2].%°
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Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Forma infectante A lk\_/‘

A -rFomadagnosica A Quste

Figura 2. Ciclo de vida de G. intestinalis, asi como morfologia del trofozoito y quiste
observados mediante MEB.
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La giardiasis se caracteriza por diarrea acuosa, dolor epigastrico, nauseas, vomitos y pérdida
de peso. Estos sintomas aparecen entre 6-15 dias después de la infeccidon y la repercusion
es muy grande principalmente en nifios y en pacientes inmunodeprimidos. El diagnéstico se
basa principalmente en la deteccion microscépica de los quistes en las heces y en ensayos
con anticuerpos especificos (ELISA).*

2.1.3. Amebiasis

La amebiasis se define como la enfermedad parasitaria producida por Entamoeba histolytica,
Unica ameba reconocida capaz de causar dicho padecimiento. Presenta dos formas vitales:
la fase de trofozoito (forma infectiva y mévil) o como quiste (forma invasiva y de resistencia).
El trofozoito mide 10-60 um de diametro, es altamente pleomoérfico y se reproduce por fisién
binaria. Posee pseudépodos que le permiten movilidad y posee un solo nucleo. Los quistes
maduros tienen un diametro entre 10-15 um, con forma redonda u oval y poseen 4 nucleos.
El ciclo biolégico comienza con la ingesta de alimentos 0 agua contaminada con quistes
maduros, los cuales descienden por el tubo digestivo hasta el intestino delgado donde se
produce el exquistamiento y se generan los trofozoitos. Estos pueden adherirse a las células
epiteliales del colon, lo que conlleva a una amebiasis intestinal mediante la cual los parasitos
pueden diseminarse al higado y desde alli a otros tejidos como la pleura, el pericardio,
pulmén o rara vez el cerebro. De no adherirse, estos comienzan el proceso de
enquistamiento en el intestino grueso y son eliminados a través de las heces, resultando en

un proceso autolimitado y asintomético [Figura 3]."**2

La amebiosis intestinal presenta una amplia gama de sintomas entre los cuales destacan
diarrea, pérdida de peso, fiebre, el sindrome disentérico y colitis amebiana. Por otra parte, la
amebiasis extraintestinal ocasiona principalmente fiebre elevada, con dolor epigéstrico
moderado, pleuritis, pericarditis aguda con dolor toracico e insuficiencia cardiaca.’

En lo que respecta al diagnéstico, se destacan los ensayos basados en antigenos (ELISA) y
biologia molecular, ya que morfolégicamente E. histolytica es idéntica a otras especies no
patégenas como E. dispar y E. moshkovskii, por lo que la diferenciacion mediante

microscopia no es totalmente confiable.™
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Figura 3. Ciclo de vida de E. histolytica, asi como morfologia del trofozoito observado
mediante MEB.

2.2. Tratamiento de protozoosis
Debido a la capacidad infectiva de los protozoarios antes mencionados, es importante
visualizar dos medidas basicas para el control de estos padecimientos:

e Medidas preventivas.

e Tratamiento de los individuos infectados.

En el caso de las medidas preventivas se incluyen la mejora en los servicios sanitarios
basicos e implementacion de campafias de salud con la intencion de informar
adecuadamente a la poblacion sobre las vias de contagio de estas enfermedades. A pesar
de todos los esfuerzos preventivos, el tratamiento de los individuos infectados resulta
fundamental, donde se destaca la quimioterapia como la principal herramienta para combatir
las enfermedades parasitarias.

El objetivo del tratamiento farmacoldgico es eliminar a los trofozoitos y a las formas quisticas,
para ello se han clasificado dos tipos de tratamientos: luminales y tisulares, en el caso de la
gardiasis y la amebiasis. El tratamiento luminal se enfoca en la eliminacion de parasitos

presentes en la luz intestinal, mientras que el tratamiento tisular es direccionado a los
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parasitos que se encuentran en el interior de los tejidos. Algunos farmacos luminales clasicos
son la diloxanida e iodoquinol, mientras que en los farmacos tisulares se tienen a los

nitroimidazoles como metronidazol, nitazoxanida, ornidazol y tinidazol [Figura 4].**

$H3 Cl
N N
Cl
0] N/
HO
OH
Diloxanida lodoquinol

4<\ 0~ cH
J\ J<\{\] (0] 3 N CH, CH,
O,N )\
/J S NH 0=
S§O
HO cl i,
H,C

Metronidazol Nitazoxanida Ornidazol Tinidazol
Figura 4. Farmacos utiles en el tratamiento de protozoosis.

De los nitroimidazoles mencionados destacan el metronidazol, siendo el farmaco de eleccion
para el tratamiento de las protozoosis y la nitazoxanida, la cual es reservada a tratamientos
de cepas resistentes al metronidazol. En lo que respecta a la tricomoniasis, el tratamiento de

eleccién se basa en metronidazol y nitazoxanida.”

2.2.1. Mecanismo de accién de los nitroimidazoles

En los parasitos anaerobios y microaerofilicos, los nitromidazoles son sometidos a una
reaccion de activacion mediante la transferencia de un electrén de la ferredoxina reducida al
grupo nitro, generando asi a un radical nitroanién el cual resulta toxico para el parasito, ya
gue dicho radical puede unirse al ADN causando ruptura del mismo lo que conlleva a la
muerte celular. Por otro lado se sabe que dicho radical tiene gran afinidad por la tiorredoxina
reductasa, una enzima fundamental en el control del sistema oxido-reduccion del parésito, lo
gue de igual manera conlleva a la muerte del mismo. Es importante destacar que el radical
nitroanion, en presencia de oxigeno, se oxida a la materia de partida (Ar-NO,) generando
como subproducto al anién superoéxido, el cual se transforma en H,O, por la superdxido
dismutasa. Este agente oxidante es sustrato a su vez de las enzimas catalasa y glutation
peroxidasa, generando agua. De tal forma, el estrés oxidante resulta ser minimo para causar

un dafio significativo a células aerobias [Esquema 1].*>*'



ANTECEDENTES

Glutatién peroxidasa

H,0, H,0
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Ar- No2 Ar- No2 /
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Ferredoxma Ferredoxina
reducida oxidada

N

Piruvato Ferredoxin oxidoreductasa

Esquema 1. Mecanismo de accién de los nitroimidazoles en parasitos anaerobios (sefialado
en rojo) y respuesta al estrés oxidante en células aerdbicas (sefialado en azul).

A pesar de la gran efectividad de los nitroimidazoles en el tratamiento de las protozoosis,
éstos presentan diversos efectos adversos. De igual manera se han encontrado cepas
resistentes a los farmacos antes mencionados. Por tales razones resulta importante la

basqueda de nuevas moléculas contra las protozoosis.

2.3. El bencimidazol

En el afio de 1950 se encontr6 que el 5,6-dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)bencimidazol estaba
presente en la estructura de la vitamina B12 [Figura 5]. Desde entonces diversos
investigadores han experimentado con dicho nucleo encontrando diversas actividades

biolégicas.*® HaNOG

R= 5-desoxiadenosil, Me, OH, CN

Figura 5. Vitamina B12. La estructura del bencimidazol se remarca en rojo.
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El bencimidazol se considera una molécula privilegiada debido a que se presenta como
nucleo base de diversos compuestos con amplia gama de actividades bioldgicas. Dentro de
las actividades bioldgicas presentadas por los compuestos bencimidazélicos se encuentran
las antibacterianas, antivirales, antifingicas, antiparasitarias, antitumorales, entre otras
[Figura 6].1%*°
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Figura 6. Bencimidazoles con diferentes efectos biolégicos.*®*°
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2.3.1. El bencimidazol como antiparasitario

En la década de los 60’s se encontraron diversos compuestos derivados del bencimidazol,

los cuales fueron evaluados como antiparasitarios de uso veterinario en primera instancia y

posteriormente algunos de éstos se usaron en medicina humana, comprobandose una

eficacia y seguridad adecuada [Figura 7].%°
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Figura 7. Compuestos bencimidazélicos antiparasitarios.*

El albendazol y mebendazol resultaron farmacos de gran utilidad en tratamiento de

infecciones originadas por helmintos. A finales de los afios 80's se evaluaron estos

compuestos contra los protozoarios G. intestinalis y E. histolytica, encontrando resultados

favorables contra el primer paréasito.?

Por estas razones los investigadores continuaron en la

busqueda de nuevos bencimidazoles con mayor actividad contra estos protozoarios.
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2.3.2. Mecanismo de accion de los bencimidazoles antiparasitarios

El mecanismo de accién de los bencimidazol-2-carbamato de metilo ha sido estudiado
ampliamente y se ha establecido que una de las principales formas en que actlan estos
compuestos es mediante su union directa con la tubulina de los parasitos, evitando que ésta
se polimerice y por ende se pierdan diversas funciones celulares. Por otra parte, existen
postulados que sugieren la inhibicion de la enzima fumarato reductasa, la cual se encuentra
involucrada en el metabolismo de glucosa, ocasionando diversos trastornos bioquimicos que

conllevan a la muerte el parasito [Esquema 2].292°

Tubulina

|
Inhibicién de larecaptura de glucosa,

Bencimidazoles —> > la actividad de la fumarato reductasa
y otros proceso bioquimicos

\ Disminucioén de las funciones
. celulares
Microtubulos ) Transtornos
bioquimicos
- ) Y
Reduccién de la secrecion Movilidad reducida

. ) » Muerte de los parasitos
de acetilcolinesterasa

Esquema 2. Mecanismo de accién de los bencimidazoles.?*

2.3.3. Caracteristicas estructurales para la actividad antiparasitaria

Mediante estrategias de quimica farmacéutica en el disefio de farmacos (modificacion
molecular y DIFAC: disefio de farmacos asistido por computadora), nuestro grupo de
investigacion ha preparado cientos de compuestos bencimidazoélicos y ha determinado su
potencial antiparasitario. Gracias a estas evaluaciones ha sido posible establecer una
relacion estructura actividad (SAR) que resulta atil en la identificacion de requerimientos
estructurales basicos para que un compuesto bencimidazélico posea actividad
antiparasitaria. Algunos de estos criterios se resumen en la Tabla 1.

11
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Tabla 1. Estudio SAR para la actividad antiparasitaria en bencimidazoles.

Region
R1
A
R2
R3
B
R4
R4
C
R5

Cambios estructurales
H, CH;

(1) CO,Et

(2) CONH;,

(3) CONHMe

(4) CON(Me),

(5) NHCO,R’

(6) S(CHs)

(7) S(CH2)sN(CHa)2

(8) S(CHy)2(N-morfolinil)
(9) S(CHy)2(p-nitrofenil)
(10) 2-(1H-imidazol-1-
iletil]sulfanil

(11) CF3

Insercién de un nitrégeno en el
anillo bencénico.

(@) H, ClI, OCH,CHjs,
COOCHgs,
heteroarilo.
(b) -XR’;
-X=0, S, SO, SO,, 0SO, CO,
CONH, NHCO, (CH,),
-R’=alquilo,
heteroarilo.
(A) H, CI, OCH,CH3, COOCHjs,
alquilo, cicloalquilo, heteroarilo.

alquilo, cicloalquilo,

cicloalquilo,

14,24-29

Relevancia estructural

La presencia de H es esencial para la actividad
antihelmintica. No asi para la actividad antiprotozoaria.
(1-4) Los compuestos con sustituyente éster mostraron
mayor actividad antiprotozoaria que los derivados de
amida.

(5) Cuando existe la presencia de carbamatos, el
metilcarbamato es el que presenta mayor actividad
antihelmintica. En adicion, si se sustituye el hidrégeno
del nitrégeno del carbamato por un grupo alquilo, la
actividad disminuye.

(6-10) Los grupos alquiltio en la posicion dos propician
compuestos con potencia antiprotozoaria alta.

(11) Los compuestos trifluorometilo presentaron elevada
actividad antiprotozoaria.

Disminuye la actividad. Posiblemente las interacciones
de Van der Waals en el sitio receptor (17-11) favorezcan
actividad.

(@) El incremento en el tamafo del sustituyente es
favorable para la actividad contra E. histolytica.

(b) Se tiene Optima actividad cuando X=0, CO, S, SO
(aceptores de enlace de H).

R4 y R5 son espaciadores farmacdéforos esenciales que

determinan la selectividad por el sitio de union.

(A) Grupos voluminosos favorecen actividad contra T.
vaginalis y G. intestinalis, ademas estos sustituyentes
previenen el metabolismo oxidativo de la molécula.

12
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2.3.4. Bencimidazoles Hit

Siguiendo algunas de las consideraciones antes planteadas, nuestro grupo de investigacion
ha logrado la identificacibn de compuestos denominados como “hit”, los cuales presentan
actividades inhibitorias superiores en los ensayos bioldgicos contra determinados parasitos.
De tal forma se lograron identificar dos moléculas, CMC12 y RCB20, con gran actividad
frente a T. vaginalis, G. intestinalis y E. histolytica [Figura 8], [Tabla 2].

P 9
S NH N\ o N
[ s j@[\*
Cl H cl u
CMC12 RCB20
Figura 8. Compuestos bencimidazélicos “hit” encontrados por nuestro grupo de investigacion.
28,30

Tabla 2. Actividades antiparasitarias de los compuestos “hit” y farmacos de referencia.

G. intestinalis | T.vaginalis | E. histolytica

Compuesto Clso (LM) Clso (LM) Clso (UM)
CMC12 0.005 0.019 0.033
RCB20 0.005 0.086 0.019

Nitazoxanida 0.013 0.110 0.055
Metronidazol 1.228 0.216 0.350
Albendazol 0.037 1.592 6.330

Como se puede observar en la Tabla 2, las actividades inhibitorias de los compuestos “hit”
superaron a la nitazoxanida y al metronidazol en 6rdenes considerables, sin embargo estos
dos derivados bencimidazélicos presentaron un problema en comun, baja solubilidad acuosa.
Adicionalmente el compuesto CMC12 se evalto como fasciolicida en suspensién en ovejas

en un pequefo experimento, pero su mala solubilidad no permitié observar algun resultado.
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2.3.5. Solubilidad de los compuestos bencimidazélicos

Como se menciond anteriormente, los compuestos CMC12 y RCB20 presentaron baja
solubilidad acuosa; sin embargo, esta problematica no es limitada a estos bencimidazoles.
De manera general, los compuestos bencimidazélicos son caracterizados por tener
problemas de solubilidad acuosa. La baja solubilidad puede resultar util en los casos donde
los parésitos se encuentran alojados en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, cuando las
infecciones son sistémicas, la baja solubilidad conlleva a una deficiente absorcién del
farmaco, lo que tiene como consecuencia una terapia ineficiente, aumento de dosis y por
ende aumento de costos. Por otra parte, una pobre solubilidad limita la exploracién de otras

vias de administracién como la parenteral 23!

2.4. Estrategias para aumentar la solubilidad

Es sabido que mas del 40 % de nuevas entidades quimicas desarrolladas en investigacion
como potenciales farmacos poseen baja solubilidad acuosa. En la literatura se han descrito
diversas metodologias para mejorar la solubilidad acuosa de un farmaco, donde la eleccion
de la técnica dependerda del compuesto en cuestion. Estas metodologias pueden ser
divididas en®*:

» Meétodos fisicos: los cuales contemplan principalmente la reduccion de particula,
formacion de polimorfos, cocristalizaciéon y dispersiones soélidas.

» Meétodos quimicos: donde destacan la complejacion, modificacion de pH y la formacion
de profarmacos.

» Algunas otras metodologias utiles se basan en la micelizacion, cosolvencia o el uso de

excipientes novedosos en formulaciones particulares.

De todas estas metodologias se puede destacar la formacién de profarmacos, ya que se ha
observado que el aumento de solubilidad puede alcanzar varios érdenes de magnitud.®

2.4.1. Profarmacos

El término profarmaco fue introducido en 1958 por Adrien Albert, quien describi6 a
compuestos que necesitaban una reaccién de biotransformacion antes de manifestar su
efecto farmacol6gico.*® Actualmente el término profarmaco hace referencia a un agente
terapéutico poco o nada activo farmacolégicamente, que es metabolizado in vivo a un

compuesto terapéuticamente activo. El objetivo de estos compuestos es mejorar las
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propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas y farmacocinéticas de un farmaco,

incrementando la viabilidad del mismo.3*

El desarrollo de profarmacos ha sido una estrategia que ha tomado relevancia en afios
recientes, incluso se estima que hasta el afio 2013, 10 % de todos los farmacos
comercializados en el mercado podian ser clasificados como profarmacos.®* Una de las
grandes ventajas de un profarmaco respecto a un analogo fue descrita por Ferres, donde en
algunas ocasiones el cambio estructural de una molécula resulta restringido para la
elaboracién de un analogo que solucione alguno de los problemas, como la solubilidad, sin
comprometer el efecto farmacologico deseado. En estas situaciones el disefio de un
profarmaco es de gran utilidad [Figura 9].%°

Farmaco Analogo Profarmaco

A

&

A
‘ Hidrélisis
quimica o
U enzimatica

Receptor Receptor Receptor
Sin actividad Sin afinidad  Actividad

Figura 9. Comparacién simplificada de analogos y profarmacos.*

Los profarmacos pueden ser clasificados de acuerdo a criterios quimicos o enzimaticos. La
clasificacion quimica resulta de gran utlidad y puede ser dividida en cuatro clases

principales®:
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» Derivados biorreversibles: Moléculas compuestas por el farmaco unido a un
acarreador, las cuales son sometidas a reacciones quimicas y/o enzimaticas in vivo
gue ocasionan la liberacion del farmaco responsable del efecto farmacoldgico. Estos
compuestos pueden ser divididos a su vez en*":

e Bipartitas: Profarmaco compuesto por un acarreador unido directamente
al farmaco.

e Tripartitas: Profarmaco compuesto por un acarreador unido a un
conector (también conocido como “linker”), el cual se encuentra unido al
farmaco.

e Cofarmacos (también conocido como profarmaco mutuo): Profarmaco
compuesto por dos farmacos (usualmente sinergistas) unidos
directamente entre si. Un farmaco resulta el acarreador del otro y
viceversa.

» Bioprecursores: Moléculas que no contienen un acarreador, por lo tanto son
dependientes totalmente de reacciones de biotransformacion in vivo (fase 1) mediante
las cuales generan al compuesto activo.

» Conjugados farmaco-polimero: Moléculas compuestas por un farmaco y una
macromolécula de tipo polimérica.

» Conjugados farmaco-anticuerpo: Moléculas compuestas por un farmaco y un
anticuerpo. Muy utiles en el desarrollo de compuestos dirigidos a determinado tipo de

células. Particularmente usados en tratamientos de cancer.®®

De estas clasificaciones se destacan los derivados biorreversibles y los bioprecursores ya
gue son los tipos de compuestos mas usados en el disefio de profarmacos. La Tabla 3

resume las principales diferencias entre estos compuestos.>®

Tabla 3. Principales diferencias entre derivados biorreversibles y bioprecursores.?

Caracteristicas Derivados biorreversibles Bioprecursores

Constitucién Principio activo + acarreador Sin acarreador
Lipofilia Fuertemente modificada Ligeramente modificada

Bioactivacion Separacién del acarreador Oxidacion y/o reduccion
Catalisis Quimica y/o enziméatica Enzimatica
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Algunos criterios basicos a considerar en el disefio de derivados biorreversibles son: 34

>

>
>

Se deben identificar los grupos funcionales en el farmaco que sean susceptibles a una
derivatizacion. Esta derivatizacion debe de contemplar un acarreador que sea
adecuado para superar las barreras que presente el farmaco en cuestion.

El acarreador debe de tener un bajo riesgo toxicolégico y debe ser eliminado
facilmente del organismo.

La separacion del farmaco de su acarreador debe ser cinéticamente favorecida in vivo.

La preparacion del profarmaco no debe ser muy complicada y/o costosa.

Tomando en cuenta la primera consideracion, en el caso particular de los bencimidazoles se

destaca el grupo funcional amina, del anillo del imidazol, el cual es susceptible a diversas

derivatizaciones, como se puede observar en la Figura 10.
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Figura 10. Grupos funcionales para derivatizar una amina.®*
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2.4.2. Esteres de fosfato como acarreadores en los profarmacos

De los compuestos mostrados anteriormente destacan los ésteres de fosfato. Estos
compuestos son de gran utilidad en la derivatizacion de grupos amino e hidroxilo de
farmacos que presentan baja solubilidad acuosa, con la intencion de aumentar la solubilidad
y permitir un entorno mas favorable para la administracién oral y parenteral. Ademas los
ésteres de fosfato han mostrado una adecuada estabilidad quimica y rapida bioconversion al
farmaco original debido a la accién enzimatica de fosfatasas presentes en el borde del cepillo

intestinal, en el higado o en el torrente sanguineo.®

Los ésteres de fosfato ganaron una elevada popularidad cuando la fosfenitoina fue aprobada
por la FDA en el afio de 1996. Este profarmaco biorreversible tripartita contemplé un grupo

fosfonooximetilo ionizado unido al nitrégeno, el cual incrementé la solubilidad acuosa de 22.5

pg/mL a 140 mg/mL, lo que representé un incremento de 6222 veces [Figura 11].394°

fo) o Na'
1 -
0-P-0
il
N (IZI) I\IaJr

Figura 11. Estructura de la fosfenitoina.

Posteriormente, en el aflo de 2008, un grupo de investigadores alemanes reportaron el
mismo grupo fosfonooximetilo en derivados del 1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo. Los
profarmacos fueron preparados con la intencion de mejorar la solubilidad acuosa de estos
bencimidazoles antihelminticos. Estas moléculas mostraron buena eficacia terapéutica, alta
solubilidad acuosa y estabilidad, con una adecuada labilidad en presencia de fosfatasas
alcalinas [Figura 12].*

0 Compuesto R! Nombre del farmaco
/ Tecursor
L AN O 12 PhS Fl-)b'd- |
R | \>~NH a 1 enbendazo
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o) - Na
5 ,?:,,O 1d PhCO Mebendazol
o Ng' le 4F-PhCO Flubendazol
If 4F-PhSO; Luxabendazol
la-g lg n-Bu Parbendazol

Figura 12. Fosfonooximetil derivados del 1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo.**
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Basados en estos resultados mostrados en la literatura, nuestro grupo de investigacion
decidié emplear la metodologia de formacion de profarmacos para mejorar los problemas de
solubilidad de dos bencimidazoles con gran potencial fasciolicida.*’ De tal forma, en el afio
de 2014 se reportaron los resultados de sintesis y evaluacién de dos nuevos profarmacos
tipo fosfonooximetilo, denominados como MFR-33 y MFR-34 [Esquema 3]. Estos
compuestos presentaron excelentes propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas,
evidenciando la viabilidad del uso de los ésteres de fosfato para solucionar diversos

problemas en etapas tempranas en el desarrollo de nuevos farmacos.*®

1

R

R' o) N

(1'} Derivatizacion | N>_SCH 3
Cl

N
YOI s ' S
cl b MFR-33 __p-O Na
MFR-34 =~ o,
13-14 Na

(Pobre solubilidad acuosa)

(Soluble en agua)

K, Hidrohisis
enzimatica
1 1
R O IIQ 'PI
O N + K o N + HO-P-O pNa°
) ~ H H - —— | \>7 SCH (ID_
| >_SL'H 3 Descomposicion N 3 +
Cl N espontanea Cl _ Na
H OH
13-14 01 I 1

13. MFR-33. II= 1-nafiilo
14. MFR-34. ITI= 2 3-diclorofenilo

Esquema 3. Estrategia usada en el desarrollo de los profarmacos MFR-33 y MFR-34.%°

Una cuestion importante de este tipo de profarmacos biorreversibles tripartitas es la
toxicidad. Como se mencioné anteriormente uno de los aspectos fundamentales en el disefio
de profarmacos consiste en elegir acarreadores y acopladores con poco riesgo toxicolégico.

En el caso de los derivados tipo fosfonooximetilo, en un primer paso se hidroliza
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enzimaticamente el acarreador como fosfato inorganico gracias a las fosfatasas alcalinas,
liberando asi a un intermediario hidroximetilbencimidazol que resulta inestable y que tiende a
la descomposicion espontanea, liberando al acoplador como formaldehido y al farmaco en
cuestion. El formaldehido es clasificado moderadamente téxico con un valor de DLsp en ratas
de (26666.6 pumol/kg, 800 mg/kg, via oral; 2897.1 umol/kg, 87 mg/kg, via intravenosa). Como
describio Flores M., resulta fundamental realizar estimaciones equimolares de la cantidad de
formaldehido liberado, respecto a la dosis administrada de profarmaco. En los reportes
efectuados sobre los profarmacos tipo fosfonooximetilo, no se han observado problemas de
toxicidad relacionados al formaldehido ya que las dosis usadas no conllevan a una liberacién
muy grande de este compuesto y por otra parte, estos farmacos no son de uso crénico, por lo
gue el riesgo de toxicidad es bajo. Otro factor a tomar en cuenta es que al incrementar la
solubilidad de estos farmacos se disminuyeron significativamente las dosis usadas, por lo
gue el riesgo de toxicidad por el acoplador result6 aln menor. Gracias a estas
investigaciones y observaciones, el uso de profarmacos tipo fosfonooximetilo sigue siendo

una alternativa viable para resolver los problemas de solubilidad.?

20



JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3. JUSTIFICACION

Tomando en cuenta el panorama actual de las enfermedades parasitarias producidas por
protozoarios y helmintos, las cuales se presentan a nivel mundial, aunado a que los
tratamientos disponibles llevan varios afios en el mercado y que no se han modificado desde
su introduccion, resulta imperante la busqueda de nuevos farmacos mas potentes y
selectivos contra estos padecimientos. En este sentido, nuestro grupo de investigacion ha
desarrollado compuestos mas activos que los farmacos de referencia, como es el caso de los
bencimidazoles CMC12 y RCB20. Tales compuestos presentaron una gran actividad in vitro,
pero su baja solubilidad acuosa ha limitado ensayos biolégicos adicionales que pudieran
ayudar a determinar de manera adecuada la viabilidad de estos compuestos contra diversas
parasitosis.

En el presente trabajo se plantea la sintesis de dos nuevos profarmacos hidrosolubles
derivados de los bencimidazoles CMC12 y RCB20, mediante la adicion de un grupo ionizable
fosfonooximetilo al nitrdgeno del bencimidazol. Con ello se pretende solucionar el problema
de solubilidad acuosa de estos compuestos, para que puedan ser evaluados particularmente
in vivo. Aumentando la solubilidad de tales compuestos y comprobando su eficacia, podria
dar pauta al desarrollo de una formulacion inyectable, la cual resultaria atil en casos

sistémicos de parasitosis.

4. HIPOTESIS
Con la modificacion de la estructura de los compuestos CMC12 y RCB20 mediante la adicion
de un grupo ionizable fosfonooximetilo, unido al atomo de nitrégeno del bencimidazol, sera

posible aumentar significativamente la solubilidad acuosa de estos bencimidazoles.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

» Incrementar la solubilidad acuosa de los compuestos antiparasitarios CMC12 y RCB20

mediante la preparacion de profarmacos del tipo fosfonooximetilo.

5.1.1. Objetivos particulares

> Establecer una metodologia adecuada para la preparacion de los profarmacos
hidrosolubles fosfonooximetilo 14 y 24 (Figura 13).

OZN’(\J\ N o
) " | \>75CH3 jC[N\>—cF
c N\\ cl N ’

o)
. L=0 Q
Na O~ Lo
\. Na 0 R
+0 \ .
Na Na+o
14 24

Figura 13. Profarmacos propuestos de los compuestos CMC12 (14) y RCB20 (24)
» Caracterizar espectroscopicamente y espectrométricamente los compuestos obtenidos.

» Determinar la solubilidad acuosa de los fosfoonoximetil bencimidazoles 14 y 24,
mediante la metodologia “shake flask”.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
En la presente seccion se describe la ruta sintética utilizada para obtener el profarmaco
hidrosoluble 14 y la determinacién de la solubilidad acuosa del mismo. Posteriormente se
presentan los estudios realizados sobre la obtencién del profarmaco 24.

6.1. Parte quimica

6.1.1. Sintesis del compuesto 14

La sintesis del profarmaco 14 se describe en dos partes. En primera instancia se describe la
metodologia para sintetizar el bencimidazol precursor CMC12 (11) y posteriormente se
muestra la metodologia para preparar su derivado hidrosoluble 14.

El precursor 11 se prepar6 mediante la metodologia mostrada en el Esquema 4. En primer
lugar se partié del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1), el cual se esterific6 con sulfato de
dimetilo en medio béasico para obtener el 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2);
posteriormente, el éster 2 se sometié a una reduccion catalitica con H, y Ni-Raney para
obtener el 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3). Al compuesto 3 se le realiz6 una
acetilacién con anhidrido acético para formar al 4-(acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4),
el cual se traté con mezcla sulfonitrica obteniendo al 4-(acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato
de metilo (5). EI compuesto 5 fue sometido a hidrdlisis basica en metanol para obtener al 4-
amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) el cual se redujo cataliticamente con H, y Ni-
Raney para obtener el 4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7). La diamina 7 se cicl6 con
etilxantato de potasio para dar el correspondiente 6-cloro-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (8). EI compuesto 8 se sometié a una S-metilacién con
yoduro de metilo en medio basico para dar el 6-cloro-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de metilo (9) el cual se hidrolizé con potasa en metanol para dar el acido 6-cloro-
2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10). El acido 10 se traté con el agente acoplante
PyBOP para posteriormente formar la amida correspondiente utilizando 2-amino-5-nitrotiazol
como nucledfilo, dando a la 6-cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (11).
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Esquema 4. Ruta sintética para obtener el compuesto 11. Reactivos y condiciones: a:
(CH3)2S04, NaHCOg3, DMF, 75 °C; b: Ha, Ni-Raney, MeOH; c: Ac,0; d: HNO3, H,SO4, 0 °C;
e: NaOH, MeOH, 25 °C; f. H,, Ni-Raney, MeOH; g: 1) CS,, EtOH, KOH, H,0O, 75 °C, 2)
AcOH, H,0; h: CHsl, KOH, acetona, 0 °C; i: 1) KOH, MeOH, 75 °C, 2) H,SOy; j: 1) PyBOP,
NMM, DMF, 2) 2-amino-5-nitrotiazol.

La sintesis del profarmaco se llevé a cabo mediante la sintesis convergente, entre el
compuesto 11 y el fosfato de di-terc-butilclorometilo (29), mostrada en el Esquema 5. En
primera instancia se efectud la sintesis del intermediario 29 partiendo de tricloruro de fosforo,
terc-butanol anhidro en CH,Cl, y Et3N como base para originar al fosfonato de di-terc-butilo
(26), mismo que se oxidé con KMnO, al fosfato de di-terc-butilo, el cual se trat6 con HCI
concentrado para obtener el fosfato monoécido de di-terc-butilo (27). El acido 27 se hizo
reaccionar con hidroxido de tetrametilamonio en una reaccion acido-base para formar el di-
terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28). Finalmente el compuesto 28 se tratd con
clorosulfato de clorometilo mediante una reaccién en fase heterogénea utilizando como
catalizador de transferencia de fase el sulfato monoacido de tetrabutilamonio para formar el
fosfato de di-terc-butilclorometilo (29). Una vez obtenidos los compuestos 11 y 29 en

suficientes cantidades se procedio a efectuar la formacion de profarmaco. Para ello se realizo
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una Sy2 entre el compuesto 11 y el 29, utilizando NaH como base, DMF como disolvente y
EtsN como catalizador. De tal manera se gener6 al derivado triéster de fosfato que se obtuvo
como mezcla de regioisdbmeros (12a/12b). Después se efectud la desproteccion de los
triéster de fosfato utilizando HCI 4N en dioxano lo que origin6 al fosfato diacido como mezcla
de regioisbmeros (13a/13b). La mezcla anterior se convirti6 a la sal monosédica utilizando un
tratamiento basico con Na,COs; en metanol, obteniéndose la mezcla de regioisébmeros
(14a/14b, denominados genéricamente como profarmaco 14).

_N_
o | OtF,OH oi:,/H
Oy’ c g O b 0"y a
o 0O -——— 41— - ~<—— PCl,
28 27 26 25

N Q 0} 02N1—</\ {\‘ i A(O
OZN"</S\ )\\ >g —Il'-|!—o o SA\NHJjC[%— - 0\/&0
cl

NH N
| H—son, + \ - \ /8 0
AL X0 Gt
1 29 12a o—F7° 12b | i

R A = [ A
N SCH3 \ SCH
l4a HoFZ° 14b 4 13a ot 13b ¢
+0

Esquema 5. Ruta sintética para obtener los compuestos 14a/14b. Reactivos y condiciones:
a: 1) t-BuOH, EtzN, CH,Cly, -30 °C, 2) K,COs, H-0, 0 °C; b: 1) KMnO,, NaHCO3, H,0, 0 °C,
2) HCI concentrado, 0 °C; c: (CH3)4sNOH, acetona, 0 °C; d: CICH,OSO,Cl, BusNHSOy,
NaHCOQOg3;, H,O-CH,Cl,; e: NaH, DMF, Et3N cat.; f: HCI 4N/dioxano, dioxano, 0 °C; g: Na,COs,
MeOH, 0 °C.
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6.1.2. Sintesis del compuesto 24

En lo que respecta a la sintesis del compuesto 24, resulté fundamental sintetizar en primer
lugar al precursor 21 (Esquema 6), partiendo de la 3,4-dicloroanilina la cual se acetilé con
anhidrido acético para formar a la N-(3,4-diclorofenil)acetamida (16); posteriormente se
sometié la acetamida 16 a una SgAr utilizando mezcla sulfonitrica para dar a la N-(4,5-
dicloro-2-nitrofenil)acetamida (17). La nitroacetamida 17 se hizo reaccionar con a-naftol en
DMF y carbonato de potasio en una SyAr, utilizando las condiciones descritas por Flores
M.%°, originando a la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (18). Después se procedié a
hidrolizar la amida con hidréxido de sodio en metanol formando asi a la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-
2-nitroanilina (19). El compuesto 19 se redujo cataliticamente con H; y Ni-Raney formando a
la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (20), la cual se someti6 inmediatamente a la
ciclocondensacion con acido trifluoroacético para formar al compuesto 6-cloro-5-(1-naftiloxi)-
2-trifluorometil-1H-bencimidazol (21).

Una vez obtenidas las cantidades necesarias del precursor 21 se procedié a efectuar la
reaccion de Sy2 entre éste y el compuesto 29, usando Cs,CO3; como base y Nal como
donador de yoduros. Una vez obtenidos los derivados triéster de fosfato 22a/22b se
desprotegieron mediante hidrdlisis con HCI 4N en dioxano, originando a los fosfatos diacidos
23a/24b como mezcla de regioisémeros los cuales se trataron con Na,CO3 con la finalidad
de obtener a los fosfatos disddicos 24a/24b. Diversas observaciones indicaron que los
compuestos 23a/23b y 24a/24b resultaron ser inestables bajo las condiciones de
manipulacion utilizadas, originando dos productos los cuales se separaron mediante placa
preparativa en un sistema CHCIl;:MeOH 90:10 y posteriormente se analizaron mediante

espectrometria de masas.
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Esquema 6. Ruta sintética para obtener los compuestos 22a/22b. Reactivos y condiciones:
a: Ac,0; b: HNO3, H,SO,4 0 °C; c: a-Naftol, K,CO3z, DMF, 70 °C; d: KOH, MeOH, 60 °C; e: Ha,
Ni-Raney, MeOH; f: 1) CF3COOH, HCI cat.,, 70 °C 2) NaOH; g: Fosfato de di-terc-
butilclorometilo (29), Cs,COs3, Nal, DMF, 30 °C; h: HCI 4N/dioxano, dioxano, 0 °C; i: Na,COs,
MeOH, 0 °C.

6.2. Parte analitica

6.2.1. Determinacion de solubilidad acuosa de 14
La solubilidad acuosa del compuesto 11 y del profarmaco 14 se determind por duplicado
mediante la metodologia “shake flask” descrita por Baka y colaboradores con algunas
modificaciones.** Primeramente se realizé un barrido en el espectrofotémetro para encontrar
los maximos y minimos de absorcién de los compuestos 11 y 14, encontrando las longitudes
de onda de 229 y 226 nm respectivamente. Posteriormente se realizaron las curvas de
calibracion correspondientes para cada compuesto, considerando las concentraciones 1, 2.5,
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5, 7.5y 10 pg/mL para 11 y las concentraciones 2, 6, 10, 15y 20 pg/mL para el profarmaco
14.

Las muestras a evaluar se prepararon por adicion de exceso del compuesto en agua
desionizada (5 mg en 25 mL para el compuesto 11y 350 mg en 1 mL para el profarmaco 14).
Dichas muestras se agitaron a 300 rpm a una temperatura constante de 25 °C durante 48
horas. Terminado el tiempo de agitacién se procedié a centrifugar los tubos a 3500 rpm
durante 10 minutos a temperatura de 25 °C, con la finalidad de tomar una alicuota del
sobrenadante. Las muestras correspondientes al compuesto 11 se leyeron de manera directa
en el espectrofotobmetro, mientras que las muestras correspondientes al profarmaco 14 se
diluyeron tomando 200 pL y aforando a 50.0 mL; posteriormente se tomé una alicuota de 500
puL y se aforé a 50.0 mL para poder leer. Los datos de absorbancia se interpolaron en las
curvas de calibracion previamente elaboradas, determinando asi la concentracién de

compuesto en cada experimento.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
Esta seccién se encuentra dividida en parte quimica y parte analitica con la finalidad de
facilitar el analisis. En primer lugar se describen los resultados de sintesis quimica, donde se
exponen las particularidades de las metodologias empleadas, la caracterizacion fisica,
espectroscopica y espectrométrica de los compuestos obtenidos. Posteriormente se
muestran los resultados correspondientes al ensayo analitico de solubilidad.

7.1. Parte quimica

7.1.1. Sintesis de los intermediarios 2 a 11

La sintesis del intermediario bencimidazdlico CMC12 (11) se inici6 a partir del acido 2-cloro-
4-nitrobenzoico (1), el cual se esterificd via Sy2 con sulfato de dimetilo como agente
alquilante en medio basico y DMF como disolvente para formar al 2-cloro-4-nitrobenzoato de
metilo (2). Dicha metodologia representa una reaccidbn mas viable y répida respecto al
método clasico de esterificacion de Fischer, obteniendo asi un rendimiento del 92 % con alta
pureza. La identificaciébn estructural de 2 se llevé a cabo mediante RMN, donde en el
espectro de RMN *H (Espectro 1) se observé una sefial simple en 3.90 ppm que integré
para 3H, correspondiente al metilo del éster, mientras que en el espectro de RMN *3C
(Espectro 2) se observd una sefial en 53.55 ppm correspondiente al carbono del metilo del
éster ademas de una sefial en 164.80 ppm correspondiente al carbonilo del éster.

La hidrogenacién catalitica del compuesto 2 generd al 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3)
con un rendimiento del 94 %. El catalizador elegido fue Ni-Raney ya que el uso de
Pd/Carbono favorece la hidrogendlisis de haluros de arilo.*® El espectro de RMN 'H
(Espectro 3) del compuesto 3 mostro la aparicion de una sefal en 6.15 ppm, la cual integré
para 2H, correspondiente al grupo —NH,. Ademas el intercambio de tales hidrogenos con
D,0O permitio corroborar la identidad de este grupo.

El grupo amino del compuesto 3 se protegié con un grupo acetilo, con la finalidad de evitar
reacciones colaterales en los siguientes pasos. Dicha reaccién de acetilacién se efectu6 con
Ac.0 la cual originé al 4-(acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4) de manera eficiente con
un rendimiento del 95 %. En el espectro de RMN *H (Espectro 5) se observé la aparicién de
una sefal simple en 2.07 ppm que integré para 3H correspondiente al metilo del acetilo.
Ademas en 10.36 ppm se observo la aparicion de una sefal simple correspondiente al N-H
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de la acetanilida, la cual desapareci6 al adicionar D,O. En el espectro de *C (Espectro 6) se
observo la aparicion de una sefial en 24.6 ppm y otra en 169.67 ppm correspondientes a los
carbonos del acetilo.

El compuesto 4 se someti6 a una reaccién de nitracion en la cual se obtuvieron dos
isomeros, siendo el 4-(acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5) el producto de
interés (Esquema 7). La proporcion de los isomeros formados pudo favorecerse a la
obtencién del producto 5, en una relacion aproximada de 80:20, al mantener la temperatura a
0°C durante la adicion de la mezcla sulfonitrica previamente preparada. El producto nitrado
en la posicion 3 (4-(acetilamino)-2-cloro-3-nitrobenzoato de metilo, 5) se elimind mediante
lavados del crudo de reacciébn con metanol frio, obteniendo asi al compuesto 5 con un

rendimiento del 83 % después de la purificacion.

COOCH, COOCH, COOCH,
cl HNO,/H,S0, c c
0°C +
NO, O,N
NHCOCH4 NHCOCH4 NHCOCH4
4 5 5'

Esquema 7. Obtencion del 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5).

El espectro de RMN *H (Espectro 7) evidencié la obtencién del compuesto 5, observando
sefiales simples en la regién aromética en 8.05 y 8.41 ppm, los cuales integraron para 1H
cada uno. Ademés se observo que las sefales correspondientes al acetilo (2.14 ppm) y el
metoxilo (3.86 ppm), que integran para 3H cada una, prevalecen después de las condiciones
drasticas de la nitracién. Esta informacién se confirmé con el espectro de *C (Espectro 8)
donde se observa el metilo del acetilo en 24.34 ppm y el carbonilo del mismo en 169.56 ppm,
asi como el metilo del éster en 53.29 ppm.

El grupo acetilo del compuesto 5 se eliminé en medio basico, utilizando como disolvente
metanol. La hidrdlisis resultd ser selectiva bajo las condiciones utilizadas (temperatura no
mayor a 25 °C) debido al efecto atractor del grupo nitro en posicién orto respecto a la amida.
El compuesto 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) se obtuvo con un rendimiento del
81 %. El espectro de RMN 'H (Espectro 9) del compuesto 6 mostré una sefial simple en
7.95 ppm que integré6 para 2H, correspondiente al grupo —NH;, la cual desparecié al

adicionar D,0O; ademas del metilo del éster se observo en 3.78 ppm.
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La reduccion del grupo nitro del compuesto 6 se realizé por hidrogenacion catalitica
utilizando Ni-Raney como catalizador, con la finalidad de obtener al 4,5-diamino-2-
clorobenzoato de metilo (7). Dicha o-fenilendiamina se sometié a la siguiente reaccion sin
previa purificacion debido a su rapida descomposicién. De tal forma que al compuesto 7 se le
adicion¢ etilxantato de potasio recién preparado (Esquema 8), originando el bencimidazol 8
el cual presentd dos formas tautoméricas: tiol (6-cloro-2-mercapto-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de metilo, 8a) y tiona (6-cloro-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato
de metilo, 8b), (Esquema 9). Dicha reaccion de ciclocondensacion tuvo un rendimiento del
84 %.

H,C KOH JL
S——C——=S \
+ OH ~Nen

HOO°C KS

Esquema 8. Formacion del etilxantato de potasio.

H
H3COOC N H,COOC N
= —= " L
N cl N
cl N H

8a 8b
Esquema 9. Equilibrio tiol (8a)-tiona (8b).

El espectro de RMN 'H (Espectro 11) del compuesto 8 evidencié el predominio del
tautdbmero tiona 8b ya que se observé una sefial simple en 12.85 ppm que integré para 2H, la
cual desaparecié al adicionar D,O. Ademas en el espectro de RMN *C (Espectro 12) se

observé una sefial en 171.42 ppm que concuerda con el desplazamiento de un grupo tiona.

La S-metilacion del compuesto 8 con yoduro de metilo en acetona requirié el control de la
temperatura a 0 °C y la adecuada adicion de equivalentes (0.95 eq) lo que resulta
fundamental para obtener el 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)
como producto Unico o mayoritario, siendo la principal impureza el producto de N-metilacion.
De tal forma, se obtuvo el compuesto 9 con un rendimiento del 90 %. El espectro de RMN *H
(Espectro 13) mostré la aparicion de una sefial simple en 2.70 ppm la cual integr6 para 3Hy
gue corresponde al grupo —SCHj3;, ademas de observar una sefial ancha en 12.97 ppm que

integro para 1H y que desaparecio al efectuar el intercambio con D,O, correspondiente al
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grupo N-H del bencimidazol. En el espectro de RMN *3C (Espectro 14) se observé una sefial
en 14.16 ppm, correspondiente al metilo del grupo -SCHs.

El compuesto 9 se sometié a una hidrolisis basica del éster en metanol, obteniendo asi al
acido 6-cloro-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10) el cual permanece como
carboxilato (10a) en disolucién acuosa. Como menciona Zavala, J.'*, resulta importante
resaltar que el aislamiento del compuesto 10 se lleva a cabo mediante un estricto ajuste del
pH entre 3 y 4, para que la especie neutra (10B) precipite en el medio; sin embargo la
abundancia maxima estimada de dicho compuesto corresponde al 34 % aproximadamente,
ya gue la especie bencimidazdlica cargada (10y) posee una abundancia significativa del 33
% en ese intervalo de pH (Figura 14). Es decir que al tener una molécula anfotera se debe
evitar que dicha molécula quede cargada y por ende en disolucion acuosa.

0 0
- N 368 | 3.00 ) .
AN HO o)
| N>7S\ | \%S\ | \_\55\
a CHs cl m CHs cl N CH,

Distribucion de microespecies (%)
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Figura 14. Diagrama de distribucion de especies tedrico para el acido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (10), calculado con el software MarvinSketch version 16.7.18.0.
Los valores numéricos mostrados en el compuesto 10B corresponden a los tres pKa
predichos (pKai= 3.00, pKa,= 3.68 y pKas= 10.44).**
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Por tales razones es fundamental realizar extracciones sucesivas del compuesto para
obtener un rendimiento adecuado aprovechando que el compuesto neutro es insoluble en
agua. Después de tener en cuenta lo anterior, se logré obtener al compuesto 10 con un
rendimiento total del 67 % (considerando recristalizacion). El espectro de RMN *H (Espectro
15) del &cido 10 mostro la desaparicion de la sefial correspondiente al metilo del éster, dando
origen a una sefial superpuesta con la sefal del N-H del bencimidazol en 13.03 ppm,
integrando para 2H. Dicha sefal desaparecié al realizar el intercambio con D,O. En el
espectro de masas (Espectro 17) se observo el ion molecular con una relacién m/z de 243,

correspondiente al [M+1]", ademas de evidenciar la isotopia clasica del cloro en M+2.

Inicialmente se planificé efectuar la sintesis de la amida CMC12 (11) via activacion cloruro de
tionilo, para posteriormente hacerlo reaccionar con el 2-amino-5-nitrotiazol, usando
acetonitrilo como disolvente, NaHCO3; como base y 90 °C de calentamiento. Tal metodologia
resulté poco conveniente debido a los bajos rendimientos obtenidos (15 %) y a la complicada
purificacion. Dicha metodologia fue adoptada de las condiciones originalmente descritas por
Méndez, C.%, aunque es importante destacar que la sintesis del compuesto 6-cloro-2-
(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (11) se reporta en dos
pasos: primero la formacién de la carboxamida utilizando 2-aminotiazol y en un segundo
paso la nitracion del tiazol con nitrato de acetilo. Tal metodologia reporta rendimientos
moderados en la primera reaccién y un rendimiento moderado-bajo en la segunda reaccion,
debido a la formacion de productos adicionales de nitracion en el C4 del anillo de tiazol
(Esquema 10).
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Esquema 10. Metodologia para la obtencion de CMC12, reportada por Mendez, C.

La diferencia en los rendimientos obtenidos radica principalmente en dos motivos: la poca
nucleofilia del 2-amino-5-nitrotiazol, consecuencia del grupo nitro de caracter electroatractor

y la poca solubilidad del cloruro de &cido bencimidazodlico en acetonitrilo, lo que ocasiona
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baja interaccion de las materias primas para llevar a cabo de, manera efectiva, la Sy sobre
carbono SP? Por tales razones se opt6 por explorar diversas condiciones de reaccion, asi
como otro tipo de metodologias para la obtencién del compuesto 11, las cuales se
encuentran enlistadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Ensayos de sintesis del compuesto 11.

Formacioéon de la

carboxamida: 2- Rendimiento
Activacion del . . . Temperatura
Metodologia amino-5-nitrotiazol + (con
acido carboxilico _ (°C) .
base + disolvente purificacion)

Base Disolvente

1 SOCl, NaHCOs; | MeCN 90 15 %
2 SOCl, EtsN MeCN 90 25 %
3 SOCl,+ DMF cat. | EtsN DMF 90 40 %
4 SOCl,+ DMF cat. | EtsN DMF 70 58 %
5 T3P ® EtsN CH,Cl, 25 6 %
6 T3P ® EtsN DMF 25 10 %
7 COMU ® EtsN CH,Cl, 25 13 %
8 comu ® EtsN DMF 25 44 %
9 PyBOP © EtsN CH.Cl, 25 67 %
10 PyBOP © NMM DMF 25 70 %

Al explorar las condiciones descritas en la Tabla 4, se observo que el cambio de la base
inorganica por una organica como la EtzN aumentaron los rendimientos a 25 %. Por otra
parte, el cambio de MeCN por DMF solucioné en cierta medida el problema de solubilidad del
cloruro de acido bencimidazoélico, aumentando los rendimientos a 40 %. Es importante
mencionar una modificacion realizada a la activacion del &cido carboxilico con SOCI,, la cual
consistié en utilizar DMF como catalizador en dicha reacciéon. La adicion de DMF disminuye
los tiempos de reaccion en la activacién ya que genera un intermediario mas reactivo, como
es posible observar en el Esquema 11, ademas de participar como disolvente, favoreciendo

la interaccién entre los reactantes.” Otra modificaciéon a la metodologia que mejoré el
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rendimiento de reaccion a 58 % fue la disminucion de la temperatura ya que generé menos
impurezas. o)

Ry Cl
es_CH
0”0 |}|’ 3

CHj

Esquema 11. Mecanismo de activacién del acido carboxilico con SOCI, catalizado con DMF.*

Todas las metodologias de activacién con SOCI, generaron crudos de reaccién con una gran
cantidad de impurezas, las cuales se removieron mediante una columna de alimina neutra,
utilizando como fase movil una mezcla de CHCIs-Acetona 95:5, la cual eliminé al 2-amino-5-
nitrotiazol que no reaccion0, para posteriormente cambiar la fase mévil por MeOH el cual
eluy6 al compuesto de interés 11, reteniendo al compuesto 10 que resultd ser producto de la
hidrdlisis del cloruro de acido bencimidazélico, ademas de diversas impurezas polares que

no se aislaron ni caracterizaron.

Debido a las complicaciones antes mencionadas se opté por explorar la formacién del
compuesto 11 mediante el uso de diversos agentes acoplantes disponibles comercialmente,
los cuales se muestran la Figura 15, con la intencion de mejorar los rendimientos, disminuir

las impurezas obtenidas y facilitar el trabajo experimental.
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Figura 15. Estructuras quimicas de los agentes acoplantes utilizados en la sintesis de 11.
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Respecto al uso del agente acoplante anhidrido propil fosfénico (T3P), se puede mencionar
gue los rendimientos obtenidos fueron muy bajos en los disolventes utilizados. En las dos
condiciones probadas se observo un exceso de 2-amino-5-nitrotiazol que no reaccioné como
se esperaba. El exceso de amina complico el proceso de purificacion del compuesto 11, por
tales razones se descarto la viabilidad de este agente acoplante. Posteriormente se utilizo el
agente acoplante hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-
morfolin-4-il-carbenio (COMU), el cual presentd un mejor rendimiento respecto al T3P y
simplificé en gran medida la purificacion del compuesto 11, aunque no superd al rendimiento
obtenido mediante SOCI,. En relacion al agente acoplante hexafluorofosfato de (benzotriazol-
1-iloxi)tripirrilodinfosfonio (PyBOP) se observé la eficiente conversion de la materia prima
bencimidazdlica 10 a la correspondiente amida 11, con un rendimiento del 70 %, con la
minima formacion de productos secundarios y un método sencillo de purificacion el cual
involucré un tratamiento acuoso de manera indispensable para eliminar las sales generadas.
Dicha reaccion representa un cambio significativo debido a la simplicidad operativa y
reduccion de tiempos requeridos para efectuarse, comparandose con el uso de SOCI,, Es
importante mencionar que el uso de PyBOP resulta costoso quimica y econdmicamente
debido a la gran cantidad de agente acoplante utilizado. Ademas de que recientes estudios
han demostrado la peligrosidad del 1-hidroxibenzotriazol (HOBLt), principal subproducto de la
reaccion del agente acoplante con un nucledfilo, ya que resulta explosivo en condiciones

drasticas de calentamiento.*®

Una vez obtenido el compuesto 11 se le realizd la caracterizacion espectroscépica y
espectrométrica. En el espectro de RMN *H (Espectro 18) se observé una sefial simple en
2.71 ppm que integroé para 3H, correspondiente al grupo —SCHs. En 8.67 ppm se observo
una sefal simple que integré para 1H, la cual corresponde al proton del anillo de tiazol,
ademds de que se observaron dos sefales amplias en 13.06 y 13.60 ppm que integraron
para 1H cada una, las cuales corresponden al N-H de la amida y al N-H del bencimidazol
respectivamente y que desaparecen al adicionar D,O. En el espectro de RMN **C (Espectro
19) destaca la sefal del carbonilo de la amida en 167.03 ppm En el espectro de masas
(Espectro 20) se observo el ion molecular con una relacién m/z de 370, que corresponde a
[M+1]", ademas se observo el patron isotpico caracteristico de cloro en M+2, confirmando la
identidad del compuesto 11.
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7.1.2. Sintesis del profarmaco 14
Las condiciones iniciales para la preparacion del profarmaco 14 se basaron en estudios

previos realizados por Flores, M., y Chassaing. C.***

, quienes establecieron una
metodologia viable para la formacion de derivados bencimidazélicos unidos covalentemente
a un grupo fosfonooximetilo. Para ello resultd indispensable la preparacion del fosfato de di-
terc-butilclorometilo (29) para posteriormente hacer reaccionar tal compuesto con el

bencimidazol de interés mediante una reacciéon de S\2.

7.1.2.1. Sintesis del intermediario fosfato de di-terc-butilclorometilo

En los ultimos afios ha existido una tendencia por el uso del fosfato de di-terc-butilclorometilo
ya que es utilizado para la formacion de profarmacos de fosfato.*”° A pesar la gran utilidad
de este compuesto, los métodos de sintesis son limitados e involucran intermediarios
particularmente costosos. Uno de estos intermediarios fundamentales es el di-terc-
butilfosfonato. En el 2014 Zheng y colaboradores™, reportaron una metodologia mediante la
cual lograron preparar el fosfonato de di-terc-butilo a partir de PCls y terc-butanol, obteniendo

rendimientos elevados y alta pureza.

Utilizando las condiciones de Zheng se logré preparar el fosfonato de di-terc-butilo (26),
mediante la reaccion de Sy sobre fosforo, utilizando terc-butanol anhidro, CH,Cl, como
disolvente y EtsN como base no nucleofilica. Es importante resaltar que las condiciones de
reaccion son delicadas ya que resulté fundamental mantener un medio anhidro para evitar la
hidrdlisis del PCI3, el cual es un compuesto altamente reactivo; ademas el control de la
temperatura a -30 °C, utilizando un bafio de hielo seco/acetona, fue importante en la adicion
del alcohol ya que la reaccién result6 muy exotérmica. El compuesto 26 se sintetizd
exitosamente, con un rendimiento maximo del 60 %. Un aspecto interesante de esta reaccion
es relacionado a la posible obtencion del compuesto fosfito de tri-terc-butilo. Diversos grupos
de investigacién han demostrado que dicho compuesto se puede formar con o sin un exceso
de equivalentes de terc-butanol o bien EtsN, no obstante tal compuesto es inestable a
condiciones ambientales y se descompone, dando origen al fosfonato de di-terc-butilo, el cual
se puede manipular sin complicaciones, teniendo en cuenta de que temperaturas mayores a

50 °C o medios acidos pueden hidrolizar los grupos protectores terc-butilo (Esquema 12).>%

55
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0—pP—0 + /P-'_O +  H—NECI
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Esquema 12. Formacion de los productos di y tri-terc-butil sustituidos, asi como
descomposicion del fosfito de tri-terc-butilo.

En el espectro de RMN *H (Espectro 54) se observé una sefial simple que integré para 18H,
correspondientes a los grupos terc-butilos, asi como una sefial doble en 6.89 ppm con una
Jen= 679.1 Hz caracteristica de la unién P-H.*® En relacién al espectro de RMN *C
(Espectro 55) se observaron sefiales dobles en 30.29 ppm y 82.16 ppm correspondientes a
los metilos y los carbonos cuaternarios, respectivamente. Finalmente en el espectro de RMN
3lp (Espectro 56) se mostré una sefial simple en -3.34 ppm, indicando la presencia de un
solo tipo de fosforo.

Posteriormente el compuesto 26 se oxido al fosfato de di-terc-butilo (27) utilizando la
metodologia reportada originalmente por Zwierzak, A., tomando en cuenta las
consideraciones de Flores. M.?**" Mediante el uso de KMnO, como agente oxidante y
NaHCO3; como base, en un primer paso, con la posterior acidificacion para precipitar el
compuesto de interés. Es importante destacar la importancia de realizar extracciones
sucesivas del compuesto 27 debido a su modera solubilidad en agua. El compuesto 27 se
obtuvo con un rendimiento del 95 %. En el espectro de RMN *H (Espectro 57) se observo la
desaparicion de la sefial P-H, mientras que en el espectro de RMN 3P (Espectro 59) se
observo una sefal simple en -9.1 ppm confirmando el cambio del estado de oxidacién del
fosforo (de Il a V).

El compuesto 27 se sometio a un tratamiento basico con hidréoxido de tetrametilamonio con la
finalidad de obtener el di-terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28), un compuesto de mayor
estabilidad (dado que es una sal) a la temperatura y los factores ambientes.>’ El compuesto
28 se obtuvo con un rendimiento del 94 %. El espectro de RMN *H (Espectro 60) evidenci6

la aparicion de una sefial simple en 3.06 ppm que integré para 12H, correspondientes al
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tetrametilamonio, mientras que el espectro de RMN *C (Espectro 61) mostré una sefial
triple adicional en 54.3 ppm correspondientes al cation tetrametilamonio. El espectro de RMN
3P (Espectro 62) mostré una sefial simple en -7.03 ppm.

El compuesto 28 se hizo reaccionar en fase heterogénea en una reaccion de Sy2, utilizando
como electréfilo al clorosulfato de clorometilo, CH,Cl,-H,O como disolventes y BusNHSO,
como catalizador de transferencia de fase para obtener al fosfato de di-terc-butilclorometilo
(29). Se ha demostrado que el uso del cation tetrametilamonio aumenta los rendimientos de
esta reaccion, a diferencia del uso de otras sales como sodio o0 potasio. Esto puede deberse
a que el tetrametilamonio es también capaz de fungir como catalizador de transferencia de
fase.?’ Se obtuvo al compuesto 29 con un rendimiento del 62 %. EI compuesto 29 mostré en
RMN *H (Espectro 63) una sefial simple en 1.42 ppm que integré para 18H, correspondiente
a los grupos terc-butilos, ademas de una sefial doble en 5.72 ppm que integré para 2H,
correspondiente al metileno. Por otra parte en RMN *3C (Espectro 64) se observaron tres
sefales dobles en 29.69, 73.17 y 82.02 ppm correspondientes a los metilos del grupo terc-
butilo, metileno y carbono cuaternario del terc-butilo, respectivamente, ademas de que en
RMN *'P (Espectro 65) se observo una sefial simple en -11.74 ppm. Debido a la conocida
inestabilidad del compuesto 29, fue necesario adicionar 5 % molar de K,COgs, ya que dicha
base neutraliza cualquier residuo acido proveniente de la reaccion anterior, previniendo asi la
hidrdlisis de los grupos terc-butilo (Esquema 13), aumentando el tiempo atil de dicho
compuesto hasta por un afio a 0°C, segun lo reportado por Zheng y colaboradores.>

;l—o\_u —_— \O(ZAZ—O\_CI Y Ho—lcllvl)—o\_cI
29 - /K
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OH —Cl (g@a —cl
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Esquema 13. Degradacion del fosfato de di-terc-butilclorometilo (29).%°
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7.1.2.2. Sintesis del intermediario 12

Para la sintesis del compuesto 12, se utilizé 1 eq del compuesto 11, 2 eq del compuesto 29,
3.5 eq de NaH, 0.3 eq de EtsN como catalizador en DMF a temperatura ambiente por 24
horas. Concluyendo la reacciéon se obtuvo una resina a la cual se le realiz6 un tratamiento
acuoso mediante extracciones AcOEt-H,O con la finalidad de eliminar las sales generadas
en la reaccion. Un vez eliminados los disolventes se obtuvo de nuevo una resina (72 % de
rendimiento) la cual mostr6 en RMN 'H (Espectro 21) una mezcla de regioisémeros
(12a/12b) en una proporcion 50:50, debida a la tautomeria intrinseca del bencimidazol
(Figura 16), observando dos sefales dobles en 5.85 y 5.96 ppm, que integraron para 2H
cada una, correspondientes al metileno que une el grupo fosfatado al nitrogeno del
bencimidazol, ademés de dos sefiales simples en 1.29 y 1.34 ppm que integraron para 18H
cada una, correspondientes a los grupos terc-butilo. En RMN **C (Espectro 22) se
observaron los metilenos como dos sefiales simples en 68.72 y 68.82 ppm, mientras que en
3p (Espectro 23) se observaron dos sefiales simples en —11.57 y —11.70 ppm. En el
espectro de masas (Espectro 24) se observé el ion molecular con una relacién m/z de 592.2
([M+1]"), mostrando el patron isotdpico caracteristico de cloro en M+2, confirmando la
identidad del compuesto. Ademas se observaron patrones de fragmentacion en 536.1 y
480.1 m/z correspondientes a la pérdida del primer y segundo terc-butilo, respectivamente.

Figura 16. Mezcla de regioisomeros obtenidos 12a/12b.

7.1.2.3. Sintesis del intermediario 13

Los grupos t-butilo de los fosfatos de di-terc-butilo 12a/12b se hidrolizaron mediante
tratamiento &cido con HCI 4N en dioxano, obteniendo asi a los fosfatos didcidos 13a/13b
como mezcla de regioisémeros en una proporciéon de 50:50 con un rendimiento del 80 %
(Figura 17).
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Figura 17. Mezcla de regioisomeros obtenidos 13a/13b.

El espectro de RMN 'H (Espectro 25) evidencié la desaparicion de las sefiales dobles
correspondientes a los terc-butilos, pero mostré la prevalencia de dos sefales simples en
5.87 y 5.89 ppm, correspondientes al metileno que une al grupo fosfato al bencimidazol. En
RMN 3P (Espectro 26) se observaron dos sefiales simples en -2.53 y -2.82 ppm. En el
espectro de masas (Espectro 27) se observé el ion molecular con una relacién m/z de 477.8
correspondiente al [M-1], asi como el patron isotépico caracteristico del cloro en M+2.
También se logré observar un patrén de fragmentacion en 367.8 m/z correspondiente al M-2,
atribuido al compuesto 11, producto de la ruptura del enlace fosfonooximetilo.

7.1.2.4. Sintesis del compuesto 14

Los fosfatos diacidos 13a/13b se convirtieron en sus sales por tratamiento con 1 eq de
Na,CO3 en metanol anhidro. Después de 1 hora de agitacion constante la mezcla se filtro
para posteriormente concentrar a sequedad la solucion obteniendo un sélido naranja, el cual
se lavé exhaustivamente con acetona y éter isopropilico con la finalidad de eliminar
impurezas organicas. De esta forma se obtuvieron a los fosfatos monosdédicos 14a/14b como
mezcla de regioisomeros en proporcion 50:50, con un rendimiento del 81 %.

En el espectro de RMN *H (Espectro 28) nuevamente se mostraron sefiales dobles dada la
mezcla de regioisdmeros; se observaron dos sefiales simples en 2.60 y 2.61 ppm que
integraron para 3H cada una, correspondientes a los grupos -SCHs; en 5.62 y 5.62 ppm dos
sefales simples que integraron para 2H cada una, correspondientes al metileno que une al
grupo fosfato con el bencimidazol; en 7.51, 7.62, 7.67 y 7.73 ppm, cuatro sefales simples
gue integraron para 1H cada una, correspondientes a los hidrogenos del anillo
bencimidazdlico; asi como en 8.41 y 8.42 ppm dos sefiales simples que integraron para 1H
cada una, correspondientes al anillo del nitrotiazol. En RMN *3C (Espectro 29) se observaron
las sefiales caracteristicas de los carbonos aromaticos de 112.37 a 143.71 ppm; como €es

comun en este tipo de estructuras, no fue posible localizar claramente algunas sefiales
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correspondientes a carbonos cuaternarios, los cuales se detectaron de manera indirecta por
su acoplamiento con 'H. En 68.05 y 68.14 ppm se observaron dos sefiales simples
correspondientes a los metilenos. En RMN 3P (Espectro 30) se observaron dos sefiales
simples en 1.50 y 1.79 ppm. El experimento HSQC (Espectro 31) permitié corroborar la
correlacién heteronuclear a 1 enlace de distancia, particularmente en la regién aromatica,
donde se asignaron las sefiales de H-C de manera inequivoca. El experimento HMBC
(Espectro 32) permitié observar la correlacion heteronuclear a 2 y 3 enlaces de distancia,
identificando las sefiales particulares a cada regioisémero. En primer lugar fue necesario
identificar los hidrégenos aromaticos correspondientes al bencimidazol que correlacionan con
el carbono del carbonilo (sefales observadas en 176.30y 176.37 ppm), donde las sefales en
7.62 y 7.74 ppm son las Unicas que cumplen con esto (Ha-Ar) (Figura 18). De esta manera
se asignaron los hidrogenos en la posicion 4 o 7 del bencimidazol del isbmero 14a y 14b,

respectivamente.
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Figura 18. Espectro HMBC: Correlacion entre Ha-Ar y carbonilo a tres enlaces de distancia

para ambos regioisomeros.
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Posteriormente se observo la correlacion de Ha-Ar con los carbonos aromaticos cabeza de
puente 3 (136.65 ppm) y 8 (133.93 ppm), valiéndose de las correlaciones de Hb-Ar con estos
mismos carbonos. De esta forma se identific6 que la sefales aroméaticas 7.62 y 7.68 ppm
corresponden a un regioisomero, mientras que las sefiales aromaticas en 7.52 y 7.74 ppm
corresponden a otro. Se observo que la sefial 7.62 ppm correlacion6 de manera intensa con
el carbono 3 antes mencionado, mientras que la sefal de 7.68 ppm correlacion6 de manera
débil con el mismo carbono. Por otra parte, también se observo que los protones del metileno
del grupo fosfatado (5.61 ppm) correlacionaron de forma intensa con el carbono 3,
identificando asi que tales sefales corresponden al regioisomero 14b (Figura 19).
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Figura 19. Espectro HMBC: Identificacion del regioisomero 14b, mediante las correlaciones
entre Ha-Ar o Hb-Ar y Hciz con C3 a dos y tres enlaces de distancia. La molécula se

encuentra numerada de forma arbitraria y no tiene que ver con la numeracién convencional.
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Realizando el mismo andlisis se observé que la sefial en 7.74 ppm, correspondiente al Ha-Ar,
correlacioné de manera débil con el carbono 8, mientras que la sefal de Hb-Ar en 7.52 ppm
correlacioné de manera intensa con dicho carbono. Por otro lado la sefial en 5.63 ppm, del
metileno, correlacioné con el carbono 8, confirmando la identidad del regioisomero 14a
(Figura 20).
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Figura 20. Espectro HMBC: Identificacion del regioisémero 14a, mediante las correlaciones
entre Ha-Ar o Hb-Ar y Hciz con C8 a dos y tres enlaces de distancia. La molécula se

encuentra numerada de forma arbitraria y no tiene que ver con la numeracién convencional.
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Una vez identificados las sefales correspondientes a cada regioisomero se procedié a

completar la asignacion de la parte aromatica. De igual manera se observo la interaccion de

los hidrogenos del —SCHg3;, asi como los hidrogenos del metileno del grupo fosfatado con el

carbono 2 del bencimidazol (Figura 21). Finalmente se observo la interaccion del hidrogeno

del nitrotiazol con los carbonos 10 y 12 (Figura 22).
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Figura 21. Espectro HMBC: Interacciones entre los hidrégenos de los grupos —CHz- y —SCH3

con el carbono 2 a tres enlaces de distancia para los regioisémeros 14a/14b. La molécula se

encuentra numerada de forma arbitraria y no tiene que ver con la numeracién convencional.
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Figura 22. Espectro HMBC: Interacciones entre el hidrégeno del grupo nitrotiazol con los
carbonos 10 y 12 a dos y tres enlaces de distancia para los regioisémeros 14a/l14b. La
molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y no tiene que ver con la numeracion

convencional.

En el espectro de masas (Espectro 33) se observo el ion molecular con una relacion m/z de
500.0 ([M-1]). Dicho valor sugiere que en realidad se obtuvo la especie monosddica en lugar
de la disédica como se esperaba. El M+2 mostré el patron isotdpico caracteristico de cloro;
ademas, el fragmento 368.1 m/z corresponde a la masa del compuesto precursor 11,
producto de la ruptura del enlace fosfonooximetilo. Debido al valor de m/z obtenido se opto
por realizar una estimacion del pKa tedrico del compuesto utilizando el software
MarvinSketch version 16.7.18.0, con la finalidad de conocer el porcentaje de especie disddica
a un determinado pH. Se observd que a pH 8 se deberia de tener un 97 % aproximado de
especie disddica (14¢€) (Figura 23). Es posible que el pH deseado no haya sido alcanzado

debido a una muy baja solubilidad del Na,CO3; en metanol®®

y por ende se obtuvo una
minima disociacion, lo que ocasioné la desprotonacion del primer OH del fosfato (pKax=
1.43), pero no del segundo (pKay= 6.45).
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Figura 23. Diagrama de distribucién de especies tedrico para los regiosémeros 14a/l4b,
calculado con el software MarvinSketch version 16.7.18.0. En la parte superior se observa al
compuesto 14 con el valor de sus cinco pKa (pKa;= 0.41, pKa,= 1.43, pKas= 2.96, pKa,=6.45
y pKas= 10.65).

El espectro de infrarrojo (Espectro 34) permitié corroborar la hipétesis de que se obtuvo la
especie monosédica debido a la presencia de una banda intensa y ancha en 3229 cm™,
caracteristica de un grupo O-H. Ademas se observaron otras bandas en 1647 cm™, 1549
cm™y 1306 cm™ correspondientes a los grupos funcionales C=0O de amida, Ar-NO, y S-CHs

respectivamente.
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Los regioisdbmeros 14a/l4b, como especies monosoédicas, mostraron cualitativamente un

considerable aumento de solubilidad acuosa, por lo que se optd por realizar el ensayo

cuantitativo de determinacién de solubilidad. Cabe sefialar que los isémeros 14ay 14b no se

separaron debido a que en el sistema biolégico deberian de hidrolizarse de igual manera

para generar al precursor 11. La Tabla 5, muestra los datos espectroscopicos y

espectrométricos obtenidos de los regioisomeros 14a/l14b, denominados genéricamente

como profarmaco 14.

Tabla 5. Resumen de la caracterizacion espectroscépica y espectrométrica de los

regioisémeros 14a/l14b.

Compuesto *

Caracterizacion
RMN *“H (D,O, 400 MHz, & ppm) de 14a: 2.61 (s, 3H, -
SCHy); 5.62 (s, 2H, -CH»-); 7.51 (s, 1H, Ha-Ar); 7.73 (s, 1H,
Hb-Ar); 8.42 (s, 1H, Hc.11).
RMN *C (D,0, 101 MHz, & ppm) de 14a: 14.06 (C-1); 68.14
(C-13); 110.92 (C-4); 117.81 (C-7); 125.48 (C-5); 131.75 (C-
6); 133.93 (C-8); 138.64 (C-12); 143.46 (C-3); 145.23 (C-11);
158.15 (C-2); 174.36 (C-10); 176.30 (C-9).
RMN 'H (D,O, 400 MHz, & ppm) de 14b: 2.60 (s, 3H, -
SCHy); 5.61 (s, 2H, -CH»-); 7.62 (s, 1H, Ha-Ar); 7.67 (s, 1H,
Hb-Ar); 8.41 (s, 1H, Hc.11).
RMN *C (D;0, 101 MHz, 5 ppm) de 14b: 14.02 (C-1); 68.05
(C-13); 117.42 (C-4); 111.59 (C-7); 125.54 (C-5); 131.92 (C-
6); 140.64 (C-8); 138.45 (C-12); 136.65 (C-3); 145.19 (C-11);
157.26 (C-2); 174.28 (C-10); 176.37 (C-9).
RMN 3!P (D,0, 122 MHz, 5 ppm) de 14a/14b: 1.50 (s), 1.79
(s).
EM (IES-ID, m/z) de 14a/14b: 500.00.
FT-IR (ATR, cm™) de 14a/14b: 3229.22 (O-H); 1647.18
(C=0 de amida); 1519.70 (Ar-NO); 1306.54 (S-CHys).

A: La molécula se encuentra numerada de forma arbitraria y no tiene que ver con la

numeracién convencional.
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7.1.3. Sintesis de los intermediarios 16 a 21

En lo que respecta al precursor bencimidazolico RCB20 (21), para la sintesis de éste se
partié de la 3,4-dicloroanilina (15), la cual se acetilé con Ac,O con la finalidad de proteger el
grupo amino, obteniendo asi a la N-(3,4-diclorofenil)acetamida (16) con un rendimiento
cuantitativo (99 %). El espectro de RMN *H (Espectro 35) mostré la aparicién de una sefial
simple en 2.08 ppm que integré para 3H, correspondiente al grupo metilo del acetilo y una
sefial simple en 10.26 ppm que integré para 1H, correspondiente al grupo N-H la cual
desaparecié al adicionar D,O. En RMN *C (Espectro 36) se corroboraron las sefiales antes
mencionadas debido a la aparicion de dos sefiales simples en 24.06 y 168.86 ppm,

correspondientes al metilo y carbonilo, respectivamente.

Posteriormente, el compuesto 16 se traté con mezcla sulfonitrica, obteniendo dos isémeros
en una proporcion 90:10. El isébmero de interés N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (17) se
obtuvo con rendimiento del 85 % tras lavados sucesivos con metanol frio. En esta reaccion
resulté fundamental el control de la temperatura a 0 °C. El espectro de RMN 'H (Espectro
37) evidencio6 sefales simples en la region aromatica (7.98 y 8.24 ppm) las cuales integraron
para 1H. En RMN *C (Espectro 38) se corrobor6 la prevalencia del grupo acetilo debido a
las sefales en 23.97 y 169.26 ppm.

El compuesto 17 se hizo reaccionar con a-naftol, K,CO3; como base para generar el
nucledfilo y DMF como disolvente en una reaccion de SyAr. Las condiciones de temperatura
a 70°C durante 12 horas y vacio son fundamentales para una adecuada obtencion del
producto de interés 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (18).%° El tratamiento acuso del
producto 18 es importante para eliminar los restos de a-naftol, de igual manera se requiere
un tratamiento mediante filtracion sobre alimina neutra para eliminar otras impurezas. El
compuesto 18 se obtuvo con un rendimiento del 70 %. El espectro de RMN *H (Espectro 39)
mostré las sefiales esperadas en la regiébn aromatica (7.10 — 8.31 ppm, 9H), con la
prevalencia del grupo acetilo, el cual se comprobé mediante RMN **C (Espectro 40) por la
presencia de las sefiales en 24.05 y 169.04 ppm.

Después se efectud hidrdlisis basica del grupo acetilo del compuesto 18, utilizando como
disolvente metanol y KOH como base a 60 °C. De tal forma se obtuvo el compuesto 4-cloro-
5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (19) con un rendimiento del 87 %. En el espectro de RMN 'H

(Espectro 41) se observo la desaparicion de la sefial a 2.1 ppm y en su lugar la aparicion de
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una sefal simple en 6.25 ppm que integré para 2H, correspondiente al grupo amino. Dicha
sefial desaparecio al adicionar D,O. En RMN *3C (Espectro 42) se corroboré la desaparicion

del grupo acetilo.

El compuesto 19 fue sometido a una hidrogenacion catalitica con Ni-Raney como catalizador,
con la finalidad de obtener al 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-benceno-1,2-diamina (20). La o-
fenilendiamina inmediatamente se llevo a la reaccién posterior sin previa purificacion; ésta se
traté con acido trifluoroacético en exceso y HCI en forma catalitica, dejando en calentamiento
durante 24 h a 70 °C para obtener al compuesto 6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-
bencimidazol (21) con un rendimiento del 65 %. El espectro de RMN 'H (Espectro 43)
mostrd las sefales aromaticas esperadas asi como una sefial simple en 14.09 ppm, que
integro para 1H, la cual corresponde al grupo N-H del bencimidazol. Dicha sefial desaparecio
al adicionar D;O. En RMN *C (Espectro 44) se observaron las sefiales esperadas en la
region aromatica. En el espectro de masas (Espectro 45) se observo el ion molecular con
una relacion m/z de 361.2 ([M-1]), el cual corresponde al compuesto esperado, observando
también el patron isotopico caracteristico en M+2.

7.1.4. Sintesis del profarmaco 24

7.1.4.1. Sintesis del intermediario 22

La reaccion entre el derivado de 2-trifluorometil-bencimidazol (21) y el fosfato de di-terc-
butilclorometilo (29) inicialmente se llevd a cabo siguiendo la metodologia ensayada con
anterioridad (2 eq del compuesto 29, 3.5 eq de NaH como base en DMF a temperatura
ambiente durante 24 horas). Después de este tiempo, la CCF mostré la presencia de la
materia prima sin rastro de formacion de producto, por lo que se decidié realizar un estudio

de otras condiciones de reaccion, las cuales se muestran en la Tabla 6.

La primera modificacion realizada (condicion 2) contemplé un aumento del nimero de
equivalentes del compuesto 29, pero no hubo formacién de producto. Los resultados
preliminares sugirieron poca reactividad por parte del bencimidazol 21, la cual es adjudicada

al grupo trifluorometilo, el cual es considerado un poderoso electroatractor.
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Tabla 6. Metodologias exploradas para la sintesis de los compuestos 22a 'y 22b.

Equivalentes

_ del Condiciones de
Metodologia | Disolvente Base . Resultado
compuesto reaccion
29
Temperatura Sin formacion del
1 DMF 2 NaH _
ambiente por 24 h producto
Temperatura Sin formacion del
2 DMF 3 NaH _
ambiente por 48 h producto
Calentamiento a Sin formacion del
3 DMF 2 NaH
35°C por 36 h producto
Adicion de Et3N, ) )
_ Sin formacion del
4 DMF 2 NaH calentamiento a 40°C
producto
por 36 h
Adicion de AgNOsy | Sin formacion del
5 DMF 2 NaH o
sonicacion por 4 h producto
Adicion de AgNOsy | Sin formacion del
6 MeCN 2 NaH L
sonicacion por 4 h producto
Adicion de AgNOsy | Sin formacion del
7 Dioxano 2 NaH L
sonicacion por 4 h producto
Adicion de Nal y Minima formacién
8 DMF 2 NaH
AgNO3 36 h del producto
Adicion de Nal y Formacién
9 DMF 5 Cs,CO3 | calentamiento a 30°C adecuada del
por 48 h producto
Adicion de Nal y Formacién
10 DMF 3.5 Cs,CO3 | calentamiento a 30°C adecuada del

por 48 h

producto
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Por tales razones se intentd favorecer ya sea la reactividad del bencimidazol, o bien, del
eletréfilo 29 mediante el uso de calor o catdlisis (condiciones 3, 4 y 5). El calor no favorecio la
reaccion; ademas se conoce que el compuesto 29 es sensible a la temperatura. Con
respecto a la catalisis, se buscd aumentar la electrofilia del compuesto 29, utilizando una sal
de plata; ya que es sabido que la plata favorece las reacciones de Sy2; también se sabe que
el uso de EtsN genera una especie mas reactiva que de igual manera favorece dichas
reacciones.”®® El uso de catélisis no resultd efectivo (condiciones 4 y 5), por lo que se
recurri6 a una metodologia reportada por Sathaiah, G., en donde reportan el uso de la
sonicacién como una metodologia favorable para la sintesis de trifluorometil bencimidazoles
sustituidos en la posiciéon 1H.°* El uso de catdlisis con sales de plata y sonicacién por 4

horas, tampoco mostré resultados positivos.

Las siguientes modificaciones contemplaron el cambio del disolvente DMF por otros
disolventes polares aproticos que no tuvieran interferencia con la base usada o el electrofilo
29. Por tales razones se eligieron acetonitrilo y dioxano (condiciones 6 y 7); que de igual

manera, no mostraron resultados favorables en la formacién del compuesto 24.

Otra modificacion (condicion 8) se bas6 en la reaccion de Finkelstein, la cual consiste en
efectuar un intercambio de halégenos mediante la adicion de algun haluro de yodo en
exceso, con la finalidad de tener un mejor grupo saliente en el sustrato. En el caso particular
del compuesto 29 (Esquema 14), se obtuvo el fosfato de di-terc-butilyodometilo in situ

mediante la adicion de Nal en exceso (3 eq).

1
P—O > =
(I) N DMF
29

Esquema 14. Aplicacion de la reaccion de Finkelstein al compuesto 29.

0
Nal en exceso |
o

Después de 36 h, bajo las condiciones antes mencionadas, se logré observar en CCF un
producto de menor polaridad que el bencimidazol 21 en un sistema CHCIl3-MeOH (90:10), en

una proporcion del 10 % respecto a la materia prima. Dicha proporcion no se modifico a las
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48 h, por lo que se procedid a filtrar el exceso de sales y destilar el disolvente hasta
sequedad para después someter al crudo de reaccion a una columna de gel de silice, usando
como fase movil un sistema CHCI3-MeOH (80:20). Las fracciones correspondientes al
compuesto de interés fueron colectadas y evaporadas a sequedad para ser caracterizadas
mediante RMN *H y 3!P (Figura 24).
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Figura 24. Espectros de RMN H (a la izquierda) y *!P (a la derecha) de la mezcla de
regioisémeros 22a/22b.

Es posible observar la presencia de los dos regioisémeros en una proporcion aproximada de
60:40, donde las sefiales dobles en 6.03 y 6.21 ppm (J= 11.4 y 12.2 Hz respectivamente)
indican la presencia del metileno que une el grupo fosfatado al nitrégeno del bencimidazol.
De igual manera en RMN 3'P se observa la presencia de dos sefiales simples en -12.06 y -
11.63 ppm que confirman la obtencion de la mezcla de is6meros. Debido al bajo rendimiento
obtenido se consider6 una metodologia poco viable para realizar el escalamiento a lotes mas
grandes.

Posteriormente se encontré que el grupo de Leahy, D. realiz6 un estudio sobre la obtencién
de profarmacos tipo fosfonooximetilo con nucleos desactivados, mediante la modificacién de
bases, disolventes y concentraciones. Una de las principales propuestas que hacen es el uso
de Cs,CO3; como base, aunado con un intercambio de Finkelstein. Tales condiciones fueron
extrapoladas con el compuesto 21, usando en primera instancia 5 eq del compuesto 29, 3 eq
de Cs,CO3, 3 eq de Nal en DMF (concentracion de 100 mg/mL) durante 36 h a 30 °C. La
CCF revel6 la presencia de materia prima bencimidazdlica la cual se consumi6 a las 48
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horas, mostrando una adecuada formacion del producto 24. Observaciones posteriores
evidenciaron que 3.5 eq del compuesto 29 fueron suficientes para efectuar la reaccién con un

rendimiento apropiado (85 %).

El éxito en la obtencién del compuesto 24 puede ser atribuido a diversos factores como el
aumento en equivalentes del compuesto 29 y disminucién del volumen de disolvente, que
tiene como consecuencia una mayor interaccion entre los reactivos, o bien el intercambio de
Finkelstein, el cual se describié anteriormente. No obstante destaca el uso de Cs,COg, base
gue posee una extensa literatura que respalda su efectividad en una gran variedad de
reacciones.®*® Dicha efectividad es denominada como “el efecto cesio”, el cual consiste en
dos puntos fundamentales: elevada solubilidad de las sales de cesio en disolventes polares
apréticos y completa disociacion de estas sales en dichos disolventes.®® La completa
disociacion tiene como consecuencia una mayor basicidad por parte del anién, ademas se ha
demostrado que disolventes polares aproticos como DMF y DMSO muestran una mayor
tendencia a solvatar cationes, lo que resulta en una baja interferencia por parte del cation
cesio con las especies nucleofilicas anidnicas.®’ Por otra parte, el caracter no nucleofilico del
Cs,CO3; permite que el electréfilo 29 sea estable en el medio de reaccidén por un mayor lapso
de tiempo.

De esta forma se obtuvo la mezcla de regioisomeros 22a/22b (Figura 25) en una proporcion
aproximada de 60:40. El espectro de RMN *H (Espectro 46) mostré dos sefiales dobles
caracteristicas en 6.02 y 6.21 ppm, que integraron para 2H cada una, las cuales
corresponden al metileno que une el grupo fosfato al nitrdgeno del bencimidazol ademas de
dos sefales simples en 1.15 y 1.30 ppm que integraron para 18H cada una,
correspondientes a los grupos terc-butilo. En RMN *3C (Espectro 47) se observé la sefial del
metileno a 66.80 ppm, mientras que en 3P (Espectro 48) se observaron dos sefiales simples
en -12.04 y —-11.61 ppm. En el espectro de masas (Espectro 49) es importante destacar que
no se observo el ibn molecular, sino que el ion mas pesado fue la relacion 527.0 m/z, la cual
corresponde al ([M-57]), atribuido a la pérdida de un grupo terc-butilo, seguido de la pérdida
del segundo grupo terc-butilo con una abundancia muy pequefia en 496.9 m/z [M+Na].
Finalmente se observé en 360.9 m/z al compuesto 21 como ([M]) con una elevada
abundancia. Todas las sefiales mostraron el patron isotdpico caracteristico de cloro en M+2.

54



RESULTADOS Y DISCUSION

22a 22b

Figura 25. Mezcla de regioisomeros obtenidos 22a/22b.

7.1.4.2. Sintesis del intermediario 23

Los fosfatos de di-terc-butilo 22a/22b se sometieron a una hidrélisis acida para la
desproteccion de los grupos terc-butilos utilizando HCI 4N en dioxano, obteniendo asi a los
fosfatos didcidos 23a/23b como mezcla de regioisdmeros en una proporcion aproximada de
60:40 con un rendimiento del 57 % (Figura 26). El espectro de RMN *H (Espectro 50)
evidencio la desaparicion de las sefiales dobles correspondientes a los terc-butilos, con la
prevalencia de las sefales dobles en 5.99 y 6.10 ppm, correspondientes al metileno que une
el grupo fosfato al bencimidazol. En RMN *C (Espectro 51) se corroboré la prevalencia del
metileno debido a las dos sefales dobles observadas en 68.83 y 68.95 ppm, mientras que en
RMN 3!P (Espectro 52) se observaron dos sefiales simples en -2.96 y -2.82 ppm.

Figura 26. Mezcla de regioisomeros obtenidos 23a/23b.

En el espectro de masas (Espectro 53) se observo el ion molecular con una relacion m/z de
470.9 correspondiente al ([M-1]), asi como el patrén isotépico caracteristico de cloro en M+2.
También se logré observar un fragmento en 360.9 m/z que puede ser atribuido al compuesto
21, producto de la ruptura del enlace fosfonooximetilo.

Mediante CCF fue posible observar la inestabilidad del enlace fosfonooximetilo a través del
tiempo, debido a la descomposicion de los fosfatos diacidos 23a/23b, originando el producto
de partida 21. La descomposicion se vio incrementada al someter a los fosfatos diacidos a
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temperaturas mayores a 30 °C al momento de concentrar el disolvente a presion reducida.
Como menciona Hecker, los ésteres de fosfato presentan como via de degradacion primaria
la hidrdlisis, donde el ambiente electronico alrededor del fosfato y del farmaco son los que
establecen la estabilidad del profarmaco.®® En este caso particular, el grupo —CF3 de caracter
fuertemente electroatractor, polariza el enlace fosfonooximetilo, retirando densidad
electronica del metileno convirtiéndolo en un centro fuertemente susceptible al ataque

nucleofilico (Esquema 15).

o N TP O (0] N HO\ o
Yoe — - o<+
al “} m o @ OH
A B
23 (; H,0
HO/P\/

- Descomposicion
espontanea

9 O °© N
H)kH + j@[ \>_c|=3
cl N
C 21

Esquema 15. Hidrdlisis del fosfato diacido 23. En el compuesto A se observa el grupo

—0

hemiaminal sefalado en rojo.

Los productos de hidrdlisis corresponden al acido fosférico (B) y al hidroximetilbencimidazol
(A) el cual tiende a la descomposicion espontanea que genera al bencimidazol 21 y
formaldehido (C). Los resultados de CCF mostraron la formacion de un compuesto adicional
al bencimidazol 21, por lo que se realiz6 una placa preparativa con sistema CHCIl;-MeOH
(90:10) con la cual fue posible separar a los productos y caracterizarlos mediante
espectrometria de masas. Al efectuar el andlisis se observd que el compuesto adicional
presentd descomposicion originando al compuesto 21 como i6n molecular, indicando la poca
estabilidad de dicho compuesto. Es conocido que los grupos hemiaminal poseen poca

69,70

estabilidad y tienden a la descomposicion® ", por lo que podria adjudicarse la identidad del

compuesto poco estable al hidroximetilbencimidazol (A).

Teniendo en cuenta la inestabilidad de los fosfatos diacidos 23a/23b, se intenté efectuar la
reaccion acido-base con 1 eq de Na,CO3; en metanol anhidro con la finalidad de obtener a los

fosfatos disédicos 24a/24b como muestra analitica. Una vez filtrado el remanente de base se
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concentré el disolvente a presion reducida, obteniendo una minima cantidad de sélido
blanco, el cual fue lavado con acetona y posteriormente sometido a espectrometria de
masas. En el espectro (Figura 27) se observaron dos iones, uno con una m/z de 470.8 ([M-
1]) correspondiente a los fosfatos diacidos y al compuesto 21 como el pico mas abundante
con una m/z de 360.9 ([M]). No se observé alguna sefial indicativa de fosfatos disddicos o
monosoédicos, lo cual confirma la poca estabilidad de estos compuestos. No se consiguié la
obtencién de las sales monosddicas o disédicas ya que siempre se obtuvo el precursor 21 o

su derivado hidroximetilo.

[=]
i)
(=

=]

Figura 27. EM (IES-ID) de la reaccion de los fosfatos diacidos con Na,CO3z en MeOH.
7.2. Parte analitica

7.2.1. Determinacion de solubilidad acuosa de 14

Una vez comprobada la estructura del profarmaco 14 mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas se procedid a evaluar su solubilidad en agua desionizada a 25 °C, con la
intencion de verificar si la adicion de un grupo fosfonooximetilo ionizable aumenté la

solubilidad acuosa del farmaco, debido a un aumento de la interaccion soluto-solvente.
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Con el uso de la metodologia “shake flask” se buscé determinar la solubilidad termodindmica

de los compuestos 11 y 14 (como mezcla de regioisémeros 50:50). Para ello fue necesario

elaborar curvas de calibracion para cada compuesto (Tabla 7 y Figura 28).

Tabla 7. Absorbancias promedio de las curvas de calibracién de los compuestos evaluados

Compuesto 11

Compuestos 14a/14b

Concentracion

Absorbancia

Concentracion

Absorbancia

(Hg/mL) (Hg/mL)
1.0 0.082 2.0 0.088
2.5 0.200 6.0 0.250
5.0 0.398 10.0 0.417
7.5 0.603 15.0 0.606
9.0 0.793 20.0 0.809

Absorbancia

Curva de calibraciéon de 11

1 -

0.8 -
0.6 -
0.4 - y = 0.0793x + 0.0026
o | R? = 0.9999
0 , : . .
0 4 6 10 12

Concentracion (ug/mL)

Curva de calibracion de 14

1 -

s 0-8 1
2
5 0.6 -
2
2 0.4 -
2 y = 0.0399x + 0.0107
< oo - R? = 0.9998
O T T T 1
0 10 15 20

Concentracion (ug/mL)

25

Figura 28. Curvas patrén de los datos obtenidos.

Después de determinar las absorbancias de las muestras procesadas mediante la

metodologia descrita en Anexo Il, se obtuvieron los datos promedio que se muestran el a

Tabla 8.
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Tabla 8. Absorbancias promedio de las muestras problema

Compuesto | Absorbancia
11 0.285
14 0.462

Al efectuar el tratamiento matematico se determiné que el compuesto 11 presenté una
solubilidad de 3.57 X 10 mg/mL, mientras que la solubilidad del compuesto 14 fue de
282.53 mg/mL. Este valor indica que el profarmaco 14 aumentd la solubilidad acuosa en
79200 veces, respecto al farmaco. El aumento de la solubilidad del compuesto 14 no logro
superar a los profarmacos MFR-33 y MFR-34 en relacion al nUmero de veces (aumento de
79500 y 88000 veces respectivamente), pero si los superd en relacion al valor obtenido
(mg/mL). Aungue el aumento de solubilidad resulta elevado, en la literatura se han reportado
otros casos en los que la adiciébn del grupo fosfonooximetilo es capaz de ocasionar
incrementos igual de considerables que el obtenido, como la fosfenitoina con una solubilidad

de 140 mg/mL o bien aiin mayores como el fospropofol con una solubilidad de 461.46 mg/mL

[Figura 29].20,34,71
/ {\1 o 14
OZN/QNH N\ Aumento de
| >—SCH3 3.57 pg/mL a 282.5 mg/mL
Cl

. (79200 veces)

\
. P70
Cl Na"O 7'\
OH
o -+
Cl \\P/O Na

~

0 N
o7 \ .
o o) +
T ysen \ 1 o J
cl N | SCHs N\( o)
> Cl N O Na"
N o /
—=0 O Na'
Na+o'/P/ . Na+O-/P\§o o o @
5 Na”

Na

MFR-33 MFR-34 Fosfenitoina Fospropofol
Aumento de Aumento de Aumento de Aumento de

0.26 ug/mL @ 20.67 mg/mL  0.24 yg/mL a21.12 mg/mL  22.5 yg/mL a 140.0 mg/mL 150 ug/mL a 461.46 mg/mL

(79500 veces) (88000 veces) (6222 veces) (3076 veces)

Figura 29. Valores de solubilidad acuosa de profarmacos tipo fosfonooximetilo.
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8. CONCLUSIONES
Con base en los objetivos planteados, se logré la sintesis de un nuevo profarmaco
hidrosoluble del compuesto CMC12 (profarmaco 14a/l4b), obteniendo una mezcla de
regioisdémeros en proporcion 50:50 con un buen rendimiento. La estructura del profarmaco se
comprobd espectroscOpicamente y espectrométricamente, destacando la obtencion de la

especie monosadica.

Se determind la solubilidad acuosa del farmaco 11 y del profarmaco 14 (3.57 X102y 282.53
mg/mL respectivamente) mediante la metodologia “shake flask”. La solubilidad acuosa del
farmaco 11 aument6 79200 veces mediante la adicidén del grupo ionizable fosfonooximetilo.

Los estudios realizados en la preparacion del farmaco 11 permitieron encontrar una
metodologia mas viable para su sintesis, la cual radica en el uso del agente acoplante
PyBOP.

En lo que respecta al farmaco RCB20, se enfatiza que la formacion de los fosfatos de di-terc-
butilo 22a/22b requiri6 de condiciones distintas para obtener un resultado favorable,
destacando el intercambio de Finkelstein y el uso de Cs,CO3; como base no nucleofilica.

Los fosfatos diacidos 23a/23b, asi como los fosfatos disodicos 24a/24b resultaron ser
inestables bajo las condiciones de manipulacién utilizadas. Dicha inestabilidad es adjudicada
al elevado caracter electroatractor del grupo -CF3;. Debido al problema de inestabilidad de
estas moléculas, se concluye que no es viable la formacion de un profarmaco hidrosoluble de

tipo fosfonooximetilo para el compuesto RCB20.

9. PERSPECTIVAS
Mediante el uso de una metodologia analitica estandarizada en HPLC, determinar la
estabilidad acuosa del profarmaco 14 a diferentes pH y temperaturas.

Efectuar el ensayo de hidrolisis con fosfatasa alcalina por HPLC, con particular atencién en

evaluar si ambos regioisomeros son sustrato de dicha enzima.

Efectuar las evaluaciones bioldgicas in vivo para determinar la viabilidad del compuesto 14
como antiparasitario, particularmente contra parasitos extraintestinales, como son: T. spiralis,
F. hepatica, T, crassiceps y T. vaginalis. Ademas preparar una forma farmacéutica estable

para su administracion.
60



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

10.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Guilbert, J. J. Educ. Health. Abingdon. 2003, 16, 230.

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica. Sistema Unico de Informacion.
Secretaria de Salud, Boletin epidemioldgico. 2003, 20, 1-3.

King, E.; Pietrzak, J.; Klaus, C.; Walochnik, J. Int. J. Antimicrob. Agents. 2016, 47,
232-234.

Ponce-Macotela, M.; Peralta-Abarca, G. E.; Martinez-Gordillo, M. N. Vet. Parasitol.
2005, 131, 1-4.

Sharma, S.; Athar, F.; Maurya, M. R.; Azam, A. Eur. J. Med. Chem. 2005, 40, 1414—
1419.

Cancelo Hidalgo, M. J.; Cancelo Hidalgo, C.; Chavida Garcia, F. Semer. Med. Fam.
2005, 31, 121-124.

Cordero Bernabé, R.; Oliver Galera, E.; Martinez Lopez-Tello, M.; Alamillo Sanz, Med.
Programa Form. Médica Contin. Acreditado 2014, 11, 3181-3193.

Pefias Espinar, C.; Navarro Sanchez-Ortiz, M. D.; Olmo Montes, F. J.; Muniéin Ezcurra,
M. A.; Suarez Barrenechea, A. I. Med. - Programa Form. Médica Contin. Acreditado
2014, 11, 3029-3032.

Ankarklev, J.; Jerlstrom-Hultgvist, J.; Ringqvist, E.; Troell, K.; Svéard, S. Nat. Rev.
Microbiol. 2010, 8, 413-422.

Ortega, Y. R. International Encyclopedia of Public Health. 2005, 354—-366.

Ali, R. Int. J. Mol. Med. Sci. 2013, 3, 13-24.

Hamano, S. Reference Module in Biomedical Sciences. 2015, 1-7.

Clark, G. The Pathogenic Enteric Protozoa: Giardia, Entamoeba, Cryptosporidium and
Cyclospora. 12 ed, ed Kluwer Academic Publishers. 2004, USA. p. 15-22.

Zavala, S. J. L. Tesis de licenciatura. Sintesis y evaluacion de la actividad
antiprotozoaria de nuevas carboxamidas 1H-bencimidazolicoas, dervivadas del 6-cloro-
2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxamida. Facultad de Quimica. 2016, UNAM: CU,
México.

Leitsch, D.; Schlosser, S.; Burgess, A.; Duchéne, M. Int. J. Parasitol. Drugs Drug
Resist. 2012, 2, 166-170.

Leitsch, D.; Kolarich, D.; Wilson, I. B. H.; Altmann, F.; Duchéne, M. PLoS Biol. 2007, 5,
1820-1834.

61



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

Leitsch, D.; Kolarich, D.; Binder, M.; Stadlmann, J.; Altmann, F.; Duchéne, M. Mol.
Microbiol. 2009, 72, 518-536.

Bansal, Y.; Silakari, O. Bioorganic Med. Chem. 2012, 20, 6208—-6236.

Yadav, G.; Ganguly, S. Eur. J. Med. Chem. 2015, 97, 419-43.

Flores, R. M. A. Tesis de doctorado. Sintesis y actividad fasciolicida de fosfonooximetil
bencimidazoles. Facultad de Quimica. 2016, UNAM: CU, México.

Katiyar, S. K.; Gordon, V. R.; McLaughlin, G. L.; Edlind, T. D. Antimicrob. Agents
Chemother. 1994, 38, 2086-2090.

Fairweather, I. J. Helminthol. 2005, 79, 227-234.

Martin, R. J. Vet. J. 1997, 154, 11-34.

Balbiaux, L. N. Tesis de maestria. Disefio, sintesis y actividad antiparasitaria de nuevas
carboxamidas bencimidazélicas 1-metiladas. Facultad de Quimica. 2005, UNAM: CU,
México.

Aguayo, O. R. Tesis de licenciatura. Estudio computacional de un modelo del posible
sitio de union de bencimidazoles a la g-tubulina de helmintos y protozoarios. Facultad
de Quimica. 2012, UNAM: CU, México.

Velazquez, L. J. M. Tesis de doctorado. Sintesis y actividad tripanocida de nuevos
derivados del bencimidazol. Facultad de Quimica. 2016, UNAM: CU, México.

Carrillo, P. F. Tesis de maestria. Sintesis y actividad antiprotozoaria de derivados del 6-
cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida.
Facultad de Quimica. 2015, UNAM: CU, México.

Méndez. C.C.A. Tesis de licenciatura. Sintesis y actividad antiparasitaria del 6-cloro-2-
(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida y sus derivados 1-
metilados. Facultad de Quimica. 2005, UNAM: CU, México.

Navarrete. V. J. G. Tesis de doctorado. Disefio, sintesis y actividad antiparasitaria de
derivados del 2-(trifluorometil)lbencimidazol. Facultad de Quimica. 2004, UNAM: CU,
México.

Hernandez-Luis, F.; Hernandez-Campos, A.; Castillo, R.; Navarrete-Vazquez, G.;
Soria-Arteche, O.; Yépez-Mulia, L. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 3135-3141.

McKellar, Q. A.; Scott, E. W. J. Vet. Pharmacol. Ther. 1990, 13, 223-247.

Savjani, K. T.; Gajjar, A. K.; Savjani, J. K. ISRN Pharm. 2012, 1-10.

62



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4].

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.
50.

Ettmayer, P.; Amidon, G. L.; Clement, B.; Testa, B. J. Med. Chem. 2004, 47, 2393—
2404.

Rautio, J.; Kumpulainen, H.; Heimbach, T.; Oliyai, R.; Oh, D.; Jarvinen, T.; Savolainen,
J. Nat. Rev. Drug Discov. 2008, 7, 255-270.

Zawilska, J. B.; Wojcieszak, J.; Olejniczak, A. B. Pharmacol. Reports 2013, 65, 1-14.
Testa, B. Compr. Med. Chem. 2007, 1009-1041.

Silverman, B.; Holladay, M. The Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action. 32
ed, ed Academic Press. 2004, USA. p. 423-430.

Huttunen, K. M.; Raunio, H.; Rautio, J. Pharmacol. Rev. 2011, 63, 750-71.

Boucher, B. A. Pharmacotherapy 1996, 16, 777-791.

Kerns, E. H.; Di, L. Drug-like Prop. Concepts, Struct. Des. Methods from ADME to
Toxic. Optim. 2008, 426—-438.

Chassaing, C.; Berger, M.; Heckeroth, A.; llg, T.; Jaeger, M.; Kern, C.; Schmid, K.;
Uphoff, M. J. Med. Chem. 2008, 51, 1111-1114.

Hernandez. C, M. A. Sintesis y actividad biolégica de analogos del triclabendazol.
Facultad de Quimica. 2004, UNAM: CU, México.

Flores-Ramos, M.; Ibarra-Velarde, F.; Herndndez-Campos, A.; Vera-Montenegro, Y.;
Jung-Cook, H.; Del Rivero, L. M.; Castillo, R. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2014, 24,
5814-5817.

Baka, E.; Comer, J. E. A.; Tak&cs-Novak, K. J. Pharm. Biomed. Anal. 2008, 46, 335—
341.

Montalbetti, C. A. G. N.; Falque, V. Tetrahedron 2005, 61, 10827-10852.

Wehrstedt, K. D.; Wandrey, P. A.; Heitkamp, D. J. Hazard. Mater. 2005, 126, 1-7.

Patil, S.; Lis, L. G.; Schumacher, R. J.; Norris, B. J.; Morgan, M. L.; Cuellar, R. A. D.;
Blazar, B. R.; Suryanarayanan, R.; Gurvich, V. J.; Georg, G. I. J. Med. Chem. 2015, 58,
9334-9344.

Kadow, J. F.; Ueda, Y.; Meanwell, N. A.; Grasela, D. J. Med. Chem. 2012, 55, 2048—
2056.

Krise, J. P.; Zygmunt, J.; Georg, G. |.; Stella, V. J. J. Med. Chem. 1999, 42, 3094-3100.
Ueda, Y.; Matiskella, J. D.; Golik, J.; Bronson, J. J. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2003,
13, 3669-3672.

63



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

51.

52.
53.

54.
55.

56.

57.
58.
59.
60.
61.

62.
63.

64.
65.
66.
67.

68.
69.
70.
71.

Zheng, B.; Fox, R. J.; Sugiyama, M.; Fritz, A.; Eastgate, M. D. Org. Process Res. Dev.
2014, 18, 636-642.

Wazer, R; Mark, B. J. Org. Chem. 1964, 29, 1006—1008.

Manning, H. C.; Bai, M.; Anderson, B. M.; Lisiak, R.; Samuelson, L. E.; Bornhop, D. J.
Tetrahedron Lett. 2005, 46, 4707—-4710.

Tobergte, D. R.; Curtis, S. J. Chem. Inf. Model. 2013, 53, 1689-1699.

Gerrard, W.; Isaacs, M. J. D.; Machell, G.; Smith, K. B.; Wyvill, P. L. J. Chem. Soc.
1953, 1920-1926.

Engel, R. Handbook of Organophisphorus Chemistry. 12 ed, CRC Press. 1992, USA. p.
377-380.

Zwierzak, A.; Kluba, M. Tetrahedron 1971, 27, 3163-3170.

Dossoki, E. Indian Journal of Chemistry. 2005, 44, 1594-1596.

Nolla-Saltiel, R.; Carrillo-Arcos, U. A.; Porcel, S. Synth. 2014, 46, 165-1609.

Steigman, J; Vona, J. J. Am. Chem. Soc. 1958, 81, 1095-1099.

Sathaiah, G.; Ravi Kumar, A.; Chandra Shekhar, A.; Raju, K.; Shanthan Rao, P.;
Narsaiah, B.; Raghuram Reddy, A.; Lakshmi, D.; Sridhar, B. Med. Chem. Res. 2013,
22, 1229-1237.

Leahy, D. K.; Pack, S. K. Org. Process Res. Dev. 2013, 17, 1440-1444.

Wang, S.-S.; Gisin, B. F.; Winter, D. P.; Makofske, R.; Kulesha, I. D.; Tzougraki, C.;
Meienhofer, J. J. Org. Chem. 1977, 42, 1286-1290.

Salvatore, R. N.; Nagle, A. S.; Jung, K. W. J. Org. Chem. 2002, 67, 674—683.

Gisin, B. F. Helv. Chim. Acta 1973, 56, 1476-1482.

Dijkstra, G.; Kruizinga, W. H.; Kellogg, R. M. Org. Chem. 1987, 52, 4230-4234.
Thornton, H. M. Tesis de maestria. Cesium effect: a mild and efficient synthesis of
secondary and tertiary phosphines. The faculty of the departament of chemistry. 2004,
Western Kentucky University, USA.

Hecker, S. J.; Erion, M. D. J. Med. Chem. 2008, 51, 2328-2345.

Suni, V.; Kurup, M. R. P.; Nethaji, M. J. Mol. Struct. 2005, 749, 177-182.

Kwiecien, A.; Barys, M.; Ciunik, Z. Molecules 2014, 19, 11160-11177.

Lang, B. C.; Yang, J.; Wang, Y.; Luo, Y.; Kang, Y.; Liu, J.; Zhang, W. S. Anesth. Analg.
2014, 118, 745-754.

64



ANEXO | - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.ANEXO | - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

65



ANEXO | - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.1. Instrumentacién y materiales

El peso de las sustancias se determin6é en una balanza analitica Sartorius A210P o
bien en una balanza granataria Scientech SL600.

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla
automatica IKA modelo IKAMAG RET bésica con sensor de temperatura modelo
IKATRON ETS-D4 fuzzy.

La evaporacion de los disolventes se realizé a presion reducida empleando un
rotaevaporador IKA modelo RV 10, con un bafo de calentamiento IKA modelo HB10
acoplado a una bomba de vacio Vacuubrand, modelo 4C y un condensador conectado
a un enfriador Brinkmann modelo IC-30.

La hidrogenacion catalitica se realizé en un hidrogenador marca Parr Modelo 3916 EG
con 60 Ib/pulg? empleando una botella de 500 mL de capacidad e hidrégeno de la
casa Praxair, y como catalizador Ni-Raney de la casa Aldrich.

Los puntos de fusién (pf) de los compuestos se determinaron en un aparato Bichi B-
540, utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo (FT-IR) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin-
Elmer de transformada de Fourier modelo Sprectrum 400. La frecuencia de las

sefiales se reporta en cm™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN *H, *3C, 3P, HMBC, HSQC)
se realizaron en espectrémetros Varian modelo Unity Inova de 300 y 400 MHz usando
tetrametilsilano como referencia interna. Los disolventes deuterados empleados
fueron sulfoxido de dimetilo, cloroformo y agua. Los desplazamientos quimicos (8) se
reportan en ppm. Las constantes de acoplamiento J se reportan en Hertz. La
simbologia empleada es: s = sefial simple, d = sefial doble, t = sefial triple, ¢ = sefial
cuadruple, m = sefial multiple, dd= sefial doble de dobles, dt= sefial doble de triples,
sa = sefial simple y ancha, -D,0 = desaparece por intercambio con agua deuterada.
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% Los espectros de masas (EM) se realizaron por inyeccion directa en un espectrémetro
de masas acoplado a una fuente de ionizacion electrospray (IES) marca Agilent
modelo 1100 Series LC/MSD Trap, usando como inyector un equipo SyringerPump.

% Las cromatografias en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en
placas cromatograficas de gel de silice 60 Merck® GF-254. La visualizacién de los
compuestos se realizd6 con una lampara UV UVGL-25 Mineralight®. Las
cromatografias en columna se llevaron a cabo usando como fase estacionaria gel de
silice 60 Merck® con una distribucién de tamafio de particula de 0.015-0.040 mm. Los
sistemas de elucion utilizados fueron los mostrados en la Tabla 9.

Tabla 9. Sistemas cromatograficos usados

Sistema Disolventes Proporcién
I CHCl3:MeOH 98:2
Il CHCI3:MeOH 95:5
1 CHCl3:MeOH 90:10
\Y CHCI3:MeOH 70:30 + gota de AcOH
Vv AcOEt:Hexano 50:50
VI Hexano:CHClI3:AcOEt 50:35:15
VII Tolueno:THF:AcOH 40:40:20
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11.2. Técnicas para la sintesis de los compuestos

11.2.1. 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

OH o~

0 (CH,),SO,

Py

cl NO, NaHCO,, DMF, 75 °C

201.56 215.59

En un matraz bola de dos bocas de 500 mL, equipado con columna Vigreux, embudo de
adicion y agitador magnético, se disolvieron 40 g (198.55 mmol) de &cido 2-cloro-4-
nitrobenzoico (1) en 50 mL de DMF a una temperatura de 50 °C, posteriormente se
adicionaron 33.34 g (396.9 mmol, 2 eq) de NaHCO3; en suspension acuosa. Después, a la
mezcla se adicionaron gota a gota 28.3 mL (298.41 mmol, 1.5 eq) de (CH3),SO, y se dej6 en
agitacion a una temperatura de 75 °C por 1.5 h. La CCF mostré ausencia de materia prima,
por lo que se concentr6 el disolvente a presion reducida hasta obtener una resina. A dicha
resina se le adicionaron 100 mL de agua helada, observando la precipitacion de un sélido
amarillo el cual se separ6 al vacio y se lavé con abundante agua. Se obtuvieron 39.5 g (92.3
%) del compuesto 2 el cual presentd un Rf de 0.62 (Sistema ) y un pf de 76.1-77.1 °C. RMN
'H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 3.90 (s, 3H), 8.01 (d, 1H, J= 8.5 Hz), 8.24 (dd, 1H, J= 8.5,
2.2 Hz), 8.33 (d, 1H, J= 2.2 Hz). RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 53.55, 122.77, 125.81,
132.40, 132.97, 136.17, 149.68, 164.80. Anexo Ill — Espectros 1y 2.

11.2.2. 4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

CH
o 0

0 H,, Ni-Raney 0

P

cl NO, MeOH cl NH,

2 3
215.59 185.61

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 30 g (139.15 mmol) del
compuesto 2 y 9 g (30 %) de catalizador Ni-Raney en 200 mL de metanol. La botella se
acopl6 al equipo hidrogenador, purgando el sistema con 3 cargas de 30 Ib/in? de hidrégeno.
Posteriormente, la botella se dejé en agitacion a temperatura ambiente hasta que no se
consumié mas hidrégeno (1.5 h). Se consumieron 875 Ib/in? de hidrégeno. La mezcla se filtrd
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al vacio, usando una cama de celita para retener el catalizador; posteriormente se concentrd
el disolvente a presion reducida permitiendo la cristalizacién del producto. El compuesto 3 se
separd por filtracién con vacio y se lavdé con MeOH frio. Se obtuvieron 24.3 g (94.1 %) de
cristales blancos con un Rf de 0.27 (Sistema VI) y un pf de 106.4-107.8 °C. RMN *H (DMSO-
ds, 300 MHz, & ppm): 3.71 (s, 3H), 6.15 (s, 2H, -D,0), 6.50 (dd, 1H, J= 8.6, 2.2 Hz), 6.62 (d,
1H, J= 2.2 Hz), 7.62 (dd, 1H, J= 8.6, 0.8 Hz). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, 5 ppm): 51.83,
112.00, 114.27, 114.99, 133.99, 135.17, 153.92, 153.92, 165.17. Anexo |l — Espectros 3y
4.,

11.2.3. 4-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4)

CH CHg
O/ 3 O/

A
cl NH, cl NH CH,

3 4
185.61 227.64

En un vaso de precipitados de 500 mL, provisto con varilla de teflon y bafio de hielo, se
colocaron 40.85 g de compuesto 3 (220.08 mmol), posteriormente se adicionaron 31.47 mL
(330.43 mmol, 1.5 eq) de anhidrido acético con agitacion vigorosa durante 20 minutos.
Concluida la reaccion se vertié la mezcla de reaccion en 500 mL de agua helada, observando
la precipitacion de un sélido beige el cual se separé por filtracion con vacio y se lavo con
abundante agua hasta pH neutro. El producto se secd al aire y posteriormente en la estufa a
70 °C hasta peso constante. Se obtuvieron 47.6 g (95.0 %) del compuesto 4 el cual present6
un Rf de 0.40 (Sistema II) y un pf de 108.7-109.6 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, 3 ppm):
2.07 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 7.53 (dd, 1H, J= 8.6, 2.0 Hz), 7.82 (d, 1H, J= 8.6 Hz), 7.89 (d, 1H,
J= 1.9 Hz), 10.36 (s, 1H, -D;0). RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz, 3 ppm): 24.60, 52.63, 117.28,
120.41, 123.37, 132.87, 133.58, 143.78, 165.78, 165.15, 169.67. Anexo Ill — Espectros 5y
6.

11.2.4. 4-(Acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

CHs CHs

O/ (@] O

“+

o o o o
L HNO,, H,S0,
e
cl NH  CHg 0°C c NH
4 5

227.64 272.64 H3C o
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En un vaso de precipitados de 500 mL, equipado con termémetro, agitador magnético y bafio
de hielo, se disolvieron lentamente 60 g (263.57 mmol) del compuesto 4 en 150 mL (2.5 mL
por cada gramo de materia prima) de H,SO,. De manera simultdnea, en un vaso de
precipitados de 500 mL, equipado con termémetro, agitador magnético y acondicionado con
bafio de hielo, se preparé la mezcla sulfonitrica adicionando 27.5 mL (659.02 mmol, 2.5 eq)
de HNO3 a 28 mL (525.29 mmol, 4 eq) de H,SO,4. Posteriormente, la mezcla sulfonitrica se
adicion6 lentamente a la disolucion del compuesto 4, evitando que la temperatura rebasara
los 5 °C. Terminada la adicién se dej6 en agitacion durante 1 h hasta observar el consumo
total de la materia prima. Finalmente la mezcla de reaccién se vertio en 500 g de hielo,
observando la precipitacion de un soélido amarillo el cual se separ6 por filtracion con vacio y
se lavo con abundante agua hasta pH neutro. El soélido obtenido se sometié a multiples
lavados con metanol frio hasta observar un Unico producto en CCF correspondiente al
compuesto 5. Se obtuvieron 59.34 g (83 %) de un sélido amarillo que mostré un Rf de 0.72
(Sistema I) y un pf de 140.8-141.4 °C. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 2.14 (s, 3H),
3.86 (s, 3H), 8.05 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 10.50 (s, 1H, -D-0O). RMN *3C (DMSO-dg, 75 MHz, d
ppm): 24.34, 53.29, 124.56, 125.86, 128.96, 135.65, 138.13, 139.01, 163.48, 169.56. Anexo
Il — Espectros 7y 8.

11.2.5. 4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)

_CHs

Il Il
N N
~A- )
O)j@: o) NaOH o)j©: ~0
—_—
Cl NH MeOH, 25 °C Cl NH,

5
272.64 HsC o

En un matraz bola de dos bocas de 500 mL, equipado con termémetro y agitador magnético,
se colocaron 73.1 g (267.14 mmol) de compuesto 5, posteriormente se adicionaron 200 mL
de metanol y lentamente se adicionaron 10.71 g (267.75 mmol, 1 eq) de NaOH suspendidos
en metanol. La mezcla de reaccién se dejo en agitacion durante 1 h hasta observar en CCF
la completa transformacion de la materia prima a producto. La mezcla de reacciéon se
concentré a presion reducida y posteriormente se verti6 en 400 mL de agua helada,
observando la precipitacion de un sélido amarillo claro, el cual se separd por filtracion con
vacio y posteriormente se lavé con abundante agua hasta pH neutro. Se obtuvieron 55.49 g

(81.3 %) del compuesto 6 el cual presenté un Rf de 0.35 (Sistema VI) y un pf de 220.8-
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221.6 °C. RMN *'H (DMSO-dg, 300 MHz, & ppm): 3.78 (s, 3H), 7.09 (s, 1H), 7.95 (s, 2H, -
D;0), 8.51 (s, 1H). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 52.54, 114.59, 120.61, 128.90,
131.35, 139.52, 148.35, 163.54. Anexo lll — Espectros 9y 10.

11.2.6. 4,5-Diamino-2-clorobenzoato de metilo (7)

o _CHy o o _CHg
“+
~- _ NH,
0 0 H,, Ni-Raney O
B ——
Cl NH2 MeOH cl NH2
6 7

230.60 200.60

En una botella de hidrogenaciéon de 500 mL se suspendieron 30 g (130.09 mmol) del
compuesto 6 y 9 g (30 %) de catalizador Ni-Raney en 200 mL de metanol. La botella se
acoplé al equipo hidrogenador, purgando al sistema con 3 cargas de 60 Ib/in? de hidrégeno.
Posteriormente, la botella se dejé en agitacion a temperatura ambiente hasta que no se
consumié mas hidrégeno (2.5 h). Se consumieron 725 Ib/in?> de hidrégeno. Concluida la
reaccion, la mezcla de hidrogenacion se filtr6 a vacio, usando una cama de celita para
retener al catalizador, posteriormente se concentré el disolvente a presion reducida hasta
obtener un compuesto de aspecto resinoso con Rf de 0.54 (Sistema |), el cual se someti6

inmediatamente a la siguiente reaccion sin ningun tratamiento adicional.

11.2.7. 6-Cloro-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (8)

o/CH3 1) CS,, KOH, _CHg

O
EtOH-H,0, 75 °C, H
o NH; Atm N, o N
| >:S
ol \H, 2) AcOH, H,0 o N

H

7 8
200.60 24268

En un matraz bola de dos bocas de 500 mL, equipado con embudo de adicién, condensador,
agitador magnético y bafio de hielo, se disolvieron 14.7 g de KOH (262.03 mmol, 2 eq) en
una mezcla 85:15 de etanol-agua (275 y 55 mL respectivamente). Posteriormente se
adicionaron lentamente 19 mL de CS; (314.42 mmol, 2.4 eq). Una vez observada a
formacion del etilxantato de potasio, se procedid a adicionar el compuesto 7 disuelto en 20
mL de etanol. La mezcla de reaccién se dejé en agitacién durante 4 h a una temperatura de

75 °C bajo atmésfera de nitr6geno y posteriormente se dejé en agitacion a temperatura
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ambiente durante 24 h adicionales. Culminada la transformacion de materia prima a producto
se vertid la mezcla de reaccién en 300 g de hielo, agitando con una varilla de teflon, para
posteriormente adicionar acido acético glacial al 20 % hasta pH 5; un sdlido beige precipitd,
el cual se separd por filtracion con vacio y se lavo con agua hasta pH neutro. Se obtuvieron
26.6 g (84.3 %) del compuesto 8 el cual mostro un Rf de 0.65 (Sistema Ill) con un pf de
250.6-251.8 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 3.81 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 7.50 (s,
1H), 12.85 (s, 2H, -D,0). RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 52.85, 111.47, 111.99,
123.16, 127.06, 131.49, 135.82, 165.43, 171.42. Anexo Ill — Espectros 11y 12.

11.2.8. 6-Cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)

ot o
H
o N CH,,KOH  © N\
s S
al N Acetona, 0 °C al N CH,
8 H 9 H

242,68 256.71

En un matraz bola de dos bocas de 250 mL, equipado con termémetro, embudo de adicién,
agitador magnético y bafio de hielo, se disolvieron 25 g del compuesto 8 (103.02 mmol) y
6.92 g (123.57 mmol, 1.2 eq) de KOH en 120 mL de acetona. Una vez alcanzada la
temperatura de 0 °C se adicionaron lentamente 6.2 mL de CHsl (99.15 mmol, 0.95 eq)
evitando que la temperatura se elevara por encima de 10 °C. Culminada la adicion se dej6 en
agitacion a temperatura ambiente durante 1 h para posteriormente realizar una CCF, la cual
evidencié ausencia de materia prima. El disolvente se concentr0 a presion reducida,
posteriormente se adiciond 100 mL de agua y se ajusté el pH hasta 7 con HCI al 20 %,
observando la precipitaciéon de un sélido beige. El sélido obtenido se separd por filtracién con
vacio y se lavéd con agua, recuperando 23.76 g (90 %) del compuesto 9 el cual mostré una
sola mancha y con un Rf de 0.3 (Sistema V) con un pf de 191.4-192.3 °C. RMN *H (DMSO-
ds, 300 MHz, & ppm): 2.70 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 7.57 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 12.97 (sa, 1H, -
D20). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 14.16, 52.69, 113.39, 113.43, 119.11, 121.86,
122.76, 125.43, 166.26. Anexo Ill — Espectros 13y 14.
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11.2.9. Acido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10)

_CHg
OH

(@]
o N 1) KOH, MeOH, 75 °C 0 N
[ DoHMeon Vs,
cl N CHy  2)H;S0O, H,0 al N CH
9 H H

10
256.71 242.68

En un matraz bola de 500 mL, equipado con termémetro, agitador magnético y condensador
en posicion de reflujo, se disolvieron 47.53 g (185.15 mmol) de compuesto 9 en 180 mL de
metanol. Posteriormente se adicionaron 31.10 g (555.35 mmol, 3 eq) de KOH en solucion
metandlica, dejando reaccionar durante 6 h a 65 °C. Consumida la materia prima se procedi6
a concentrar parcialmente la mezcla de reaccidén a presion reducida, obteniendo una resina
gue se vertié en 200 mL de agua fria. Después se acidificd el medio hasta pH 4 con H,SO, al
20 %, observando la formacién de un precipitado beige, el cual se separ6 por filtraciébn con
vacio y se lavdé con agua hasta pH neutro. Se recuperaron 38.37 g del compuesto 10,
mismos que se trataron con 20 % de carbén activado, removiendo dicho carbén mediante
filtracion con cama de celita. EI concentrado se llevé a sequedad y el sélido obtenido se
recristalizé6 en etanol, recuperando 30.2 g (78.7 % de recristalizacion) de cristales blancos
con un Rf de 0.46 (Sistema IV) y un pf de 220.1-221.0 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, &
ppm): 2.74 (s, 3H), 7.60 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 13.03 (s, 2H, -D;0). RMN **C (DMSO-ds, 75
MHz, 5 ppm): 14.17, 124.13, 125.46, 156.16, 160.58, 167.43. EM (IES-ID, m/z): 243 ([M+1]").
Anexo Ill — Espectros 15,16y 17.

11.2.10. 6-Cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(11)
a) Mediante SOClI,

OH

o} i N o)
1) SOCl,, DMF cat, 70°C  “\\* /\k
o N
o N\ 2)ELN,DMF,0°C & 's7 nd \
| %S\ L | 3
N CH
cl 11 H 3

cl N CcH 3) 2-amino-5-nitrotiazol,

2412(.)68 H 70°C, Atm N, 369.81

En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitador magnético, condensador en posicion de
reflujo y adaptado a trampas con NaOH, se pesaron 1.5 g (6.18 mmol) del compuesto 10 y

posteriormente se adicionaron 7 mL (96.49 mmol, 16 eq) de SOCI, y 0.5 mL (6.47 mmol, 1
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eq) de DMF anhidra. La mezcla de reaccién se dej6 a reflujo a 70 °C durante 5 h, hasta
observar la ausencia de materia prima (CCF efectuada con la derivatizacién del cloruro de
acido al éster 9). Concluida la formacion del cloruro de acido se destilé el exceso de SOCI,
usando tres porciones de 15 mL de tolueno. Finalizada la destilacién se adicionaron 20 mL
de hexano frio, observando la precipitacién de un sélido beige el cual se filtr6 a vacio y se
lavo con 10 mL de hexano. Se recuperaron 1.57 g (97 %) del cloruro de &acido
bencimidazdlico, los cuales se conservaron bajo atmésfera de nitrdgeno y se sometieron

inmediatamente a la siguiente reaccion.

El sélido beige se deposité en un matraz bola de 50 mL, equipado con agitador magnético y
bafio de hielo. Posteriormente se adicionaron 15 mL de DMF anhidra y con ayuda de un
embudo de adicion se adicionaron lentamente 2.5 mL (17.97 mmol, 3 eq) de trietilamina
anhidra. La mezcla anterior se dej6 en agitacion durante 20 minutos para posteriormente
adicionar 0.83 g (5.70 mmol, 0.95 eq) de 2-amino-5-nitrotiazol. La mezcla de reaccion se dejo
en calentamiento a 70 °C durante 16 h bajo atmdésfera de nitrdgeno. La CCF revel6 la
presencia de la amida 11, una pequefia cantidad de 2-amino-5-nitrotiazol que no reaccioné y
acido carboxilico 10 (producto de la hidrdlisis del cloruro de &cido). De tal forma se procedié
a concentrar el disolvente hasta sequedad, obteniendo un soélido café al cual se le
adicionaron 15 mL de AcOEt y se le realizaron 3 X 20 mL lavados con agua fria. La fase
orgénica se recupero, se sec6 con Na,SO,4 anhidro y se concentrd a presion reducida hasta
obtener una resina color café. Dicha resina se eluy6 a través de columna cromatografica de
alumina neutra, usando como fase movil un sistema CHCls-Acetona (95:5) en primer lugar y
posteriormente MeOH. Las fracciones correspondientes al compuesto 11 se concentraron a
sequedad, obteniendo 1.29 g (58 %) de un sélido amarillo claro, el cual mostré un Rf de 0.78
(Sistema II1) con un pf de 249-250 °C. RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz, & ppm): 2.71 (s, 3H),
7.65 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 8.67 (s, 1H), 13.06 (sa, 1H, -D,0), 13.60 (sa, 1H, -D,0). RMN **C
(DMSO-dg, 75 MHz, & ppm): 14.20, 117.96, 123.94, 125.77, 133.03, 137.84, 142.56, 143.09,
147.07, 158.53, 162.32, 167.03. EM (IES-ID, m/z): 370 ([M+1]*). Anexo Ill — Espectros 18,
19y 20.
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b) Mediante el agente acoplante PyBOP

OH o N o}
1) NMM, DMF >/N’</\)\\ N
o N\ 2) PyBOP s ST ONH | \>_S
| >_S \
Cl

N \CH3 3) 2-amino-5-nitrotiazol, ol N CH,
10 H AtmN,

En un matraz bola de 50 mL equipado con agitador magnético, columna Vigreux y atmésfera
de nitrégeno, se disolvieron 0.5 g (2.06 mmol) del compuesto 10 en 15 mL de DMF anhidra y
se adicionaron 0.5 mL (12.29 mmol, 2 eq) de N-metilmorfolina. Terminada la adicion se dejo
en agitacion durante 20 minutos para posteriormente adicionar 1.16 g (2.27 mmol, 1.1 eq) de
PyBOP. La mezcla se dej6o en agitacion otros 30 minutos bajo atmosfera de nitrogeno.
Transcurrido el tiempo se adicionaron 0.3 g (2.06 mmol, 1 eq) de 2-amino-5-nitrotiazol y se
dej6é en agitacion por 24 h, a temperatura ambiente, bajo atmésfera de nitrégeno. Concluido
el tiempo de reaccion, la mezcla se transfirié a un embudo de separacion y se le realizaron 3
X 20 mL lavados con agua fria; la fase organica se recuperd y se seco con Na;SO,4 anhidro.
El disolvente se concentré a presion reducida obteniendo una resina color café. Dicha resina
se eluy6 a través de una columna cromatogréfica de alimina neutra, usando como fase mévil
un sistema CHCIs-Acetona (95:5) en primer lugar y posteriormente MeOH. Las fracciones
correspondientes al compuesto 11 se concentraron a sequedad, recuperando 0.53 g (70 %)
de un sdlido amarillo, el cual mostr6é un Rf de 0.7 (Sistema 1ll) con un pf de 249-250 °C.

11.2.11. Fosfato de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12a) y Fosfato de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-
nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12b)

1) NaH, DMF P~o

o, N o
R C\‘\ ?>< ;}VL{/\LNH l\?
WY1 ) oo B
g s NHJH</\[N\>7$ o>< _ cl Chy
0,
cl u \CHz \NL‘(\J\ i + N
11

/ s NH
o} N\
3) Et;N cat, Atm N, \ N>75\
369.81 .,

12a/12b o~
592.02 7/\ 07L
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En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético, atmésfera de nitrégeno y
bafio de hielo, se disolvieron 0.5 g (1.35 mmol) del compuesto 11 en 4 mL de DMF anhidra y
se adicionaron lentamente 0.19 g (7.89 mmol, 3.5 eq) de NaH al 60 %, dejando en agitacion
durante 30 minutos a 0 °C. Posteriormente, a la mezcla se le agreg6 lentamente 0.73 g (2.70
mmol, 2.1 eq) de fosfato de di-terc-butilclorometilo (29) disueltos en 1 mL de DMF anhidra y
finalmente se adicionaron 0.1 mL (3.59 mmol, 0.5 eq) de trietilamina anhidra. La mezcla de
reaccion se dejé en agitacion durante 24 h a temperatura ambiente bajo atmosfera de
nitrégeno. La CCF mostré el consumo total de materia prima por lo que se procedi6 a destilar
el disolvente hasta sequedad obteniendo un sélido café oscuro al cual se le adicioné 15 mL
de AcOEt. La mezcla se transfirio a un embudo de separacion y se lavé con 3 X 15 mL de
agua desionizada; la fase organica se secé con Na,SO, anhidro y se concentré a presion
reducida, obteniendo 0.56 g (70 %) de una resina café, correspondiente a la mezcla de
regioisémeros 12a/12b. Dicha resina mostré un Rf de 0.65 (Sistema Il). RMN *H (DMSO-d,
300 MHz, & ppm): 1.29 (s, 18H), 1.34 (s, 18H), 2.72 (s, 3H), 2.77 (s, 3H), 5.85 (d, 2H, J=12.0
Hz), 5.96 (d, 2H, J= 11.3 Hz), 7.60 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 8.59 (s,
1H), 8.66 (s, 1H). RMN *C (DMSO-dg, 75 MHz, 5 ppm): 13.93, 14.88, 29.57 (d, J= 5.25 Hz),
29.72 (d, J= 4.5 Hz), 68.72, 68.82, 83.06 (d, J= 7.6 Hz), 83.43 (d, J= 7.6 Hz), 112.37, 112.79,
119.49, 120.46, 124.26, 124.91, 128.34, 128.36, 131.57, 131.84, 137.37, 137.95, 141.03,
141.50, 143.71, 144.67, 156.70, 156.84. RMN *'P (DMSO-ds, 122 MHz, & ppm): -11.70 (s), -
11.57 (s). EM (IES-ID, m/z): 592.2 ([M+1]"). Anexo lll — Espectros 21, 22, 23y 24.

11.2.12. Fosfato diacido de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (13a) y Fosfato diacido de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-

nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (13b).
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En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético y con bafio de hielo, se
suspendieron 0.5 g (0.84 mmol) de la mezcla de regioisomeros 12a/12b en 5 mL de dioxano.
Posteriormente se adicionaron 2.2 mL (8.8 mmol, 10.52 eq) de HCI 4N/Dioxano y se dejé en
agitacion vigorosa durante 40 minutos a 0 °C. Concluida la reaccion se decant6 el disolvente
y se concentrd el sélido hasta sequedad. Posteriormente se adicionaron 15 mL de agua
helada y se dej6 en agitacion vigorosa durante 30 minutos. El sélido anaranjado se recupero
por filtracion a vacio y se lavé con dos porciones de 10 mL de agua helada. Se recuperaron
0.36 g (80 %) de la mezcla de regioisomeros 13a/13b, los cuales presentaron un Rf de 0.41
(Sistema VII) y un pf de 169.2-171.4 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, 3 ppm): 2.71 (s, 3H),
2.76 (s, 3H), 5.87 (s, 2H), 5.89 (s, 2H), 7.81 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.96 (s, 1H),
8.64 (s, 1H), 8.69 (s, 1H). RMN 3P (DMSO-ds, 122 MHz, d ppm): -2.82 (s), -2.53 (s). EM
(IES-ID, m/z): 477.8 ([M-1]). Anexo lll — Espectros 25, 26 y 27.

11.2.13. Fosfato monosédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-
1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosédico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-
nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14b)
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En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético y acondicionado con bafio de
hielo, se disolvieron 0.5 g (1.04 mmol) de la mezcla de regioisomeros 13a/13b en 10 mL de
MeOH anhidro. Posteriormente se adicionaron lentamente 0.11 g (1.04 mmol, 1 eq quimico)
de NayCOs3;, dejando en agitacion vigorosa durante 1 h. Transcurrido el tiempo se filtr6 a
vacio la mezcla de reaccion, reteniendo al Na,CO3; remanente. La solucién filtrada se
concentré a sequedad, obteniendo un solido anaranjado oscuro, el cual se lavo con tres
porciones de 10 mL de acetona fria y dos porciones de 10 mL de éter isopropilico frio. El
sélido se sec6 a vacio, obteniendo 0.47 g (87 %) de la mezcla de regioisbmeros 14a/l14b.
RMN *H (D,O, 400 MHz, & ppm): 2.60 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 5.61 (s, 2H), 5.62 (s, 2H), 7.51 (s,
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1H), 7.62 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 8.41 (s, 1H), 8.42 (s, 1H). RMN **C (D,0, 101
MHz, & ppm): 14.02, 14.06, 68.05, 68.14, 110.92, 111.59, 117.42, 117.81, 125.48, 125.54,
131.75, 131.92, 133.93, 136.65, 138.45, 138.64, 140.64, 143.46, 145.19, 145.23, 157.15,
158.26, 174.28, 174.36, 176.30, 176.37. RMN *'P (D,0, 122 MHz, & ppm): 1.50 (s), 1.79 (s).
EM (IES-ID, m/z): 500.0 ([M-1]). FT-IR (ATR, cm™): 3229.22 (O-H); 1647.18 (C=0 de amida);
1519.70 y 1381.58 (Ar-NO,); 1306.54 (S-CHj3). Anexo IlIl — Espectros 28, 29, 30, 31, 32,33y
34,

11.2.14. N-(3,4-Diclorofenil)acetamida (16)
0 CHs
. e

—_—
Cl

Cl

15 16
162.02 204.05

En un vaso de precipitados de 500 mL, equipado con varilla de teflon y bafio de hielo, se
colocaron 100 g (0.61 mol) de 3,4-dicloroanilina (15), posteriormente se adicionaron 88 mL
(0.92 mol, 1.5 eq) de anhidrido acético con agitacion constante. La mezcla de reaccion se
agité durante 30 minutos adicionales, observando la formacion de una pasta café. Concluida
la reaccion se adicionaron 500 mL de agua helada, observando la precipitacién de un sélido
beige el cual se separd por filtracion con vacio y se lavdé con abundante agua hasta pH
neutro. El compuesto 16 se sec6 a vacio y posteriormente en una estufa a 70 °C hasta peso
constante dando 124.7 g (99 %) de un sélido beige el cual mostré un Rf de 0.33 (Sistema II)
y un pf de 123.2-123.8 °C. RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz, & ppm): 2.08 (s, 3H), 7.48 (dd, 1H,
J= 9.0, J=3.0 Hz), 7.56 (d, 1H, J= 9.0), 8.00 (d, 1H, J= 3.0), 10.26 (s, 1H, -D-0). RMN *3C
(DMSO-dg, 75 MHz, d ppm): 24.06, 118.95, 120.08, 124.37, 130.64, 130.94, 139.39, 168.86.
Anexo Ill — Espectros 35y 36.

11.2.15. N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (17)
0 CHy o} CHj4
Cl Tl: Cl TI:
:©/ HNO,, H,S0, :@:
cl 0°C cl 20
16 17
204.05 249.05
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En un vaso de precipitados de 500 mL, equipado con termémetro, agitador magnético y bafio
de hielo, se disolvieron lentamente 100 g (490.08 mmol) del compuesto 16 en 250 mL (2.5
mL por cada gramo de materia prima) de H,SO,. De manera simultanea, en un vaso de
precipitados de 500 mL equipado con termdmetro, agitador magnético y acondicionado con
bafio de hielo, se prepar6 una mezcla sulfonitrica adicionando 51 mL (1.22 mol, 2.5 eq) de
HNO3z; a 52 mL (0.97 mol, 4 eq) de H,SO,. Posteriormente la mezcla sulfonitrica se adicion6
lentamente a la disolucion del compuesto 16, evitando que la temperatura rebasara los 5 °C.
Terminada la adicion se dejé en agitacion durante 1 h hasta observar el consumo total de la
materia prima. Finalmente la mezcla de reaccion se vertio en 500 g de hielo, observando la
precipitacion de un sélido amarillo el cual se separd por filtracién con vacio y se lavo con
abundante agua hasta pH neutro. El sélido obtenido se someti6 a multiples lavados con
metanol frio hasta observar un unico producto en CCF correspondiente al compuesto 17. Se
obtuvieron 103.74 g (85 %) de un soélido amarillo que mostré un Rf de 0.42 (Sistema I) y un
pf de 123.1-124.7 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 2.09 (s, 3H), 7.98 (s, 1H), 8.24
(s, 1H), 10.36 (s, 1H, -D;0). RMN *3C (DMSO-ds, 75 MHz, 5 ppm): 23.97, 126.27, 126.96,
127.04, 131.72, 136.80, 140.97, 169.26. Anexo IIl — Espectros 37 y 38.

11.2.16. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (18)

O _CH
Y 3 ” YCH?’
cl NH
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En un matraz bola de dos bocas de 250 mL, equipado con agitador magnético y columna
Vigreux conectada a la linea de vacio, se suspendieron 17.40 g (0.12 mol, 1 eq) de a-naftol y
24.97 g (0.18 mol, 1.5 eq) de K,CO3 en 50 mL de DMF y se dejaron en agitacion durante 30
minutos. Posteriormente se adicionaron 30 g (0.12 mol) del compuesto 17 y se calenté a 70
°C durante 12 h a vacio constante. Concluida la reaccion se concentrd el disolvente hasta
sequedad para después adicionar 250 mL de agua helada, obteniendo un sélido color café.
El solido obtenido se filtr6 a través de una columna de alumina neutra, usando como fase
movil AcOEt. Las fracciones correspondientes al compuesto 18 se colectaron y concentraron

a sequedad, obteniendo asi 30.08 g (70 %) de un sélido amarillo pardo, el cual mostré un Rf
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de 0.61 (Sistema I) con un pf de 174.5-175.2°C. RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz, & ppm): 1.93
(s, 3H), 7.10 (s, 1H), 7.36 (d, 1H, J= 6.0 Hz), 7.58-7.63 (m, 3H), 7.85 (d, 1H, J= 6.0 Hz), 7.88
(d, 1H, J= 9.0), 8.07 (d, 1H, J= 6.0 Hz), 8.31 (s, 1H), 10.21 (s, 1H, -D-0O). RMN **C (DMSO-
ds, 75 MHz, & ppm): 24.05, 111.25, 117.23, 117.64, 121.16, 126.51, 126.73, 127.66, 127.72,
127.81, 128.79, 133.13, 135.25, 136.62, 149.77, 157.86, 169.04. Anexo Il — Espectros 39y
40.

11.2.17. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (19)

R O

420 -0
C, N " MeOH, 60°C o N+,

18 | 19 )
35676 O 31472 O

H,

En un matraz bola de dos bocas de 250 mL, equipado con termdémetro, agitador magnético y
condensador en posicién de reflujo, se disolvieron 30 g (84.09 mmol) del compuesto 18 en
150 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron lentamente 7.06 g (0.13 mol, 1.5 eq) de
KOH y se efectud calentamiento a 60 °C durante 1 h. Concluida la reaccién se concentrd
parcialmente el disolvente a presion reducida para después adicionar 150 mL de agua
helada, observando la precipitacion de un sélido anaranjado claro, el cual se separ6 por
filtracion con vacio y se lavé con agua hasta pH neutro. Se obtuvieron 23.02 g (87 %) del
compuesto 19 el cual mostré un Rf de 0.50 (Sistema lll) con un pf de 145.5-147.1 °C. RMN
'H (DMSO-dg, 300 MHz, & ppm): 6.25 (s, 2H, -D;0), 7.39 (dd, 1H, J= 7.5, 0.9 Hz), 7.46 (s,
1H), 7.59-7.66 (m, 3H), 7.82 (dd, 1H, J= 12.0, 3.0 Hz), 7.95 (d, 1H, J= 8.4 Hz), 8.08 (dd, 1H,
J= 9.0, 3.0 Hz), 8.20 (s, 1H). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, 5 ppm): 104.05, 110.04, 117.70,
121.24, 126.20, 126.26, 126.51, 126.78, 127.56, 127.64, 127.66, 128.78, 135.27, 147.43,
149.62, 159.55. Anexo Il — Espectros 41y 42.

11.2.18. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (20)
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En una botella de hidrogenaciéon de 500 mL se suspendieron 15 g (130.09 mmol) del
compuesto 19 y 4.5 g (30%) de catalizador Ni-Raney en 150 mL de MeOH. La botella se
acopl6 al equipo hidrogenador, purgando al sistema con 3 cargas de 60 Ib/in? de hidrégeno.
Posteriormente, la botella se dejé en agitacion a temperatura ambiente hasta que no se
consumié mas hidrégeno (4.5 h). Se consumieron 520 Ib/in?> de hidrégeno. Culminada la
reaccion, la mezcla de hidrogenacion se filtré a vacio usando una cama de celita para retener
al catalizador, posteriormente se concentro el disolvente a presion reducida hasta obtener 12
g (88.4 %) de un compuesto de aspecto resinoso, con Rf de 0.50 (Sistema lll), el cual se

sometié inmediatamente a la siguiente reaccion sin ningun tratamiento adicional.

11.2.19. 6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol (21)

1) CF,COOH, i
j@: _ HCleat, 70°C N\
| >—CF3
2) NaOH o y

3) HCI 21
284 74 362.73

En un matraz bola de 250 mL, equipado con condensador en posicién de reflujo agitador
magnético y atmdsfera de nitrégeno, se adicionaron 12 g (42.15 mmol) del compuesto 20,
16.4 mL de CF3;COOH (64.9 mmol, 5 eq) y 5 gotas de HCI concentrado. La mezcla de
reaccion se dejo en agitacion vigorosa a 70°C bajo atmdésfera de nitrégeno durante 24 h.
Culminada la reaccion se adicionaron lentamente 100 mL de agua helada y posteriormente
se adicion6 NaOH en lentejas hasta pH 12. Una vez observada la disolucion total del
compuesto se adicioné HCI al 20 % hasta pH 8, donde se observo la precipitacién de un
compuesto color café claro, el cual se filtr6 a vacio y se lavd con agua. El crudo de reaccion
se filtr6 a través de una columna cromatografica de gel de silice, usando como fase mévil un
sistema Hexano-AcOEt (50:50). Las fases correspondientes al compuesto 21 se
concentraron a presion reducida y se sometieron a un tratamiento con carbén activado (10
%) en metanol. El concentrado se llevd a sequedad, recuperando 10 g (65.4 %) de un sélido
blanco el cual mostré un Rf de 0.56 (Sistema Il) con un pf de 187.1-188.1 °C. RMN *H
(DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 6.78 (d, 1H, J= 7.6 Hz), 7.31-7.48 (m, 2H), 7.53-7.61 (m, 2H),
7.68 (d, 1H, J= 8.1), 7.92-8.01 (m, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.17-8.25 (m, 1H), 14.09 (sa, 1H, -D,0).
RMN '3C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 111.4, 117.37, 120.96, 121.71, 123.54, 125.45,
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126.41, 126.71, 127.30, 128.27, 134.98, 141.80, 142.32, 153.19. EM (IES-ID, m/z): 361.2
([M-1]). Anexo Il — Espectros 43, 44y 45.

11.2.20. Fosfato de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil)
di-terc-butilo (22a) y del Fosfato de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-
bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22b).

Cl
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En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético y atmésfera de nitrégeno, se

mezclaron 0.5 g (1.38 mmol) del compuesto 21, 1.35 g (4.07 mmol, 3 eq) de Cs,CO3y 0.62 g
(4.23 mmol, 3 eq) de Nal en 4 mL de DMF anhidra. Posteriormente se adicionaron 1.25 g
(4.82 mmol, 3.5 eq) de fosfato de di-terc-butilclorometilo (29) diluidos en 1 mL de DMF; la
mezcla se dejé en agitacion vigorosa durante 48 h bajo atmdsfera de nitrégeno. La CCF
mostrd ausencia de materia prima, por lo que se procedié a concentrar a sequedad la mezcla
de reaccidén a una temperatura maxima de 30 °C, obteniendo un sélido blanco. El sélido se
disolvié en 15 mL de AcOEt y se lavd con 3 porciones de agua desionizada, recuperando la
fase orgéanica, la cual se secd con Na,SO, anhidro y se concentré a presién reducida,
obteniendo 0.68 g (85 %) de una resina café claro que presenté un Rf de 0.64 (Sistema llI).
RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 1.15 (s, 18H), 1.30 (s, 18H), 6.02 (d, 2H, J= 11.4 Hz),
6.21 (d, 2H, J= 12.4 Hz), 6.69 (d, 1H, J= 7.7 Hz), 6.83 (d, 1H, J= 7.7 Hz), 7.41 (dt, 2H, J= 9.0,
6.0 Hz), 7.59-7.61 (m, 5H), 7.68 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.99-8.00 (m, 2H), 8.18-
8.20 (m, 2H), 8.22 (d, 1H, J= 1.1 Hz), 8.26 (d, 1H, J= 1.2 Hz). RMN *3C (DMSO-ds, 75 MHz, d
ppm): 29.43 (d, J= 4.3 Hz), 29.57 (d, J= 4.3 Hz), 66.80, 83.47 (d, J= 7.4 Hz), 83.66 (d, J= 7.4
Hz), 104.77, 111.07, 112.10, 113.19, 115.0, 115.78, 116.99, 117.49, 120.60, 121.51, 121.64,
122.73, 122.92, 122.63, 124.03, 124.58, 125.33, 125.56, 126.30, 126.72, 126.88, 127.38,
128.34, 132.42, 134.80, 135.01, 135.07, 137.46, 140.02, 149.08, 150.66, 152.62, 153.15.
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RMN 3P (DMSO-ds, 122 MHz, & ppm): -12.04 (s), -11.61 (s). EM (IES-ID, m/z): 527.0 ([M-
57]). Anexo Ill — Espectros 46, 47, 48 y 49.

11.2.21. Fosfato diacido de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-
iDmetilo) (23a) y del Fosfato diacido de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (23b).
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En un matraz bola de 25 mL, equipado con agitador magnético y bafio de hielo, se
suspendieron 0.5 g (0.85 mmol) de la mezcla de regioisdmeros 22a/22b en 5 mL de dioxano.
Posteriormente se adicionaron 2.2 mL (8.8 mmol, 10.52 eq) de HCI 4N/Dioxano y se dejé en
agitacion vigorosa durante 40 minutos. Terminada la reaccion se procedié a concentrar el
disolvente a presioén reducida hasta sequedad, evitando calentar a mas de 30 °C; después se
adicionaron 15 mL de agua helada y se dejé en agitacion vigorosa durante 30 minutos. El
sélido blanco que precipitd se recuper6 por filtracion a vacio. Se recuperaron 0.23 g (57 %)
de la mezcla de regioisomeros 23a/23b, los cuales presentaron un Rf de 0.54 (Sistema VIl) y
un pf de 101.5-102.4 °C. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz, & ppm): 5.99 (d, 2H, J= 9.5 Hz), 6.10
(d, 2H, J= 9.6 Hz), 6.70 (s, 1H), 6.73 (s, 1H), 7.33-7.47 (m, 2H), 7.59-7.61 (m, 5H), 7.68-7.71
(m, 3H), 7.84 (s, 1H), 7.98-8.00 (m, 2H), 8.21-8.29 (m, 3H). RMN **C (DMSO-ds, 75 MHz, &
ppm): 68.83 (d, J= 4.6 Hz), 68.95 (d, J= 4.4 Hz), 105.47, 105.56, 106.30, 110.65, 111.50,
117.34, 121.68, 123.59, 124.48, 124.55, 125.20, 125.41, 126.41, 126.47, 126.77, 126.79,
127.37, 127.38, 128.29, 128.32, 134.92, 134.97, 142.52, 147.19, 149.07, 149.12, 149.70,
149.75, 153.14, 153.18. RMN *'P (DMSO-dg, 122 MHz, 5 ppm): -2.96 (s), -2.82 (s). EM (IES-
ID, m/z): 470.9 ([M-1]). Anexo IIl — Espectros 50, 51, 52 y 53.
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11.2.22. Fosfonato de di-terc-butilo (26)

o 1) t-BuOH, Et;N, ||4
CH.CI,, -30 °C
cI—P 272 . O—ﬁ—o
cl 2) K,CO,, H,0 % o
25 26
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En un matraz bola de tres bocas de 100 mL, equipado con termdmetro, agitador magnético y
con un bafio helado, bajo condiciones anhidras, se adicionaron 35 mL de CH,Cl, anhidro.
Posteriormente se adicionaron 2.5 mL de PCI; (28.65 mmol) a una temperatura de -10 °C.
Concluida la adiciéon se redujo la temperatura a -30 °C, mediante el uso de un bafio de hielo
seco-acetona y se procedid a adicionar lentamente 8.2 mL (58.90 mmol, 2.05 eq) de
trietilamina anhidra. Posteriormente una solucién de 5.5 mL de t-BuOH (57.60 mmol, 2.0 eq)
disuelto en 16.5 mL de CH,CI, anhidro se adicion6 lentamente a la mezcla de reaccion,
mantenido la temperatura a -30 °C. Terminada la adicion, la reaccién se dejé en agitacion
durante 1 h a -30 °C y una hora méas a 0 °C. Concluido este tiempo se adicionaron 30 mL de
una solucion acuosa al 10 % de K,COg3, manteniendo la temperatura a 0 °C. La mezcla de
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno durante
otra hora. Finalmente, la mezcla de reaccion se transfiri6 a un embudo de separacion y se
lavo con 3 X 100 mL de agua, colectando la fase organica la cual se secé con Na,SO,
anhidro y se eliminé el disolvente a presién reducida a una temperatura maxima de 20 °C. De
tal forma se obtuvieron 3.34 g (60 %) del compuesto 26, como un liquido amarillo el cual se
almacend en refrigeracion, bajo atmésfera de nitrégeno. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz,
ppm): 1.43 (s, 18H), 6.89 (d, 1H, J= 679.1 Hz). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, & ppm): 30.29
(d, J= 4.6 Hz), 82.12 (d, J= 7.1 Hz). RMN *P (DMSO-ds, 122 MHz, 5 ppm): -3.34 (s). Anexo
[Il — Espectros 54, 55 y 56.

11.2.23. Fosfato monoacido de di-terc-butilo (27)

H % 1) KMnO,, NaHCO,, OH%
| H,0, 0 °C F|,

o—ﬁ—o % o—| |—o
>< 5 2) HCI, 0 °C % 5
26 27
194.21 210.21
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En un matraz bola de 250 mL equipado con termémetro, agitador magnético y bafio de hielo,
se disolvieron 10.22 g de NaHCO3; (121.66 mmol, 1 eq) en 50 mL de agua desionizada.
Posteriormente se adicionaron 25 g (128.86 mmol) del compuesto 26 y se dejé en agitacion
durante 20 minutos. Después, a esta mezcla se adicionaron 17.4 g (110.16 mmol, 0.9 eq) de
KMnO, divididos en tres porciones, con lapsos de 20 minutos entre cada adicion. Concluidas
las adiciones, la mezcla de reaccion se dej6 en agitacion durante 1 h a temperatura
ambiente, para posteriormente separar por filtracion el MnO, que se gener6 durante la
reaccion, usando una cama de celita. Las aguas filtradas se sometieron a 10 % de carbdn
activado a 60 °C durante 15 minutos, removiendo dicho carbon mediante filtracion con cama
de celita. A las aguas cristalinas frias a 0 °C se les adicion6 lentamente HCI concentrado
hasta alcanzar pH 1, observando la precipitacion de un sdlido blanco el cual se filtré a vacio y
se almacené en refrigeracién. Se recuperaron 25.70 g (95 %) del compuesto 27. RMN *H
(DMSO-ds, 300 MHz, 5 ppm): 1.33 (s, 18H). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz, 3 ppm): 29.67 (d,
J= 4.3 Hz), 79.58 (d, J= 6.9 Hz). RMN %P (DMSO-ds, 122 MHz, & ppm): -9.10 (s). Anexo Il —
Espectros 57, 58 y 59.

11.2.24. Di-terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28)

[+
ol oy
(CH;),NOH |

O_ﬁ_o > 0—P—0
>< o) Acetona, 0 °C (|)|
27 28
210.21 283.34

En un matraz bola de 250 mL, equipado con agitador magnético y bafio de hielo, se
disolvieron 25 g (0.11 mol) del compuesto 27 en 50 mL de acetona. Posteriormente, a la
solucién se le adicionaron lentamente 44 mL de una disolucion acuosa de hidroxido de
tetrametilamonio al 25 % (0.30 mol, 1 eq) y se dej6 en agitacion durante 1 h a temperatura
ambiente. Concluido el tiempo se destilé el disolvente a presion reducida hasta sequedad,
obteniendo 31.34 g (93 %) del compuesto 28 como un sdlido blanco el cual se mantuvo en
refrigeracion. RMN *H (DO, 300 MHz, 3 ppm): 1.28 (s, 18H), 3.06 (s, 12H). RMN **C (D0,
75 MHz, 5 ppm): 30.29 (d, J= 4.2 Hz), 54.31 (t, J= 3.9 Hz), 72.79 (d, J= 7.2 Hz). RMN *'p
(D20, 122 MHz, & ppm): -7.03 (s). Anexo IlIl — Espectros 60, 61y 62.
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11.2.25. Fosfato de di-terc-butilclorometilo (29)

|
—N— CICH,0S0,Cl,
| 7 Bu,NHSO,, NaHCO, 7
P
|

Y

O—pP—0O

><O| H,0-CH,CI, (|) \ o

283.34

En un matraz bola de 500 mL equipado con agitador magnético y bafio de hielo, se
disolvieron 25 g (88.23 mmol) del compuesto 28, 29.64 g (0.35 mol, 4 eq) de NaHCO3y 3.0 g
(8.82 mmol, 0.1 eq) de sulfato monoécido de tetrabutilamonio en 100 mL de agua
desionizada y 100 mL de CH,Cl, Posteriormente, a la solucion se le adicionaron lentamente
18 g (0.106 mmol, 1.2 eq) de clorosulfato de clorometilo al 97 %, diluidos en 10 mL de
CH.Cl,. La mezcla de reaccion se dejé en agitacién a temperatura ambiente durante 24 h.
Concluido el tiempo se separ6 la fase organica, la cual se lavdé con 5 X 100 mL de agua
desionizada y posteriormente se secé con Na,SO, anhidro. El disolvente se concentrd a
presion reducida a una temperatura maxima de 20 °C. Se obtuvieron 14.15 g (62 %) de un
liquido aceitoso amarillo correspondiente al compuesto 29, al cual se le adicionaron 0.38 g (5
% mol) de K,COj3 anhidro. ElI compuesto 29 se mantuvo bajo atmdsfera de nitrégeno en
condiciones de refrigeracién. RMN *H (CDCls, 300 MHz, & ppm): 1.43 (s, 18H), 5.72 (d, 2H,
J= 15.5 Hz). RMN *3C (CDCl;, 75 MHz, & ppm): 29.69 (d, J= 4.3 Hz), 73.17 (d, J= 7.0 Hz),
84.02 (d, J= 7.8 Hz). RMN *'P (CDCl;, 122 MHz, & ppm): -11.74 (s). Anexo |l — Espectros
63, 64y 65.
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12.1. Instrumentacién
% Para la determinacion de las absorbancias se utilizé un espectrofotometro Shimadzu
UV 1601 con una ldmpara de deuterio que lee de 190 a 350 nm.

% El experimento “shake flask” se efectu6 en un equipo de agitacién orbital New

Brunswick Innova 40.
12.2. Metodologia para la determinacion de solubilidad acuosa de 14

12.2.1. Curva patron del compuesto 11

Por triplicado, se pesaron 5.1 mg del compuesto 11 y se disolvieron en 15 mL de MeOH. La
disolucién se sonico durante 20 minutos y se aforé con agua desionizada a 25.0 mL (solucién
A: 200 mg/mL). De la solucién A se tomo una alicuota de 500 pL y se afor6 a 10.0 mL con
agua desionizada (solucion B: 10 pg/mL). La solucion B se usé para preparar las
correspondientes disoluciones mostradas en la Tabla 10. Las lecturas se tomaron a una

longitud de onda de 229 nm.

Tabla 10. Curva patron del compuesto 11

Concentracion _
Absorbancia

(hg/mL)
10 0.793
7.5 0.603
5.0 0.398
2.5 0.200
1.0 0.082

Absorbancias promedio de tres determinaciones.

12.2.2. Curva patron del compuesto 14

Por triplicado, se pesaron 10 mg del compuesto 14 y se disolvieron en 5 mL de agua
desionizada. Posteriormente se afor6 con agua desionizada a 10.0 mL (solucién A: 1000
pg/mL). De la solucion A se prepararon las primeras dos disoluciones mostradas en la Tabla
11. Posteriormente de la solucién A se tomd 1 mL y se afor6 a 10.0 mL con agua desionizada
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(solucién B: 100 pg/mL). De la solucién B se prepararon el resto de las disoluciones. Las
lecturas se tomaron a una longitud de onda de 226 nm.

Tabla 11. Curva patrén del compuesto 14

Concentracion _
Absorbancia

(hg/mL)
20.0 0.809
15.0 0.606
10.0 0.417
6.0 0.250
2.0 0.088

Absorbancias promedio de tres determinaciones.

12.2.3. Preparacion de la muestra problema 11

Por duplicado, se colocaron 5 mg del compuesto 11 y 25 mL de agua en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL con tapa y se dejaron en agitacién a 300 rpm a temperatura de 25 °C
durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de agitacion se procedio a centrifugar a 3500 rpm
durante 10 minutos, para posteriormente tomar el sobrenadante claro y leer directamente en

el espectrofotdmetro a 229 nm.

12.2.4. Preparacion de la muestra problema 14

Por duplicado, se colocaron 350 mg del compuesto 11 y 1 mL de agua en un tubo de ensayo
con tapa, anclado a un matraz Erlenmeyer de 50 mL lleno de agua. La mezcla de dejé en
agitacion a 300 rpm a una temperatura de 25 °C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de
agitacion se procedi6 a centrifugar la muestra a 3500 rpm durante 10 minutos para después
recuperar el sobrenadante. Del sobrenadante se tomaron 200 pL y se aforaron a 50.0 mL
(solucion A) para posteriormente tomar 500 pL de la solucion A y aforar a 50.0 mL (solucion
B). La solucion B se leyd en el espectrofotdmetro a 226 nm.
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Espectro 1. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
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Espectro 2. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
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Espectro 3. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3).
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Espectro 4. RMN *3C (TMS, DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3).
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Espectro 5. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 4-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4).
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Espectro 6. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4).
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Espectro 7. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 6 en ppm) del compuesto 4-(Acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5).
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Espectro 8. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-(Acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5).
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Espectro 9. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto 4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6).
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Espectro 10. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6).
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Espectro 11. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto 6-Cloro-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato

de metilo (8).
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Espectro 12. RMN **C (TMS, DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 6-Cloro-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato

de metilo (8).
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Espectro 13. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 6-Cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de

metilo (9).
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Espectro 15. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del &cido 6-Cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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Espectro 16. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del &cido 6-Cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, & en ppm) del compuesto 6-Cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (11).

Espectro 18.
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Espectro 21. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 6 en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12a) y Fosfato de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil)

di-terc-butilo (12b).
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Espectro 22. RMN **C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12a) y Fosfato de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil)

di-terc-butilo (12b).
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Espectro 23. RMN *!P (TMS, DMSO-ds, 122 MHz, & en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12a) y Fosfato de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil)

di-terc-butilo (12b).
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Espectro 24. EM (IES-ID) del Fosfato de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo
(12a) y Fosfato de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (12b).
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Espectro 25. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del Fosfato diacido de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-
il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (13a) y Fosfato diacido de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (13b).
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Espectro 26. RMN *!P (TMS, DMSO-ds, 122 MHz, 5 en ppm) del Fosfato diacido de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-
il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (13a) y Fosfato diacido de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-

bencimidazol-1-il)metilo) (13b).
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Espectro 27. EM (IES-ID) del Fosfato diacido de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (13a)
y Fosfato diacido de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (13b).
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Espectro 28. RMN *H (TMS, D,0, 400 MHz, & en ppm) del Fosfato monosédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-

il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosadico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-

bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 29. RMN **C (TMS, D,0, 101 MHz, & en ppm) del Fosfato monosédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-
il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosadico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 30. RMN *!P (TMS, D,0, 122 MHz, & en ppm) del Fosfato monosédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-
il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosadico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 31. RMN *H (TMS, D,O, 400 MHz, & en ppm), RMN *3C (TMS, D,0, 101 MHz, & en ppm). Experimento HSQC del Fosfato
monosoédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosédico de ((5-
cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 32. RMN *H (TMS, D;0, 400 MHz, & en ppm), RMN *3C (TMS, D-0, 101 MHz, & en ppm). Experimento HMQC del Fosfato
monosoédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14a) y Fosfato monosédico de ((5-

cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 33. EM (IES-ID) del Fosfato monosadico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo)
(14a) y Fosfato monosaddico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 34. IR (ATR) del Fosfato monosédico de ((6-cloro-2-(metiltio)-5-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo)

(14a) y Fosfato monosaodico de ((5-cloro-2-(metiltio)-6-((5-nitrotiazol-2-il)carbamoil)-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (14b).
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Espectro 35. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto N-(3,4-Diclorofenil)acetamida (16).
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Espectro 36. RMN **C (TMS, DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) del compuesto N-(3,4-Diclorofenil)acetamida (16).
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Espectro 37. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (17).
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Espectro 38. RMN **C (TMS, DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) del compuesto N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (17).
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Espectro 39. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (18).
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Espectro 40. RMN **C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (18).
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Espectro 41. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (19).
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Espectro 42. RMN *C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (19).
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Espectro 43. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del compuesto 6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol

(21).
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Espectro 44. RMN **C (TMS, DMSO-dg, 75 MHz, & en ppm) del compuesto 6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol
(22).
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Espectro 45. EM (IES-ID) del compuesto 6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol (21).
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Espectro 46. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-

il)metil) di-terc-butilo (22a) y del Fosfato de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22b).
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Espectro 47. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-
il)metil) di-terc-butilo (22a) y del Fosfato de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22b).
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Espectro 48. RMN *'P (TMS, DMSO-dg, 122 MHz, & en ppm) del Fosfato de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-
il)metil) di-terc-butilo (22a) y del Fosfato de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22b).
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Espectro 49. EM (IES-ID) del Fosfato de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22a) y del
Fosfato de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metil) di-terc-butilo (22b).
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Espectro 50. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del Fosfato diacido de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-

bencimidazol-1-il)metilo) (23a) y del Fosfato di4cido de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (23b).
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Espectro 51. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del Fosfato diacido de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (23a) y del Fosfato di4cido de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (23b).
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Espectro 52. RMN *!P (TMS, DMSO-ds, 122 MHz, 5 en ppm) del Fosfato diacido de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-
bencimidazol-1-il)metilo) (23a) y del Fosfato di4cido de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (23b).
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Espectro 53. EM (IES-ID) del Fosfato diacido de ((6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (23a) y del Fosfato
di&cido de ((5-cloro-6-(1-naftiloxi)-2-trifluorometil-1H-bencimidazol-1-il)metilo) (23b).
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Espectro 54. RMN *H (TMS, DMSO-ds, 300 MHz, 5 en ppm) del Fosfonato de di-terc-butilo (26).
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Espectro 55. RMN **C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del Fosfonato de di-terc-butilo (26).
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Espectro 56. RMN *!P (TMS, DMSO-ds, 122 MHz, 5 en ppm) del Fosfonato de di-terc-butilo (26).
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Espectro 57. RMN *H (TMS, DMSO-dg, 300 MHz, & en ppm) del Fosfato monoécido de di-terc-butilo (27).
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Espectro 58. RMN *3C (TMS, DMSO-ds, 75 MHz, & en ppm) del Fosfato monoéacido de di-terc-butilo (27).
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Espectro 59. RMN *'P (TMS, DMSO-dg, 122 MHz, & en ppm) del Fosfato monoécido de di-terc-butilo (27).
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Espectro 60. RMN *H (TMS, D,O, 300 MHz, & en ppm) del Di-terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28).
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Espectro 61. RMN **C (TMS, D,0, 75 MHz, & en ppm) del Di-terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28).
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Espectro 62. RMN *!P (TMS, D,0, 122 MHz, 5 en ppm) del Di-terc-butilfosfato de tetrametilamonio (28).
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Espectro 63. RMN *H (TMS, CDCls, 300 MHz, & en ppm) del Fosfato de di-terc-butilclorometilo (29).
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Espectro 64. RMN *3C (TMS, CDCls, 75 MHz, & en ppm) del Fosfato de di-terc-butilclorometilo (29).
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Espectro 65. RMN *!P (TMS, CDCl;, 122 MHz, & en ppm) del Fosfato de di-terc-butilclorometilo (29).
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