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1 Introduccion

Uno de los mayores retos que enfrenta la OMS actualmente es la proliferacion de las llamadas enfermedades tropicales
desatendidas, las cuales se presentan principalmente en las poblaciones pobres de los paises en vias de desarrollo. Como lo
denuncia la OMS, éstas enfermedades reciben poca atencion por parte de las autoridades sanitarias de estos paises debido a la
falta de influencia politica de los afectados; la falta de estadisticas claras sobre el problema dificultan sacar de las sombras esta
tematica.

Actualmente, la OMS calcula que las enfermedades tropicales desatendidas afectan aproximadamente a 1000 millones
de personas, cuyas poblaciones suelen estar afectadas por mas de una de éstas enfermedades y cuyas condiciones de vivienda
y saneamiento dificultan el problema.

Entre las enfermedades tropicales desatendidas mas mortiferas se encuentran el mal de Chagas o tripanosomiasis
americana, afeccion potencialmente mortal causada por el parasito Trypanosoma cruzi y la leishmaniasis, una compleja
parasitemia causada por mas de 20 especies diferentes del género Leishmania. La OMS calcula que aproximadamente 6-7
millones de personas estan infectadas con 7. cruzi, siendo la gran mayoria de América Latina; en cuanto a la leishmaniasis, se
distribuye principalmente en América, Africa y Asia, reportando aproximadamente 2 millones de nuevos casos cada afio,
producto de las diversas variantes en la que se presenta este padecimiento. La situacion se complica debido a que no hay
vacunas ni medicamentos totalmente efectivos contra estos parasitos. Por su parte, los gigantes farmacéuticos no tienen un gran
interés en ahondar en la investigacion para erradicar este mal, por lo que el panorama a largo plazo no parece muy alentador. !

Sin embargo, en afios recientes, una multitud de pequefios grupos de investigacion alrededor del mundo han decidido
indagar en la creacion y disefio de farmacos eficaces contra éstas enfermedades, haciendo uso de diversas herramientas
concernientes a la Quimica Farmacéutica.




2 Antecedentes

2.1. Tripanosomiasis americana
2.1.1. Generalidades

La tripanosomiasis americana, o enfermedad de Chagas, constituye un grave problema de salud en casi todo el
continente americano y en algunas partes del mundo. La OMS calcula que existen de 6-7 millones de personas infectadas, sin
embargo, otras fuentes afirman que la verdadera cifra se aproxima a 16-18 millones, estimandose que entre 100 y 110 millones
de personas estan en riesgo de contraer la infeccion. A nivel global se calcula que hay una incidencia de 200,000 nuevos casos
y la muerte de 12,000 a 15,000 individuos por afo.!®

Esta enfermedad se extiende principalmente en Latinoamérica, de donde es endémica,>”® pero la migracion de
individuos asintomaticos, el control inadecuado de transfusiones de sangre y el trasplante de 6rganos’ han provocado que este
padecimiento se reporte esporadicamente en el sur de los Estados Unidos, Canada, Europa y en el Pacifico Occidental. En la
figura 1 puede observarse un mapa con la distribucién de la tripanosomiasis americana alrededor del mundo. 36810

Estimacion del nimero de
casos infectados ,,

1 e <000 I sinocatos ¥ /
Distribucion e, © gp0-89999
mundial de casos de @ ogop00- 899,999 o aplica
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Figura 1: Incidencia de casos de la enfermedad de Chagas alrededor del mundo.?

En México, la enfermedad se distribuye practicamente en todo el pais.!! La Secretaria de Salud (SSA), a través de la
Notificacion Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades y la Direccion General de Epidemiologia (DGE) se ha dado a la tarea
de reportar la morbilidad y mortalidad de este padecimiento para darle seguimiento; también el Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) provee datos acerca de esta parasitemia. En la tabla 1 se muestran éstas cifras.




Tabla 1: Morbilidad y mortalidad nacional reportados por la DGE y el INEGI de la tripanosomiasis americana en el

periodo 2014-2016; se incluyen los grupos de edad y regiones estatales mas afectados.

Afio 2014 2015 2016
Numero total de infectados'? 735 1095 994
Mortalidad" 23 32 21
Grupos de edad mas afectado (morbilidad)'? a) 20-24 =63 a) 20-24 =88 a) 20-24 =177
b) 25-44 =342 b) 25-44 = 525 b) 25-44 =512
c) 45-49=102 c) 45-49=138 c) 45-49=95
d) 50-59=99 d) 50-59 =154 d) 50-59 =138
e)65y+=73 e)65y+=70
Estados mas afectados Veracruz, Yucatan, Morelos, Jalisco, Oaxaca, Tamaulipas, Estado de
México, Quintana Roo, Chiapas, Hidalgo, San Luis Potosi'?!3

*La DGE y el INEGI solo poseen datos de morbilidad y mortalidad hasta el 2016.

El aumento en la incidencia de la enfermedad de Chagas ha provocado el combatir la infeccion, transmision y difusion
dentro y fuera de las zonas endémicas; entre las medidas promulgadas y recomendadas se pueden mencionar:!->

- Control de los vectores a través de la fumigacion y el uso de pinturas con insecticida de accion residual.

- Cribado de la sangre en adultos, recién nacidos y donantes para prevenir la transmisién por sangre y 6rganos.
- Promover el acceso temprano a la asistencia sanitaria de la poblacion infectada.

- Educacion de la poblacion a través de la participacién comunitaria.

- Mgjora de las viviendas para prevenir la infestacion por el vector.

A pesar de lo mencionado, la tendencia de la enfermedad de Chagas a propagarse por zonas marginadas y pobres, que
no poseen las herramientas ni la infraestructura necesaria dificulta la labor. Por otro lado, la aparente efectividad de los
insecticidas contra los vectores, no estd documentada ni corroborada y la extension de los territorios a fumigar, la resistencia
desarrollada por los vectores y el precio de los insecticidas es otro obstaculo.!!413

2.1.1.1. Agente etiologico

El agente etiologico responsable de la tripanosomiasis americana es el parasito eucariote protozoo unicelular y
flagelado Trypanosoma cruzi.>'*'" El parasito es transmitido principalmente por insectos triatominos. Estos son conocidos a
través de diversos nombres segun la region donde se hallen; en México se le conoce como “chinche besucona”, “chinche
hocicona” 6 “chinche trompuda”,'®!® dénde se han reportado 32 especies de triatominos, de los cuales 24 son transmisores
corroborados de 7. cruzi.?0

Elinvestigador y doctor brasilefio Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas fue quien en 1909, no sélo identifico al agente
etiologico antes descrito, sino que también describid los vectores, las manifestaciones clinicas en humanos y animales,
complicaciones, causas de muerte y finalmente la existencia de reservorios animales.>'?” A pesar de ello, ésta enfermedad no

fue considerada un problema de salud publica de importancia hasta los afios 60°s."°

2.1.1.1.1. Morfologia del parasito

T. cruzi presenta 3 formas evolutivas con diferentes caracteristicas morfologicas: tripomastigote, epimastigote y
amastigote, las cudles se describiran a continuacién: >!%1928

- Tripomastigote: Forma infectante del parasito, de aspecto fusiforme (20-25 por 2 mm). De gran movilidad, se le encuentra
en la sangre de los vertebrados y en el intestino posterior de los vectores. No tiene capacidad de multiplicacion. Es la
forma de diseminacion de la infeccion en los mamiferos.

- Epimastigote: Forma de reproduccion del parasito en el vector y medios de cultivo. Presenta aspecto fusiforme (20 por 2
mm) y tiene gran movilidad.




- Amastigote: Forma esférica u ovalada llamada leishmanoide (2-4 mm), sin movilidad y que carece de flagelo movil. Es

la forma de reproduccion intracelular en hospederos vertebrados, principalmente en el musculo cardiaco y musculo liso
del aparato digestivo.

En la figura 2 se pueden observar las formas evolutivas antes descritas del parasito.

Tripomastigote. Epimastigote. Amastigote.

Figura 2: Diferentes estadios de 7. cruzi a lo largo de su desarrollo.”

2.1.1.1.2. Ciclo biologico de T. cruzi

El ciclo bioldgico del parasito se considera heteroxénico o indirecto, lo que significa que requiere normalmente mas

de un hospedero para completar su desarrollo; este ciclo se compone de 2 fases: una en un invertebrado y otra en un vertebrado. '8
La Figura 3 resume este ciclo.
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Figura 3: Ciclo de infeccién y reproduccién del parasito 7. cruzi simplificado.>




La fase en el invertebrado inicia cuando un triatomino se alimenta de la sangre de un mamifero infectado con
tripomastigotes sanguineos.'*2® Los parasitos pasan al intestino del triatomino, se transforman en epimastigotes y se multiplican
para, posteriormente, transformarse en tripomastigotes metaciclicos en el intestino del insecto.® Cuando el vector infectado se
alimenta, defeca sobre la piel o mucosas del mamifero, depositando tripomastigotes metaciclicos infectantes. Cuando el
triatomino arrastra con sus patas la materia fecal o el mismo huésped esparce esta, se introducen los tripomastigotes
metaciclicos por la laceracion inducida e inclusive por la conjuntiva ocular.

Con base en lo anterior, la fase en un vertebrado transcurre con los tripomastigotes metaciclicos. Una vez dentro del
mamifero y después de pasar la barrera de la piel, mucosas o conjuntiva ocular, estos se introducen a las células del tejido
celular cercano al sitio de penetracion donde se transforman en amastigotes. Ahi se multiplican y alcanzan la circulacion
sanguinea en un periodo de 4-5 dias.?’ Su elevado nimero causa la muerte y destruccion de la célula infectada y los amastigotes
infectan nuevas células o se transforman en tripomastigotes sanguineos, diseminandose por via hematdgena por todo el
organismo. El ciclo se completa cuando un triatomino se alimenta del mamifero infectado y adquiere al parasito.>'®

2.1.1.1.3. Desarrollo y sintomatologia de la enfermedad

Una vez que penetran los tripomastigotes metaciclicos al organismo, empieza un periodo de incubacion que suele
durar entre 7-10 dias en caso de adquisicion vectorial y de 20-40 dias en caso de transfusion sanguinea. La enfermedad de
Chagas presenta variabilidad clinica y los sintomas pueden variar en gravedad segun la zona geografica. Esta enfermedad puede
ser asintomatica o sintomatica,>!!192728

El proceso asintomatico se caracteriza por no producir signos ni sintomas patoldgicos y solo se manifiesta por la
presencia transitoria de tripanosomas o inmunoglobulinas especificas en la sangre. Por otro lado, se puede presentar el proceso
sintomatico, en cuyo caso la infeccion por 7. cruzi es seguida por una fase aguda corta, caracterizada por un alto grado de
parasitemia facilmente detectado por examen directo de sangre 0 la presencia de chagomas y la romaiia en la piel, sefiales muy
comunes del acceso del parasito al organismo (figura 4).!” A pesar de esto, la fase aguda no se reconoce en la mayoria de los
casos debido a la escasez o ausencia de manifestaciones clinicas. De ahi, la enfermedad entra en la fase cronica, una etapa larga
y asintomatica o latente de la infeccion.!"3! Esta comienza 2-3 meses después de la infeccion inicial y la parasitemia cae a
niveles indetectables. Carlos Chagas dividié a los individuos con enfermedad crénica en aquellos sin signos clinicos y
anormalidades en las pruebas de rutina (forma indeterminada) y los que tenian sintomas en una o mas pruebas (forma
determinada). Los pacientes cronicos indeterminados, que representan un 60-70%, tienen un favorable prondstico, baja
morbilidad y la misma mortalidad que la poblacion general, ademéas de que son capaces de realizar cualquier actividad. En la
mayoria de los casos, la fase cronica se presenta como la forma indeterminada, que puede evolucionar a la forma cardiaca,
digestiva o cardio-digestiva, las cuales aparecen después de 10-30 afios y consisten en la dilatacion del corazon y partes del
sistema digestivo. Entre el 1-3% de los pacientes que estan en la fase crénica indeterminada y que habitan zonas endémicas
evolucionan de la forma indeterminada a la determinada.?®3!2

A Aa

Figura 4: Al lado izquierdo, se aprecia una marca de romafia en el parpado izquiefdo del paciente, mientras que al lado
derecho se aprecia una marca de chagoma en la mano izquierda del infectado.
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2.1.2. Farmacos tripanocidas

Aunque la enfermedad de Chagas es una vieja zoonosis, su tratamiento es relativamente reciente. El actual tratamiento
humano con nifurtimox (NF, Lampit®) y benznidazol (BZN, Lafepe-Benznidazole, Laboratorio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco; Abarax®, Laboratorios Elea) se basa en una terapia empirica.’>

Es importante sefialar que los farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas deben tener un efecto en las
formas amastigotes intracelulares, que son formas productivas en el huésped vertebrado. Las formas epimastigotes y
tripomastigotes de estos huéspedes derivan de los amastigotes y, por esta razon, su respuesta a diferentes drogas tiene menos
importancia.* En la siguiente seccion se procedera a describir al nifurtimox y al benznidazol de una manera mas detallada.

2.1.2.1. Nifurtimox y Benznidazol

El Nifurtimox 3-metil-4-[(5-nitrofurfuriliden)amino]tiomorfolina-1,1-dioxido; figura 5) fue comercializado en 1972
como el primer firmaco para combatir el mal de Chagas (Lampit® en Brasil);?° otras fuentes indican que fue en 1965.% Es
eficaz contra el amastigote y tripomastigote del parasito.3¢-* Ha demostrado ser eficaz especialmente en la etapa aguda de la
enfermedad, en la cual presenta una cura del 76 al 80%;*>%¢ en infantes la cura es cercana al 100% y en nifios varia entre 60-
85%.37 Sin embargo, en la fase crénica el éxito se reduce al 20%> e inclusive menos (8%).4°
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Figura 5: Estructura quimica del Nifurtimox (1).

El mecanismo de accion de 1 consiste en la produccion de radicales libres, aniones superoxido, peroxido de hidrogeno
y metabolitos electrofilicos, producto de la reduccion del grupo nitro de la molécula por las nitroreductasas tripanotiona y
glutationa reductasa, proceso contra el cual 7. cruzi es deficiente en mecanismos contra el estrés oxidativo. Se ha demostrado
que ademas de la accion metabolica del farmaco en 7. cruzi, su incorporacion y transporte de esté por el parasito, es de gran
importancia.?*-3364! La duracién del tratamiento es muy variable, puede ser desde 30 a 120 dias.?®?3%3® Su produccion fue
discontinuada en 19914 (otras fuentes lo afirman en 1997)* debido a sus efectos secundarios y toxicidad.

El Benznidazol [N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida, figura 6] fue anunciado en 1974 e introducido en uso
clinico humano para Latinoamérica en 1978.2°4 Aligual que 1, es eficaz contra el amastigote y tripomastigote del parésito,3”4°
también es especialmente eficaz en la etapa aguda de la enfermedad,* en la que presenta un 80% de efectividad,*® en infantes
la cura es cercana al 100% y en nifios varia entre 60-85%.” Sin embargo, en la fase cronica su eficacia se reduce a un 20%° e

inclusive menos (8%).%°
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Figura 6: Estructura quimica del Benznidazol (2).

El mecanismo de accién de este farmaco consiste en unirse en forma covalente a los intermediarios de la
nitrorreduccion con los componentes del parasito: ADN, lipidos y proteinas; esto inhibe la sintesis y el papel de estos en el
parasito.*® Al igual que 1 produce radicales libres pero en menor medida.?* Este formaco se une de forma no intercalante a
través del surco del ADN, produciendo la ruptura de las hebras como consecuencia de su interaccion.’® La duracion del
tratamiento es muy variable, puede ser desde 30 a 120 dias.?>*¢ Su produccion fue discontinuada en 19914 (otras fuentes lo
afirman en 1997)*° debido a sus efectos secundarios y toxicidad.

El mecanismo de accién de 1y 2 se muestra simplificado en la figura 7.
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Figura 7: Mecanismo de accion de 1y 2 en 7. cruzi. El grupo nitro de ambos farmacos se reduce a radicales libres o
metabolitos electrofilicos por nitroreductasas relacionadas con el citocromo P450 de 7. cruzi. Los radicales libres derivados
de 1 experimentan ciclos redox con oxigeno y el H>O, es producido por accion de la superoxido dismutasa (SOD). Los
radicales libres derivados del oxigeno producido y los metabolitos electrofilicos se unen a proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, dafiandolas. En el parasito, la tripanotiona [T(SH)] y el glutation (GSH) neutralizan los metabolitos derivados de 1y

2 produciendo conjugados de farmaco-tiol que se metabolizaran adicionalmente a mercapturatos en el huésped mamifero.
y debido a sus importantes efectos colaterales y eficacia

Los radicales libres se neutralizan por oxidacion de GSH reducido o T(SH).. La tripanotiona reductasa reduce la tripanotiona

moderada,? se ha restringido su uso.* Cabe destacar que la efectividad del tratamiento suele ser diversa debido a la variabilidad
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2.2. Leishmaniasis
2.2.1. Generalidades

La leishmaniasis se refiere a un complejo de enfermedades tropicales desatendidas importantes causadas por parasitos
protozoarios del género Leishmania y afecta las regiones mas pobres del mundo y a los paises en desarrollo.® Los trastornos
que causa esta parasitemia llevan a altos niveles de morbilidad y mortalidad con un amplio espectro de complicaciones
clinicas.*? A pesar de ello, la leishmaniasis sigue siendo una de las enfermedades mas olvidadas del mundo, hasta hace pocos
afios.*® Esta afeccion se ha vuelto un problema de salud publica, complejo y cosmopolita.?®

Las cifras que caracterizan en la actualidad a la leishmaniasis son preocupantes: se estima que 350 millones de personas
estan en riesgo de infectarse;®*>#*47 aproximadamente hay 12 millones de infectados en el mundo®**46484° y en cuanto a los
nuevos casos cada afio se estiman varios datos, siendo los mas conservadores entre 900,000 a 1.3 millones® y los mas
alarmantes que consideran 2 millones de nuevos casos anualmente.****’ La mortalidad también se incluye en estos datos, siendo
el niimero mas conservador de 20,000-30,000%° y el mas alarmante de 60,000 muertos anuales.*

En cuanto a la distribucion de la enfermedad, esta se reconoce como endémica en 88 paises, 435!

sin embargo algunas
fuentes citan que son 98 paises endémicos;***’ cabe destacar que su presencia aumenta especialmente en 4reas de tropicos y
subtrépicos.*® La mayoria de los paises afectados son aquellos que estan en vias de desarrollo.**® Basado en la distribucion
geografica, la enfermedad se divide en la leishmaniasis del Viejo Mundo (Europa, Asia, Africa) y la del Nuevo Mundo
(América).*® Las variantes que presenta este padecimiento son la leishmania visceral y la cutinea,*® siendo la primera més letal
y la segunda mas frecuente, ya que de los 2 millones de infectados anuales, 500000 padecen la variante visceral mientras que
1.5 millones poseen el trastorno cutineo.*® El enfoque de este trabajo va dirigido al padecimiento cutdneo y mucocutdneo.
Alrededor del 95% de esta variante ocurre en las Américas, la cuenca mediterranea, Oriente Medio y Asia Central.**>° En la
figura 8 se muestra la distribucion antes descrita de la forma cuténea de la leishmaniasis.'

Organizacion Mundial
de la Salud

Numero de nuevos
casos de leishmandasis
cutanea reportados en

2013

=500

B 1 000- 4990
[ Casos reportados no autoctonos
B 100-009 P
" [ [ Sin datos
Jo [ No aplicable

Figura 8: Distribucion mundial de la leishmaniasis cutanea alrededor del mundo en 2015.!

Como en otros paises latinoamericanos, en México la leishmaniasis afecta a los sectores mas vulnerables y marginales
de la poblacion.’! Al igual que con la enfermedad de Chagas, la SSA en asociacién con la Notificacion Semanal de Casos
Nuevos de Enfermedades, la DGE y el INEGI han llevado a cabo la recopilacion de la morbilidad y mortalidad de este mal, el
cual se puede resumir en la tabla 2.
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Tabla 2: Morbilidad y mortalidad nacional reportados por la DGE y el INEGI de la leishmaniasis cutanea en el periodo

2014-2016; se incluyen los grupos de edad y regiones estatales mas afectados.

Afio 2014 2015 2016
Numero total de infectados'? 459 447 450
Mortalidad" 2 2 1
Grupos de edad mas afectado a) 10-14=45 a) 15-19=69 a) 15-19=52
(morbilidad)' b) 15-19=43 b) 20-24=57 b) 25-44=153
c) 20-24=47 c) 25-44=126 ¢) 50-59=57
d) 25-44=143 d) 50-59=156
e) 50-59=49
) 65y+=41
Estados mas afectados Veracruz, Yucatan, Morelos, Jalisco, Oaxaca, Tamaulipas, Estado de México,
Quintana Roo, Chiapas, Hidalgo, San Luis Potosi'*!3

Al igual que el mal de Chagas, la leishmania ha requerido una respuesta rapida y eficaz, y cuyas medidas han sido:'

- Diagnodstico temprano y rapida instauracion del tratamiento.

- El control de los vectores con insecticidas en aerosol, mosquiteros, la gestion del ambiente y la proteccion personal.
- Vigilancia eficaz de la enfermedad para el seguimiento de la misma y la adopcion de medidas durante las epidemias.
- El control de los reservorios animales, aunque este resulta complejo y debe adaptarse a la situacion local.

- La movilizacién social y el fortalecimiento de alianzas que informen a las comunidades.

Aun con todo esto, factores como la pobreza impiden un adecuado saneamiento de las comunidades. La malnutricion
aumenta el riesgo de que la leishmania progrese a su forma mas letal. La movilidad de la poblacién no inmunizada a zonas
deforestadas o anteriormente boscosas a menudo se asocia con epidemias de leishmania, ya que existe la posibilidad de toparse
con reservorios residuales del vector. Los cambios climaticos y ambientales afectan enormemente la incidencia y la migracion
de los brotes de esta enfermedad, siendo los responsables de afectar el desarrollo del parasito y la propagacion a zonas que
antes no eran endémicas. Finalmente, el uso de insecticidas para eliminar los vectores o controlarlos sigue siendo una buena
opcidn, pero no estéa totalmente corroborada su eficacia bajo diversas circunstancias.*

2.2.1.1. Agente etiologico

El agente etiologico responsable de la leishmania y sus diversas variables son los protozoarios flagelados del género
Leishmania.? Lamayoria de las especies de leishmania circulan en la naturaleza en focos (“nichos”) de transmision no estaticos,
donde insectos hematofagos flebotomineos actiian como vectores y los mamiferos silvestres como reservorios.

Los flebotomos hembra requieren sangre para su reproduccion; es por ello que pican a humanos o animales. Estos
insectos se conocen generalmente en México por el nombre de mosca chiclera, jején, quemador, papalotilla y palomilla.>'3 En
el mundo se han descrito més de 800 especies de flebotomineos, de los cudles, 88 especies se consideran vectores potenciales.?®
Otras fuentes apuntan a que son solo 70 las especies involucradas como vectores o transmisores.’! En México existen
aproximadamente 50 especies de las 530 reportadas de flebotominos en América.>

El descubrimiento del agente etiologico y sus reservorios, a diferencia de la enfermedad de Chagas, fue un proceso
mas complejo que llevo varios afios, entre lo que destaca:

- El médico espafiol Cosme Bueno describe, en 1764, la leishmaniasis cutanea en Peru, atribuyendo la enfermedad a la
picadura de un pequefio insecto llamado "uta".>

- En 1908, Nicolle aisl6 el parasito de una lesion cutdnea y establecié la similitud entre formas cutineas y viscerales de la
enfermedad con respecto al agente causal.*’

- En 1912, Harald Seidelin, rindi6 en su informe, en octubre de 1912, los que quiza fueron los primeros casos reportados
de leishmania cutdnea en Yucatan; estos se daban en trabajadores que extraian chicle y en quienes observé lesiones

ulcerosas predominantemente en las orejas, de lo que surgié el nombre de "ulcera de los chicleros".>*

Las especies reconocidas y no totalmente reconocidas como patdgenas se enlistan en la tabla 3.
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Tabla 3: Especies reconocidas de leishmaniasis como patogenas o con sospechas de serlo.

L. major L. infantum (L. chagasi) L. mexicana (L. pifanoi) L. panamensis
L. tropica L. martiniquensis L. amazonensis (L. L. shawi
L. killicki L. “siamensis” garnhami) L. lainsoni
L. aethiopica “Especie de Ghana” L. venezuelensis L. naiffi
L. donovani (L. archibaldi) L. waltoni L. linderbergi
L. braziliensis L. colombiensis
L. peruviana
L. guyanensis

* Azul = Viejo Mundo
* Rojo = Nuevo Mundo
* Subrayado = En estudio

En resumen, hasta la fecha se conocen 57 especies diferentes de leishmania, de las cuales 54 son reconocidas y 3 sélo
se han aislado o se posee muy poca informacion acerca de ellas. De éstas 54 especies, se reconoce que 22 son patogenas para
el ser humano y que 21 estan bien identificadas>® y de las cuéles, L. mexicana es el objeto de estudio en este trabajo.

2.2.1.1.1. Morfologia del parasito

Leishmania posee caracteristicas morfologicas y moleculares diferentes, segun sea el huésped y la especie, pero se
han descrito 2 estadios en su ciclo evolutivo, los cudles se describen a continuacion:>?®

- Promastigote: Forma del parasito durante su estancia en el intestino del vector, producto de la transformacion del
amastigote adquirido del huésped. Fusiforme, mide entre 12 y 20 pm por 2 a 4 um de ancho.

- Amastigote: Forma intracelular obligatoria del parasito en las células del sistema fagocitico mononuclear (SFM),
especialmente macrofagos. Transformacion del promastigote infectivo al ser inoculado intracelularmente en el huésped
vertebrado, con un diametro de 2.5 a 5 um. Una vez dentro del organismo vertebrado, se reproduce rapidamente,
rompiendo la célula huésped donde fueron inoculados.

En las figura 9 se pueden observar la apariencia de los diversos estadios del parasito ya descritos anteriormente.

; “"

Figura 9: Al lado izquierdo, amastigotes invadiendo macrofagos (tefiidos de morado); al lado derecho un promastigote
pasando por un proceso de division.’

2.2.1.1.2. Ciclo bioldgico de la leishmaniasis

La enfermedad se transmite por la picadura de la hembra de la mosca de arena, adquiriendo el parasito al ingerir sangre
con células infectadas de huéspedes vertebrados.?® En el intestino del transmisor, el parésito inicia un proceso de maduracion
y diferenciacioén que dura entre 4 y 25 dias, en el cual los amastigotes se transforman en promastigotes prociclicos. Esta entidad
se torna en un promastigote metaciclico infectivo, sufriendo cambios en su composicion que le permiten al parasito
desprenderse del epitelio intestinal y migrar a la cavidad bucal del diptero. Al picar de nueva cuenta, el mosquito inocula al
promastigote infectivo del huésped vertebrado, en el que los macréfagos de la piel, células de Langerhans o monocitos
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circulantes lo fagocitan. Una vez dentro de la célula huésped, los promastigotes se diferencian de nuevo a amastigotes, los
cudles proliferan y rompen la célula huésped. Los amastigotes liberados infectan células vecinas y el ciclo se cierra cuando un
nuevo mosquito pica al huésped infectado.? Este ciclo se resume en la figura 10.5

Etapas enlamosca de arena Etapas en humanos

o Mosca de arena ingiere sangre

(ingesta dela etapa del a £ Los promastigotes son

Division en el intestino v agocitados por macrofagos
u ofro tipo de celulas

g - A promastigote en la piel)
migracion a la proboscides - ,
e — fagociticas mononucleares

v

T

Amastigotes se transforman en la o
etapa de promastigotes en el intestino

Promastigotes se
transforman en amastizgotes

Ingestion de

céhulas infectadas e Mosca de arena ingiere sangre
(ingesta de macrofagos

A\ = Etapa infectante mfectados con amastigotes)

A\ = Etapa de diagnéstico
Figura 10: Ciclo resumido de la infeccion por leishmaniasis a través del vector flebotomo en el humano.>®
2.2.1.1.3. Desarrollo y sintomatologia de la enfermedad
La leishmania cutanea presenta 2 diferentes manifestaciones:
- Leishmania cutdnea localizada: Se distingue por la presencia de ulceras unicas (~60-70% de los casos) o multiples; mas
del 80% de los pacientes las desarrollan.>® Algunas veces los pacientes se curan de manera espontanea en un lapso de seis

meses a dos afios, excepto cuando la lesion ocurre en la oreja, donde es crénica y mutilante.>?¥ Sin embargo, alrededor de
un 33% de los enfermos presentan reinfeccion. En la figura 11 se puede apreciar este tipo de leishmaniasis.

Figura 11: Lesiones leishmanicidas en extremidad superior y pabellon auricular. Ambas lesiones son lesiones localizadas.

- Leishmania cutanea difusa: Se caracteriza por falta de respuesta inmune celular hacia antigenos de leishmania, lo que
permite la diseminacion del parasito en toda la piel.® Esta forma clinica es dificil de tratar y no hay una resolucion
espontanea.’ Las especies principales causantes de esta variedad son L. mexicana, L. amazonensis 'y L. aethiopica.%>® La
figura 12 da una muestra del caracter fisico de esta variante.
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Figura 12: Leishmaniasis difusa en el abdomen, pecho, térax y extremidades en un paciente varon.

La leishmania mucosa 0 mucocutanea es considerada una manifestacion aparte de la variante cutanea. Conocida como
espundia en Peru y en Bolivia, cursa con invasion y destruccion de la mucosa nasofaringea y puede ser desfigurante. E1 90%
de los casos se reportan en Bolivia, Brasil y Per(1.® Se observan patrones que van desde pequefias lesiones estacionarias en la
cavidad nasal hasta amputaciones del tabique nasal.>?® La variante antes descrita es resistente a la terapia convencional.*® Las
principales especies causantes de esta manifestacion de la parasitosis son L. braziliensis, L. guyanenesis, L. panamensis, L.
peruviana 'y L. aethiopica.®** La figura 13 muestra el aspecto de las lesiones mucocutaneas.

%
Figura 13: Leishmaniasis mucocutanea manifestada en diversos pacientes con niveles diferentes de graveda

d 56,59

2.2.2. Farmacos leishmanicidas
2.2.2.1. Farmacos principales

Durante afios, la leishmaniasis ha sido tratada con una gama relativamente amplia de medicamentos que, con el paso
de los afios, ha provocado que esta enfermedad se vuelva resistente a los mismos, sin embargo, siguen siendo las primeras
opciones, ya sea por falta de recursos o porque su combinacion los hacen mas efectivos. La tabla 4 engloba los principales
farmacos leishmanicidas que se usan en la actualidad.
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Tabla 4: Principales medicamentos leishmanicidas usados en la actualidad con sus respectivas caracteristicas.

Variedades de
antimoniales
pentavalentes:
estibogluconato de
sodio/Pentostam® (3) y
antimoniato de
meglumina/Glucantime
® (4)

«0 O

OH

hg, >

“"oOH 0
OH 3

Su mecanismo no se conoce a totalidad. Se plantea que el Sb* es un profairmaco que se
convierte a Sb*3 por el parasito o macréfago donde se aloja este para la actividad leishmanicida,
disminuyendo la capacidad de reduccion de tioles de leishmania. Esto inhibe la tripanotiona

reductasa que resulta en la acumulacién de disulfuro de tripanotiona,'?!'%7 provocando estrés
oxidativo en el parésito.'%®

I
o T

H OH

Su administracion por periodos de 28-30 dias presenta una eficacia de 35-95%, dependiendo la
zona. Son los medicamentos mas utilizados para el tratamiento de leishmaniasis, a pesar de su
variable efectividad en la variante visceral y cutanea.'®

Amfotericina B (5) y sus
variantes (Fungizone® y
AmBisome®)

Esta molécula se une al ergosterol, el principal esterol sintetizado en hongos y membranas de
leishmania, promoviendo la formacioén de un complejo binario que proporciona permeabilidad
a la membrana celular por la formacion de poros y la subsecuente promocion de la afluencia
de iones, especialmente potasio,** en el parasito que conducen a su muerte.*

Su administracion por periodos de 15-20 dias seguidos o alternados presenta una eficacia mayor
al 90%. Sus derivados como el complejo lipidico y las formas liposomal y coloidal reducen los
efectos adversos y mejoran la farmacocinética y la biodisponibilidad. Hasta el momento no se
conoce resistencia a este medicamento por parte de los parasitos.®?
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Miltefosina (6)

(Impavido®) (o]
1]

A P N
3071 \0/\/ +N
6

Las investigaciones apuntan a que la molécula interfiere en la composicion de la membrana
celular inhibiendo el metabolismo de fosfolipidos y afectando también la sintesis de
fosfatidiletanolamina, debido a una disminucion en la colina. La miltefosina disminuye el
potencial de membrana mitocondrial del parésito y la actividad de la citocromo ¢ oxidasa,® la
cual es responsable de mantener estables los niveles de ATP intracelular.

Su administracién por periodos de 28 dias presenta una eficacia en Africa de 60-93% y en Asia,
mas especificamente en India, la cifra se eleva al 94%. Generalmente se considera eficaz y
seguro en el uso de la variante visceral y algunas especies que causan la variante cutdnea.®

Pentamidina (7)
NH NH

H,N NH,

o/\/\/\o
7

Se une al ARNt e inhibe la aminoacilaciéon y traducciéon de la replicacion del parésito.®
Ademas, la pentamidina interfiere con la recepcion o la funcion de las poliaminas,*? las cuales
son muy importantes para el crecimiento y la proliferacion celular.®? Una serie de experimentos
han demostrado que la pentamidina actia como un inhibidor de los transportadores de arginina
y poliamina en lugar de como un sustrato,® inhibiendo la topoisomerasa II mitocondrial del
parisito.%

Su administracion por 8 dias, ofrece una eficacia del 35-96% dependiendo la especie de
parasito. Provee un tratamiento de corto tiempo.®} Usada en la variante visceral y mucocutanea
de la parasitemia.®’

El padecimiento cutaneo presenta una alta heterogeneidad en su cuadro clinico, acompafiado de complicaciones y
diversas respuestas, por lo que su tratamiento es mas complicado. A pesar de lo anterior, es un hecho que, historicamente, el
tratamiento contra el padecimiento cutaneo ha hecho uso de antimoniales pentavalentes como fairmaco de primera eleccion en
paises endémicos, a pesar del riesgo de resistencia que existe contra el firmaco,* debido a la considerable cantidad de afios
que se han usado, esto es aproximadamente 70 afios.*?
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2.3. Arginasa
2.3.1. Generalidades
2.3.1.1. Funcién y estructura

Las enzimas presentes en la biosintesis de poliaminas se han estudiado cada vez mas como dianas farmacoldgicas para
el tratamiento de enfermedades parasitarias como la leishmaniasis, ya que las poliaminas son esenciales para el crecimiento y
la supervivencia del parasito. Por ejemplo, la ornitina descarboxilasa es una enzima critica en la biosintesis de poliaminas que
cataliza la descarboxilacion de L-ornitina para producir putrescina y diéxido de carbono (esquema 1). La ornitina
descarboxilasa es inhibida irreversiblemente por D,L-a-difluorometilornitina (DFMO, figura 14), la cual se usa para tratar
pacientes con Trypanosoma brucei gambiense (enfermedad del suefio africana). DFMO también es citotoxico para L. donovani
y promastigotes de L. infantum. Sin embargo, cuando esta molécula se prueba en ratones o hamsters infectados con los parasitos
de leishmania antes mencionados, solo logré disminuir la infeccién, mas no curarla. Por tanto, la ruta de poliamina de
leishmania es un objetivo potencial y valido para el tratamiento de este parésito.®

La arginasa precede a la ornitina descarboxilasa en la ruta biosintética de las poliaminas. La arginasa cataliza la
hidrdlisis de L-arginina para producir L-ornitina y urea y, de este modo, regula el flujo de L-ornitina para la biosintesis de
poliaminas (esquema 1). Al agotar las concentraciones locales de L-arginina en los sitios de infeccion, la arginasa también
suprime la respuesta inmune en parte al reducir la generacion de o6xido nitrico derivado de L-arginina por los macrofagos
activados. Por lo tanto, la arginasa juega un papel critico no s6lo en la biosintesis de poliaminas, que es esencial para el
crecimiento y la supervivencia del parasito, sino también en la evasion de la respuesta inmune del huésped contra el parasito
invasor (figura 14). Pruebas con los inhibidores de arginasa N®-hidroxi-L-arginina (NOHA) y nor-N®-hidroxi-L-arginina (nor-
NOHA, figura 15) demostraron la reduccion en el crecimiento de L. infantum y L. major en macrofagos y ratones, por lo tanto
se valida a la arginasa como objetivo farmacolégico para el tratamiento de la leishmaniasis.®®

o
+
H;N
N~ "NH, + NO
_ H Oxido nitrico
o o
L-citrulina NO sintasa
NH RRCILELITERD . +
W JL i Arginasa: H;N +
3 H NHz ‘enmmmmmmnas . NH3 + co(NHz)z
_ . - L-ornitina Urea
o) (o) L-arginina o o
Ornitina
JFUTRRRE . descarboxilasa
:Espermidina:
+ i sintasa

H3N\/\/\N+H """""""" g H.N + .
2 < N N"NH. + Diéxido de carbono

3
+ /\) SAMPA Putrescina
H;N

Espermidina *SAMPA = S-adenosilmetiltiopropilamina

Esquema 1: Via metabolica para la sintesis de las poliaminas en el parasito L. mexicana. Cabe destacar que este proceso
también se encuentra en el ser humano.
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Figura 14: A continuacion, una breve explicacion del recorrido de la L-arginina en el macrofago infectado. L-arginina puede
ser transformada por iONS en NOHA y, posteriormente, en citrulina y NO; con base en éste se sintetizan especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno que conducen a la muerte del parasito. La otra ruta es que la arginasa I del mamifero huésped
convierta la L-arginina en L-ornitina y urea para, posteriormente, convertirse en putrescina por parte de ODC. La putrescina
se convierte en espermidina por la EspmdSin y en espermina por la EspmSin. La putrescina y espermidina pueden ser
captadas por el parasito y llevar a cabo sus propios procesos metabolicos para proliferar. Estas respuestas deben ser
controladas por el huésped mamifero para limitar la patologia y permitir una respuesta inmune efectiva.®

A todo esto, cabe afadir que inhibir la actividad de la arginasa disminuye la presencia de espermidina en el parasito,
esto provoca una disminucion en la sintesis de tripanotiona, un ditiol de bajo peso molecular encargado del control en el estrés
oxidativo del parasito. Se sintetiza a partir de espermidina y con la accion de la tripanotiona reductasa y la adicion de glutation.
Adicionalmente, ésta molécula participa en la sintesis de desoxirribonucledtidos y en la descomposicion de perdxidos. También
interactiia con varios electréfilos en la desintoxicacion de oxoaldehidos, metales y drogas (esquema 2).7°

NH, o

HO H\)LH/YO

H3N 2 GSH (glutation)

Espermldma 2ATP 2 ADP

+2Pi H,
Tripanotiona Tripanotiona [T(SH),]
sintetasa Metales, drogas, [T(SH),]-complejos:
| oxoaldehidos - detoxificacion y

extrusion

Esquema 2: Sintesis de la tripanotiona a partir de la espermidina con la tripanotiona reductasa.
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Figura 15: Estructura de los inhibidores de las enzimas en la via de las poliaminas.

La arginasa de L. mexicana es fuertemente inhibida por inhibidores de la arginasa tipo I humana. De particular interés
es el acido-(2S5)-amino-6-boronohexanoico (ABH), que es el mas conocido hasta la fecha. El inhibidor isostérico S-(2-
boronoetil)-L-cisteina (BEC) y el nor-NOHA ya mencionado®® también son inhibidores importantes (figura 15).

La arginasa es una metaloenzima trimérica estabilizada por interacciones idnicas intermoleculares (por ejemplo,
puentes salinos) y enlaces de hidrogeno que presenta 2 iones de manganeso (Mn?*) en su sitio catalitico, los cuéles se coordinan
en forma octaédrica u octaédrica distorsionada por 2 residuos de histidina, 4 residuos de aspartato y 2 moleculas de agua, pero
una de ellas se torna en un ion hidroxido en la forma cataliticamente activa de la enzima (figura 16). Las distancias y geometrias
de coordinacion de los iones manganeso son esencialmente idénticas tanto en la arginasa humana tipo I como la arginasa de
leishmania (figura 17). Un panorama mas completo de las enzimas arginasas se muestra en la figura 18.%%
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Figura 16: Sitio catalitico de la enzima arginasa de L. mexicana sin ningtn ligante (entrada PDB 4ITY). Atomos e
interacciones intermoleculares estan codificados por colores: amarillo para carbono, azul para nitrogeno, rojo para oxigeno,
esferas rosadas para iones Mn?* y esferas rojas para solvente. La coordinacién del metal e interacciones del enlace de
hidroégeno se representan como lineas discontinuas azules y verdes. *D = aspartato, H = histidina. ®®
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Figura 17: Superposicion de arginina de L. mexicana (codificado por los colores de la Figura 24) y sitio catalitico de la
arginasa humana tipo 1 (entrada PDB 2ZAV, atomos e interacciones son de color azul claro). Los residuos correspondientes a
la arginasa de L. mexicana y arginasa humana tipo I son negros y rojos, respectivamente. *D = aspartato, H = histidina.

—— Hélice alfa

Bucle o "Loop

Hélice alfa

Figura 18: Superposicion de los monomeros (izquierda) y trimeros (derecha) del complejo arginasa L. mexicana-ABH y el
complejo arginasa humana tipo I-ABH (entrada PDB 2AEB). Los atomos estan codificados por colores de la siguiente
manera: complejo arginasa L. mexicana-ABH, amarillo para proteina y verde para ABH y iones Mn?*; complejo arginasa
humana tipo I-ABH, azul grisiceo para proteina y rojo oscuro para ABH y iones Mn?*. Nétese que cada mondmero esta
conformado de 2 hélices alfa y un bucle; la unién de 3 estructuras de este tipo forma el trimero.*®

Como se ha visto, tanto el hombre como L. mexicana presentan la enzima antes descrita, por lo que es importante
identificar y conocer la similitud entre ambas proteinas Al momento de comparar la identidad de la secuencia de aminoacidos,
seglin se determina mediante el alineamiento de la proteina por pares y la alineacion de la secuencia basada en la estructura, la
similitud existente entre ambas moléculas es del 39.1%,”" sin embargo, como se explico anteriormente, hay residuos
importantes para el sustrato que tienen en comiin ambas enzimas y, que en términos practicos, son iguales.
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2.4. Acoplamiento molecular (docking)
2.4.1. Generalidades

El disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC) consiste en aplicar procedimientos realizados por
computadora para relacionar la actividad de un compuesto con su estructura quimica. Los objetivos principales del DiFAC son
tres: descubrir moléculas activas, optimizar moléculas activas ya conocidas y seleccionar, de un grupo de estructuras, a los
candidatos que tengan mayor o menor probabilidad de convertirse en farmacos exitosos. De esta manera, el uso de métodos
computacionales puede ayudar a descubrir y disefiar estructuras quimicas que tengan las propiedades adecuadas para el proceso
de desarrollo de un farmaco.”

El DIFAC cobra cada vez mayor importancia en la investigacion y desarrollo de medicamentos. Esto se ha favorecido
por el nimero de aplicaciones exitosas de métodos de computo para el desarrollo de compuestos que actualmente se encuentran
en el mercado. El DIFAC forma parte de un esfuerzo multidisciplinario y estd conformado por una serie de disciplinas
cientificas que abarcan modelado molecular, quimioinformatica, quimica tedrica y quimica computacional. A pesar de los
avances en el desarrollo de programas computacionales, la aplicacion adecuada de las técnicas no es trivial y deben estar
integrados con pruebas experimentales. Al igual que las pruebas experimentales, las metodologias computacionales deben
validarse para encontrar los parametros dptimos que den resultados confiables.”

Muchos farmacos ejercen su accion debido a su interaccion con una macromolécula presente en el organismo.
Tomando este principio, las estrategias del DiFAC se dividen en dos partes principales:’?

(a) Disefio basado en la estructura del ligante: Los métodos que se agrupan en esta area se centran en el estudio de la
estructura quimica de la molécula con actividad biologica. A esta ultima nos referimos como ligante.

(b) Disefio basado en la estructura del receptor. Los métodos que corresponden a esta estrategia consideran la estructura
tridimensional de la macromolécula con la que interactua el ligante. Nos referimos a la macromolécula como receptor.

De esta manera, la eleccion del método computacional empleado depende, en primera instancia, si se conoce o no la estructura
del ligante y del receptor. Cuando se conocen ambas se puede hacer uso de las dos estrategias. Sin embargo, cuando no se
conoce ninguna, hay que generar primero informacion experimental.

Desde hace tiempo la estructura tridimensional de muchas proteinas se conoce experimentalmente y, con ello, se
pueden aplicar procedimientos computacionales para el disefio de moléculas con actividad biologica. Una fuente muy comun
de obtencion de estructuras tridimensionales de biomoléculas es el Protein Data Bank (RCSB). Esta base de datos publica
contiene la estructura tridimensional de miles de proteinas obtenidas por cristalografia de rayos X y resonancia magnética
nuclear. Uno de los métodos de disefio basado en la estructura del receptor y que hoy en dia es mas empleado, es el acoplamiento
(del inglés docking) molecular automatizado.”

2.4.2. Concepto y fundamento

El objetivo del acoplamiento molecular es buscar la conformacion y posicion optima de un ligante dentro de un blanco
molecular o la posicion y conformacién més favorable de 2 macromoléculas (figura 19).”® El acoplamiento molecular requiere
de la etapa de “‘busqueda’’ y la etapa de ‘‘evaluacion’’. La busqueda se refiere a la exploracion del espacio configuracional
accesible para el ligante dentro del receptor. El objetivo es encontrar la orientacion y conformacion del ligante que corresponda
al minimo global de la energia libre de unién. Por su parte, la etapa de evaluacion se refiere a la asignacion de un valor numérico
a cada una de las configuraciones generada durante la etapa de busqueda. Esto permite establecer un orden entre las diferentes
posiciones y configuraciones encontradas. Generalmente, aquella posicion con la mejor evaluacion es la que representa el modo
de unién mas probable. La prediccion o calculo del modo de union de un ligante con su receptor es muy valiosa para el
entendimiento del modo de accién de moléculas con actividad bioldgica.” La afinidad entre ligante y receptor refleja el balance
existente entre basicamente cuatro factores:”
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o Depende del conjunto de interacciones establecidas entre los grupos quimicos presentes en el ligante con los
residuos del receptor. Dichas interacciones comprenden una gama de contribuciones diversa, tanto en su
contribucion energética como en su direccionalidad, incluyendo, entre éstas, puentes salinos, puentes de
hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo o de van der Waals.

o Esta afectada por la desolvatacion del ligante y receptor en el proceso de formacion del complejo.
o Lainteraccion puede conllevar cambios estructurales tanto en el ligante como en el receptor.

o El cambio entrépico traslacional y rotacional asociado a la formacion del complejo, asi como a la pérdida de
flexibilidad conformacional intramolecular. Estos factores tienen un impacto negativo en la afinidad, que es
compensado con la contribucion positiva debida a la energia de interaccion entre ligante y receptor.

El éxito del disefio de farmacos reside en la optimizacion del balance entre dichos factores. Ello conlleva a la
concepcion de una estructura quimica con una distribucion espacial de grupos funcionales que maximice la
complementariedad entre ligante y receptor. De esta forma, se utiliza el concepto de farmacoforo para designar el conjunto de
requisitos geométricos y quimicos esenciales que debe presentar un compuesto para poder interaccionar de forma efectiva con
su diana macromolecular ['*

En consecuencia de lo anteriormente expuesto, el acoplamiento molecular es un auxiliar muy 1til para el disefio de
nuevas estructuras. Otra de sus aplicaciones es la evaluacion en la computadora de una gran cantidad de moléculas organizadas
en lo que se conocen como bibliotecas virtuales.”” Aunque hay que hacer pruebas experimentales para comprobar las
predicciones, los experimentos se realizan con un namero reducido de compuestos. De esta manera, el acoplamiento molecular
se emplea para hacer mas eficiente y reducir los costos de la investigacion.

AG union

—_—
— e

Figura 19: Complejo proteina-molécula cuya estabilidad viene representada por una energia de union (AGugisn)

En las ultimas dos décadas, se han desarrollado mas de 60 herramientas y programas de acoplamiento diferentes para
uso académico y comercial, como DOCK, AutoDock, FlexX, Surflex, GOLD, ICM, Glide, Cdocker, LigandFit, MCDock,
FRED, MOE-Dock, LeDock, AutoDock Vina, rDock, UCSF Dock y muchos otros. Aunque las estrategias en la ubicacion del
ligante difieren una de otra, estos programas se categorizan ampliamente por enfoques de construccion incremental, como
FlexX hasta algoritmos basados en forma (es decir, DOCK), algoritmos genéticos (GOLD), técnicas de busqueda sistematica
(Glide, Schrodinger, Portland, OR 97201) y simulaciones de Monte Carlo (LigandFit). Con la excepcion de GOLD, casi todos
los programas de acoplamiento tratan al receptor como rigido.”
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Recientemente, se evaluaron diez programas de acoplamiento. El rendimiento de los programas académicos en la
prediccion de las mejores poses de un ligante con su proteina se ajusta al siguiente orden: LeDock (57.4%) > rDock (50.3%) ~
AutoDock Vina (49.0 %) > AutoDock (PSO) (47.3%) > UCSF DOCK (44.0%) > AutoDock (LGA) (37.4%), y el de los
programas comerciales confirman el siguiente orden: GOLD (59.8%) > Glide (XP) (57.8%) > Glide (SP) (53.8%) > Surflex-
Dock (53.2%) > LigandFit (46.1%) > MOE-Dock (45.6%). Las tasas de éxito promedio de los programas comerciales para
predecir los mejores modos de unién son 54.0% y 67.8%, mientras que los programas académicos presentaron tasas de éxito
de 47.4% y 68.4%, respectivamente. Esto muestra que todos estos algoritmos de acoplamiento pudieron explorar el espacio
conformacional para generar modos de union correctamente en los sitios del receptor suficientemente bien para un conjunto
diverso de complejos proteina-ligante. Estos resultados muestran que la diferencia entre los programas comerciales y
académicos es minima, a pesar de que la capacidad de predecir la union del ligante que presentan los programas comerciales
es ligeramente mejor que la de los programas académicos desde una perspectiva global.”
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2.5. Bencimidazoles
2.5.1. Generalidades

El bencimidazol (8) es un compuesto planar, heteroaromatico y biciclico en el que el anillo de benceno se fusiona a
las posiciones 4 y 5 del anillo de imidazol’®”” (figura 20).

2

Figura 21: Estructura molecular de 8.

Esta molécula posee un equilibrio tautomérico bien conocido, que se da cuando el hidréogeno unido al nitrogeno, en
posicién 1 del anillo, migra ficilmente a la posicion 3,77%7° como se observa en la figura 22, inciso (a). Cuando la estructura
presenta sustituyentes, este fendémeno conduce a mezclas en equilibrio de compuestos asimétricamente sustituidos.®® Por
ejemplo, el 1,5-dimetil-1H-bencimidazol (10) y el 1,6-dimetil-1H-bencimidazol (11) son compuestos diferentes [figura 22,
inciso (b)]. 10 presenta un punto de fusién de 93-94 °C, mientras que el de 11 es de 73-74 °C.%!

(b)

N
\ No son \>
iguales

10 \ 11

Figura 22: (a) Equilibrio tautomérico en el nucleo de 8; (b) Comparacion de estructuras entre 10 y 11.
En cuanto a sus propiedades fisicas, se pueden describir los siguientes puntos:

a) Punto de fusion: La introduccion de grupos en la posicion 1 disminuye drasticamente los puntos de fusion. Sin
embargo, la adicion de grupos en otras posiciones, especialmente aromaticos, aumenta el punto de fusion.®?

b) Solubilidad: Cuando hay sélo hidrogeno en la posicion 1, 8 y sus derivados son mas solubles en disolventes
polares y menos solubles en disolventes no polares. La adicion de grupos no polares aumenta la solubilidad en
disolventes no polares y la adicién de grupos polares aumenta la solubilidad en disolventes polares.?

c) Alta estabilidad: Pueden destilarse sin problemas; 8 puede destilarse hasta 300 °C sin sufrir cambios, bajo altas
presiones, medios 4cidos o soluciones alcalinas.””$?

d) Caracteristicas acidas y basicas: 8 es débilmente basico [pKa; = 5.6 y pKa, = 12.9, aunque estos valores varian
entre las fuentes (figura 23)],”7"3838 esto permite que los derivados de 8 sean solubles en 4cidos diluidos, aunque

también son lo suficientemente acidos para ser solubles en soluciones alcalinas.

H
Ay ) N
pKa; =5.6 pKa1—129 N
12 Hz 13 Hz g H

Figura 23: Equilibrios acido-base de 8.
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2.5.1.1. Usos de los bencimidazoles

El potencial terapéutico del nucleo de bencimidazol se remonta a 1944, cuando Woolley especul6 que el bencimidazol
puede actuar de forma similar a las purinas para provocar algunas respuestas biologicas. Cinco aflos mas tarde, Brink identifico
al 5,6-dimetilbencimidazol como producto de degradacion de la vitamina B, y, posteriormente, descubrié que algunos de sus
derivados tenian actividad similar a la vitamina B),. Estos informes generaron proyectos de investigacion para explorar este
nucleo en actividades variadas.3%8 Afios después, este nticleo se hall6 en el alcaloide quealiquinona; el cual se aislé a partir de
una especie de esponja micronesiana de tipo botdn amarillo de las especies Leucetta.?

En los 50°s, las investigaciones en torno al bencimidazol fueron descubriendo las aplicaciones de esta estructura. A
principios de los afios sesenta, se desarrollaron fungicidas de plantas y mas tarde antihelminticos veterinarios basados en
bencimidazol. En 1962, este nticleo daria un paso vital con el tiabendazol, el primer bencimidazol desarrollado y autorizado
para uso humano.®

Hoy en dia, el uso del nticleo del bencimidazol en la industria farmacéutica es innegable, tan es asi que un estudio,
sobre todos los medicamentos aprobados por la FDA, demostrd que esta estructura se encuentra en el lugar 15 de los 25
heterociclos mas frecuentes en los firmacos aceptados por esta institucién, teniendo un total de 13 compuestos asignados.”®

A lo largo de los afios se ha informado de numerosos compuestos que contienen unidades de bencimidazol y que
exhiben propiedades tales como analgésicos, antibacterianos, anticancerigenos, anticonvulsivantes, antidiabéticos,
antimicoticos, antihipertensivos, antiinflamatorios, antipaliidicos, antimicrobianos, antioxidantes, antiparasitarios, coagulantes,
anticoagulantes, antiproliferativos, antiulcerosos, antituberculosos, antivirales, ansioliticos y antialérgicos.””!

En la tabla 5 se enlista la actividad farmacobioldgica de los derivados de bencimidazol con ejemplos representativos
de antiparasitarios, tema de este trabajo.

Tabla 5: Aplicacion del nicleo de bencimidazol como antiparasitario.

N i
: H R, =H (22),
: R, =S(CH,),CHj; (14), SC4H; (15), :i NHCO,CH(CHj3), (23)
COC¢H; (16), SOCcH; (17), ERTEereees e
i (CH);CH; (18), O(CH,),CH;3 (19), i
i CO-4-F-C¢H, (20), SO(CH;3),CH; (21) iiC o N :
5 D—s'i
: N
: ¢ H :

Albendazol (14), tiabendazol (15), mebendazol (16), cambendazol (17), parbendazol (18), flubendazol (19), fenbendazol
(20), oxfendazol (21), oxibendazol (22), ricobendazol (23), triclabendazol (24).7678:82.92.93

El albendazol, mebendazol y flubendazol han sido probados en carcinomas hepatocelulares y colorectales, gliomas y
cancer intestinal.* El tiabendazol esta siendo investigado para ser reposicionado como un agente de disrupcion vascular.”
El parbendazol, fenbendazol, oxfendazol y oxibendazol son de uso veterinario.”®°

En vista de la aplicacion de bencimidazoles como antiparasitarios, nuestro grupo de trabajo, ha sintetizado compuestos
bencimidazoélicos contra una amplia variedad de parésitos. A través de DIFAC, se han desarrollado y probado compuestos del
tipo 2-(N-bencil)bencimidazol, cuyo objetivo fue actuar de manera selectiva en la enzima arginasa de L. mexicana y en
promastigotes de este parasito. Maldonado!'® desarrollo el modelo computacional para dicho objetivo a través de un estudio de
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homologia de la arginasa, que no habia sido cristalizada hasta ese momento y obtuvo los primeros candidatos bencimidazolicos
que, tedricamente, serian buenos inhibidores de dicha enzima; mas adelante Méndez!"' sintetizo estos compuestos para probar
su efectividad con promastigotes de L. mexicana y, a partir de estos resultados, Mateus'?? preparo 21 compuestos del tipo 2-
(N-bencil)bencimidazol para explorar el modelo computacional de Maldonado a nivel experimental con promastigotes de L.
mexicana. Estos compuestos, a diferencia de los propuestos por Maldonado y obtenidos por Méndez, presentan sustituciones
con grupos funcionales en las posiciones 5 y 6 para retardar su metabolismo. Los buenos resultados obtenidos en la inhibicion
de la proliferacion de promastigotes y la enzima arginasa de L. mexicana con los compuestos sintetizados por Mateus, dieron
como resultado la publicacion de un articulo.!* Los compuestos y datos mas sobresalientes de dicho articulo se muestran en la
figura 24 y en la tabla 6.

o HO
4
4 3 3
5 N 5 N ,
N2 NH \>—NH
6 N\ 6 1N\ cl
7 1 8A 7 9A
/
o HO
5 4 3 5 4 3
cl N cl N
\ 2 \ 2
NH NH
6 H 6 N cl
7 1 11A 7 1\ 19A

Figura 24: Compuestos mas activos contra L. mexicana reportados por nuestro grupo de trabajo (la numeracion de los
compuestos corresponde a la asignada en el articulo donde se publicaron estos y la adicion de la letra A es para evitar
confusiones con compuestos numerados de manera similar en el texto).

Tabla 6: Capacidad inhibitoria y citotoxica de 8A, 9A, 11A y 19A comparado con la miltefosina y

amfotericina B, farmacos de referencia para este ensayo contra promastigotes de L. mexicana.

SA 3.21+0.89 1020 + 8.5 317.75
9A 13.98 +£1.83 196.44 £ 3.34 14.05
11A 14.53 £ 1.54 65.59+4.17 4.51
19A 8.01 £1.38 318.94 £3.83 39.84
Miltefosina 15.34+£0.36 157.03 £2.86 10.23
Amfotericina B 0.95 +£0.0598 6.19+1.614 6.5

* Clso uM = Concentracién més baja del compuesto que inhibe el 50% del crecimiento del parasito después de su incubacion.
** CCso uM = Concentracion que produce la citotoxicidad del 50% de las células J774.2 (macréfagos de ratén BALB/C).
***[S = ndice de selectividad

En la tabla 6 puede observarse que ninguno de los compuestos es capaz de igualar en Clsy a la amfotericina B, sin
embargo, en el indice de selectividad cada uno de ellos supera a esta en gran manera, salvo por 11A, motivo por el cual no
puede ser una molécula lider para ensayos posteriores. Por otro lado 8A, 9A y 19A son superiores a la amfotericina en cuanto
a IS y ademas, presentan mejores valores de Clso e IS que la miltefosina. 9A presentd un valor muy parecido al de esta ultima
en cuanto a IS por lo que también se descartd como molécula lider. Finalmente, se decidid usar a 8A como lider para ensayos
posteriores, entre los cudles se incluye el trabajo aqui presentado. Su excelente valor de Clso, CCso y alto indice de selectividad
hacen de 8A el candidato perfecto de este proyecto para ensayos y modificaciones posteriores.
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Con base en los datos experimentales obtenidos y publicados, se ha considerado, para este trabajo, hacer dos
modificaciones en 8A: el metileno del fragmento bencilico y la posicion 5(6) del bencimidazol. Dichas modificaciones se
pueden observar en la Figura 25. Estos cambios tienen los siguientes propdsitos:

- Determinar si la actividad observada por la presencia de atomos de cloro en la posicion 5 y 6 es resultado de la
naturaleza quimica del haldgeno en cuestion o simplemente la presencia de un grupo funcional en esas zonas no es
necesaria. La introduccion de un grupo carboxamida es la opcion mas viable debido a la dificultad que conlleva
hidrolizar estos grupos funcionales en el organismo'® y a que, generalmente, aumentan la solubilidad de los
compuestos organicos en medios acuosos. %’

- Determinar como el efecto antiparasitario es alterado por la introduccion de un grupo carbonilo en el fragmento
bencilico; dicho fragmento restringira los estados conformacionales de 8A.

- Los resultados de éstas modificaciones permitiran comprender y establecer los requerimientos estructurales que
potencializan y mejoran la actividad de 8A contra la arginasa y los promastigotes de L. mexicana.

—0
4 3 (o)
5 N, y
M)—NH
6
— 1 FJBT-1 —
o 4 3 > ’ \ o 7 1 )
JL 5 N JL 6 N/
HZN N 2 HZN 2
NH o ,>—N|-|
6 N 3 5 N
FJBT-2
7 1\ FJBT-5 4 4 3
N >
N—NH
6 N
— o 7 1\ —o
o o Compuesto 8A o o

HNJL54 ;23\* |-|NJL671N/2
2 N\>—N'|-| 2 />—N?-I-

N
4 3 FJBT-3

7 1\ FJBT-4
Figura 25: Modificaciones propuestas a 8A encerradas en el recuadro verde, dando lugar a la serie de compuestos FIBT.

El alto indice de selectividad de 8A, hace de esta molécula un candidato seguro para diversos ensayos. Entre estos esta
ser un posible tripanocida y dar hincapié a investigar, de manera inicial, el potencial de 8A en esta area; diversas publicaciones
reportadas en la literatura muestran series comunes de compuestos que han sido evaluados para dos o mas parasitos diferentes,
tanto por serendipia como por un disefio computacional: L. mexicana y T. cruzi con derivados del bencimidazoles,'® L.
donovani y T. cruzi con derivados de 2,3-dihidroimidazo[1,2-a]bencimidazol,'’” L. donovani, T. brucei rhodiensis y T. cruzi
con mimetizadores de esteroles, 1% por lo que las posibilidades de publicar este trabajo no son descartadas por una evaluacion
bioldgica de caracter mixto. Se planeo utilizar los productos resultantes inicialmente contra epimastigotes de 7. cruzi, debido
a que estos no evolucionan de manera tan rapida como los tripomastigotes.
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2.5.1.2. Vias de sintesis

Histéricamente hablando, el primer bencimidazol que se sabe, fue sintetizado por el hombre, lo hizo en 1872
Hoebrecker, 834 quien obtuvo 2,5-dimetil-1H-bencimidazol (25) al reducir 2-nitro-4-metilacetanilida (26) con estafio y acido
clorhidrico, como se observa en el esquema 3.

NH o u N
—_— \>_
NO, N
26 25

Esquema 3: Sintesis de 25 por reduccion de 26 en medio acido.

Con el transcurso de los afios, las técnicas y metodologias de sintesis han evolucionado y dado paso a un sinfin de
métodos para obtener la tan deseada estructura heterociclica aqui expuesta. Los bencimidazoles sintetizados en este trabajo
tienen como base al 2-amino-1H-bencimidazol, por lo que se expondran brevemente los métodos para obtener este derivado.

2.5.1.2.1. A partir de 1,2-diaminoarenos

Es el método mas versatil para sintetizar bencimidazoles e implica la reaccion de 1,2-diaminoarenos (27) con especies
carbonilicas principalmente. Esta via puede dar paso a diversos derivados, los cuales se mencionaran a continuacion:

- Los haluros de ciandgeno y la cianamida reaccionan con un 1,2-diaminoareno para dar el respectivo 2-amino-1H-
bencimidazol (28). El bromuro de ciandgeno (29) ofrece rendimientos usualmente altos. La cianamida (30), calentada en
la presencia de acido clorhidrico es un sustituto adecuado de los haluros de ciandgeno en éstas reacciones. Un imidato
funcionalizado, amplia el alcance del procedimiento sintético a los 2-amino-1H-bencimidazol. Ya sea dimetil
arilditioimidocarbonatos (31) o sus derivados de dicloro correspondientes (32) quienes se pueden convertir en 2-
(arilamino)bencimidazoles (33) con buenos rendimientos (esquema 4).”’

NH, N _N N
z 7 S—NH
+ Br ] HZN 2

29 30 N
27 28
Ar
NH,
S N N \>_
. e \r/ SAr Z “Ar — NH
0 N
NH, S 3 32 1 H
27

Esquema 4: Sintesis de 28 y 33 por medio del uso de diversos reactivos.

29




3 Planteamiento del problema

La leishmaniasis y la tripanosomiasis son un problema a nivel nacional e internacional, ambas enfermedades han
desarrollado resistencia a los farmacos de eleccion, lo que hace necesario investigar nuevas moléculas que sean capaces de
combatir éstas parasitos; los bencimidazoles se han reportado como agentes antiparasitarios efectivos, entre ellos el compuesto
8A sintetizado en nuestro grupo de investigacion, lo que plantea el siguiente problema:

(Es posible que de las modificaciones en el compuesto 8A, obtenido por DIFAC y probado experimentalmente, surjan
compuestos que tengan actividad inhibitoria sobre la arginasa y promastigotes de L. mexicana, asi como también algtin efecto
en los epimastigotes de 7. cruzi?

4 Hipotesis

- Los compuestos que surjan de las modificaciones en el compuesto 8A, tendran actividad contra promastigotes de L.
mexicana y un posible efecto antiparasitario contra epimastigotes de 7. cruzi.

- Las modificaciones hechas en 8A en el fragmento bencilico y en la posicion 5(6) del bencimidazol permitiran conocer
los requerimientos estructurales que desvirtiian o mejoran la actividad de las moléculas sintetizadas contra L. mexicana
y daran una pauta para empezar a comprender las requeridas en 7. cruzi.

5 Objetivos

5.1. Objetivos generales

- Sintetizar y evaluar la serie FIBT in vitro contra la enzima arginasa y los promastigotes de L. mexicana y
epimastigotes de T. cruzi.

- Simular la afinidad de los compuestos sintetizados por acoplamiento molecular (docking) en la enzima arginasa de
L.mexicana.

5.2. Objetivos particulares

- Sintetizar la serie FJBT que presenta un grupo carboxamida en la posicion 5(6) del anillo bencimidazolico y un grupo
carbonilo en el fragmento bencilico para evaluar su influencia en la inhibicidn parasitaria.

- Determinar la afinidad experimental de los compuestos sintetizados para la arginasa de L. mexicana para evaluar y
comparar sus resultados con la simulacion computacional del docking de arginasa.

- Evaluar la actividad de las moléculas sintetizadas en cultivos de promastigotes de L. mexicana y epimastigotes de 7.
cruzi; con base en la informacion obtenida, se determinaran los requerimientos estructurales que deben tener las
moléculas para potencializar y mejorar su actividad en estudios posteriores.
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6 Metodologia experimental

6.1. Sintesis quimica
6.1.1 Secuencia de sintesis para la preparacion del intermediario 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol y sus

derivados 5(6)-carboxamida

La preparacion de los 2-amino-1-metil-1H-bencimidazoles y sus respectivos derivados carboxamida esta representada
en los esquemas 5-7, donde se desarrollan las rutas utilizadas para la obtencion de cada molécula. Como puede observarse,
existen 3 rutas y 3 productos intermediarios de los cuales se desprenden las 6 moléculas finales descritas en el capitulo 2 de
este escrito. Cada ruta se describira brevemente a continuacion:

Ruta A
H H
a ~ b NO
_> _>
34 NO, NO, NH,
35 36 .
84.7% Cuantitativo

N
)—NH,
N

37 42.6%

Esquema 5: Sintesis del 2-amino-1H-bencimidazol. (a) CH3NH,-HCI, K,COs, etanol, 150 °C; (b) H,, Niquel Raney al 30%,
metanol, t.a.; (¢) BrCN, MeOH, 50 °C.

Ruta A: Preparacion de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (37) a partir de 1-cloro-2-nitrobenceno comercial (34). 34
fue sometido a una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica (S~Ar) en un reactor a presion y 150 °C con metilamina
liberada a partir de la reaccion de su correspondiente clorhidrato y carbonato de potasio, con lo cual se obtuvo N-metil-2-
nitroanilina (35, 84.7%). Mas adelante, la reduccion catalitica de 35 con Niquel Raney al 30% permiti6 la sintesis N’-
metilbenceno-1,2-diamina (36, cuantitativo). Posteriormente el cierre de anillo de 36 con bromuro de cianégeno en una mezcla
metanol/agua a 50 °C y el subsecuente ajuste de pH a 7, resulté en la formacion del 2-amino-1H-bencimidazol (37, 42.6%)
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Ruta B
o
Ho OH
_> _>
NO,
38 90% 95.7%
c
o o o
H e H d H
N
H,N ~ <« H:N - HOJI\GE A
NH, N()2 NO
42 4
l Cuantitativo 61% 87.1%
)k@ >_NH2
44 83%

Esquema 6: Sintesis del 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida. (a) Me>SO4, K»COs, DMF/acetona, 50 °C; (b)
KOH, etanol/agua, reflujo; (¢) CH3NH,-HCIl, K,CO3, agua, 120 °C; (d) CDI, NH3, DMF, t.a.; (e) H,, Pd/C al 10%, metanol,
t.a.; (f) BrCN, metanol, 60 °C.

Ruta B: Preparacion del 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (157) a partir de acido 3-hidroxi-4-
nitrobenzoico (38) comercial. 38 fue dimetilado con sulfato de dimetilo en una mezcla DMF/acetona a 50 °C, lo cual resultd
en la formacion de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39, 90%). En el siguiente paso, 39 fue hidrolizado en una mezcla
etanol/agua a reflujo con hidroxido de potasio y la mezcla resultante se acidifico a pH = 3 consiguiendo el acido 3-metoxi-4-
nitrobenzoico (40, 95.7%). Mas adelante, mediante el uso de un reactor a presion, 40 fue sometido a una reaccion de sustitucion
nucleofilica aromatica (SnAr) a 120 °C con metilamina liberada a partir de la reaccion de su correspondiente clorhidrato y
carbonato de potasio; terminada la reaccion se acidifico a un pH = 1-2 con lo cual se obtuvo el acido 3-(metilamino)-4-
nitrobenzoico (41, 87.1%). El tratamiento de 41 con CDI en DMF originé el N-acilimidazol intermediario el cual, sin aislar, se
hizo reaccionar con amoniaco gaseoso burbujeado en la solucion de DMF para obtener 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42,
61%). Otros tratamientos como el uso de cloruro de tionilo y PyBOP fueron también probados, sin embargo fue el CDI la mejor
eleccion. 42 fue reducido cataliticamente con Pd/C al 10% en metanol puro para sintetizar la 4-amino-3-(metilamino)benzamida
(43, cuantitativo). 43 se sometid a un cierre de anillo con bromuro de cianégeno en metanol a 60 °C y el subsecuente ajuste de
pH a 7, permiti6 la obtencion de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44, 83%).
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Ruta C

o (o] o
NO, a NO, b NO,
HO ——3» HO —3» H,N
H/ N/
45 46 47

H
Cuantitativo 76%
c
(o]
(o]
N d
2 \>—NH2 <€¢—— H,N 2
N
\ N
49 97% 48 H
Cuantitativo

Esquema 7: Sintesis de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida. (a) CH;NH,-HCI, K,COs, agua, 120 °C; (b) CDI,
NH3, DMF, t.a.; (¢) Hz, Pd/C al 10%, metanol, t.a.; (d) BrCN, metanol, 60 °C.

Ruta C: Preparacion del de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49) a partir de acido 4-cloro-3-
nitrobenzoico (45) comercial. Inicialmente, 45 fue sometido a una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica (SxAr) en un
reactor a presion y 150 °C con metilamina liberada a partir de la reaccion de su correspondiente clorhidrato y carbonato de
potasio; mas adelante la mezcla de reaccion se acidifico a un pH = 1-2 con lo cual se obtuvo el acido 4-(metilamino)-3-
nitrobenzoico (46, cuantitativo). El tratamiento de 46 con CDI en DMF origind el N-acilimidazol intermediario el cual, sin
aislar, se hizo reaccionar con amoniaco gaseoso burbujeado en la solucion de DMF para obtener 4-(metilamino)-3-
nitrobenzamida (47, 76%). Otros tratamientos como el uso de cloruro de tionilo y PyBOP fueron también probados, sin embargo
fue el CDI la mejor eleccion. 47 se redujo cataliticamente con Pd/C al 10% en metanol puro para sintetizar la 3-amino-4-
(metilamino)benzamida (48, cuantitativo). Finalmente, 48 se sometid a un cierre de anillo con bromuro de cianégeno en
metanol a 60 °C y el subsecuente ajuste de pH a 7, permiti6 la obtencion de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(49, 97%).

6.1.2. Secuencia de sintesis para la preparacion del 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-
il)benzamida, N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol y sus derivados 5(6)-carboxamida

La preparacion de los 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida, N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-
1H-bencimidazol y sus derivados 5(6)-carboxamida esta representada en los esquemas 8-10, donde se desarrollan las rutas
utilizadas para la obtencion de cada molécula. Como puede observarse, existen 3 rutas y 6 productos finales. Cada ruta se
describira brevemente a continuacion:
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Esquema 8: Sintesis de 8A y FIBT-1. (a) 2-metoxibenzaldehido, irradiacion de microondas a 160 °C; (b) NaBH4, metanol,

4 °C; (¢) Acido 2-metoxibenzoico, CDI, DMF, 80 °C

Ruta A: Preparacion de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A) y 2-metoxi-N-(1-metil-1H-

bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1) partiendo del compuesto 37. En un inicio, el tratamiento de 37 con

2-

metoxibenzaldehido bajo irradiacion de microondas a 160 °C permitio la formacion de (E)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)-
1-(2-metoxifenil)metanimina (50), el cual, sin tratamiento de purificacion alguno, se us6 en el siguiente paso. 50 fue suspendido

en metanol a 4 °C, agregando lentamente borohidruro de sodio y obteniendo finalmente a 8A (50%). Con el uso de acido
metoxibenzoico y CDI en DMF se consigui6 la sintesis de FJBT-1 (36%).

/
o/ o
o ()
H_N / b H_N
2 )—N — » 2 )—NH
N N 40.6%
51 FJBT-2
2 /
o
o ()
N/ J °
H,N c H,N
2 />—NH2 —_— 2 />—NH
N N 22%
44 FJBT-3

Esquema 9: Sintesis de FJBT-2 y FIBT-3. (a) 2-metoxibenzaldehido, irradiacién de microondas a 160 °C; (b) NaBHs,,
metanol, 4 °C; (¢) Cloruro de 2-metoxibenzoilo, trietilamina, DMF, t.a.

2-
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Ruta B: Preparacion de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2) y 2-(2-
metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3) partiendo del compuesto 44. Inicialmente, el
tratamiento de 44 con 2-metoxibenzaldehido bajo irradiacion de microondas a 160 °C permitio la formacion de (E)-N-(1-metil-
1 H-bencimidazol-2-il-6-carboxamida)-1-(2-metoxifenil)metanimina (51), el cual se usé directamente sin tratamiento alguno
para el siguiente paso. 51 fue suspendido en metanol a 4 °C, agregando borohidruro de sodio y produciéndose FJBT-2 (40.6%).
La reaccion entre 51, cloruro de 2-metoxibenzoilo y trietilamina en DMF permiti6 la sintesis de FIBT-3 (22%).

/

d o
0 0
N ,—<2 > b N
Hat \>—N/ — HZNJ\@: H—NH
N N
\ \

fyprs  0-63%
52 )
Ruta C a
/
o
o
N I N
H,N H,N
2 S—NH, —» 2 S—NH
N N 35.3%
\ \ FJBT-4

49

Esquema 10: Sintesis de FJBT-4 y FIBT-5. (a) 2-metoxibenzaldehido, irradiacion de microondas a 160 °C; (b) NaBHa,
metanol, 4 °C; (¢) Cloruro de 2-metoxibenzoilo, trietilamina, acetona, t.a.

Ruta C: Preparacion de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4) y 2-[(2-
metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5) partiendo del compuesto 49. El procedimiento fue
practicamente el mismo que la ruta B, sin embargo, para la formacion de FIBT-5 se utiliz6 acetona para suspender a 49 y el
cloruro de 2-metoxibenzoilo.
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6.2. Acoplamiento molecular (docking)
6.2.1. Preparacion de la proteina arginasa de L. mexicana con diversos inhibidores (claves PDB 41U0,
41U1, 41U4, 41U5, 5HJ9, SHJA)

Para tratar la enzima arginasa de L. mexicana, inicialmente, cada estructura disponible de la enzima se descargd de
http://www.rcsb.org/ en formato “.pdb”. La tabla 7, muestra el codigo de las enzimas, su resolucion y el inhibidor con el que
se cristalizaron.

Tabla 7: Enzimas descargadas de http://www.rcsb.org/ y sus caracteristicas.

4100 1.77 (I)H
+
H;N Bion Acido- (28)-amino-6-
boronohexanoico (ABH)
o0~ Yo
41U1 1.95 + H
H;N NYNHz nor-N®-Hidroxi-L-
HNI arginina (nor-NOHA)
o~ o +~OH
41U4 1.8 OH
+ I
H.N B
3 $7\~"SOH S-(2-boronoetil)-L-cisteina
_ (BEC)
o o
41U5 1.95 +
H;N
NH,
6 o L-ornitina
5HJ9 1.28 ?H
N B. - .
W OH Acido-(R)-2-amino-6-borono-2-
H3+N "’r/_o_ [2-(piperidin-1-il)etillhexanoico
o
SHJA 1.65

Acido-(R)-2-amino-6-borono-2-[1-(3,4-
diclorobencil)piperidin-4-il|hexanoico

Cl

\
JE-OH
HO

Cl

Cada estructura se sometio a una preparacion previa con Maestro Schrodinger®, cuyo menu “Protein Prepraration
Wizard” tiene diversos modulos que generaron enzimas utiles para el docking, los cuales se mencionan a continuacion:
2

- Preprocesamiento: Examen de la proteina para revisar si no hacen falta 4&tomos, residuos de aminodcidos u otros
errores en la estructura, consecuencia de una inadecuada cristalizacion de la enzima u otros factores; el modulo Prime®
produce los residuos faltantes (SHJ9 necesitd esta correccion). Adicionalmente, el médulo Epik® calculd la estructura,
conformacion y estado de ionizacion de la enzima conforme a un intervalo determinado de pH (7.0£2.0).
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- Revision y modificacion: Eliminacion o anadidura de moléculas o 4tomos presentes en el sistema tales como agua,
cofactores, inhibidores, metales, disolventes, etc. En este caso se prepar6 una version de cada enzima donde se elimind
toda molécula de agua ya que, como se menciono en la seccion 2.3.1.1, la enzima requiere agua como catalizador, sin
embargo, ninguna de las enzimas descargadas mostro tener agua en el sitio activo, s6lo en los alrededores de la misma,
por lo que se considero arbitrario dejar agua alrededor del sitio activo sin que, ninguna de ellas tuviera cabida como
el catalizador realmente. También se eliminaron los inhibidores, solventes e iones.

- Optimizacion y refinamiento: El modulo optimiza la red de enlaces de hidrogeno y la orientacion de los residuos de
asparagina, glutamina e histidina, ya que la orientacion de los grupos hidroxilo (o tiol), los grupos carboxamida
terminales en asparagina, glutamina y el anillo de histidina no se puede determinar a partir de la estructura de rayos
X. Voltear los grupos de amidas terminales y el anillo de histidina puede mejorar las interacciones carga-carga con
los grupos vecinos, asi como mejorar los enlaces de hidrogeno,'” mientras que el refinamiento aplica un campo de
fuerza, el cual ignora los movimientos electronicos y calcula la energia de un sistema como una funcion de las
posiciones nucleares solamente (energia potencial).''? Para este procesamiento se us6 el campo de fuerza OPLS 2005.

Una vez corregida la proteina, se usé el menu “Receptor Grid Generation”, el cual prepar6 el sitio activo de la enzima
para ser usado en el docking. Para ello, este modulo genera el “grid” o la caja donde se centrara el docking; para ello solamente
se especificaron los residuos del sitio activo que son H114 y H139 (histidinas 114y 139), D137, D141, D243 y D245 (aspartatos
137,141, 243 y 245)%% y el tamafio del grid que se utilizo tuvo una dimensién de 15 X 15 X 15 A.

6.2.2. Preparacion de los ligantes

Al igual que la proteina, los ligantes tuvieron un tratamiento similar. Para este caso, Maestro Schrodinger® posee el
menu denominado “LigPrep”, el cual determino la conformacion con menor energia para 8A y la serie FJIBT de diversos
ligantes introducidos. Este mentl también aplicé un campo de fuerza OPLS 2005 y utilizé Epik® para calcular los estados de
ionizacion de cada ligante al mismo pH que se utilizo para la proteina. Para tener una referencia de la eficiencia de union al
sitio proteico, entre los ligantes también se incluyeron los diversos inhibidores con los cuales se cristalizaron las enzimas.

6.2.3. Obtencion y recopilacion de datos

En la obtencion de resultados, se utilizo el mena “Ligand Docking” de Maestro Schrodinger®, el cual ejecuta el
acoplamiento molecular entre la caja y los ligantes minimizados. Este se configuro para obtener resultados XP (extra precision),
ligantes minimizados por Epik® y un campo de fuerza OPLS_2005. El programa emite una serie de resultados con 2 parametros
fundamentales: “State penalty” (estado de penalizacion) y XP GScore. Mientras mas pequefio sea el valor del estado de
penalizacion mas estable y probable sera esa conformacion y estado de ionizacion del ligante evaluado, en tanto que para XP
GScore, mientras mas negativo sea la energia de union, mas estable es la estructura simulada. Cuando del mismo ligante se
obtuvieron diversos estados de penalizacion y XP GScore, se eliminaron los menos estables y con energias de unién poco
favorecidas.

6.3. Evaluacion biologica

En lo referente al estudio de inhibicion de arginasa de L. mexicana, hubo problemas referentes a la purificacion de la
enzima. Hasta el momento de la escritura de este texto, se seguia trabajando para purificar la enzima y realizar el experimento.
El ensayo en promastigotes de L. mexicana se llevo a cabo durante la realizacion de este texto, pero los resultados no pudieron
obtenerse previo al término de este escrito debido a problemas con el crecimiento de los promastigotes, sin embargo, aunque
no se incluyan en este texto, son datos que podrian utilizarse a futuro para una publicacion. En cuanto al estudio de inhibicion
en epimastigotes de 7. cruzi, se presentd un problema similar con el crecimiento de los parésitos, por lo cual, no hubo
disponibilidad de los mismos para hacer los ensayos.
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7 Analisis de resultados

7.1. Analisis de la seccion quimica

Para imponer un orden en la presentacion de resultados de este trabajo, inicialmente se han colocado dos tablas que
engloban los resultados obtenidos en cuanto rendimiento y punto de fusion de materias primas y productos. Estos resultados
se muestran en las tablas 8 y 9.

AD1a O d d (] C DS d€ 10 0 DUC 0 CA14 0 ntetlizaag
Compuesto Disolvente de Rendimiento Punto de fusién Punto de fusiéon | R.f. Sistema de
recristalizacion (%) experimental (°C) literatura (°C) elucion
35 Eter de petroleo 84.7% 34.8-35.8 34-35M 0.84 I
30°-60°/etanol
36 n/a* Cuantitativo n/a* n/a* 0.52 11
37 Agua o 60% 204-205 200-202!2 0.26 11
tolueno/dioxano
39 n/a* 90% 91.8-92.5 90-93!13 0.71 \Y
40 Tolueno/metanol 95.7% 226.7-228.7 229-233!13 0.34 VI
41 Etanol 87.1% 275.1-276.4 272.0-272.8' 0.43 VI
42 Etanol 61% 228.0-228.5 No reportado 0.28 VI
43 n/a* Cuantitativo n/a* n/a* n/d** n/a*
44 Metanol 83% 308-309 No reportado 0.2 Vil
46 Etanol Cuantitativo 303.5-305.0 303-305'13 0.47 VI
47 Etanol 76% 249.9-251.5 242.9-243.5!16 0.28 VI
48 n/a* Cuantitativo n/a* n/a* n/d** n/a*
49 Metanol 97% 308-309 No reportado* 0.2 VIl
*n/a = No aplica
**n/d = No determinado
Tabla 9: Caracteristicas y rendimientos de los compuestos finales sintetizados.
Compuesto Disolvente de Rendimiento | Punto de fusion | Punto de fusion | R.f. | Sistema de
recristalizacion (%) experimental literatura (°C) elucion
°C)
50 n/a* n/d* n/d** No reportado 0.7 v
8A Metanol 50 164.1-165.4 165.9-166.52!! 0.2 v
FJBT-1 Metanol 36 145.5-147.3 0.54 I
51 n/a* n/d** n/d** 0.66 VIl
FJBT-2 Metanol 40.6 230.7-232.7 0.6 VIl
FJBT-3 Ciclohexano/metanol/etanol 22 282.4-284.0 No reportado 0.6 VII
52 n/a* n/d** n/d** 0.62 Vil
FJBT-4 Ciclohexano/metanol/etanol 35.3 227.3-228.4 0.6 VII
FJBT-5 Metanol 30.63 238.0-239.1 0.6 Vil

*n/a = No aplica
**n/d = No determinado

En lo referente a la parte sintética, en la seccion 6.1. se mostro una serie de esquemas donde se podia apreciar las rutas
que se siguieron para obtener los compuestos bencimidazoélicos deseados. Al observarlos detenidamente, se infiere que todo el
proceso ahi descrito se puede resumir en 5 pasos:
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(a) Preparacion de intermediarios

(b) SxAr (Sustitucion Nucleofilica Aromatica) con clorhidrato de metilamina
(c) Sintesis de carboxamidas

(d) Reduccion del grupo nitro y cierre de anillo con bromuro de cianégeno
(e) N-arilacion

(f) Aminacion reductiva

El paso (a) de la preparacion de intermediarios, implico la formacion de una molécula susceptible a una SxAr. Para la
sintesis de 8A y FJBT-1, este paso fue omitido, dado que en el mercado existia la materia prima necesaria: 1-cloro-2-
nitrobenceno. En el caso de FIBT-4 y FJBT-5 fue un caso similar, el mercado también proporcioné la molécula de partida
necesaria: acido 4-cloro-3-nitrobenzoico. Sin embargo, para FJBT-2 y FIBT-3 no existia una materia prima adecuada que
permitiera una SnAr y, por tanto, debia prepararse. Para ello, decidi6 utilizarse la metodologia reportada por Pérez!'4, la cual
procede inicialmente con una doble alquilacion del acido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico (38) con sulfato de dimetilo para obtener
el 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39); posteriormente este se hidrolizé al acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40) con KOH
en medio etanol/agua. Los rendimientos obtenidos fueron 90 y 95.7% respectivamente, por lo cual se obtuvo la materia prima
necesaria para la SyAr con buenos rendimientos; lo anterior se recoge y aprecia en el esquema 11.

o o o
OH a o b o
HO — » O N __ g HO ~
NO, NO, NO,
18 39 ggop 40 95.7%

Esquema 11: Sintesis de 40 como materia prima para SNAr. (a) 2.2 equivalentes de K,COs, 2.4 equivalentes de sulfato de
dimetilo, acetona/DMF (75:25), 45-50 °C por 3 horas; (b) 1.6 equivalentes de KOH, etanol/agua (60:40), reflujo por 2 horas,
H,SO,4.

De primera instancia, podria parecer que seria factible realizar la SyAr con clorhidrato de metilamina sobre el sustrato 39, pero
Soria'!” reporta que partir de tal molécula conduce a la formacién de una mezcla entre 40 y N-metil-3-(metilamino)-4-
nitrobenzamida (53) bajo las condiciones mostradas en el esquema 12, por lo cual fue necesario hidrolizar a 39.

o o o
H
N\

N
~N

NO, NO, NO,

39 41 53

Esquema 12: Obtencion de 41 y 53 al partir de 39. (a) 5 equivalentes de NH,CH3-HCl, 4 equivalentes de K,CO3, metanol,
140 °C por 48 horas, solucion acuosa de HCL.

Para el paso (b), referente a las SxAr, se contaron con las 3 materias primas base antes mencionadas. En el caso de la
SnAT de 1-cloro-2-nitrobenceno (34) con clorhidrato de metilamina, se utilizé la técnica reportada por Martinez!!8, obteniendo
un rendimiento de 84.7%; en el caso del acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (41) se sigui6 la metodologia reportada por Pérez y
Soria'"* 17 pero se hizo una modificacion con respecto a la temperatura. Pérez y Soria reportan una temperatura de 105 °C y
3 equivalentes de la amina antes mencionada; en el trabajo aqui reportado se utilizaron 3 equivalentes y una temperatura de
120 °C, resultando en un tiempo de 34 horas y un rendimiento de 87.1%. Finalmente, para el caso del 4cido 4-cloro-3-
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nitrobenzoico (45), se utiliz6 la misma metodologia que para 41 y con buenos resultados: 9 horas de calentamiento a 120 °C 'y
un rendimiento cuantitativo, hecho que puede explicarse a que el cloro es un mejor grupo saliente que el metoxilo. Todo esto

se resume en el esquema 13.
"
a
= (X
NO, NO,
35

84.7%
b

o o
H
o N
HO ~ ¢ HO N (b) 99%
(©) 92%
NO, d NO. (d)87.1%
39 41 2
o o
N/
45 46

H
Cuantitativo

HO

Esquema 13: Sintesis de los intermediarios de la seccion de SnAr. (a) 3 equivalentes de NH>CH3-HCI, 3 equivalentes de
K>CQOs, etanol, 150 °C por 5 horas; (b) 3 equivalentes de NH,CHj3-HCI, 4 equivalentes de K»COs3, agua, 105 °C por 5 dias,
solucion acuosa de HCI; (¢) 3 equivalentes de NH,CHj3-HCI, 4 equivalentes de K»COs, agua, 105 °C por 48 horas, solucion

acuosa al 20% de HCI; (d) 3 equivalentes de NH>CH3-HCI, 4 equivalentes de K,COs, agua, 120 °C por 34 horas, H,SOj.

En lo concerniente al paso (c), de la sintesis de amidas, hay mucho que explicar con respecto a la sintesis de las
carboxamidas. Inicialmente, se busco en la literatura alguna metodologia que permitiera reemplazar el grupo carboxilico de 41
y 46 por una carboxamidas. Altieri'"® y McClure'?’ reportan la sintesis de las carboxamidas antes mencionadas: 3-(metilamino)-
4-nitrobenzamida (42) y 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47), sin embargo, no dan especificaciones técnicas de las
cantidades y tiempo de reaccion; McClure reporta el uso del SOCI, para formar el cloruro de acido correspondiente y el
posterior burbujeé de NH3, pero no brinda mas detalles.

Con ello con antecedente, tanto el acido 3-metilamino-4-nitrobenzoico (41) como el acido 4-metilamino-3-nitrobenzoico (46)
se trataron bajo una misma metodologia:

- Se suspendieron en tolueno con agitacion vigorosa, afiadiendo 3 equivalentes de cloruro de tionilo y calentando a 90
°C con un bafio de aceite y siguiendo el avance de la reaccion formando el éster del cloruro de acido que se formaba;
el seguimiento mostrdo que a las 14 y 16 horas, respectivamente, las materias primas se habian agotado. Una
modificacion posterior, afiadiendo 3 gotas de DMF a la mezcla de reaccion, permitié que el tiempo de sintesis se
redujera a 1 hora y solo se necesitaran 2 equivalentes de SOCl.

- La destilacion de la mezcla de SOCl, a 90-140 °C, permiti6 retirar la mayoria del tolueno y cloruro de tionilo; la
mezcla se suspendié en 100 mL de DMF y se le burbujeé amoniaco.

- La eliminacion de la DMF por destilacion y la afiadidura de una solucion acuosa de hidréxido de potasio solubilizé a

la materia prima que no reacciond y el sélido que no se solubilizé se filtr6 a vacio; este se recristalizé y se le midio el
punto de fusion.
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La aplicacion de esta metodologia permitié obtener, en el caso de 41, un so6lido con un punto de fusion de 338.5-340.0 °C,
mientras que 46 produjo un soélido cuyo punto de fusion fue de 146.7-147.7 °C. Ambos se sometieron a RMN de 'H; también
se utilizéo EM (espectrometria de masas). Todo esto se resume en el esquema 14.

o o

H H
HO ~ N\ -
NO, NO
41 a 54 2 ¢
o — —  41; 338.5-340.0 °C
46; 146.7-147.7 °C

NO, NO, ]

HO

EaL
NH NH li | 1 hao

46 | 55 |

| b >\O NO,

56 |

Esquema 14: Resumen de la metodologia para la sintesis de carboxamidas a partir de 41 y 46. (a) 3 equivalentes de SOCla,
tolueno, 90 °C por 14 y 16 horas; (b) Calentamiento en metanol; (¢) Burbujed de NH3;, DMF, t.a.

Si bien no se dedujo la estructura de las moléculas obtenidas, hubo varios indicios de que no se obtuvieron las
moléculas deseadas. En primer lugar, el espectro de RMN 'H brind6 algunas pistas. En la figura 26, se puede apreciar el
espectro de RMN 'H de ambos compuestos y las constantes de acoplamiento J de cada uno.

Examinando la Figura 26, puede verse en el primer espectro, el cual fue sintetizado a partir de 41, algunos detalles
importantes. En la zona correspondiente de 8 ppm en adelante, no se ve ninguna sefial que corresponda al proton del acido
carboxilico del que se partio, por lo que se deduce que hubo una reaccion en esa zona de la molécula. En la zona que corresponde
a 7-8 ppm se aprecian un conjunto de sefiales que corresponden a 3 posiciones de un anillo bencénico: 7.29-7.31 (dd, J; = 8.4
Hz, J,=1.72 Hz), 7.73-7.73 (d, J = 1.68 Hz) y 7.94-7.96 (d, J = 8.4 Hz). La primera sefial denota un protén que presenta una
interaccion orto y meta, la segunda es una interrelacion meta de un proton y, finalmente, la tercer seiial presenta una constante
de acoplamiento que infiere la presencia de una interaccion orto, por lo que la estructura basica del anillo de este derivado
parece conservarse. Sin embargo, cuando se analiza el intervalo de 7-8 ppm no existen dos sefiales determinantes que indicaran
la presencia del producto deseado: una sefial que integrara para el proton N-H aledafio al grupo nitro y una sefial o sefiales que
integraran para los 2 protones de una carboxamidas CO-NH,. Tales sefiales no se encuentran e indican dos cosas: que el grupo
carboxamidas no estd presente en la estructura quimica aqui caracterizada y que el grupo 3-metilamino reacciono6 durante el
proceso de obtencion de la molécula deseada.

Finalmente, a 3.57 ppm aparece una sefial que integra para 10 protones, lo cual no resulta en nada congruente con la

materia prima o la molécula objetivo, ya que a 3.34 ppm aparece una sefial que integra para los 3 protones del grupo 3-
metilamino (HN-CHs).
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Figura 26: Espectros de RMN 'H en DMSO-ds de los compuestos obtenidos de 41 y 46.
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La evidencia presente aqui, se complementa con la encontrada al usar espectrometria de masas DART. En la figura
27 puede apreciarse el espectro de masas en baja resolucion del derivado de 41 y, como puede verse, ningun pico corresponde
a una m/z de 195+1; hay que recordar que DART promueve la formacion de iones de baja energia y, por lo tanto, no hay una
gran fragmentacion de la molecula,'?! con lo cual suele identificarse fAcilmente el ion molecular correspondiente a la molécula
buscada. El analisis antes descrito se resume en la figura 28.
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Sintetizado a partir de 41

117
74
ad
. No presente m/z = 195+1 425 s
278 agi
127 148
2 281
ol ]-|Lr|-ILJ. LL [
T R e e e o

miz

Figura 27: Espectro de masas de baja resolucion DART para el compuesto sintetizado a partir de 41.
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Sintetizado a partir de 41
Figura 28: Analisis de la estructura del derivado de 41.

Un vistazo nuevamente a la figura 26, remite al lector al espectro que corresponde al compuesto sintetizado a partir
de 46. Al igual que 41, presenta algunos detalles similares. En la zona correspondiente de 8 ppm en adelante, no presenta
ninguna sefial que corresponda al proton del acido carboxilico del que se parti6. En la zona de 7-9 ppm se aprecian un conjunto
de sefiales similares a 41 y que corresponden a 3 posiciones de un anillo bencénico cuya estructura basica no ha sido alterada:
7.08-7.10 (d, J = 9.08 Hz), 8.03-8.05 (dd, J; = 9.06 Hz, J: =2.04 Hz) y 8.73-8.73 (d, J = 2.08 Hz). La primera sefial denota un
proton que presenta una interaccion orto, la segunda es una interrelacion orto y meta de un proton y, finalmente, la tercer sefial
tiene una constante de acoplamiento que infiere una interaccién meta. A diferencia de 41, este espectro presenta una sefial en
8.48 ppm que indica la presencia del grupo 4-metilamino N-H, sin embargo, en el intervalo de 7-9 ppm no presenta alguna
sefial que indique grupos carboxamidas. En 3.14-3.16 ppm, existe una sefial que integra para 3 protones, los cudles corresponden
al grupo 4-metilamino HN-CH3; existe una sefial en 3.86 ppm que no fue capaz de asociarse a un grupo en especifico de la
molécula en cuestion. La evidencia aqui presentada indica que, aunque no reaccion6 el grupo amino, el grupo acido sufrié una
transformacion quimica que no fue la conversion a la carboxamidas deseada. Esto se complementa con lo encontrado en la
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espectrometria de masas DART. En la figura 29 puede apreciarse el espectro de masas en baja resolucion del derivado de 46 y
no hay una m/z de 195+1. Mas importante atn, Lopez''® reporta un punto de fusion totalmente diferente al obtenido
experimentalmente: 242.9-243.5 °C contra 146.7-147.7 °C La relacion m/z pareceria indicar que se obtuvo el éster metilico de
46 (210.1867 g/mol); el punto de fusién también pareceria apuntar a dicha conclusion (145.2-146.7 °C)'?, pero hay dos detalles
que contradicen esta teoria, el primero es que no se usé metanol durante la purificacion de este compuesto y al determinar el
Rfen el sistema V ambas sustancias no eluyeron igual: el éster de 46 tiene un Rf = 0.62 y el derivado desconocido de 46 es 0.
El analisis antes descrito se resume en la figura 30.
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Figura 29: Espectro de masas de baja resolucion DART para el compuesto sintetizado a partir de 46.
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Figura 30: Analisis de la estructura del derivado de 46.

Las evidencias anteriores mostraron que el uso de SOCI, no fue la mejor opcidn para sintetizar las carboxamidas 42 y
47 y, factores como la temperatura de destilacion del SOCl,, la entrada de humedad al sistema durante el enfriamiento del
sistema de destilacion y la alta insolubilidad de la materia prima y el cloruro de acido resultante fueron factores determinantes
para que esta via no fuera factible. Mas detalles se describen en el capitulo 10. Por ello, se optd buscar otras vias y, en este
caso, se ideo el uso de agentes acoplantes. En primera instancia se us6 PyBOP, cuya metodologia implico el uso de formamida
como medio para solvatar en la mayor medida posible todos los reactivos ya que, como se ha mencionado, los acidos 41 y 46
son muy insolubles. Sin embargo, a diferencia de la técnica anterior que burbujeaba el amoniaco desde un aparato externo, aqui
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se busco crear in situ el mismo a través de una sal de amonio, ya que el burbujed por esta via tuvo dificultades en la continuidad
del flujo. 41 y 46 se sometieron a la misma nueva metodologia: cada uno se depositd en formamida y se afiadieron 2
equivalentes de trietilamina para solvatar el acido en el medio. Mas adelante se afiadio PyBOP para formar el aducto en el
medio, todo bajo atmosfera de nitrégeno. Al igual que la metodologia con SOCl,, a esta reaccion se le dio seguimiento formando
el éster con metanol. Mas adelante se afladieron 3 equivalentes de trietilamina, para liberar los 5 equivalentes de amoniaco de
su respectiva sal. Depositada la sal de amonio y asegurado el estatus de consumo de materia prima por CCF, se agreg6 hielo
molido para precipitar del medio al compuesto sintetizado. Si bien, la CCF mostré un consumo casi total de las materias primas
41 y 46, gran parte de los productos obtenidos quedaron atrapados en la formamida. Lo obtenido se cristalizé en etanol y se
determinaron puntos de fusion. Todo se resume en el esquema 15.
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Esquema 15: Sintesis de carboxamidas a partir de 41 y 46. (a) 2 equivalentes de N(Et)s, 1.1 equivalentes de PyBOP,
formamida, t.a. por 2 horas; (b) Calentamiento en metanol; (c¢) 3 equivalentes de N(Et)s;, NH4Cl, t.a. por 2 horas.

Para el caso de 42 y 47, la literatura no da referencias de estos compuestos para poder corroborar su sintesis; Altieri'"®
y McClure'? no dan detalles, por lo que se decidié determinar las estructuras de los productos obtenidos a través de la RMN
"Hy 13C y la espectrometria de masas DART. Sélo se analizara a 472, ya que la resolucién de 155 seria practicamente la misma.
En la figura 31 se puede observar el espectro RMN 'H de 47?, asi como una versién en D>O.

Una mirada a la figura 30, en el espectro realizado sin D,O permite empezar a deducir varias cosas. De 8 ppm en adelante, no
hay sefial alguna que pudiera denotar la presencia del acido carboxilico de la materia prima, por lo que se deduce que tal grupo
ya no estd presente. De 7-9 ppm se aprecian un conjunto de 5 sefiales: 6.99-7.01, 7.26, 7.98, 8.01-8.03, 8.38-8.41, 8.65-8.65
ppm. Es bien sabido que sefiales provenientes de protones de aminas o de amidas suelen tener un aspecto ancho y poco definido,
sin embargo, es un criterio insuficiente para la asignacion e identificacidn de las sefiales provenientes de tales grupos. Para ello,
se decidi6 hacer un experimento con D-O, el cual disminuye la intensidad de protones intercambiables en el experimento de
RMN. En este se puede observar un cambio que debe mencionarse. El primero de ellos es la disminucion en la integracion de
sefiales, ya que el espectro normal, para la sefial simple 7.26 ppm integra para 0.97 protones; su andlogo en el espectro con
D,0, 7.28 ppm, integra para 0.3 protones.
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Algo similar sucede con las sefales 7.98 y 8.38-8.41 ppm y sus analogos 8.03 y 8.39-8.40 ppm respectivamente; la primera
sefial esta sobrepuesta con otra pero ambas integran para 1.94 protones, a diferencia del experimento con D,O donde la
integracion disminuye a 1.48 protones y la segunda sefial integra para 1.01 protones en el espectro sin D>O y 0.91 protones en
la otra modalidad, por lo que se deduce que éstas 3 entidades corresponden al grupo 4-metilamino y la carboxamida
correspondiente. Las sefales restantes describen una estructura bencénica con 3 sustituyentes y 3 posiciones libres: 6.99-7.01
ppm (d, J = 8.72 Hz, orto), 8.01-8.03 ppm (dd, J; = 9.04 Hz, J, = 2.12 Hz, orto y meta) y 8.65-8.65 ppm (d, J =2.16 Hz, orto).
Si bien, éstas caracteristicas e informacion obtenidas a partir del espectro de RMN 'H resulta en la clara obtencién del
compuesto deseado, dos pruebas mas resultaron determinantes para afirmar que el compuesto obtenido era el deseado: punto
de fusion y espectrometria de masas DART. El punto de fusion obtenido de manera experimental fue de 249.9-251.5 °C, el
reportado por Lopez''® fue de 242.9-243.5 °C; si bien hay una diferencia importante entre ambos datos, DART en baja
resolucion despejo toda duda al obtener un pico base con una m/z de 195+1. El analisis anteriormente explicado y el espectro
de masas DART se muestran en la figura 32. Como afiadidura, en IR, las bandas 3452.31 (N-H, CONH>), 3342.21 (N-H,
NHCH3) y 1624.88 (C=0) las que corroboraron grupos funcionales clave.
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47
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i - ﬂ
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Figura 32: Espectro de masas de baja resolucion DART para el compuesto 47 y analisis de su estructura por RMN 'H.

Una vez corroborada la obtencion de 42 y 47 por la metodologia con PyBOP, se busco la manera de optimizar los
rendimientos, ya que los obtenidos fueron bajos (18 y 36% respectivamente). Para ello se dispuso de otro agente acoplante:
CDI (1,1’-carbonildiimidazol). Sin embargo, €l burbujed de amoniaco no habia quedado resuelto; la metodologia de Lopez!!®
permiti6 superar esta situacion: una solucién de hidroxido de amonio a la cual se le afladia lentamente granalla de hidroxido de
sodio proporcionaba un flujo constante de este gas al sistema. Cabe afiadir que, a diferencia del PyBOP, el CDI formo aductos
mas solubles de 41 y 46, por lo que fue posible usar DMF como disolvente, el cual si puede ser removido con un rotaevaporador
estindar a diferencia de la formamida. Los rendimientos obtenidos por esta via demostraron la superioridad de esta
metodologia: 61% para 42 y 76% para 47.
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En lo concerniente al inciso (d), en la reduccion del grupo nitro y el cierre del anillo con bromuro de cianégeno, se
utiliz6 una variacion de la metodologia reportada por Mateus'%? para 36-37 y una variacion en el procedimiento de Charnley'?
para 43-44 y 48-49. En todos los casos, no se aislaron los derivados de la o-fenilendiamina previo al cierre del anillo, debido a
su sensibilidad a la luz y al oxigeno. El 2-amino-1H-bencimidazol y sus derivados se precipitaron con una solucion al 10% de
hidréxido de potasio en un bafio de hielo. Los rendimientos de 37, 44 y 49 fueron de 60, 83 y 97% respectivamente, los cuales
se consideran buenos. El compuesto 37 ya se encuentra reportado en la literatura y tanto el punto de fusién como la RMN 'H,
13C y espectrometria de masas DART corroboraron rapidamente la identidad de este compuesto, sin embargo, en cuanto a 44
y 49 no hay literatura que indique propiedades y/o caracteristicas de éstas sustancias. Unicamente Charnley'?* hace mencion
de las caracteristicas espectroscopicas del bromhidrato de 49. Por ello, se abordara brevemente la elucidacion de la estructura
de 49. Inicialmente, al igual que con el analisis de 47, se obtuvo un espectro de RMN 'H con D,O y uno con DO, los cuéles
se muestran en las figuras 33 y 34. En el espectro de RMN 'H se pueden apreciar varias sefiales: 3.51, 6.57, 7.06, 7.13-7.15,
7.51-7.53, 7.71-7.72 y 7.79 ppm. Rapidamente, se puede ubicar la sefial simple en 3.51 ppm como el metilo en posicion 1 del
2-aminobencimidazol en cuestion. Por la forma y tamafio de las sefiales, 6.57, 7.06 y 7.79 ppm parecen ser los candidatos que
apuntan al grupo 2-amino del anillo y al grupo funcional carboxamida ubicado en la posicion 5; las sefiales integran para 1.88,
0.9 y 0.82 protones respectivamente.
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Figura 33: Espectro de RMN 'H de 49 en DMSO-ds sin D>O.

Al remitirse al espectro con D»O, puede observarse que las sefiales 6.54, 7.06 y 7.84 ppm, tienen una muy baja intensidad y
son andlogas a las sefiales simples antes mencionadas en el espectro de RMN 'H sin D,0, sin embargo, integran para 0.2, 0.13
y 0.15 protones respectivamente, deduciéndose que son las sefiales que pertenecen a protones intercambiables; se concluye que
6.57 ppm pertenece a los 2 protones del grupo 2-amino en el bencimidazol y 7.06, 7.79 ppm son del grupo carboxamida.
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Figura 34: Espectro de RMN 'H de 49 en DMSO-ds con D,0.

En cuanto al resto de las sefiales, éstas siguen un patrén muy parecido al que se obtuvo en la deduccion de la estructura
de 47: una sefial doble de dobles que pertenece a una interaccion orfo y meta y dos sefiales dobles que pertenecen a una
interaccion orto y meta respectivamente; esto se ve ilustrado en las constantes de acoplamiento .J calculadas para cada conjunto
de senales: 7.13-7.15 (d, J = 8.24 Hz), 7.51-7.53 (dd, J; = 8.2 Hz, J> = 1.64 Hz) y 7.71-7.72 (d, J = 1.48 Hz). El analisis de
dicha molécula se resume en la figura 35. Adicionalmente, en IR, las bandas 3460.29 (N-H, CONH,), 3353.18 (N-H, NHCH3),
2750.76 (C-H, NCH3), y 1678.61 (C=0) corroboraron grupos funcionales clave.

( 7.71-7.72 (J = 1.48 Hz)
o

7.06 ppm

H,N
7.79 ppm \/ N
CX

7.13-7.15 (J = 8.24 Hz)
7.51-7.53 (J;=8.2 Hz, J,=1.64 Hz)
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Figura 35: Analisis de la estructura de 49.

Finalmente, para corroborar la estructura de 49, se remitio al espectro de masas DART, el cual presenta el pico y
relacion m/z = 190+1. Este se puede ver en la figura 36.
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Figura 36: Espectro de masas de baja resolucion DART para el compuesto 49.

Para el inciso (e), la N-arilacion tuvo varias facetas. En el caso de la sintesis de FIBT-1, solo se halla reportado una
vez en la literatura'?, sin embargo, la metodologia reportada aqui no es por una N-arilacion; tampoco se reporta el punto de
fusion del mismo, por lo que se busco una via rapida y sencilla para obtener el producto deseado a partir de 37. Para la obtencion
de FIBT-1 se utilizé una variacién de la técnica de Liu'?® usando CDI y un calentamiento a 80 °C. El rendimiento obtenido
por esta via fue de 36%. Los datos espectroscopicos indican varias evidencias que demuestran la obtencion de FJBT-1. La
primera de ellas es la mostrada en la RMN 'H, donde la cantidad de protones para los cuales integran las sefiales corresponden
a los 16 que presenta la estructura, especialmente 2 sefiales simples en 10.6324 y 12.5812 ppm, las cuales pertenecen al proton
de la carboxamida que funge como conector en la molécula. Esto puede observarse en el trabajo de Wang'** y el espectro
obtenido de dicha molécula. Para corroborarlo, se hizo un estudio con D,O, en donde las sefiales antes mencionadas
desaparecieron debido al intercambio producido entre los protones de la molécula y el agua deuterada. Lo anterior se puede
resumir en la figura 37. Ademas, un breve analisis de cada conjunto de sefiales deja ver que concuerdan con la estructura: 7.02-
7.06 (H17) aparece como una sefial triple, pero realmente es una sefial doble de doble de dobles (ddd) que no se desdoblo bien
durante el experimento; 7.12-7.14 (H15) se muestra como una sefial doble, pero realmente es una sefial doble de dobles (dd);
7.19-7.27 (H6 y H7) se aprecia como un multiplete cuando realmente son 2 sefiales ddd que se encimaron, muestra de ello se
puede observar en el espectro de la RMN 'H de la materia prima 37, donde las sefiales ddd 6.91-6.95 (HS) y 6.95-7.00 (H6)
del espectro 7 (ver anexos) muestran un gran parecido con las sefiales antes mencionadas, sin embargo éstas si se desdoblaron
y su comparacion puede apreciarse en la figura 38; 7.47-7.48 (H8 y H16) hay un multiplete que realmente implica un sefial dd
traspuesta con una ddd; 7.555-7.573 (H5) se muestra como un dd, lo que cuadra con el resultado tedrico; 7.75-7.78 (H18)
aparece como un dd, el cual se apega a lo tedrico. Sin embargo, RMN *C sélo mostré 10 de 16 carbonos presentes en la
estructura, sin embargo, esto se puede explicar a que los 6 restantes son carbonos cuaternarios, cuyo tiempo de relajacion no
permite la apariciéon de una sefial en el espectro. Esto aplica para C2, C4, C9, C12 y C13. En el caso de C5, el cual no es
cuaternario, no hay una explicacion neta de porque no aparecid una sefial, salvo que el experimento de RMN pudo no dejarse
el tiempo suficiente para que este arrojara un dato, lo cual pondria en duda la obtencion de la molécula, sin embargo la
espectrometria de masas DART de baja y alta resolucion aclaran todo esto en la figura 39. Para corroborar los grupos
funcionales, las bandas de IR 3321.35 (N-H, NHCO), 1551.60 (C=0) fueron claves.
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Figura 39: Espectros de masas DART de baja y alta resolucion de FJIBT-1.

Para la correcta asignacion de cada carbono y su respectivo hidrogeno, se utilizaron los experimentos de dos
dimensiones COSY, HSQC y HMBC. La correspondiente asignacion se puede observar en el capitulo 10 de este documento,
pero se colocara un ejemplo de interaccién 'H-'>C por HMBC, entre H19 y C14 lo que muestra la existencia de un fragmento
bencilico unido al nticleo de 2-amino-1H-bencimidazol (figura 40).
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Figura 40: Interaccion 'H-'3C por HMBC en FJBT-1, entre H19 y C14.
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En lo referente a la N-arilacion de los intermediarios 44 y 49, cada uno se someti6 a diversos procedimientos:

- 44 sedisolvid en DMF a 60 °C debido a su insolubilidad; una vez frio se afadio trietilamina y una mezcla DMF/cloruro
de 2-metoxibenzoilo en atmosfera de nitrogeno. La reaccion procedid en una hora y varias recristalizaciones con
carbon activado y en metanol/etanol/ciclohexano permitié un 22% de rendimiento.

- 49 se coloco en acetona a temperatura ambiente y se procedid practicamente de la misma manera que con 44, sdlo que
se us6 una mezcla acetona/cloruro de 2-metoxibenzoilo; todo bajo atmosfera de nitrogeno. La reaccion también
procedio en una hora y varias recristalizaciones permitieron un rendimiento de 35.3%.

En la literatura no existia ningin procedimiento para obtener estos productos por algin método, sin embargo el uso de un buen
disolvente que pudiera solubilizar a 44 y 49, permitié disefiar una metodologia relativamente simple para obtener FJBT-3 y
FJBT-4. Cabe destacar que 44 es menos insoluble que 49, por lo que 49 pudo disolverse parcialmente en acetona a temperatura
ambiente y proceder con la reaccion antes descrita. Los bajos rendimientos aqui mostrados son consecuencia de las multiples
recristalizaciones, ya que era dificil decolorar los productos y los multiples grupos funcionales donadores de electrones como
las carboxamidas y los nitrogenos del anillo de bencimidazol provocaban la retencion del producto en la celita que se usé para
eliminar el carbon activado.

Dada la naturaleza novedosa de la serie FJBT, es de esperar que los tales no se encuentren reportados en alguna fuente
de informacion, por lo que informacion como el punto de fusion no puede ser usado y la identificacion de estos depende
unicamente de las herramientas espectroscopicas y espectrométricas. Sin embargo, en el caso de FIJBT-3 y FIBT4 la
resolucién de la RMN 'H y *C fue muy baja debido a los multiples equilibrios tautoméricos presentes en ambos compuestos;
en el esquema 16 se puede observar, por cuestiones de practicidad, los multiples equilibrios de FIBT-3. En RMN 'H, ambos
productos tuvieron los hidroégenos que demanda su estructura, sin embargo las sefiales presentaron débiles o nulos
desdoblamientos, dandose en su lugar sefiales anchas; RMN '*C present6 sefiales muy débiles y pequefias, apenas visibles pero
posibles de determinar; los experimentos bidimensionales COSY, HSQC y HMBC también resultaron afectados, especialmente
HMBC vy, por tanto solo se pudieron asignar algunos carbonos e hidrogenos con base en la informacion con la que se disponia.
Todo lo anterior, excepto los espectros bidimensionales que se pueden ver en el anexo, se resume en los espectros de FJBT-3
en la figura 41. Experimentos de RMN 'H y *C con gradiente de temperatura podrian resolver este problema, los cuales no
pudieron ser llevados a cabos por motivos de tiempo y equipo.
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Esquema 16: Multiples equilibrios tautoméricos que suceden en el compuesto FJBT-3.
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Figura 41: Espectros de RMN 'H y '*C en DMSO-ds de FIBT-3.
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Debido a la baja resolucion del experimento bidimensional HMBC, se us6 el HSQC y COSY para asignar, de manera
parcial, las sefales de los atomos de carbono e hidrégeno. Espectroscopicamente hablando, las sefiales mas palpables de que
se obtuvo el producto deseado son 4:

- Existen, tanto para FJBT-3 como FJIBT-4, 16 hidrogenos y 17 carbonos segun los espectros obtenidos.

- Las sefales en RMN 3C 165.64 y 168.13 ppm, indican la presencia de 2 grupos carbonilo, pertenecientes a las
carboxamidas.

- Un experimento con D,0O disminuyo e inclusive desaparecio sefiales pertenecientes a protones amidicos (figura 42).

- Lasbandas en IR 3356.51, 3272.52 (N-H, NHCO) y 1666.80, 1657.52 (C=0) demostraron la existencia de los grupos
funcionales clave para la determinacion de la molécula.
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Figura 42: Experimento RMN 'H en DMSO-ds con D,O en FJIBT-3; los circulos azules marcan las sefiales que

desaparecieron o disminuyeron sus intensidades.

Finalmente, espectrométricamente hablando, DART revela la masa correcta del compuesto FJBT-3; sucediendo algo similar
con FIBT-4; esto comprueba, sin lugar a dudas, que los compuestos deseados fueron los obtenidos. Estos datos se pueden
consultar en los anexos y/o en capitulo 10 de este documento.

El ultimo inciso por abordar es la animacion reductiva (f). Inicialmente, se busco en la literatura metodologias que
permitieran la formacion de la imina por condensaciéon del 2-aminobencimidazol 44 y/o 49 y su posterior reduccion. Las
principales fuentes de informacion para esto fueron Maldonado!'® y Mateus!%%; en ambos trabajos se maneja calentamiento en
tolueno a 120 °C con una trampa Dean-Stark para remover el agua resultante de la condensacion entre el aldehido y el respectivo
2-aminobencimidazol, sin embargo los tiempos de reaccidén son de varios dias e inclusive, segin el reporte de los autores, no

concluia la misma, por lo que se descart6é dicha metodologia. A pesar de ello, Maldonado contaba con una seccion extra de
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sintesis que empleaba la irradiacion microondas como una fuente alternativa al problema planteado anteriormente en la sintesis,
reportando buenos rendimientos y tiempos cortos de sintesis, entre 15 y 30 minutos. El uso de cantidades equimolares de
aldehido y amina en DMF, 3 equivalentes de ortoformiato de metilo para eliminar agua e irradiacion de microondas parecia
una buena opcion. Los primeros intentos mostraron la obtencion de multiples subproductos no identificados y poco consumo
de materia prima en 1 hora de reaccion, lo que descartd rapidamente esta opcion. Ademas, la presion del sistema de microondas
se elevaba mucho; el equipo de microondas soporta 30 bares de presion y la utilizacion de las condiciones descritas por
Maldonado provocaba presiones de 17-20 bares.

Con todo lo anterior, se decidié hacer una variacion de la técnica de Maldonado, utilizando o-anisaldehido como
disolvente en lugar de DMF; esto requirié que por cada equivalente del 2-aminobencimidazol se utilizaran entre 3.65 y 4.7
equivalentes de aldehido. El calentamiento a 160 °C de esta mezcla con una rampa de 3 minutos por tiempos de 20-30 minutos
permiti6 la obtencidn de la iminas deseadas con pocos subproductos. La adicion de tolueno a la mezcla de ambos productos
permitio la precipitacion de solidos que, inmediatamente, se filtraron y se suspendieron en metanol a 4 °C con la posterior
adicion de 3equivalentes de NaBHa4, acorde a las metodologias de Mateus y Maldonado. Las iminas no se aislaron ni
caracterizaron por su sensibilidad a la humedad; dejar un poco de éstas sustancias expuestas a la intemperie por 1-2 horas
provocaba su descomposicion. Los rendimientos de reaccion fueron 50% para 8A, 40.6% para FIBT-2 y 30.63% para FJBT-
5. Puede observarse que los rendimientos para FJBT-2 y FJBT-5 fueron bajos; sucedio un hecho similar al descrito por FIBT-
3 y FIBT-4: multiples recristalizaciones para decolorar el producto y retencion en la celita utilizada para eliminar el carbon
activado. Todo lo anterior se resume en el esquema 17.
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Esquema 17: Resumen de la metodologia para sintetizar 8A, FIBT-2 y FIBT-5 por aminacion reductiva de 37, 44 y 49. (a)
1 equivalente de 2-metoxibenzaldehido, 3 equivalentes de ortoformiato de metilo, DMF, 160 °C, 15-30 minutos; (b) 3.65-4.7
equivalente de 2-metoxibenzaldehido, 160 °C, 20-30 minutos; (¢) 3 equivalentes de NaBHa4, metanol, 4 °C, 1 hora.
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A diferencia de los intermediarios 44 y 49, de los cuales se hizo una descripcion espectroscopica relativamente
exhaustiva, la descripcion espectroscopica de 8A, FJBT-2 y FJBT-5 serd mas bien breve, ya que se ha visto a lo largo de este
analisis de resultados que la espectrometria de masas DART de baja y alta resolucion ha despejado toda duda en la obtencion
de los productos deseados y aqui no es la excepcion. Los datos espectrométricos DART confirmaron el peso molecular de cada
uno de estos productos, datos que pueden revisarse en el capitulo 10. En cambio, se mostrara la interaccion existente entre los
protones del grupo metileno y los protones NH del fragmento bencimidazélico mostrado en el experimento COSY. Esto
demuestra la conexion existente entre el fragmento bencilico y el nucleo del bencimidazol. También se ilustrara la interaccion
entre los protones metilénicos del fragmento bencilico y el carbono 2 del nicleo bencimidazolico en el experimento HMBC,
lo cual es una prueba atin mas contundente de la configuracion de las moléculas aqui descritas. Esto puede apreciarse en las
figuras 43, 44 y 45 donde se muestran los experimentos COSY y HMBC respectivamente.
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7.2. Andlisis de la seccion computacional

Como se menciond en el capitulo 6, los ligantes y proteinas requerian una preparacion previa en cuanto a conformacion
y estado de ionizaciéon mas estable. En el caso de los ligantes, el programa mostré que podia existir mas de un estado de
ionizacion para los ligantes en el pH asignado de 7.0+2.0. Con base en lo anterior, la figura 46 muestra las estructuras mas
probables de los ligantes y la figura 47 muestra las de los inhibidores, todo calculado por el modulo Epik®.

Figura 46: Estructuras mas probables de ionizacion para los ligantes sintetizados. El asterisco indica estructuras protonadas.
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Figura 48: Estructuras mas probables de ionizacion para los inhibidores de las proteinas utilizadas.

Con base en los resultados obtenidos se construy6 la tabla 10, la cual ordena los compuestos y AGunisn €n orden
decreciente; se sefialan con verde las estructuras mas probables calculadas por el parametro “State Penalty” de Maestro
Schrodinger®.

Un breve analisis de la tabla 10 muestra que el mejor compuesto, computacionalmente hablando, es FIBT-5, acompafiado de
FIBT-4, FIJBT-2 y 8A*; estos 4 compuestos encabezaron la lista con mejor AGunisn y “State Penalty”, sin embargo, nunca
encima de los inhibidores utilizados. En todos los casos, las moléculas merecen algunos comentarios:

- En su gran mayoria se hallan como especies no protonadas al pH establecido.

- FJBT-5 y FIBT-2 son regioisdbmeros.

- En sumayoria son estructuras que no presentan el grupo carboxamida como conector entre el nticleo de bencimidazol
y el anillo bencénico, mostrando un mayor grado de libertad debido al N-bencilo.

Para comprender el modo de unidn y los factores involucrados en estos resultados, se decidio tomar las enzimas cuyos
resultados de AGunisn tuvieran una secuencia parecida o igual. Al observar la tabla 10, se puede apreciar que 41U1, 41U4 y SHJ9
poseen una secuencia totalmente igual en lo que respecta a la AGunien: FIBT-5 > 8A* > FJBT-4 > FJBT-2; SHJ9 posee una
secuencia parecida: FJBT-5 > 8A* > FJBT-4 > FJBT-2. Entre éstas enzimas se decidio tomar a SHJ9 por tener la mayor
calidad en cuanto a resolucién (1.28 A).
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Tabla 10: Resumen de acoplamientos moleculares de las moléculas sintetizadas y los inhibidores con las diversas enzimas

arginasa.

4100 ABH -8.85 4101 Nor-NOHA = -7.462 41U4 BEC -10.449
1.77 FJBT-5 -6.084 1.95 FJBT-5 -6.278 1.8 -7.09
FJBT-3 -5.354 8A* -6.194 FJBT-5* -5.869
8A* -4.648 FJBT-5* -6.066 -5.601
FJBT-1 -4.297 FJBT-2* -5.907 -5.215
FJBT-2* -3.989 FJBT-4 -4.565 -4.98
FJBT-2 -3.903 FJBT-2 -4.141 -4.638
8A -3.639 FJBT-3 -3.825 -4.092
FJBT-5* -3.389 FJBT-1 -3.126 -3.867
FJBT4  No viable 8A -2.867 -3.635
41U5 L-ornitina = -12.146 5HJ9 ABPH -9.544 S5HJA ABDPH -9.463
1.95 FJBT-2* -5.284 1.28 FJBT-5 -6.58 1.65 FJBT-5 -6.951
FJBT-4 -4.664 8A* -5.248 FJBT-5* -6.711
8A* -4.373 FJBT-5* -4.333 FJBT-2 -4.806
8A -4.324 FJBT-4 -4.319 FJBT-4 -4.646
FJBT-2 -4.303 FJBT-2* -3.872 FJBT-3 -4.514
FJBT-5 -4.224 FJBT-2 -3.81 FJBT-2* -4.461
FJBT-1 -4.063 FJBT-3 3.6 8A -4.011
FJBT-5* -3.987 8A -3.489 FJBT-1 3.7
FJBT-3 -3.794 FJBT-1 -3.553 8A* -2.839

*El color verde indica el estado de ionizacion mas probable de la molécula.

Un acercamiento al modo en que interactiia el acido-(R)-2-amino-6-borono-2-[2-(piperidin-1-il)etil ]hexanoico
(ABPH) con el sitio catalitico se muestra en la figura 49. En (a) se observa a ABPH interactuando con diversos residuos
presentes en el sitio catalitico; ASP 194 (aspartato 194), GLU 197 (4cido glutdmico o glutamato 197), MN 401 (manganeso
401) y MN 402 (manganeso 402) presentan interacciones de puentes salinos y ASP 141 (aspartato 141), THR 257 (treonina
257), HIS 154 (histidina 154) y SER 150 (serina 150) que poseen interacciones de puentes de hidrogeno. De todos los residuos
antes mencionados, s6lo MN 401, MN 402 y ASP 141 son formalmente parte del sitio activo, pero la capacidad de ABPH de
introducirse al mismo es lo que indica por qué provee un dato tan eficiente de AGunien. Otro dato a afladir es que, de acuerdo a
(a), una parte de la molécula se mantiene fuera de la cavidad catalitica, fungiendo como un tapon para evitar el acceso de otras
moléculas a esta zona. Esto esta ilustrado en (b) con un esquema de superficie, donde se puede ver el anillo de piperidina fuera
de la cavidad, mientras que la seccion boronada de la molécula se halla totalmente inmersa. De esto se puede deducir que no
solamente es necesario una interaccion neta con el sitio catalitico y sus metales para obtener buenos valores de AGunisn, SINO
también una estructura que, ya sea por impedimento estérico o por grados de libertad, impida un acceso facil a otras moléculas.
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Figura 49: (a) Interaccion de ABPH con los diversos residuos de aminoacidos del sitio catalitico de la arginasa de L.
mexicana; (b) Esquema de superficie de la proteina arginasa. l Esferas moradas: manganeso, . esferas azules: nitrogeno, l
esferas rojas = oxigeno, @ esferas verdes: carbono, O esferas blancas = hidrégeno. XP GScore (AGunisn) = -9.544.

Se realizé un analisis parecido con FJBT-5, FIBT-2, FIBT-4, y 8A*. En el caso de FIBT-5, presenta en su gran mayoria
interacciones Pi-Pi con HIS 139 (histidina 139), HIS 154 (histidina 154); solo estd presente una interaccion por puente de
hidrégeno con THR 257 (treonina 257). De manera similar a ABPH, FJBT-5 posee un residuo fuera de la cavidad catalitica,
el grupo bencilico, el cual puede procurar diversas posiciones debido al carbono sp? que lo une al nticleo bencimidazélico. Esto
puede apreciarse en la figura 50. Existen dos detalles a destacar y uno es la cercania que tiene el grupo carboxamida del
bencimidazol con los iones metalicos de manganeso; si bien no hay una interaccidon detectada por el programa, la cercania es
mucha y la adicion de un metileno entre la amida y el bencimidazol podria mejorar la interaccion del compuesto con el sitio
catalitico. El otro punto a destacar es que solo hay una interaccidén con un residuo de la cavidad: HIS 139.
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Figura 50: (a) Interaccion de FIBT-5 con los diversos residuos de aminoacidos del sitio catalitico de la arginasa de L.
mexicana; (b) Esquema de superficie de la proteina arginasa. l Esferas moradas: manganeso, l esferas azules: nitrogeno, l
esferas rojas = oxigeno, (@ esferas verdes: carbono, O esferas blancas = hidrégeno. De lado izquierdo, el niicleo de
bencimidazol se halla casi totalmente inmerso en la cavidad. XP GScore (AGynpisn) = -6.58.

En el caso de 8A* no posee un grupo carboxamida en la posicion 5 6 6 del bencimidazol que le permita unirse a la
proteina por puentes de hidrogeno o puentes salinos, lo que explicaria porque el programa de computo arrojo que esta molécula
prefiere adherirse por el grupo bencilo a la arginasa. Al analizar las interacciones mostradas en la figura 51, puede observarse
que éstas mantienen un equilibrio Pi-Pi con HIS 139 y puentes de hidrogeno con ASP 194 y SER 150. Ademas, no hubo
cercania perceptible con los iones de manganeso o con algun residuo del sitio catalitico a excepcion de HIS 139. Sin embargo,
parece ser que ASP 194 es la clave para tener un AGunisn relativamente bueno. Parece ser que esta interaccion de puente de
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hidrogeno mantiene unido al nticleo de bencimidazol a la estructura de la proteina, lo que impide que se desprenda facilmente
del acceso al sitio catalitico, bloqueando la entrada de otras moléculas. La figura 51 resume lo anterior.
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Figura 51: (a) Interaccion de FIBT-4 con los diversos residuos de aminoacidos del sitio catalitico de la arginasa de L.
mexicana; (b) Esquema de superficie de la proteina arginasa. l Esferas moradas: manganeso, l esferas azules: nitrogeno, l
esferas rojas = oxigeno, l esferas verdes: carbono, O esferas blancas = hidrogeno. FIBT-4 se aproxim¢ al sitio catalitico por

el anillo bencénico. XP GScore (AGunion) = -5.248.

FJIBT-4, al igual que 8A presenta una aproximacion al sitio catalitico por el anillo bencénico, sus interacciones son
en su mayoria por puentes de hidrogeno en SER 150 (serina 150), ASP 194 (aspartato 194), VAL 193 (valina 193); el resto son
interacciones Pi-Pi con HIS 139 e HIS 154 (histidinas 139 y 154). A diferencia de 8A*, FJBT-4 tiene mejor cercania con la
cavidad catalitica ya que interactiia con un residuo del mismo (HIS 139), sin embargo, la desventaja que presenta esta estructura
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es larigidez de la misma promovida por el grupo amido que funge como conector entre el anillo bencénico y el bencimidazol.
A pesar de las multiples interacciones por puente de hidrogeno y la cercania con puntos clave como los centros metalicos, éstas
ventajas no logran compensar la tension de la molécula que la obligan a adquirir una conformacion mas bien rigida y forzada.
Por ello, parece ser que su analogo FJBT-5, que no presenta el grupo amido, tuvo tan buenos resultados como inhibidor in
silico, debido a la no restriccion de su estructura. Todo esto se puede observar en la figura 52.
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Figura 52: (a) Interaccion de FIBT-4 con los diversos residuos de aminoacidos del sitio catalitico de la arginasa de L.
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mexicana; (b) Esquema de superficie de la proteina arginasa. l Esferas moradas: manganeso, l esferas azules: nitrogeno, l
esferas rojas = oxigeno, Q esferas verdes: carbono, O esferas blancas = hidrogeno. Al igual que 8A*, FJBT-4 se aproximo al
sitio catalitico por el anillo bencénico. XP GScore (AGunisn) = -4.319

El caso de FIBT-2 devela algo importante. Inicialmente, se puede observar en la figura 53 que gran parte de la
molécula se mantiene fuera de la cavidad catalitica, habiendo s6lo 2 interacciones: SER 150 (serina 150) y GLY 256 (glicina
256), ambas por puentes de hidrogeno. A diferencia de FIBT-5, FJBT-2 no presenta al grupo carboxamida como el principal
candidato a aproximarse a los iones de manganeso, sino que es la estructura bencilica la mas cercana y la que parcialmente se
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introduce en la cavidad sin una interaccion que pueda describirse como muy exitosa. Parece ser que la presencia del grupo
metilo en la relacion 6-carboxamida interfiere en cierta medida con la capacidad de la molécula para tal objetivo vy,
posiblemente, su remocion podria facilitar la capacidad de esta para acceder a la cavidad catalitica. Esto podria explicar porque
es inferior a FJBT-5 como inhibidor de la arginina de L. mexicana. Otro aspecto a destacar es que, de manera similar a 8A*,
el AGunien de FIBT-2 depende en gran medida de un puente de hidrégeno, en este caso GLY 256 por la carboxamida, lo que
permite una buena interaccion entre el ligante y la diana. Todo esto puede observarse en la figura 53.

(a) - Ny N
/ A\

\
NH, 3
(o}
.‘).' Cargado (negativo) Polar - Distancia — Puente salino
{,) Cargado(positivo) () Residuo no especificado ~»  Puente de hidrégeno Exposician al solvente
Glicina Agua — Coordinacion de metal
Hidrofabico Sitio de hidratacion o Interaccion Pi-Pi
@ Metal %  Sitio de hidratacian ({desplazado) —a Pi-cation

(b)

Figura 53: (a) Interaccion de FIBT-2 con los diversos residuos de aminoacidos del sitio catalitico de la arginasa de L.
mexicana; (b) Esquema de superficie de la proteina arginasa. l Esferas moradas: manganeso, l esferas azules: nitrégeno, l
esferas rojas = oxigeno, Q esferas verdes: carbono, O esferas blancas = hidrogeno. Notese que FJBT-2 pareciera que solo
esta sobrepuesto en la enzima. XP GScore (AGunisn) = -3.81.
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La tabla 11 resume todas las interacciones observadas y mencionadas en el texto.

Tabla 11: Resumen de interacciones de las moléculas sintetizadas y el inhibidor ABPH con la enzima arginasa SHJ9.

ABPH ASP 194 (aspartato 194)
GLU 197 (acido glutamico 197) Puentes salinos
MN 401 y 402 (manganeso 401 y 402)
ASP 141 (aspartato 141)*
THR 257 (treonina 257) Puentes de hidrogeno.
HIS 154 (histidina 154)
SER 150 (serina 150)
FJBT-5 HIS 139 y 154 (histidina 139* y 154) Pi-Pi
THR 257 (treonina 257) Puente de hidrogeno
8A* HIS 139 (histidina 139)* Pi-Pi
ASP 194 (aspartato 194) Puente de hidroégeno
SER 150 (serina 150)
FJBT-4 SER 150 (serina 150)
ASP 194 (aspartato 194) Puente de hidrogeno
VAL 193 (valina 193)
HIS 139 y 154 (histidinas 139* y 154) Pi-Pi
FJBT-2 SER 150 (serina 150) Puente de hidrogeno

GLY 256 (glicina 256)

*Pertenecen al sitio catalitico de la enzima.
La tabla 11 proporciona valiosas observaciones:

- La cantidad de interacciones no define la eficiencia del ligante, sino la calidad de las mismas. Si esto fuera asi, FJBT-
4 tendria que unirse mejor a la proteina que FIBT-5, lo cual no sucede.

- HIS 139 y 154 juegan un papel importante en la interaccion del ligando con la proteina, de 5 moléculas simuladas, 3
presentan relacion con HIS 139 y otras 3 con HIS 154. Cabe resaltar que HIS 139 forma parte del sitio activo de la
enzima.

- SER 150 también juega un papel importante en las interacciones de los ligandos, 4 de 5 moléculas presentan alguna
relacion con este residuo.

- No es del todo necesario llegar a los nicleos metalicos para obtener una buena AGunisn, Si bien, el inhibidor alcanza a
interactuar con ellos, las moléculas sintetizadas dependieron mas de su capacidad de interaccion con los residuos
aledafios a la entrada del sitio catalitico que el vinculo con los metales, prueba de ello es FIBT-5.

- Acorde al programa, la mayoria de las interacciones fueron predominantemente con residuos polares, salvo VAL 193
y GLY 256, cuyas interacciones son hidrofobicas y apolares respectivamente.

Finalmente, para concluir esta seccion, se procedera a comparar el estudio aqui realizado con lo publicado por nuestro
grupo de investigacion. Acorde al articulo publicado,'*® 8A presenta interacciones con los residuos ASN 143 (asparagina 143),
THR 148 (treonina 148), SER 150 (serina 150) y ASN 152 (asparagina 152); el estudio aqui realizado sélo reporta interacciones
con HIS 139, ASP 194 y SER 150, siendo este lltimo el que presentan ambos ensayos en comun. La diferencia puede deberse
al uso de diferentes softwares, ya que este articulo fue publicado usando Molinspiration Cheminformatics Software®. Una
comparacion de interacciones entre los ligantes y la enzima se muestra en la figura 54. Como puede observarse, ambos
programas apuntan a que 8A se introduce por el fragmento bencilico. Sin embargo, el que la molécula se una por el fragmento
bencilico o bencimidazolico no tendra, de momento, mucha relevancia hasta realizar las pruebas biologicas.
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Figura 54: Comparacion de interacciones y conformaciones de 8A.

Por otro lado, una dificultad que se planteaba es que el compuesto 8A no fuera selectivo contra la arginasa de L.
mexicana y provocara la inhibicion de la arginasa tipo I del ser humano. Sin embargo, el articulo develo que 8A estimulaba el
funcionamiento de la arginasa tipo I en un 24.21%; si bien, ésto parece una ventaja, la estimulacion de la enzima podria provocar
que estuviesen disponibles una mayor cantidad de poliaminas producidas por el macrofago, para que el parasito proliferara.
Esto ultimo dependera en gran medida de la capacidad del parasito de asimilar estas poliaminas antes que el compuesto 8A,
aunque de momento, ésto solo es una teoria que solo puede ser comprobada a través de la experimentacion. Finalmente, la serie
FJBT, al proceder de 8A, podria tener un comportamiento similar debido a su estructura comin pero, nuevamente, esto solo
son teorias que tienen que se comprobadas y avaladas a través de la experimentacion.
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8 Conclusiones

Se sintetizaron 6 moléculas con base en el nucleo de bencimidazol y en rendimientos moderadamente bajos (22-50%),
4 de las cuales no estan reportadas en la literatura.

La sintesis de las iminas 51 y 52 fue un éxito con el uso de la irradiacion de microondas como fuente de energia, ya
que no habia nada reportado con respecto a la sintesis de éstas.

El ensayo computacional realizado con las moléculas objetivo y diversas enzimas cristalizadas con diferentes
inhibidores, demostré que, a nivel de simulacion, el compuesto FIBT-5 fue el que presentd una AGynisn mas negativa;
el valor alcanzado en todas las simulaciones no super6 al inhibidor en turno, pero permitio recabar datos con respecto
a un punto de referencia; este experimento tedrico mostré la importancia de que las moléculas presenten estructuras
que concedan varios grados de libertad. Una forma de mejorar la interaccion de FJBT-5 seria la introduccion de un
grupo metileno entre la amida y el nucleo de bencimidazol; esto podria permitir que la amida interactuara con los
ntcleos metalicos, al menos a nivel tedérico-computacional.

El acoplamiento molecular realizado por Maestro Schrodinger® mostrd que los compuestos sintetizados no acceden
en gran medida en el sitio activo, sino que bloquean la cavidad del sitio catalitico y se mantienen en dicho lugar por
interacciones de puente de hidrogeno, promovidas principalmente por el grupo amido e interacciones Pi-Pi por parte
del anillo de bencimidazol y el grupo bencilo. Las interacciones mas comunes que mostraron los bencimidazoles
sintetizados fueron con los residuos SER 150, HIS 139 y 154, de los cuales so6lo HIS 139 forma parte del sitio activo.
A pesar de tener poco o nulo contacto con este, los ligantes sintetizados dependieron mas de su capacidad de
interaccion con los residuos aledafios a la entrada del sitio catalitico que meramente con este.

El analisis computacional mostrd que es preferible no contar con un conector amida en la estructura de los compuestos
bencimidazolicos, ya que la restriccion de la movilidad disminuye los grados de libertad y, a su vez, la capacidad de
la molécula de adquirir una conformacion energéticamente favorable que permita una buena inhibicion a nivel teorico.
Requisitos adicionales para mejorar el acoplamiento es la remocion del grupo metilo en la posicion 1 del anillo
bencimidazodlico en los derivados FJBT-4 y posiblemente también FJBT-3; mantener grupos polares o que sean
capaces de interactuar por puentes de hidrogeno en el nicleo de bencimidazol parece una via prometedora para
potencializar las moléculas aqui presentadas.
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9 Perspectivas

En esta ocasion, problemas inherentes y fuera del control de este trabajo impidieron la realizacion de la prueba de
inhibicion enzimatica en tiempo con la arginasa de L. mexicana, por lo que no se descarta recibir los resultados de
esta prueba a futuro y poseer datos que permitan seguir proporcionando una direccion a estos compuestos disefiados
para la enzima ya mencionada.

Asi como se presentaron problemas con la arginasa de L. mexicana, el ensayo con epimastigotes tampoco se realizé y
no se descarta que, a futuro, se realice dicho ensayo; la baja toxicidad del compuesto 8A es un atractivo para el uso de
esta molécula en esta parasitemia.

Mejorar el rendimiento de los compuestos obtenidos a través de la modificacion y/o reestructuracion de las
metodologias aqui presentadas.

Llevar a cabo experimentos de RMN 'H y '3C con gradiente de temperatura en los compuestos FJBT-3 y FJBT-4
para permitir el adecuado desdoblamiento y definicion de sefales para su correcta elucidacion.

Realizar ensayos de toxicidad con los compuestos obtenidos para compararlos con 8A vy, de esta manera, determinar
requisitos estructurales que potencien o disminuyan la toxicidad, atin desconocida, de estos derivados.

Promover la investigacion del efecto de éstas moléculas en los amastigotes de L. mexicana, esto es, durante la fase
reproductiva del parasito, si resultados previos lo avalan como viable.

Estudiar, por dinamica molecular, el comportamiento de las moléculas aqui disefiadas y, con ello, recabar mas
informacioén del comportamiento a nivel molecular de dichas sustancias.

Con la informacion recabada de los experimentos in vitro de los amastigotes y promastigotes, es conveniente realizar
experimentos de Microscopia Electronica de Barrido y de Transmision para observar el efecto ultraestructural que
producen los compuestos antes mencionados.

Realizar ensayos de inhibicion de los compuestos con la arginasa humana para investigar la inocuidad de estos con
respecto a esta enzima humana; los estudios que se han llevado a cabo con 8A indican un aumento de la actividad de
la arginasa humana tipo I, pero no es una garantia de que suceda lo mismo con los demas compuestos; un estudio
computacional del mismo no es descartado.

Ensayar e investigar la efectividad de estos compuestos contra otros parasitos y/o organismos que presenten la enzima
arginasa.
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10 Procedimientos experimentales

10.1. Sintesis quimica

La tabla 12 la instrumentacion que se necesito para llevar a cabo la seccion quimica de este proyecto.

Tabla 12: Material y equipo usado en la realizacion del trabajo experimental quimico.

Reactivos y J.T. Baker®, Sigma Aldrich®, Merck® y Q.P.®
disolventes
Balanzas SCIENTECH SL600 y Sartorius modelo A210P
Parrilla IKA® RET basicS001
Reactor a Parr® 4523, controlado y programado con un mddulo Parr® 4842 y equipado con un recirculador y
presion enfriador Thermo® Kaake C 10 y Thermo® Kaake K 20 respectivamente
Microondas Parr® Monowave 400, equipado con un automuestreador Parr® MAS 24 y un compresor Sprayit®
quimico SP9402 de 76 litros
Hidrogenador Parr® 3926EG, equipado con un tanque de hidrogeno INFRA®
Equipos de Rotaevaporador Buchi® R-215, provisto de un bafio de agua Buchi® B-490 y equipado con una
destilacion bomba de vacio Vacuubrand® MD 4C y un enfriador Thermo® [P20
Rotaevaporador IKA® RV 10, provisto de un bafo de agua IKA® HB 10 y equipado con una bomba
de vacio Vacuubrand® MD 4C NT + AK + IK y un enfriador Brinkmann® IC-30
Cromatografia Placas de vidrio cubiertas de gel de silice Merck® 60 GF-254 reveladas en una lampara UV UVP®
en capa fina UVGL-25
(CCF)

Punto de fusion

Aparato marca y modelo Buchi® B-540

Espectroscopia Espectrofotometro de transformada de Fourier Perkin Elmer® FT-IR 1600; las frecuencias de las
infrarroja (IR) bandas resultantes se reportan en cm’!
Resonancia Espectrometro Varian® Unity Inova de 400 MHz; los desplazamientos quimicos (8) se reportan en
magnética ppm, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna; los disolventes deuterados usados
nuclear (RMN)  fueron cloroformo, acetona, dimetilsulfoxido y agua; las constantes de acoplamiento .J se reportan en
Hercios
Espectrometria Espectrometro JEOL® The AccuTOF JMST100LC; la técnica utilizada fue DART (Direct Analysis
de Masas (EM) in Real Time)
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Los sistemas de elucion usados para realizar el seguimiento de las reacciones quimicas se mencionan y describen en
la tabla 13.

Tabla 13: Sistemas de elucion usados para el seguimiento de reacciones.

I CH.CI, 100
I CHCI3/MeOH 90:10*
I CHCI3/MeOH 95:5*
v CHCI3/MeOH 98:2%*
\% Hexano/Acetato de etilo 60:40
VI Hexano/Acetato de etilo 60:40%**
A\ 11 CHCI3/MeOH 80:20*

*Se afiadieron 4 gotas de amoniaco acuoso por cada 5 mL de mezcla
**Se afladieron 4 gotas de acido acético glacial por cada 5 mL de mezcla

10.1.1. N-metil-2-nitroanilina (35)

En un reactor Parr® de un litro se mezclaron 30 gramos (190.4 mmoles) de 1-cloro-2-nitrobenceno (34), 37.8 gramos
(568.3 mmoles) de clorhidrato de metilamina y 77.4 gramos (560 mmoles) de carbonato de potasio en 300 mL de etanol. El
reactor se programo para calentar a 150 °C por 5 horas y se le dio seguimiento a la reaccion con el sistema de elucion 1.
Corroborada la transformacion total de la materia prima, se procedio a enfriar el reactor hasta temperatura ambiente y filtrar la
mezcla de reaccion a vacio, la cual se lavd con etanol para eliminar las sales de carbonato que no reaccionaron. Posteriormente,
el liquido resultante se absorbio en la minima cantidad de alimina neutra y se elimino el exceso de etanol con un rotaevaporador.
La mezcla alumina-compuesto se colocd en la parte superior de una columna empaquetada con alimina neutra y se eluy6 varias
veces con diclorometano, hasta que la coloracion del disolvente que saliera de la columna fuera minima. El exceso de disolvente
se elimino a presion reducida y temperatura ambiente, debido a la volatilidad del compuesto sintetizado. Se obtuvo un liquido
rojo que se colocd en un congelador para solidificar el producto resultante, consiguiendo la formacion de cristales rojos que,
posteriormente, se recristalizaron de éter de petroleo 30°-60°/etanol y carbon activado bajo atmoésfera de nitrogeno. La mezcla
se enfrio y el precipitado formado se filtro a vacio, obteniéndose 24.07 gramos (84.7%) de producto puro en forma de cristales
rojos con un Ry = 0.84 en CCF del sistema I y un punto de fusion de 34.8-35.8 °C. IR (ATR) em™: 3384.71, 1684.18 (N-H,
NHCH3), 3109.40, 3051.83 (C-H's aromaticos), 2917.29, 2894.00, 2875.13, 2817.76 (C-H, NHCH3), 1614.34, 1575.14 (C=C,
C-C), 1508.56, 1258.56 (NO»), 1177.88, 1114.49 (C-N, C-NHCH3, HN-CH3), 858.26, 835.56 (C-N, C-NO;). EM (DART,
19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 153 (100) [M+1]+, 305 (77) [2M+1]+, 107 (15) [M+1-NO,]+. RMN 'H (400 MHz, TMS,
CDCls) ppm: 3.00-3.01 (d, J = 5.16 Hz, 3H, H7), 6.61-6.65 (ddd, J; = 8.5 Hz, J> = 7.08 Hz, J; = 1.2 Hz, 1H, H4), 6.81-6.83
(dd, J; = 8.66 Hz, J> = 0.8 Hz, 1H, H6), 7.42-7.46 (dddd, J; = 8.74 Hz, J; = 6.92 Hz, J; = 1.56 Hz, J,= 0.48 Hz, 1H, HS), 8.01
(s, 1H, NH), 8.13-8.15 (dd, J; = 8.6 Hz, J, = 1.6 Hz, 1H, H3). RMN *C (100 MHz, TMS, CDCls) ppm: 29.78 (C7), 113.44
(C4), 115.24 (C6), 126.84 (C5), 131.97 (C2), 136.35 (C3), 146.42 (C1).

7
6
Cl CHNH;Cl 4 1_NH
K,CO;4
—ee R
NO, Etanol, 150 °C 4 2°NO,
34 5 horas 3

35 84.7%
P.M. 152.1506 g/mol
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10.1.2. N -metilbenceno-1,2-diamina (36)

En un vaso de hidrogenacion, se disolvieron 10 gramos (65.72 mmoles) de N-metil-2-nitroanilina (35) en 100 mL de
metanol, mas adelante se afladieron en una campana de extraccion 3 gramos de niquel Raney lavado previamente en agua y
metanol. Enseguida, se afiadieron 50 mL de metanol en el vaso con la mezcla de reaccion para completar un volumen de 150
mL y enseguida se procedio6 a conectar el vaso al sistema de hidrogenacion para purgarlo con tres lavados de hidrogeno de 30
1b/in?. Una vez purgado, el sistema se someti6 a una presion de hidrogeno de 60 1b/in? y agitacion regulada por un reostato. El
proceso de hidrogenacion se detuvo después de una hora al no haber cambios en la presion del sistema y después de haberse
consumido 253 Ib/in?. La mezcla de reaccién se filtré en una cama de celita para eliminar el catalizador, evitando que este se
secara a totalidad, debido a su caracter inflamable, con lavados de metanol hasta que el disolvente filtrado no tuviera color. La
solucion se destild a presion reducida hasta un volumen aproximado de 60 mL, a los cudles se les agregd 40 mL de agua para
realizar la siguiente reaccion sin aislar el producto obtenido, el cual presentd un Re= 0.52 en CCF del sistema II.

H, |
Niquel Raney
NH NH
30%
Metanol
NO, t.a. NH,
35 1 hora 36 Cuantitativo

10.1.3. 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (37)

En un matraz bola de tres bocas de 125 mL equipado con termémetro, una columna Vigreaux y un tapon, se colocaron los 100
mL de la mezcla metanol/agua de la reaccion anterior que contenia a 36 y se afladieron lentamente y bajo agitacion 8.64 gramos
(81.57 mmoles) de bromuro de cianégeno. Terminada la adicion, el sistema se calent6 a 50 °C en una parrilla con un bafio de
aceite por 4 horas, dandole seguimiento al proceso con el sistema II. Una vez que la CCF revel6 que hubo un consumo total de
la materia prima, la solucion se sometio a enfriamiento con un bafio de hielo hasta alcanzar 4 °C. Una vez fria la mezcla, esta
se neutralizo hasta pH = 7 con una solucién al 10% de hidréxido de potasio, precipitando un sélido oscuro que se recristalizo
dos veces de una mezcla agua/etanol, carbon activado y bajo atmdsfera de nitrogeno, obteniendo 4.12 gramos (42.6%) de
cristales blancos con un Ry= 0.26 en CCF del sistema II y un punto de fusion de 204-205 °C. La recristalizacion del producto
crudo con una mezcla tolueno/dioxano y carbon activado, bajo el mismo proceder ya descrito, da como resultado 5.8 gramos
(60%) de agujas de ligero color beige. IR (ATR) em™: 3448.84 (N-H, NH,), 3084.45, 3033.76 (C-H's aromaticos), 2734.93
(C-H, CH3), 1647.82, 1614.88 (C=C, C-C), 1487.82, 1456.25 (C=N), 1317.59, 1288.61, 1249.45 (C-N, C-NH,, C-NCHj3, HN-
CH;). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 148 (100) [M+1] +. RMN 'H (400 MHz, TMS, Acetona-ds) ppm: 3.59
(s, 3H, H9), 6.39 (s, 2H, H10), 6.91-6.95 (ddd, J; = 7.44 Hz, J, = 7.46 Hz, J; = 1.44 Hz, 1H, HS), 6.95-7.00 (ddd, J; = 7.46
Hz, J>=7.4 Hz, J; = 1.32 Hz, 1H, H6), 7.10-7.12 (dd, J; = 7.12 Hz, J, = 1.44 Hz, 1H, H4), 7.19-7.22 (dd, J; =722 Hz, J, =
1.08 Hz, 1H, H7). RMN "C (100 MHz, TMS, Acetona-ds) ppm: 28.73 (C9), 108.07 (C4), 116.03 (C7), 119.27 (C6), 121.32
(C5), 136.02 (C3), 143.85 (C8), 156.36 (C2).

| 738 N
NH BrCN 6 2
—_— N NH,
Metanol 5 10
NH 60 °C 3 N
2 4 horas 4 \9
36 37 42.6%

P.M. 147.1771 g/mol
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10.1.4. 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1)

En un matraz bola de 50 mL equipado con una columna Vigreaux, se colocaron 16 mL de DMF, 3.61 gramos (25.37 mmoles)
de acido 2-metoxibenzoico y 3.86 gramos (23.8 mmoles) de CDI con agitacion vigorosa. Mas adelante, la mezcla se calento a
80 °C por una hora para permitir la formacion del aducto N-acilimidazol (58). Comprobada la formacion de este, a través del
sistema de elucion 111, se agregd al matraz 3.5 gramos (23.9 mmoles) de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (150) y se prosiguid
a calentar la mezcla por una hora y media mas hasta que no se detectaron cambios por CCF. Posteriormente se removid la
mayoria de la DMF por destilacion a presion reducida y la adicion de agua fria a la mezcla precipitd un sélido amarillo que se
filtr6 a vacio. El solido se cristalizé con metanol, carbon activado y atmosfera de nitrogeno, obteniendo 2.41 gramos (36%) de
cristales blancos con un R¢= 0.54 en CCF del sistema III y un punto de fusiéon de 145.5-147.3 °C. IR (ATR) em™: 3321.35
(N-H, NHCO), 3069.04, 3010.00 (C-H's aromaticos), 2955.75, 2933.03 (C-H, NCH;, OCH3), 1551.60 (C=0), 1482.65,
1459.37 (C=C, C-C), 1350.33, 1326.76 (C=N), 1290.51, 1278.39 (C-N, C-NH, C-NCH3s, N-CHj3), 1243.88 (C-O, C-OCHs).
EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 282 (100) [M+1]+, 177 (18) [M+1-C;H7N], 117 (10) [M-CsHsN»O:]. EM (DART,
19.8 eV) m/z (alta resolucién): 282.12425 (masa calculada), 282.12365 (masa obtenida), '>Cis 'His '*N3 '°0, (formula
probable). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.61 (s, 3H, H10), 3.84 (s, 3H, H19), 7.02-7.06 (t, J = 7.4 Hz, lH,
H17), 7.12-7.14 (d, J = 8.24 Hz, 1H, H15), 7.19-7.27 (m, 2H, H6 y H7), 7.47-7.48 (m, 2H, H8 y H16), 7.55-7.57 (dd, J; =
Hz, J,=1.12 Hz, 1H, H5), 7.75-7.78 (dd, J; = 7.58 Hz, J>, = 1.56 Hz, 1H, H18), 10.63 y 12.58 (s, 1H, D>O, H11). RMN '3C
(100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 29.10 (C10), 55.84 (C19), 109.06 (C8), 112.26 (C15), 120.21 (C17), 122.03 (C6), 122.72
(C7), 130.02 (C18), 131.78 (C16), 157.2 (C14).

/ 19
10 ° 14 15
o
DMF > 9 / 13 16
/>—NH2 . 7 N, 4D
\\/ SOOC 6 71 18 17
37 1 hora 4 N

5 36%

FJBT-1
P.M. 281.3092 g/mol

10.1.5. (E)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)-1-(2-metoxifenil)metanimina (50)

En un tubo de microondas G4 de 10 mL se colocaron 0.5 gramos (3.4 mmoles) de 37 y 1.5 mL (1.7 gramos, 12.42
mmoles) de 2-metoxibenzaldehido. El tubo se introdujo al automuestreador y el microondas se programo con una temperatura
de 160 °C, rampa de 3 minutos, 20 minutos de reaccion y potencia no constante (variable y ajustada a la temperatura). Se
obtuvo un liquido de color rojo intenso cuyo analisis por CCF develd un producto tinico con un Ry = 0.7 en el sistema IV de
elucion. La mezcla de reaccion se uso asi para la siguiente reaccion.

/

o
/ N o
N I
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10.1.6. N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A)

La mezcla de reaccion que contenia a 50 se saco del tubo de microondas con tolueno, el cual se destil6 a presion
reducida en un matraz de bola de 50 mL, quedando solo el aldehido como medio liquido. A esta mezcla se le adicionaron 10
mL de metanol y el sistema se enfrio en un bafio de hielo a 4 °C, posteriormente se afiadieron, de manera lenta, 0.514 gramos
(13.59 mmoles) de borohidruro de sodio, provocandose un burbuje6 en la mezcla. Terminada la adicién de borohidruro de
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sodio, se colocd un globo con nitrégeno y la mezcla se dejo agitando de manera vigorosa por una hora, cuando se devel6 por
CCF en el sistema IV que la materia prima se habia consumido. Posteriormente, a la mezcla se le adiciond agua fria para
disolver las sales de boro, precipitando un soélido blanco que fue filtrado y recristalizado en metanol, carbon activado y
atmosfera de nitrogeno, obteniendo 0.45 gramos (50%) de un solido blanco en forma de obleas con un R¢= 0.2 en CCF del
sistema IV y un punto de fusién de 164.1-165.4 °C. IR (ATR) em™: 3150.77 (N-H, NHCH;), 2991.36, 2966.66, 2940.36 (C-
H’s aromaticos), 2886.14, 2836.82 (C-H, NCH;, NHCH,, CH,, OCH3s), 1600.88, 1554.77, 1514.70 (C=C, C-C), 1463.10,
1391.87 (C=N), 1313.90, 1282.02 (C-N, C-NCH3, C-NH, H,C-NH), 1242.32 (C-O, C-OCH3). EM (DART, 19.8 eV) m/z (%
a.r.) [Asig.]: 268 (100) [M+1]+. EM (DART, 19.8 eV) m/z (alta resolucién): 268.14499 (masa calculada), 268.14415 (masa
obtenida), >C "H;s N3 '°O; (formula probable). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.56 (s, 3H, H10), 3.84 (s,
3H, H19), 4.56-4.58 (d, J = 5.92 Hz, 2H, H12), 6.86-6.95 (m, 3H, H5, H8 y H17), 6.98-7.00 (dd, J; = 8.18 Hz, J> = 0.6 Hz,
1H, H15), 7.02-7.05 (t, J = 5.92 Hz, 1H, DO, H11-NH), 7.13-7.16 (m, 2H, H6 y H7), 7.20-7.24 (ddd, J; = 7.8 Hz, J, =7.76
Hz, J; = 1.68 Hz, H16), 7.27-7.30 (dd, J; = 7.46, J> = 1.48, 1H, H18). RMN *C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 28.24-
28.26 (C10), 40.71 (C12), 55.25 (C19), 107.17 (C6), 110.26 (C15), 114.91 (C7), 118.22 (C8), 120.00 (C5), 120.14 (C17),
127.19 (C16), 127.57 (C18), 127.68 (C13), 135.38 (C9), 142.47 (C4), 155.18 (C2), 156.62 (C14).
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P.M. 267.3256 g/mol

10.1.7. 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39)

En un matraz bola de tres bocas de un litro equipado con un termoémetro, una columna Vigreaux y un embudo de
adicion de 125 mL se colocaron 600 mL de una mezcla acetona/DMF (75:25), en la cual se suspendieron 35 gramos (191.1
mmoles) de acido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico (38) y 58.11 gramos (420.5 mmoles) de carbonato de potasio. Debido a la baja
solubilidad del acido en el medio, se elevo la temperatura a 45 °C en un bafio de aceite. Lentamente y evitando sobrepasar los
50 °C, se adicionaron 43.5 mL (57.85 gramos, 458.7 mmoles) de sulfato de dimetilo por un periodo de una hora. Terminada la
adicion, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion y calentamiento por 3 horas, hasta que la CCF en sistema de elucion V
indico que el proceso habia concluido. La mezcla de reaccion fria se agregd en un vaso de precipitados de 4 litros con hielo y
se procedio a agitar la solucion resultante, precipitando un sélido que se filtro y se dejo secar varios dias a vacio. Una vez seco,
se pesaron 34.5 gramos (90%) de cristales de color beige con un Ry=0.71 en CCF del sistema V y un punto de fusion de 91.8-
92.5 °C. IR (ATR) em™: 3117.68, 3088.83, 3017.94 (C-H's arométicos), 2983.26, 2960.65 (C-H, OCH3), 1725.87 (C=0),
1610.62, 1587.42 (C=C, C-C), 1523.16, 1303.31, 1288.18 (NO»), 1241.60, 1187.02, 1114.77 (C-O, C-OCHs, H;C-0), 789.42,
773.30 (C-N, C-NO»). EM (DART, 19.8 V) m/z (% a.r.) [Asig.]: 212 (100) [M+1]+, 341 (18). RMN 'H (400 MHz, TMS,
CDCL:) ppm: 3.94 (s, 3H, H7), 3.99 (s, 3H, H9), 7.65-7.67 (dd, J; = 8.36 Hz, J> = 1.56 Hz, 1H, H6), 7.73-7.73 (d, J = 1.48
Hz, 1H, H2), 7.79-7.81 (d, J = 8.36 Hz, 1H, H5). RMN "*C (100 MHz, TMS, CDCl3) ppm: 52.94 (C9), 56.86 (C7), 114.72
(C2), 121.50 (C6), 125.43 (C5), 135.01 (C1), 142.48 (C4), 152.54 (C3), 165.29 (C8).
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10.1.8. Acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40)

En un matraz de dos bocas de 500 mL equipado con una columna Vigreaux y un tapon se colocaron 32 gramos (151.54
mmoles) de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39) y 13.6 gramos (242.4 mmoles) de hidréxido de potasio en 300 mL de una
mezcla etanol/agua (60:40) bajo agitacion vigorosa. Esta mezcla se llevo a reflujo por dos horas dandole seguimiento por CCF
con el sistema de elucion VI. Una vez corroborada la desaparicion de la materia prima, se procedio a destilar 1a mezcla a presion
reducida para eliminar el etanol y mas adelante se agrego acido sulfurico concentrado gota a gota, precipitando un sélido café.
Una vez alcanzado un pH = 3, se filtrd el solido resultante a vacio y, una vez seco, se pesaron 28.6 gramos (95.7%). Una
pequeiia muestra se cristalizo, para fines de caracterizacion, de tolueno/metanol, carbon activado y atmoésfera de nitrogeno
obteniéndose un so6lido amarillo cristalino con un Ry= 0.34 en CCF del sistema VI y un punto de fusion de 226.7-228.7 °C. IR
(ATR) em™: 3632.96, 3062.38 (O-H, CO,H), 2999.28, 2963.46 (C-H's aromaticos), 2878.13, 2832.53 (C-H, OCH3), 1688.44
(C=0), 1606.79, 1586.66 (C=C, C-C), 1528.32, 1299.79 (NO>), 1251.34, 1087.41 (C-O, C-OCHj3), 789.42, 773.30 (C-NO»).
EM (DART, 19.8 V) m/z (% a.r.) [Asig.]: 198 (77) [M+1]+, 246 (100). RMN '"H (400 MHz, TMS, Acetona-ds) ppm: 4.06
(s, 3H, H7), 7.73-7.76 (dd, J; = Hz, J> = Hz, 1H, H6), 7.85-7.85 (d, /= 1.52 Hz, 1H, H2), 7.90-7.92 (d, /= 8.52 Hz, 1H, H5).
RMN "C (100 MHz, TMS, Acetona-ds) ppm: 57.26 (C7), 115.60 (C2), 122.44 (C6), 125.67 (C5), 136.04 (C1), 143.73 (C4),
152.86 (C3), 165.95 (C8).
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10.1.9. Acido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (41)

En un reactor Parr® de un litro se mezclaron 30 gramos (152.17 mmoles) de acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40),
30.81 gramos (456.31 mmoles) de clorhidrato de metilamina y 84.12 gramos (608.7 mmoles) de carbonato de potasio en 600
mL de agua. El reactor se programo para calentar a 120 °C por 34 horas y se le dio seguimiento a la reaccion con el sistema de
elucion VI. Corroborada la transformacion total de la materia prima y la aparicion de pequefios subproductos, se procedio a
enfriar la mezcla de reaccion y se traslado a un vaso de precipitados de un litro, en donde se le afiadio hielo y se sometio a
agitacion vigorosa para afiadir lentamente acido sulfurico concentrado en un lapso de una hora, precipitando un sélido de color
rojo intenso. Una vez que se llegd a un pH = 1-2, se filtrd el producto obtenido a vacio y, una vez seco, este se colocod en medio
litro de etanol caliente, el cual se mantuvo bajo agitacion por una hora. Pasado ese tiempo el sélido suspendido fue nuevamente
filtrado y lavado con hexano, dejandose secar por varios dias. Se obtuvieron 26 gramos (87.1%) de un sélido de color rojo
intenso, del cual se tomo una pequefia muestra, con fines de caracterizacion, que se recristalizo de etanol, carbon activado y
atmosfera de nitrogeno obteniéndose cristales rojos con un Rf= 0.43 en CCF del sistema VI y un punto de fusion de 275.1-
276.4°C. IR (ATR) em™: 3486.06 (O-H, CO,H), 3394.57 (N-H, NHCH3), 2936.69 (C-H's aromaticos), 2872.21, 2821.86 (C-
H, NHCH3), 1690.02 (C=0), 1620.62 (C=C, C-C), 1575.34, 1260.62 (NO»), 1215.49, 1166.33 (C-N, C-NHCH3, HN-CH3),
837.17, 820.34 (C-NO,). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 197 (100) [M+1]+. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-
ds) ppm: 2.97-2.98 (d, J = 4.8 Hz, 3H, H7), 7.09-7.12 (dd, J; = 8.94 Hz, J, = 1.48 Hz, 1H, H6), 7.44-7.44 (d, /= 1.6 Hz, 1H,
H2), 8.09-8.11 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H5), 8.15-8.16 (d, J = 4.8 Hz, 1H, NH), 13.46 (s, 1H, H9). RMN *C (100 MHz, TMS,
DMSO-ds) ppm: 29.65 (C7), 114.50 (C2), 115.36 (C6), 126.66 (C5), 132.82 (C4), 137.36 (C1), 145.36 (C3), 166.28 (C8).
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10.1.10. 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42)

Via I: En un matraz bola de dos bocas equipado con una columna Vigreaux, tapon y conectado a un sistema de trampas, se
colocaron 12 gramos (61.2 mmoles) de acido 3-metilamino-4-nitrobenzoico (41) y 120 mL de tolueno con agitacion vigorosa.
Posteriormente, se procedi6 a afiadir rapidamente 13.2 mL (21.6 gramos, 181.56 mmoles) de cloruro de tionilo y se sello el
sistema. La mezcla se calentd a 90 °C con un bafio de aceite y se siguid el avance de la reaccion por CCF en el sistema de
elucion V, tomando un poco de muestra y calentandola en un exceso de metanol para formar el éster del acido; el seguimiento
mostro que a las 14 horas la materia prima se habia agotado, por lo que se dejo enfriar el sistema y después se retir6 la columna
Vigreaux y las trampas de hidroxido de potasio para colocar un sistema de destilacion conectado al vacio en el matraz bola. La
mezcla se calentd en un intervalo de 90-140 °C, lo que permitio retirar la mayoria del tolueno y cloruro de tionilo del medio y
lareaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente. Una vez frio, se agregaron 100 mL de DMF al sistema con agitacion vigorosa
y el matraz bola se unio6 a un sistema de bombeo de amoniaco, el cual contenia 20 gramos de cloruro de amonio (374 mmoles)
y 100 mL de una solucién saturada de hidroxido de potasio. La lenta adicion de hidroxido de potasio al cloruro de amonio que
se mantenia en agitacién vigorosa, libero lentamente amoniaco gaseoso que se burbuje6 en la disolucion por una hora, hasta
que ya no hubo emision alguna de gas. El examen por CCF en el sistema de elucion III mostrd una gran cantidad de materia
prima presente y la presencia de un producto en pequefia cantidad. La mezcla resultante se destild a presion reducida para
eliminar la mayor cantidad de DMF posible y una vez realizado esto, se afiadi6 una solucion acuosa de hidroxido de potasio al
medio para solubilizar a 1a materia prima y el solido que no se solubiliz6 se filtr6 a vacio. Este se recristalizo de dioxano, carbon
activado y atmosfera de nitrogeno, obteniéndose 2.48 gramos y presentando un punto de fusion de 338.5-340.0 °C. Pruebas
posteriores con RMN 'H y espectrometria de masas demostraron que no era el producto deseado, por lo que se deseché esta
via. Nota: Pruebas con cantidades mas pequefias del respectivo acido usando 3 gotas de DMF como catalizador y dos
equivalentes de cloruro de tionilo permitio la obtencion del cloruro de acido en las mismas condiciones pero en un intervalo de
una hora de calentamiento.
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Via 2: En un matraz bola de 250 mL se colocaron 6 gramos (30.6 mmoles) de 41 y 50 mL de formamida con agitacion vigorosa.
A esta disolucion se agregaron, inicialmente, 8.32 mL (6.04 gramos, 59.7 mmoles) de trietilamina que provoco la solvatacion
del acido en el medio. Mas adelante y de manera lenta, se agregaron 17.52 gramos (33.66 mmoles) de PyBOP y 50 mL
adicionales de formamida, por lo que el sistema se sell6 con un globo de nitrogeno. A la formacion del aducto de acido con
PyBOP se le dio seguimiento con CCF y la mezcla de elucion V, tomando una muestra y calentandola en metanol para formar
el éster correspondiente. Después de 2 horas de agitacion vigorosa bajo atmosfera de nitrogeno y sin cambio observables por
CCEF, se procedi6 a agregar 12.93 mL (9.39 gramos, 92.78 mmoles) adicionales de trietilamina y 8.15 gramos (156.32 mmoles)
de cloruro de amonio, sellando nuevamente el sistema y siguiendo el avance de la reaccion por otras 2 horas. Una vez que no
existieron cambios por CCF, a la mezcla de reaccion se le afiadio hielo y se sometid a agitacion, precipitando un solido rojo
que se filtro a vacio. La recristalizacion de este solido en etanol, carbon activado y atmoésfera de nitrogeno permitio obtener
1.07 gramos (18%) de cristales anaranjados con un Ry= 0.28 en CCF del sistema VI y un punto de fusion de 228.0-228.5 °C.
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Via 3: En un matraz bola de 250 mL se colocaron 6 gramos (30.6 mmoles) de 41 y 60 mL de DMF con agitacion vigorosa. A
esta disolucion se agregaron lentamente 5.95 gramos (36.7 mmoles) de CDI, observando la liberacion de didxido de carbono.
Una vez afiadido por completo el CDI, el sistema se selld con un globo lleno de nitrogeno y se dejo en agitacion; la rapida
liberacion de didxido de carbono supuso la rapida formacion del N-acilimidazol correspondiente, por lo que se tomo una unica
placa de CCF en el sistema de elucion I1 a 20 minutos de iniciada la reaccion, tratando antes la muestra con metanol caliente y
corroborando el consumo casi completo de la materia prima. Hecho lo anterior, el matraz bola se conectd a un sistema de
bombeo, en el cual se encontraban 18.6 mL (305.3 mmoles) de hidroxido de amonio al 28% enfriado a 4 °C, a este se afiadid
poco a poco 12.23 gramos (305.7 mmoles) de hidroxido de sodio, procurando agregarlo sélo cuando el burbuje6é de amoniaco
se detenia debido a la fuerte liberacion del mismo con la afladidura de la base. Terminada la adicién y bombeo de amoniaco,
precipité un solido anaranjado/rojizo, la mezcla resultante se destilo casi a sequedad a presion reducida para eliminar la DMF
presente. A continuacion, se agregd agua al matraz y el solido suspendido fue filtrado y se lavo varias veces con agua fria. La
recristalizacion de este en etanol, carbon activado y atmosfera de nitrogeno permitid la obtencion de 3.64 gramos (61%) de
cristales anaranjados, con las mismas caracteristicas que el compuesto descrito en la via 2. IR (ATR) em™: 3399.83, 3365.87
(N-H, NHCH;3;, CONH»), 3156.35, 2967.72, 2936.66 (C-H's aromaticos), 2886.51, 2819.88 (C-H, NHCH3), 1656.27 (C=0),
1608.13 (C=C, C-C), 1577.90, 1391.88 (NO»), 1262.29, 1218.05 (C-N, C-NHCH3, HN-CH3), 764.99, 731.96 (C-NO,). EM
(DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 197 (100) [M+2]+. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 2.99-3.00 (d, /=5
Hz, 3H, H7), 7.05-7.08 (dd, J; = 8.94 Hz, J, = 1.72 Hz, 1H, H6), 7.38-7.39 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H2), 7.61 (s, 1H, D>O, NH),
8.07-8.09 (d, J = 8.84 Hz, 1H, H5), 8.17 (s, 2H, D,0O, H9). RMN *C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 29.75 (C7), 113.43
(C2), 113.59 (C6), 126.33 (C5), 131.89 (C4), 141.08 (C1), 145.56 (C3), 166.78 (C8).

(o] 1) CDI
H DMF
~ t.a.
HO 20 minutos

é

2) NH
NO, ta.
41 1 hora

10.1.11. 4-amino-3-(metilamino)benzamida (43)

En un vaso de hidrogenacion, se disolvieron 1.75 gramos (9 mmoles) de 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42) en 150
mL de metanol, posteriormente fueron afiadidos 0.175 gramos de paladio en carbon activado en una campana de extraccion.
Enseguida, se procedi6 a conectar el vaso al hidrogenador para purgarlo con tres lavados de hidrogeno de 30 Ib/in?. Una vez
purgado, el sistema se sometié a una presion de hidrogeno de 60 1b/in? y agitacion regulada por un redstato. El proceso de
hidrogenacion se detuvo después de una hora al no haber cambios en la presion del sistema y después de haberse consumido
30 Ib/in?. La mezcla de reaccién se filtré en una cama de celita para eliminar el catalizador, evitando que este se secara a
totalidad, debido a su caracter inflamable, con lavados de metanol hasta que el disolvente filtrado no tuviera color. La mezcla,
con 200 mL de metanol, se uso para realizar la siguiente reaccion sin aislar el producto obtenido.
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10.1.12. 2-amino-1-metil-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (44)

La mezcla de reaccion del paso anterior, fue colocada en un matraz bola de dos bocas con una capacidad de 250 mL,
el cual se equipé con una columna Vigreaux y un tapon. El medio se someti6 a agitacion vigorosa y se le afiadié lentamente
1.17 gramos (11.05 mmoles) de bromuro de ciandgeno. Terminada la adicion, la mezcla se calent6 a 60 °C por dos horas,
dandole seguimiento por CCF en el sistema de elucion VII. Corroborada la desaparicion de la materia prima, el sistema se dejo
enfriar a temperatura ambiente y después se destild el disolvente a presion reducida, dejando un poco de metanol, al cual se le
agregé agua. Esto se puso en un bano de hielo a 4°C y se le agregd una disolucion de hidroxido al 10%, hasta que el pH fuera
de 10, precipitando un solido oscuro, cuyo peso, una vez seco fue 1.42 gramos (83%). Una pequefia fraccion de solido se tomo
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y se recristalizd en metanol, obteniendo un soélido blanco, el cual presenté un Re= 0.2 en CCF del sistema VII y un punto de
fusion de 308-309 °C. IR (ATR) em™: 3433.44, 3414.88 (N-H, CONH,), 3148.15, 3039.97 (C-H's aromaticos), 2744.45 (C-
H, NCHz), 1636.24 (C=0), 1614.35, 1583.57 (C=C, C-C), 1480.78, 1461.29 (C=N), 1379.46, 1286.93 (C-N, C-NH,, C-NCHj,
HN-CH;). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 191 (100) [M+1]+. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.53
(s, 3H, H10), 6.71 (s, 2H, D0, H11), 7.08 (s, 1H, D,O, H13-NHA) 7.10-7.12 (d, J= 8.2 Hz, 1H, HS5), 7.56-7.59 (dd, J; = 8.24
Hz, J> = 1.6 Hz, 1H, H6), 7.71-7.71 (d, J = 1.48 Hz, 1H, HS), 7.76 (s, 1H, D,0O, H13-NHB). RMN “C (100 MHz, TMS,
DMSO-ds) ppm: 28.44 (C10), 107.10 (C5), 113.41 (C8), 120.72 (C6), 123.98 (C7), 134.58, 145.65, 157.13 (C2), 168.75
(C12).
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10.1.13. (E)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il-6-carboxamida)-1-(2-metoxifenil)metanimina (51)

En un tubo de microondas G4 de 10 mL se colocaron 0.5 gramos (2.62 mmoles) de 44 y 1.5 mL (1.7 gramos, 12.42
mmoles) de 2-metoxibenzaldehido. El tubo se introdujo al automuestreador y el microondas se programo con una temperatura
de 160 °C, rampa de 3 minutos, 30 minutos de reaccion y potencia no constante (variable y ajustada a la temperatura). Se
obtuvo un solido de color amarillo suspendido en el aldehido que no reacciond, cuyo analisis por CCF develd el consumo casi
total de la materia prima y un producto principal con un Ry = 0.66 en el sistema VII de elucion. La mezcla de reaccion se uso
asi para la siguiente reaccion.
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10.1.14. 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil- 1 H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2)

La mezcla de la reaccion anterior se extrajo con tolueno del tubo de microondas, obteniendo un sélido amarillo/verdoso
que se filtrd a vacio. Este se lavo con tolueno frio para eliminar el exceso de 2-metoxibenzaldehido y, una vez seco, se suspendio
en 10 mL de metanol. Esta mezcla se enfrié en un bafio de hielo a 4 °C para, posteriormente, afiadir lentamente 0.3 gramos (8
mmoles) de borohidruro de sodio bajo agitacion vigorosa. Terminada la adicion del agente reductor, el sistema se selld con un
globo lleno de nitrogeno y se dejo reaccionar por una hora. El examen por CCF en el sistema de elucion VII revel6 el consumo
practicamente total de la materia prima, por lo que se afiadio agua a la disolucion para disolver las sales de boro, observando
la precipitacion de un sélido amarillo que se filtr6 a vacio. Este se sometid a una recristalizacion en metanol, carbon activado
y atmosfera de nitrogeno, obteniendo 0.33 g (40.6%) de un so6lido levemente amarillo con un Rf = 0.6 en CCF del sistema VII
y un punto de fusién 230.7-232.7 °C. IR (ATR) em™: 3285.43 (N-H, NHCO), 3153.91 (C-H's aromaticos), 2970.27, 2947.66,
2837.12 (C-H, NCH3, NHCH,, OCH3), 1578.09 (C=0), 1512.31, 1489.16 (C=C, C-C), 1394.08, 1379.07 (C=N), 1284.24 (C-
N, C-NH, C-NCH3, H,C-NH, N-CHj3), 1239.48 (C-O, C-OCH3). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 311 (100)
[M+1]+, 268 (11) [M+2-CONH.], 191 (18) [M+2-C3sHsO]. EM (DART, 19.8 e¢V) m/z (alta resolucion): 311.15080 (masa
calculada), 311.15139 (masa obtenida), '2Cy7 'Hyo '“N4 °0, (formula probable). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm:
3.60 (s, 3H, H12), 3.84 (s, 3H, H21), 4.58-4.59 (d, J = 6 Hz, 2H, H14), 6.86-6.90 (ddd, J; = 7.44 Hz, J, = 7.44 Hz, J; = 0.88
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Hz, 1H, H19), 6.98-7.00 (dd, J; = 8.26 Hz , J> = 0.68 Hz, 1H, H17), 7.05 (s, IH, D;0, H11-NHA), 7.11-7.13 (d, J = 8.24, 1H,
H5), 7.20-7.25 (ddd, J; = 7.79 Hz, J, = 7.7 Hz, J; = 1.64 Hz, 1H, H18), 7.26-7.31 (m, 2H, H20 y H13-NH), 7.54-7.57 (dd, J,
=8.24 Hz, J; = 1.68, 1H, H6), 7.74-7.74 (d, J = 1.44 Hz, 1H, H8), 7.76 (s, 1 H, D,0, H11-NHB). RMN C (100 MHz, TMS,
DMSO-ds) ppm: 28.24-28.36 (C12), 40.71 (C14), 55.27-55.29 (C21), 106.98 (C8), 110.32 (C17), 113.73 (C5), 120.04 (C19),
120.56 (C6), 124.28 (C7), 127.21 (C20), 127.31 (C18), 127.80 (C15), 135.09 (C9), 145.34 (C4), 156.62 (C2), 156.76 (C16),
168.59 (C10).
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1 hora °
FJBT-2 40.6%

P.M. 310.3504 g/mol

10.1.15. 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3)

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 10 mL de DMF, donde se disolvieron 0.25 gramos (1.31 mmoles) de 2-
amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44) calentando en un bafio de aceite a 60 °C con atmosfera de nitrégeno. Una
vez que se observo la solvatacion completa del solido en el disolvente, se dejo enfriar la disolucion a temperatura ambiente y
se afiadieron 0.25 mL (0.1815 gramos, 1.8 mmoles) de trietilamina al medio aplicando agitacion vigorosa. El matraz bola se
equipd con un embudo de adicion de 10 mL y atmosfera de nitrogeno; en el embudo se introdujeron 0.25 mL (0.29 gramos,
1.68 mmoles) de cloruro de 2-metoxibenzoilo y mas adelante se afiadieron 5 mL de DMF. El sistema se sell6 bajo atmoésfera
de nitrogeno y la mezcla DMF/cloruro de 4cido se afiadi6 lentamente a la carboxamida disuelta. Terminada la adicion, la mezcla
se dejo agitando una hora dandole seguimiento por CCF en el sistema de elucion VII. Corroborada la ausencia de materia
prima, se removié la DMF por destilacion a presion reducida, dejando la muestra casi a sequedad. El solido resultante se
recristalizo de ciclohexano/metanol/etanol en presencia de carbon activado y atmoésfera de nitrogeno. Esto permitid la obtencion
de 93 miligramos (22%) de un sélido blanco con un Rf = 0.6 en CCF del sistema VII y un punto de fusion 282.4-284.0 °C. IR
(ATR) em™: 3356.51, 3272.52 (N-H, NHCO), 3174.17, 3067.69, 3009.53 (C-H's aromaticos), 2999.31, 2946.55, 2847.71 (C-
H, NCHs, OCHj3), 1666.80, 1657.52 (C=0), 1599.27, 1575.71, 1524.97 (C=C, C-C), 1403.14, 1390.02 (C=N), 1346.40,
1318.30 (C-N, C-NH, C-NCHj3, N-CHjs), 1288.44 (C-O, C-OCH3). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 325 (96)
[M+1]+, 359 (100). EM (DART, 19.8 V) m/z (alta resolucion): 325.13006 (masa calculada), 325.12962 (masa obtenida),
12Cy7 'Hy7 N4 1905 (formula probable). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.689 (s, 3H, H12), 3.886 (s, 3H, H21),
7.066, 7.169, 7.554, 7.746-7.763, 7.777-7.802, 8.088 (7H, H5, H6, H8, H17, H18, H19 y H20), 7.332 (s, lH, D,0, H11-
NHA), 7.928 (s, 1H, D,O, H11-NHB), 10.669 y 12.811 (s, 1H, D,O, H13-NH). RMN *C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm:
30.16 (C12), 55.93 (C21), 109.98, 112.29, 117.75, 120.52, 121.56, 122.41, 128.26, 130.18 (C5, C6, C7, C8, C17, C18, C19
y C20), 133.19 (C15), 134.40 (C9), 142.87 (C4), 147.36 (C2), 157.22 (C16), 165.64 (C14), 168.13 (C10).
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10.1.16. Acido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (46)

En un reactor Parr® de un litro se mezclaron 30 gramos (148.84 mmoles) de acido 4-cloro-3-nitrobenzoico (45), 29.88 gramos
(442.54 mmoles) de clorhidrato de metilamina y 82.26 gramos (595.2 mmoles) de carbonato de potasio en 600 mL de agua. El
reactor se programo para calentar a 120 °C por 9 horas y se le dio seguimiento a la reaccion con el sistema de elucion VI.
Corroborada la transformacion total de la materia prima, se procedio a enfriar la mezcla de reaccion y se trasladé a un vaso de
precipitados de cuatro litros, en donde se le afiadi6 hielo y se sometid a agitacion vigorosa para afiadir lentamente acido sulfurico
concentrado en un lapso de una hora, precipitando un sélido de color amarillo intenso. Una vez que se lleg6 a un pH = 1-2, se
filtr6 el producto obtenido a vacio, lavandolo con hexano. Se dejo secar varios dias, obteniéndose 33.32 gramos de un soélido
de color amarillo intenso, considerandose cuantitativo la transformacion de la materia prima; se tomod una pequefia muestra del
solido para caracterizarlo, para ello se recristalizé de etanol, carbon activado y atmosfera de nitrogeno obteniéndose cristales
amarillos con un Ry = 0.47 en CCF del sistema VI y un punto de fusion de 303.5-305.0 °C. IR (ATR) em™: 3361.43 (N-H,
NHCH3), 3096.30 (O-H, CO,H), 2923.09 (C-H’s aromaticos), 2795.47 (C-H, NHCH3), 1679.41 (C=0), 1614.34 (C=C, C-C),
1564.06, 1278.66 (NO,), 1223.40, 1178.97 (C-N, C-NHCH3;, HN-CH3), 820.85, 759.48 (C-NO.). EM (DART, 19.8 ¢V) m/z
(% a.r.) [Asig.]: 197 (100) [M+1]+, 161 (11). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 2.98-2.99 (d, J = 4.8 Hz, 3H,
H7), 6.98-7.01 (d, /=9.12 Hz, 1H, H5), 7.93-7.96 (dd, J; = 9.02 Hz, J> = 1.92 Hz, 1H, H6), 8.49-8.52 (m, 1H, NH), 8.57-8.57
(d, J=2 Hz, 1H, H2), 12.78 (s, 1H, H10). RMN *C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 29.88 (C7), 114.34 (C5), 116.83
(C1), 128.32 (C3), 130.36 (C2), 135.99 (C6), 147.95 (C4), 165.99 (C8).

o CH;NH,
NO o
HO 2 K>€0s 2 p.M. 196.1601 g/mol
H,0 .
120 °C e
9 horas

45
46 Cuantitativo

10.1.17. 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47)

Via I: La metodologia fue igual a la descrita en la seccion 10.1.10, tanto en cantidades de reactivo usado como de condiciones,
solo que el tiempo de reaccion fue de 16 horas y el producto obtenido se purifico primero en una columna empaquetada de
alimina neutra, absorbiéndolo primero en una cantidad minima de alimina y eluyendo la columna con dioxano, mismo solvente
con el cual se cristalizd con carbon activado y atmosfera de nitrogeno, obteniendo 2.3 gramos de hojuelas amarillas que
presentan un punto de fusion de 146.7-147.7 °C. Pruebas posteriores con RMN 'H y espectrometria de masas demostraron que
no era el producto deseado, por lo que se desecho esta via. Nota: Pruebas con cantidades mas pequefias del respectivo acido
usando 3 gotas de DMF como catalizador y dos equivalentes de cloruro de tionilo permiti6 la obtencion del cloruro de acido
en las mismas condiciones pero en un intervalo de una hora de calentamiento.
1) SOCl,
Tolueno
o 90 °C o
N02 16 horas No2
HO 2) NH; HN
DMF
N~ t.a. N~
46 H 1 hora 47 H

0%

Via 2: La metodologia fue igual a la descrita en la seccion 10.1.10. tanto en cantidades de reactivo usado como de condiciones.
La recristalizacion del solidé obtenido por esta via en etanol, carbon activado y atmosfera de nitrégeno permitié obtener 2.20
gramos (36%) de cristales anaranjados con un Rr= 0.26 en CCF del sistema VI y un punto de fusion de 249.9-251.5 °C.
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Via 3: La metodologia fue a la descrita en la seccion 10.1.10. tanto en cantidades de reactivo usado como de condiciones. La
recristalizacion del solidé obtenido en etanol, carbon activado y atmosfera de nitrégeno permitid la obtencion de 4.51 gramos
(76%) de cristales anaranjados, con las mismas caracteristicas que el compuesto descrito en la via 2. IR (ATR) em™: 3452.31
(N-H, CONH,), 3342.21 (N-H, NHCH3), 3084.99, 3015.29, 2949.64 (C-H’s aromaticos), 2887.50, 2815.29 (C-H, NHCH3),
1624.88 (C=0), 1602.64, 1563.46 (C=C, C-C), 1530.60, 1354.24 (NO), 1233.23, 1186.55 (C-N, C-NHCH3;, HN-CH3), 817.93,
759.83 (C-NO,). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 196 (100) [M+1]+. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-d¢)
ppm: 2.98-2.99 (d, J=5 Hz, 3H, H7), 6.99-7.01 (d, J=8.72 Hz, 1H, H5), 7.26 (s, 1H, D-O, H9-NHA), 7.98 (s, 1H, D,O, H9-
NHB), 8.00-8.03 (dd, J; = 9.04 Hz, J, = 2.12 Hz, 1H, H6), 8.35-8.39 (m, 1H, D,O, NH), 8.65-8.65 (d, J = 2.16 Hz, 1H, H2).
RMN C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 29.83 (C7), 113.95 (C5), 120.50 (C1), 126.31 (C3), 130.32 (C2), 134.93 (C6),
147.17 (C4), 166.15 (C8).
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10.1.18. 3-amino-4-(metilamino)benzamida (48)

La metodologia fue practicamente igual a la descrita en la seccion 10.1.11, salvo que se utilizaron 4 gramos (20.5
mmoles) de 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47) en 150 mL de metanol y 0.4 gramos de paladio en carbon activado en una
campana de extraccion. El proceso de hidrogenacion se detuvo después de una hora al no haber cambios en la presion del
sistema y después de haberse consumido 70 1b/in?. El lavado del catalizador con metanol provey6 200 mL de volumen total de
mezcla, el cual se uso para realizar la siguiente reaccion sin aislar el producto obtenido.

(o] (o]
NO B NH
2 Pd/C 2
H,N H,N
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7~ t.a. 7~

N N

4 H 1 hora 48 H

Cuantitativo

10.1.19. 2-amino-1-metil-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (49)

La metodologia fue igual a la descrita en la seccién 10.1.12, salvo que se afiadieron 2.67 gramos (25.2 mmoles) de
bromuro de ciandgeno a la mezcla. La precipitacion del producto por el cambio de pH permiti6 obtener un sélido oscuro, cuyo
peso, una vez seco fue 3.8 gramos (97%). Una pequeiia fraccion de solidd se tomd y se recristalizo en metanol, obteniendo un
solido blanco, el cual presenté un Ry = 0.14 en CCF del sistema VII y un punto de fusién de 308-309 °C. IR (ATR) em™:
3460.29 (N-H, CONH>), 3353.18 (N-H, NHCHj3), 3157.79, 2941.12 (C-H’s aromaticos), 2750.76 (C-H, NCHj3), 1678.61
(C=0), 1634.47, 1604.67, 1580.17 (C=C, C-C), 1536.83, 1471.74 (C=N), 1399.70, 1238.63, 1069.97 (C-N, C-NH,, C-NHCHj3,

83




HN-CHs). EM (DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 191 (100) [M+1]+. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.51
(s, 3H, H10), 6.57 (s, 2H, D0, H11), 7.06 (s, 1H, D,0, HI13-NHA), 7.13-7.15 (d, J = 8.24 Hz, 1H, H8), 7.51-7.53 (dd, J; =
8.2 Hz, J,= 1.64 Hz, 1H, H7), 7.71-7.72 (d, J = 1.48 Hz, 1H, H5) 7.79 (s, IH, D,0, H13-NHB). RMN C (100 MHz, TMS,
DMSO-d¢) ppm: 28.55 y 28.58 (C10), 106.54 (C8), 114.14 y 114.15 (C7), 118.46 (C5), 126.62 (C6), 137.25 (C4), 142.29
(C9), 156.36 (C2), 168.99 (C12).

(o]
NH,
H,N BrCN P.M. 190.2019 g/mol
- Metanol
N 60 °c
48 H 2 horas

10.1.20. 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4)

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 10 mL de acetona, donde se suspendieron 0.5 gramos (2.63 mmoles) de 2-
amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49) con atmosfera de nitrogeno y agitacion vigorosa. Enseguida, se afiadieron
0.5 mL (0.363 gramos, 3.59 mmoles) de trietilamina al medio. El matraz bola se equipd con un embudo de adicion de 10 mL
y atmosfera de nitrogeno; en el embudo se introdujeron 0.5 mL (0.573 gramos, 3.36 mmoles) de cloruro de 2-metoxibenzoilo
y mas adelante se afiadieron 10 mL de acetona. El sistema se sell6 bajo atmdsfera de nitrégeno y la mezcla acetona/cloruro de
acido se afladio lentamente a la carboxamida disuelta. Terminada la adicién, la mezcla se dejo agitando una hora dandole
seguimiento por CCF en el sistema de elucion VII. Corroborada la ausencia de materia prima, se removio la acetona por
destilacion a presion reducida, dejando la muestra casi a sequedad. El soélido resultante se recristalizo de
ciclohexano/metanol/etanol en presencia de carbon activado y atmosfera de nitrogeno. Esto permitio la obtencion de 0.3 gramos
(35.3%) de un sélido blanco con un Rf = 0.6 en CCF del sistema VII y un punto de fusion 227.3-228.4 °C. IR (ATR) em™:
3295.22 (N-H, NHCO), 3197.69 (C-H's aromaticos), 2946.83, 2842.33 (C-H, NCH3, OCHjs), 1655.34 (C=0), 1569.43, 1532.51
(C=C, C-C), 1390.46 (C=N), 1328.33 (C-N, C-NH, C-NCHj3, N-CH;), 1288.81 (C-O, C-OCH;). EM (DART, 19.8 eV) m/z
(% a.r.) [Asig.]: 325 (100) [M+1]+, 307 (44) [M+2-CHzs], 181 (13), 153 (22), 135 (67) [M-CoHoN4O]. EM (DART, 19.8 eV)
m/z (alta resolucién): 325.13006 (masa calculada), 325.12968 (masa obtenida), '>C;7 'H;7 N4 '°0; (formula probable). RMN
'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 3.68 (s, 1H, H12), 3.90 (s, 1H, H21), 7.05, 7.19, 7.56, 7.75-7.85, 8.15 (7H, H5, H7,
HS8, H17, H18, H19 y H20), 7.279 (s, 1H, H11-NHA), 7.986 (s, 1H, H11-NHB), 10.642 y 12.802 (s, 1H, D,O, H13-NH).
RMN "C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 30.22 (C12), 55.98 (C21), 109.56, 112.25, 118.23, 120.61, 122.01, 128.81,
130.27, 133.26 (C5, C6, C7, C8, C17, C18, C19 y C20), 128.06 (C15), 136.78 (C9), 140.14 (C4), 146.79 (C2), 157.21 (C16),
165.70 (C14), 168.29 (C10).
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10.1.21. (E)-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il-5-carboxamida)-1-(2-metoxifenil)metanimina (52)

La metodologia fue igual a la descrita en la seccion 10.1.13, tanto en cantidad de reactivos como tiempo de reaccion.
Se obtuvo un solido de color amarillo suspendido en el aldehido que no reacciono, cuyo analisis por CCF devel6 el consumo
casi total de la materia prima y un producto principal con un R¢= 0.62 en el sistema VII de elucion. La mezcla de reaccion se
uso asi para la siguiente reaccion.
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160 °C \ Cuantitativo
+ 30 minutos 52
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10.1.22. 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil- 1 H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5)

La metodologia fue igual a la descrita en la seccion 10.1.14, tanto en cantidad de reactivos como tiempo de reaccion.
La recristalizacion en metanol, carbon activado y atmosfera de nitrégeno del respectivo solido, permitié la obtencion de 0.25
£ (30.63%) de un sélido blanco con un Rf = 0.6 en CCF del sistema VII y un punto de fusién 238.0-239.1 °C. IR (ATR) em
11 3406.70, 3318.67, 3192.23, 3075.27, (C-H's aromaticos), 3038.18, 2935.74 (C-H, NCH;, OCH;, NHCH>), 1644.17 (C=0),
1608.04, 1559.04 (C=C, C-C), 1456.54, 1434.93 (C=N), 1316.46, 1282.67, 1236.20 (C-N, H,C-NH, N-CH;, C-NH). EM
(DART, 19.8 eV) m/z (% a.r.) [Asig.]: 311 (100) [M+1]+. EM (DART, 19.8 eV) m/z (alta resolucion): 311.15080 (masa
calculada), 311.15037 (masa obtenida), '>C17 'Hyo N4 1°O, (Formula probable). RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm:
3.59 (s, 3H, H12), 3.84 (s, 3H, H21), 4.57-4.58 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H14), 6.86-6.90 (ddd, J; = 7.44 Hz, J, = 7.44 Hz, J; =0.92
Hz, 1H, H19), 6.98-7.00 (dd, J; = 8.16 Hz, J> = 0.68 Hz, 1H, H17), 7.04 (s, 1/2H, D,O, H11-NHA), 7.17-7.19 (d, J= 8.2 Hz,
1H, H8), 7.18 (s, 1H, H13-NH), 7.20-7.24 (ddd, J; = 7.84 Hz, J> = 7.78 Hz, J; = 1.68 Hz, 1H, H18), 7.28-7.30 (dd, J; = 7.46
Hz, J,=1.48 Hz, 1H, H20), 7.52-7.55 (dd, J; = 8.22 Hz, J, = 1.6 Hz, 1H, H7), 7.72-7.72 (d, J = 1.4 Hz, HS), 7.74 (s, 1/2H,
D,0, H11-NHB). RMN 3C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 28.49-28.50 (C12), 40.72 (C14), 55.29-55.30 (C21), 106.45
(C8),110.34 (C17), 114.37 (C5), 118.74 (C7), 120.02 (C19), 126.56 (C15), 127.32 (C6), 127.35 (C20), 127.79 (C18), 137.73
(C9), 142.02 (C4), 156.09 (C2), 156.65 (C16), 168.87 (C10).
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de masas (EM).

Anexo 1: Espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrégeno (‘H) y carbono (13C) y espectrometria
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Espectro 6: RMN 'H en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (37), 147.1771 g/mol.
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Espectro 7: RMN *C en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (37), 147.1771 g/mol.
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Espectro 8: EM DART de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (37), 147.1771 g/mol.
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Espectro 9: IR-ATR de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39), 211.1714 g/mol.
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Espectro 10: RMN 'H en CDCl; de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39), 211.1714 g/mol.
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Espectro 11: RMN !*C en CDCls de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39), 211.1714 g/mol.
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Espectro 12: EM DART de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (39), 211.1714 g/mol.
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Espectro 13: IR-ATR de acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40), P.M. 197.1448 g/mol.
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Espectro 14: RMN 'H en acetona-ds de 4cido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40), P.M. 197.1448 g/mol.
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Espectro 15: RMN !3C en acetona-ds de dcido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40), P.M. 197.1448 g/mol.
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Espectro 16: EM DART de acido 3-metoxi-4-nitrobenzoico (40), P.M. 197.1448 g/mol.
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Espectro 17: IR-ATR de acido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (41), P.M.196.1601 g/mol.
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Espectro 18: RMN 'H en DMSO-ds de 4cido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (41), P.M.196.1601 g/mol.
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Espectro 19: RMN '3C en DMSO-ds de 4cido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (41), P.M.196.1601 g/mol.
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Espectro 20: EM DART de acido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (41), P.M.196.1601 g/mol.
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Espectro 21: IR-ATR de 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 22: RMN 'H en DMSO-ds de 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 23: RMN '3C en DMSO-ds de 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 24: EM DART de 3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (42), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 25: IR-ATR de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 26: RMN 'H en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 27: RMN *C en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 28: EM DART de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (44), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 29: IR-ATR de acido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (46), P.M. 196.1601 g/mol.
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Espectro 30: RMN 'H en DMSO-ds de 4cido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (46), P.M. 196.1601 g/mol.
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Espectro 31: RMN '3C en DMSO-ds de 4cido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (46), P.M. 196.1601 g/mol.
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Espectro 32: EM DART de acido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (46), P.M. 196.1601 g/mol.
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Espectro 33: IR-ATR de 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 34: RMN 'H en DMSO-ds de 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 35: RMN '3C en DMSO-ds de 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 36: EM DART de 4-(metilamino)-3-nitrobenzamida (47), P.M. 195.1753 g/mol.
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Espectro 37: IR-ATR de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 38: RMN

'H en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 39: RMN !*C en DMSO-ds de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 40: EM DART de 2-amino-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (49), P.M. 190.2019 g/mol.
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Espectro 41: IR-ATR de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256 g/mol.

Data:Hei1 Acquired:5/28/2018 4:57:33 PM

Sample Name Operator:AccuTOF

Description: Mass Calibration data:Cal-peg 400-Agosto-2018
lonization Mode:ESI+ Created:10/10/2018 8:57:55 AM
History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid,30 Area];Correct Base[1.0%]];Correct Base[5.0%]:Average(MS[1] 0..0) Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:5.00(mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)
Element:"*C:1 .. 40, 'H:0 .. 50, “N:1 .. 4, ™00 .. 3

Relative Intensity / 19
00 [268.14415
J 10 14 15
- 5, / 12 13
] N 16
7 2
50 NH
y/, 18 17
- 6 11
1 4
5
L e S e T T o o o S e e e Y T O LA S oo e e e e s Do B o e i e e i e s E
268.00 268.20 26840 26860
miz
Mass Difference Mass Difference
Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Number
268.14415 1775230.62 268.?44954 -0.84 -3.1212C 46" H15" N5 150, 9.5

Espectro 42: EM DART alta resolucién de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256
g/mol.
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Espectro 43: EM DART baja resolucion de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256
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Espectro 44: RMN 'H en DMSO-ds de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256 g/mol.
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Espectro 45: RMN 3C en DMSO-ds de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256 g/mol.
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Espectro 46: RMN 'H-'H COSY de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M. 267.3256 g/mol.
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Espectro 47: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-'*C de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M.
267.3256 g/mol.
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Espectro 48: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-'*C de N-(2-metoxibencil)-2-amino-1-metil-1H-bencimidazol (8A), P.M.
267.3256 g/mol.
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Espectro 49: IR-ATR de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M.
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Espectro 50: EM DART baja resolucion de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M. 281.3092
g/mol.
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Data:FJBT-

Sample Name:
Description:
lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30 Area];Correct Base[1.0%]]:Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1
Element:'2C:1 .. 30, '"H:0 .. 54, “N:1 . 4, "%0:1 .. 3

Relative Intensity

Tolerance:4.00(mmu)

Acquired:10/11/2018 5:47:51 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal-peg 400-Agosto-2018
Created:10/11/2018 6:04.16 PM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Mumber:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)

282 12365 ’, 19
. 10 o 14 15
| 2, / 13 6
50 7 N 2 12
i . ¥/ ﬁ" 18 17
1 4N
5
0‘, T T 7 F r r . 1rr oo . FrrF 1. F T3 L D e ma | L P P N S S [ R R R B O EI R D R D )
281.90 282.00 282.10 282.20 282.30
miz
. Mass Difference | Mass Difference 4 i
Mass Intensity Calc. Mass (mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Number
282.12365 544621.00) 2B2.12425 -0.60 -2.14) 2C15"H15"* N1 "02 10.5

Espectro 51: EM DART alta resolucion de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M. 281.3092

—12.5812
-—10.6324

|

_—

12 11
f1 (ppm)

—7.1210
-7.0643
—7.0458
,7.0273

—_
(=]
o
N
~
N

|

T 72341

g/mol.

S o
23
s 19
\ o/ /
(o]
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8 ’ / 13
16
7 “z 12
. ¥/ “H 18 17
4 N
5
— " N ™M MU 1N O
~— N 0N O s - oo
O N WO N N 1D w1 oS
NN~ Binmn ¥
NSNS NSNS NS
~ SN
|

R

Q

7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 7.8 7T 7.5
. . . . . . . 1 m
f1 (ppm) (ppm)
S}

b + SAh AeD FARS

x = S8s-as o &

o ~— NN O o~ N
\ \ \ \ \ \ : \ \ \ \ \ \ \ \
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6
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Espectro 52: RMN 'H en DMSO-ds de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M. 281.3092

g/mol.
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Espectro 53: RMN '3C en DMSO-ds de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M. 281.3092

g/mol.
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Espectro 54: RMN 'H-'H COSY de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1), P.M. 281.3092 g/mol.
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Espectro 55: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-"*C de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1),

P.M. 281.3092 g/mol.
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Espectro 56: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-!*C de 2-metoxi-N-(1-metil-1H-bencimidazol-2-il)benzamida (FJBT-1),

P.M. 281.3092 g/mol.
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Espectro 57: IR-ATR de 2-

x10°  Intensity (139000)

[(2-metoxibencil )Jamino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2), P.M. 310.3504
g/mol.

3

312

191

Espectro 58: EM DART baja resolucion de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2),

P.M. 310.3504 g/mol.
118




Data:Men1

Sample Name:

Description:

lonization Mode:ES |+

History: Determine m/z[Peak Detect{Centroid, 30, Area];Correct Base[1.0%]];.Carrect Base([5.0%];Average(MS[1] 1..1)

Charge number:1
Element:'2C:1 .. 40, 'H:0 .. 50, ™N:2 .. 4, "%0:1 .. 3

Tolerance:4.00(mmu)

Relative Intensity

Acquired:5/28/2018 4:59:52 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal-peg 400-Agosto-2018
Created:10/10/2018 9:12:37 AM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)

311.15139
] /2I
1 (o]
1 17
- 1 11 18
H,N
1 19
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
311.10 3120 311.30 311.40
miz
% Mass Difference | Mass Difference ! ;
Mass Intensity Calc. Mass (i) {ppm) | Possible Formula ‘ Unsaturation Mumber
311.15139]  191838.25 _ 311.1508(] 0.59] 1.90[2C17"H10 N4 502 | 105

Espectro 59: EM DART alta resolucion de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2),

P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 60: RMN 'H en DMSO-ds de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2), P.M.

310.3504 g/mol.
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Espectro 61: RMN '3C en DMSO-ds de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2),
P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 62: RMN 'H-'H COSY de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2), P.M.
310.3504 g/mol.
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Espectro 63: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-*C de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-
carboxamida (FJBT-2), P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 64: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-!3C de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-6-
carboxamida (FJBT-2), P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 64A: Expansion de la correlacion heteronuclear HMBC 'H-'3H de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-
bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-2), P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 65: IR-ATR de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3), P.M. 324.3339 g/mol.

9000+

8000+

7000+

6000+

5000+

4000

3000+

2000

1000+

Intensity (9570)

2‘|13

[ TR RETRYM ¥ |lJ.L1|.I|...,JLuL__,,JLLL
T T T T T T —T

325

326

~~359

360

608

Aol . |

200

360

4!‘]0 500 600
miz

Espectro 66: EM DART baja resolucion de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3),
P.M. 324.3339 g/mol.
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Data:K9C10 Acquired.8/30/2018 4.43.41 PM

Sample Name: Operator:AccuTOF
Description: Mass Calibration data:Cal-peg 400-Agosto-2018
lonization Mode:ESI+ Created:10/10v2018 9:03:52 AM

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30, Area]; Correct Base[1.0%]],Correct Base[5.0%]:Average(MS[1] 1..1)  Created by:AccuTOF

Charge number:1 Tolerance:4.00{mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Both)
Element:"2C:1 .. 40, 'H:0 .. 50, “N:1 .. 4, "%0:1 .. 3

Relative Intensity

100 325,12062 /zl
i 17
. 18
50 -
. 19
0= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
324 .90 325.00 J2s5.10 325.20 325.30 32540
miz
Mass ‘ Intensity ‘ Calc. Mass. ‘ Mass{nll‘:u;fsgence Mass{ﬂfff:}rence Possible Formula Unsaturation Number |
325.12962 7058242  325.13006 045 -1.38 2C17'Hs7"*N4 %05 | 11.5

Espectro 67: EM DART alta resolucién de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3),
P.M. 324.3339 g/mol.
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Espectro 68: RMN 'H en DMSO-ds de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3), P.M.
324.3339 g/mol.
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Espectro 69: RMN *C en DMSO-ds de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3), P.M.
324.3339 g/mol.
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Espectro 70: RMN 'H-'H COSY de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida (FJBT-3), P.M.
324.3339 g/mol.

125




15
19 |
IlkJ M'
| (!
R A pall UJ\_‘_.__ __J T
10
Lo
o
20
—= . -30
3 o
50
SR -
&0
70
8 -
E
%
t_f & -
i - AP AN s T
- i t 120
a - - ruo = [0
3 ¢ - t120 & |40
7 & [0 = 150
— i ; 60
_: }-
] 85 80 _ 75 7D m
f2 (ppm) 80
T T T T T A T T T T T T ~T T T A T T T v T =Y T v T T T A 1
14 13 12 1n 10 9 B 5 4 3 2 1 0

7
f2 (ppmj)

Espectro 71: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-!3C de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida
Ve (FJBT-3), P.M. 324.3339 g/mol..
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Espectro 72: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-3C de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(FJBT-3), P.M. 324.3339 g/mol..
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Espectro 73: IR-ATR de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4), P.M. 324.3339 g/mol

1
400.0

P.M. 324.3339 g/mol.

Espectro 74: EM DART baja resolucion de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4),

127




Datz:Pel10-1

Sample Mame:

Description:

lonization ModesES+

History:Detenming mizjPeak DetecCentroid, 20, Areal;Comect Basa[1.0%]:Comect Base[5.0% ] Avarage{MS{1] 0.0}

Charge number:
Element:2C0 . 22, "H .30, WND 4, D . 3

Tolerance2 00{mmuj)

Reiative intensity

Acquired: 1232013 12:35:35 PM
OperatarALCUTOF

Mass Calbration data:Cak-peg A00-AQosto-2015
Creabed:1 V232018 5:56:19 PM

Created DY ACCUTOF

Unsaturation Mumber:d.0 .. 15.0 [FractorcBoth)

325.12568
] ul
=0+ \3 =
] LY
. M
1 IIL 12
-
-—— 77777
324.50 3z o0 25.10 32220 3530 32540 xs=n
miE
Mass Imtenstty | Calc. Mass ”*%gﬂ:ﬁf"“j “*EI.EETHE{E"* Possiole Formula Unsaturation Mumber
3510068 3656167 505 13008 | T PG 7 Hyr =0 118

Espectro 75: EM DART alta resolucion de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4),

P.M. 324.3339 g/mol.
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Espectro 76: RMN 'H en DMSO-ds de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4), P.M.

324.3339 g/mol.
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Espectro77: RMN *C en DMSO-ds de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4), P.M.
324.3339 g/mol.
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Espectro 78: RMN 'H-'H COSY de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-4), P.M.
324.3339 g/mol.
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Espectro 79: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-!3C de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(FJBT-4), P.M. 324.3339 g/mol.
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Espectro 80: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-*C de 2-(2-metoxibenzamida)-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(FJBT-4), P.M. 324.3339 g/mol.
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Espectro 81: IR-ATR de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5), P.M. 310.3504

g/mol.
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Espectro 82: EM DART baja resolucion de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5),

P.M. 310.3504 g/mol.
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Data:Qaf1

Sample Name:

Description:

lonization Mode:ESI+

History:Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30 Area],Correct Base[1.0%]];Correct Base[5.0%];Average(MS[1] 0.0....
Charge number:1 Tolerance:4.00(mmu)
Element:'2C:1 .. 40, "H:0 .. 50, “N:2 .. 4, %011 .. 3

Relative Intensity

Acquired:5/28/2018 5:08:11 PM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal-peg 400-Agosto-2018
Created:10/10/2018 9:23:22 AM

Created by:AccuTOF

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Bath)

|
/

100 311.15037 o

| 11

. H N "0

50 -
0= T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
311.10 311.20 311,30 311.40
miz
" Mass Difference | Mass Difference . "

Mass Intensity | Calc. Mass {mmu) (ppm) Possible Formula Unsaturation Number
311.15037]  391519.50,  311.15080) -0.43 -1.39 '2C17'H1g" N4 %02 10.5

Espectro 83: EM DART alta resolucion de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5),

P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 84: RMN 'H en DMSO-ds de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5), P.M.

310.3504 g/mol.
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Espectro 85: RMN *C en DMSO-ds de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5),
P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 86: RMN 'H-'H COSY de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5), P.M.
310.3504 g/mol.
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Espectro 87: Correlacion heteronuclear HSQC 'H-*C de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (FJBT-5), P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 88: Correlacion heteronuclear HMBC 'H-'3C de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (FJBT-5), P.M. 310.3504 g/mol.
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Espectro 88A: Expansion de la correlacion heteronuclear HMBC 'H-'3C de 2-[(2-metoxibencil)amino]-1-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (FJBT-5), P.M. 310.3504 g/mol.
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