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RESUMEN

En este trabajo se presenta el disefio, sintesis y evaluacion de una serie de
compuestos bencimidazolicos como inhibidores de la enzima triosafosfato isomerasa
de T. cruzi (TcTIM), enzima crucial en el metabolismo energético del agente causal de

la tripanosomiasis americana.

Los compuestos sintetizados son carboxamidas bencimidazolicas, cuya caracteristica
estructural es tener un grupo electrodonador (metoxilo) o electroatractor (nitro) en
posicion para respecto a la carboxamida, con uno y/o 2 cloros en las posiciones 5y 6

del bencimidazol.

La parte sintética se abordo por rutas distintas, una a través de un intermediario de la
familia de los imidatos, especificamente benzoilcarboniditioimidatos, que se
condensaron con 1,2-fenilendiamina y la otra por reaccion directa entre el 2-amino-
1H-bencimidazol con el cloruro de benzoilo correspondiente; con el objetivo de
conseguir buenos rendimientos y asegurar la posicion del grupo benzoilo sustituido en
la posicion C-2 del 2-amino-1H-bencimidazol. Los compuestos fueron caracterizados
por propiedades fisicas como: punto de fusion (pf), factor de retencion (Ry), asi como
por el uso de técnicas espectroscopicas como Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

e Infrarrojo (IR), y por espectrometria de masas (EM).

Se realiz6 la evaluacion enzimética a todos los compuestos, y se encontraron
resultados satisfactorios. Dos de los compuestos, CN3 y CN7, superaron el porcentaje
de inhibicién de las moléculas C12-C20 que son precedentes de la serie CN.

Se hicieron estudios de acoplamiento molecular frente a las enzimas TIM de T. cruzi
y de H. sapiens con el fin de explicar los resultados del ensayo enziméatico, se
calcularon los valores de score, se observaron los modos de unién y las interacciones
con los residuos de la interfaz de la enzima. Ademas, se utiliz6 un método de
validacion del acoplamiento molecular mediante el calculo del valor de RMSD que

resulté ser aceptable.
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INTRODUCCION

Las afecciones causadas por parasitos representan un grave problema de salud en
México y otros paises de América Latina, y en los Ultimos afios, en paises
desarrollados. Entre estas enfermedades se encuentra la tripanosomiasis americana
mejor conocida como la enfermedad de Chagas, siendo el agente causal
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que es un protozoo de la clase Zoomastigophorea. La
mayoria de los casos de transmisién de T. cruzi son vectoriales por insectos
hematdéfagos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae y su importancia radica
en su elevada prevalencia, incurabilidad, tratamientos costosos y altos indices de
morbilidad y mortalidad. Dicha enfermedad es endémica de América Latina, pero es
considerada enfermedad emergente y desatendida por la Organizacion Mundial de la
Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud. Se calcula que en el mundo hay
entre 6 y 7 millones de personas infectadas por T. cruzi, la mayoria de ellas en América

Latina.

A pesar de los avances cientifico-tecnolégicos existen pocas alternativas para su
prevencion, control y tratamiento dado que no existe vacuna y la quimioterapia
disponible es limitada e ineficaz. Hasta el momento los farmacos de eleccion utilizados
como tratamiento son el Nifurtimox (un derivado de nitrofurano, Nfx; Lampit® Bayer)
y el Benznidazol (un derivado de 2-nitroimidazol, Bnz; Rochagan® Roche) que
comenzaron su comercializacion en la década de los 70’s. Estas sustancias so6lo
funcionan dependiendo de la fase de la enfermedad, la dosis, la duracion del
tratamiento, edad del paciente y resistencia o susceptibilidad variable de T. cruzi,

aunado a los efectos secundarios y adversos propios de los mismos farmacos.

Esto resalta la importancia del desarrollo de nuevos farmacos y el uso de nuevas
estrategias para su disefio. Ademas, se busca que sean moléculas mas potentes,
eficaces y con la menor cantidad de efectos colaterales. Nuestro grupo de
investigacion en el departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM
ha trabajado en la sintesis de derivados de bencimidazol como agentes
antiparasitarios con la intencion de encontrar sustancias activas contra T. cruzi,
algunos derivados bencimidazdlicos han resultado atractivos para su optimizacion y

mejora en la actividad trypanocida.




El presente proyecto trata sobre la sintesis de una serie de N-(1H-bencimidazol-2-
illbenzamidas las cuales en su estructura poseen como nucleo base el bencimidazol
con cloro como sustituyente en 5 0 5y 6, y un grupo benzamida en posicion 2
sustituido con un nitro o metoxilo en posicibn para como ejemplos de grupos
electroatractor y electrodonador, respectivamente. Estas carboxamidas fueron
disefiadas para actuar como inhibidores de la TcTIM, la cual es una enzima de la via

glucolitica, Unica via del parasito de obtencion de energia.

En el transcurso del proyecto se realizo la caracterizacion de los intermediarios de
sintesis, asi como de la serie de compuestos finales mediante técnicas
espectroscopicas de IR, RMN H, RMN 13C y EM. Se realiz6 la evaluacién enzimatica
de los compuestos frente a las enzimas y se explicé las interacciones moleculares

mediante modelado molecular computacional.




SECCION 1.
MARCO TEORICO




1. Antecedentes

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas fue descubierta en 1909 por
el Doctor Carlos Chagas, quien reveld en sus investigaciones al agente, vector,
patologia clinica y epidemiologia.: A pesar del tiempo que ha pasado desde el
descubrimiento, su correcta y eficaz prevencion, control y atencion de la afeccion
sigue siendo un desafio ya que la enfermedad de Chagas es una dolencia generada
en la inequidad y pobreza de millones de habitantes de los mas variados ambitos
sociales y ecosistemas del continente, con un denominador comun, la vivienda y un

estilo de vida pobre e insalubre.

La forma de transmision es por parasitos que ingresan al organismo en las heces u
orina infectadas del insecto después de una picadura, por transfusion de sangre, rutas
congénitas (de madre a hijo), por trasplante de 6rganos y accidentes de laboratorio.:

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas
en inglés World Health Organization), se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7
millones de personas infectadas por T. cruzi mayormente en América Latina? donde
esta enfermedad es endémica; mientras que en los Ultimos afios como resultado del
flujo de las migraciones internacionales legales e ilegales se ha propagado a paises
no endémicos como Estados Unidos, Canada, 17 paises europeos y algunos del

Pacifico occidental.3#

En México, la parasitosis practicamente se encuentra distribuida en todo el territorio
nacional debido a las condiciones sociales, econdmicas, geograficas y biolégicas. Se
estima que 1.1 millones de personas estan infectadas en el pais teniendo una
incidencia en 2012 de 0.70 por 100,000 habitantes, en 2017 de 0.71 por cada 100,000
habitantes. Las tasas de incidencia mas altas se registraron en Yucatan, Oaxaca,
Veracruz e Hidalgo.*>¢

1.1 Trypanosoma cruzi

El protozoario Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas
0 tripanosomiasis americana, es un protista unicelular que pertenece al género
Trypanosoma de la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, que pasa por

diferentes etapas morfologicas en sus hospederos vertebrados e invertebrados.”®




1.1.1 Morfologia

T. cruzi presenta distintas formas con variaciones en su estructura y organelos

dependiendo del ambiente en el cual se encuentra (Figura 1).

Tripomastigote metaciclico, es la forma infectiva. Es una célula alargada que consta
de un nucleo centralizado y un cinetoplasto en el extremo posterior del cuerpo. Mide
12 - 30 um, incluyendo el flagelo que inicia en la parte posterior del parasito, y emerge
libre en el extremo anterior, formando en su trayecto submembranal una membrana

ondulada.e

Amastigote intracelular, es redondeado u ovoide, mide 1.5 - 4.0 um. En él pueden
apreciarse el nacleo, el cinetoplasto y cuerpo basal. Carece tanto de flagelo como de
membrana ondulada. Los amastigotes infectan las células del musculo liso (con una

afinidad particular por el musculo cardiaco).°°

Epimastigote, es ligeramente mas pequefio que el tripomastigote. Se encuentra en
cultivos y en el insecto vector dado que estan especializados para sobrevivir en el
entorno hostil de los intestinos del vector. También puede encontrarse en vertebrados,
como forma de transicion. El cinetoplasto se encuentra entre el nucleo y el flagelo
libre, la membrana ondulada es pequefia y emerge de la parte media del protozoo.°

Reservosoma

ntcle ses it
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Figura 1. Principales estructuras y organelos encontrados de T. cruzi (Tripomastigote metaciclico).®

1.1.2 Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi consiste en tres formas de desarrollo principales ya antes
mencionadas. Cuando el insecto hematdfago, conocido como chinche besucona,

portador del parasito T. cruzi se alimenta de sangre de un mamifero, frecuentemente
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emite una gota de deyeccion de parasitos, provocando la contaminacion debido a que
el huésped se frota la zona provocando pérdida de piel o pequefias lesiones,
ocasionando la entrada de tripomastigotes metaciclicos a través de grietas o heridas
en la piel, membranas mucosas o conjuntivas. De igual forma cuando el insecto
succiona las formas tripomastigotes que se encuentran en la circulacion sanguinea
del hospedero infectado, los tripomastigotes en el intestino del triatomineo se
transforman en epimastigotes, los cuales se reproducen por fision binaria

longitudinal.»

La presencia de los parasitos en la circulacion facilita la propagacion de la infeccion al
dirigirse hacia otros tejidos. T. cruzi es un parasito que se reproduce en las células del
sistema fagocitico mononuclear por lo que, al ser fagocitado, los tripomastigotes se
transforman en amastigotes dentro de los macréfagos; éstos se reproducen dentro de
la célula hasta que la rompen, quedando libres en la circulacion y transformandose
nuevamente en tripomastigotes, los cuales pueden invadir nuevas células, tales como
células del sistema fagocitico mononuclear, células de tejido muscular estriado y
células nerviosas. Una vez dentro de estas células se vuelven a reproducir. Ademas
de lisar las células, queda la posibilidad de que cuando sea picado este mamifero por
un triatomineo succione sangre e ingiera las formas circulantes. De manera ilustrativa

en la figura 2 se puede apreciar con detalle el ciclo biolégico.?
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Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi. *?

1.2 Vector de transmision

Las especies intradomiciliarias son Triatoma barberi, asociada con miocardiopatias y
megas (dilataciones) de érganos del tracto digestivo, y Triatoma dimidiata, distribuida

desde los paises andinos y de Centroamérica hasta México.

En México se han detectado ocho géneros y 31 especies de triatoma. En dos terceras
partes del territorio existen las condiciones para que se lleve a cabo la transmisién
vectorial (Figura 3). Las principales especies identificadas en 2018 en la Republica
fueron Triatoma longipenmis (34%), Triatoma pallidipennis (23%) y Triatoma dimidiata
(29%).
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Figura 3. Distribucion de triatominos en México, 2018. *

1.2.1 Patogenia y Diagndstico de la Tripanosomiasis Americana

Después de un periodo de incubacién de 7-10 dias, se desarrolla la enfermedad que
consta de tres periodos definidos: agudo, crénico latente o indeterminado y crénico

determinado.

Agudo (1 a 4 meses). Caracterizado por una alta parasitemia en sangre y una extensa
parasitosis de tejidos locales, suele pasar desapercibida debido a la ausencia de
sintomas especificos. Sé6lo 5% desarrollan la forma aguda sintomatica, que tiene
mayor frecuencia e importancia en nifios; el signo de Romafia es el evento clasico de
esta fase, que se caracteriza por edema bipalpebral unilateral de color violaceo como
“ojo en tinta” u “ojo morado”. Para el diagndstico se realiza examen directo en fresco,
gota gruesa, método de concentraciébn de Strout, con el fin de visualizar los
tripomastigotes sanguineos. Otros estudios auxiliares son el xenodiagnostico,

hemocultivo y PCR.*2

Fase indeterminada (10 afios a décadas). Este periodo por definicién es asintomatico.
Entre el 60-70% de los infectados presenta este periodo y dentro del 30-40% de ellos

permanecen en él por toda la vida.:




A) Periodo crénico determinado

Forma cardiaca: Es la mas importante por su alta morbimortalidad en zonas
endémicas. Se observan en este periodo inflamacion crénica, miocitolisis y fibrosis

progresiva que compromete las tres capas del corazén.:

Formas digestivas: Si bien las lesiones afectan todo el tubo digestivo, las mas
importantes comprometen el eséfago y el colon terminal, es decir, los segmentos que
tienen contenidos mas solidos, originando alteraciones motoras, anatémicas, asi

como de absorcién y secrecion.

Forma nerviosa: El compromiso del sistema nervioso central SNC puede ser
difuso o focal con escasa repercusion clinica. El perfil psicolégico del paciente
chagéasico crénico es el de una persona que actia como si estuviera

permanentemente estresado.s

Para el diagndstico se utilizan los métodos inmunodiagnosticos como ELISA, IFI,
hemoaglutinacion indirecta y fijacion del complemento; también se emplea el

xenodiagndstico.:*
1.3 Tratamiento de la Tripanosomiasis Americana

Existe hoy en dia el consenso de que la enfermedad de Chagas debera ser tratada en
todos sus periodos, agudo, cronico indeterminado y cronico determinado, excepto en
el periodo crénico terminal, ya que la terapia en fase terminal es poco competente, y
si es aplicada puede modificar la evolucion natural de la enfermedad.: Los farmacos
utilizados actualmente para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas son el
nifurtimox, un nitrofurano (Lampit® Bayer); y un derivado nitroimidazdlico, el

benznidazol (Rochagan® Radanil, Roche),“ ver tabla 1.

Ambos compuestos presentan una significativa actividad durante la fase aguda,
logrando més del 80% de la cura parasitologica en pacientes bajo tratamiento. Sin
embargo, su eficacia varia de acuerdo con el area geogréfica, dependen de la fase de
la enfermedad, la dosis, la duracion del tratamiento, edad del paciente y resistencia o
susceptibilidad variable de T. cruzi, aunado a los efectos secundarios y adversos

propios de los farmacos.*s




Tabla 1. Farmacos empleados en el tratamiento de la tripanosomiasis americana.

CONSIDERACIONES ESPECIALES

FARMACO
NIFURTIMOX
H5C
O:N o /N—N S0,

Tratamiento para la fase aguda. Con este farmaco, una
alta proporcion de pacientes presenta anorexia,
alteraciones gastrointestinales, cefalea, reacciones
alérgicas, debilidad, polineuritis, fatiga, desordenes del
suefio. Esta contraindicado en pacientes con
antecedentes 0 neuropatia periférica, epilepsia,
enfermedades psiquiatricas, dafio cerebral, dafio
hepéatico, dafio renal. No se tiene informacién sobre su

seguridad en el embarazo.

BENZNIDAZOL

NO,

A
N

Con este farmaco es comun la aparicion de convulsiones,
parestesias y coloracion rojiza de la piel. Esta
contraindicado en pacientes con antecedentes de
hipersensibilidad. No se tiene informaciéon sobre su

seguridad en el embarazo.

El tratamiento se puede realizar con Nifurtimox (60 dias) o Benznidazol (30 dias).

Nifurtimox, las dosis recomendadas son:

* Hasta los 2 meses de edad: 12 a 15 mg/kg.

* Primera y segunda infancia: 12 a 15 mg/kg cada 8 h.

» Adolescentes y adultos: 8 a 10 mg/kg cada 8 h.

Benznidazol: la dosis recomendada es la misma para todas las edades (5 mg/kg cada

12 h), aunque algunos sugieren que en los nifios se pueden aplicar dosis de hasta 10

mg/kg/dia.:

1.3.1 Mecanismo de accion del Nifurtimox y Benznidazol

Nifurtimox (Nfx) y Benznidazol (Bnz) actian a través de la formacion de radicales libres

0 metabolitos electrofilicos por la accion de nitrorreductasas relacionadas con el

citocromo P450 de T. cruzi. Este radical nitroanion del Nfx puede unirse directamente

al glutation (GSH) y tripanotion (T(SH)2) del paréasito o bien puede entrar a un ciclo
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oxido-reduccién y formar H20:2 por accién de la enzima superoxido dismutasa (SOD).
El peroxido de hidrégeno y el radical superéxido pueden a su vez formar el radical
hidroxilo, el cual va a unirse a las macromoléculas del parasito (proteinas, acidos
nucleicos, lipidos), asi como el glutation (GSH) y tripanotién libre (TSH)2 (Esquema 1).
La actividad parasiticida de benznidazol contra parésitos tanto intracelulares como
circulantes varia entre 60 y 90%, con una respuesta de diferentes cepas de T. cruzi

gue varian ampliamente.:¢. 17

BENZNIDAZOL NIFURTIMOX
RNO, RNO,
PROTEINAS ’—]
IACIDOS NUCLEICOS .~ -
Nitroreductasas LIPIDOS 2H™ ™ ~OX || Nitroreductasas
Ciclo
Reaccidn Haber-w eiss| SOD/‘\ redox Reduccionde
@a,OH'o—“-‘:"oi-Hzozl" ~0;5" nitrocompuestos
_____ A = Amina

Nitro anionradical

Metabolitos H,0 ; i

o GSH |\ H GSSG — Metabolitos Primaria

RNH | Electrofilicos T(SH), R T(S), BRNO3 ® lectrofilicos RNH,

R-NO R-NHOH Reductasa GSH
Reducciénde T(SH), /
nitrocompuestos -

DROGAS-TIOL DROGAS-TIOL
CONJUGADAS CONJUGADAS

Esquema 1. Mecanismo de accion de Nifurtimox y Benznidazol.*®

1.4 Prevencioén

En general existen cuatro niveles de prevencién de la enfermedad de Chagas: el
primer nivel se basa en acciones que eviten la transmision del parasito a personas
susceptibles. La Unica forma viable, hasta el presente, es reducir las oportunidades
de interaccion entre los seres humanos y los insectos vectores utilizando insecticidas
de tercera generacion (piretroides) para matar a los triatominos domiciliados,
acompafada del mejoramiento de la vivienda rural, a fin de impedir la colonizacion por
los vectores. El segundo nivel es prevenir el dafio e incapacidad de los infectados. El
tercer nivel es disminuir la incapacidad instalada. Para ello la prevencion de
tripanosomiasis por transfusion sanguinea se debe realizar mediante controles
seroldgicos obligatorios. Por ultimo, el cuarto nivel, la educacién sanitaria es sin lugar
a duda lo mas importante en la prevencion; sin ella no hay control de la

transmision.s11.18
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1.5 Laviaglucolitica

Trypanosoma cruzi posee numerosas caracteristicas estructurales y metabdlicas que
lo diferencian de sus huéspedes mamiferos. Una caracteristica importante es en su
metabolismo y dependencia de la glucdlisis, ya que es su Unica fuente de energia
(produccion de ATP), la cual es indispensable para su supervivencia celular. Por tanto,
las enzimas de esta via representan excelentes blancos o dianas farmacoldgicas para
la busqueda y el disefio de moléculas que puedan inhibir selectivamente al parasito,
afectando su funcién metabdlica. En particular, la TIM tiene un rol importante en la

regulacion de la obtencion de energia.®

Glucosa
I/_\ ATP

Hexoquinasa
i~ ADP

Glc-6-P GLICOSOMA

Fosfohexosa
isomerasa

Fru-6-P
~~ ATP

~

Fosfolructo- AMP
qQuinasa I__ 4 ADP t

J— Fru-116-P, - e
o= e ATP ADP

MITOCONDRIA o] Adenilato

/ DHAP =~——» GAP quinasa
Hzo\ / Triosafosfato
! isomerasa

P
~ |
4\ Sheeral |~ NAD" Y’ Gliceraldehido
1120; \ ’ e e NADH 3-fosfato
N\

deshidrogenas deshidrogenasa

P~ __— Glicerol-3-P Glicerato-1,3-P,

o > FeiEe X
Glicerol ADP ADpFos!oghcerato
quinasa Y—_vATP —rATP  Quinasa

Glicerol 3-P-q licerato

1
3-P-Glicorato
Fosfoglicerato
mutasa
- . 2-P-Glicerato
ATP ADP —H,0
Adenilato Enclasa
quinasa 2-P-Glic3_rato
7~ T ADP Pjruvato
—* ATP quinasa
Piruvato

AMP

CITOPLASMA

Esquema 2. Via glucolitica de T. cruzi.?®
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1.5.1 Triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi

La TIM cataliza la conversion de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a gliceraldehido-
3-fosfato (GAP) en el quinto paso de la glucdlisis, ver esquema 2. Por lo tanto, si se
inhibe esta enzima causaria una ineficiencia en la ruta metabodlica, ademéas de
provocar la acumulacion de DHAP el cual se convierte en metilglioxal que es tdxico

para el parasito. 2

Estructuralmente la TIM es homodimérica, donde cada monémero esta formado por
250 y 251 aminoacidos respectivamente y cada uno consta de un dominio estructural
denominado barril TIM, el cual consiste en ocho hojas plegadas B en paralelo,
circundadas por ocho hélices a, conectados por asas formando una especie de barril
compacto (Figuras 4 y 5).>* En su estructura, las asas 3 y 6 cobran especial
importancia, ya que el asa 3 forma parte de la interfaz con una dimension de 1463 A2
y el asa 6 contiene los residuos cataliticos. Ambas asas se encuentran relativamente
cerca una de la otra y la inmovilizacion de cualquiera de las dos asas causa la
inactivacion de la enzima. A pesar que cada mondémero cuenta con un sitio catalitico,
éste soblo es activo cuando el monémero forma la enzima activa, y cada sitio activo del

dimero permanece inactivo de forma alternada.?> ¢

Leop &

Figura 4. Estructura monémerica de la TIM.24

a-helix en morado, B3-sheets (hojas) en amarillo y las asas 3y 6 en naranja y verde respectivamente.

Figura 5. Forma dimérica de Triosafosfato isomerasa de T. cruzi.?*
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1.5.2 Triosafosfato isomerasa de Homo sapiens

Triosafosfato isomerasa de Homo sapiens (HsTIM), figura 6, de igual forma es una
enzima glucolitica que convierte la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en gliceraldehido
3-fosfato (GAP), con la excepcién que no es un paso obligatorio para el flujo
glucolitico. El sitio catalitico se encuentra altamente conservado entre las especies,
s6lo variando la posicion de los residuos; por tanto, un disefio enfocado hacia el sitio
catalitico podria traer implicaciones de tipo toxicolégico para el uso del compuesto

como futuro farmaco, dificultando el disefio de un inhibidor selectivo de la TIM.z25. 26

Figura 6. Forma dimérica de Triosafosfato isomerasa de H. sapiens.?’

A diferencia del sitio catalitico, la secuencia total de la TIM de T. cruzi (TcTIM) guarda
un 53% de similitud con respecto a la TIM del ser humano (HsTIM). Esta diferencia
hace posible proponer un “sitio de control alostérico” putativo localizado en la interfaz
de la enzima, el cual es altamente hidrofébico: el sitio de la interfaz de TcTIM esta
conformada principalmente por residuos aromaticos, mientras que el de la HsTIM esta
conformada por residuos hidrofébicos alifaticos y aromaticos distintos a los presentes

en TcTIM, abriendo una posibilidad para el disefio de inhibidores selectivos a TcTIM.2
1.6 Los bencimidazoles

La estructura de la molécula del bencimidazol consiste en un sistema de anillos
caracterizados por la fusién de un benceno en las posiciones 4 y 5 del imidazol. Esta
estructura despert6 el interés en los bencimidazoles, cuando se encontré que el 5,6-
dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)bencimidazol (Figura 7) formaba parte de la estructura de
la vitamina B12. Desde 1950 se le ha brindado importancia como un nucleo base para
el desarrollo de agentes quimioterapéuticos potenciales debido a la facilidad de llevar
a cabo varias reacciones organicas en dicho ndcleo y su asociacion con biomoléculas,

lo que ha permitido obtener cientos de compuestos que tienen un amplio espectro de
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actividad  biolégica como: antihelminticos, antimicrobianos, pesticidas,

anticancerigenos, antiprotozoarios, entre otras actividades farmacologicas.?%2°

H,NO
. y—CONH,

N
<\ HO,
o)

:P'O Y
/

o}

HO
R= 5-desoxiadenosil, Me, OH, CN

Figura 7. \/itamina B12. En rojo el nucleo del bencimidazol.2°
1.7 Quimica Farmacéuticay Tecnologia Computacional

Como todos sabemos, el proceso de desarrollo de farmacos es largo y costoso, y el
indice de desgaste en la generacion de una nueva entidad quimica es muy alto (debido
a las diferencias biolégicas de las cepas y especies involucradas en los ensayos
bioldgicos), especialmente en las etapas del proceso de desarrollo de farmacos

(durante varias fases de los ensayos clinicos).=

La quimica farmacéutica ha surgido como una disciplina indispensable para la
terapéutica moderna, cuya razén de ser ha sido y es la busqueda, optimizacion e
investigacion de nuevas sustancias para el tratamiento de las enfermedades. En la
evolucion constante de la quimica farmacéutica, la tecnologia computacional ha
surgido como una herramienta poderosa para cumplir su propdsito, aprovechando la

evolucion de esta tecnologia.
1.7.1 Acoplamiento molecular

La metodologia de acoplamiento o docking tiene como objetivo predecir los modos de
unién experimentales y las afinidades de moléculas pequefias dentro del sitio de unién
de dianas receptoras particulares, y se usa actualmente como una herramienta
computacional estandar en el disefio de farmacos para la optimizacion de
compuestos. El estudio de acoplamiento es la aplicacién de modelos para predecir la
mejor orientacion de ajuste de un ligando (nueva entidad quimica o farmacos) que se

une a un receptor particular de interés. Estos estudios podrian ser Gtiles para predecir
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la conformacion de los farmacos (ligando) en el sitio activo de un receptor particular
de interés que puede proporcionar una mejor comprension de la complejidad de los

sistemas vivos.30 32

Las herramientas basicas de una metodologia de acoplamiento incluyen un algoritmo
de busqueda y una funcién de puntuacién de energia para generar y evaluar posturas
de ligandos. Durante el proceso de docking, los algoritmos de busqueda generan un
gran numero de conformaciones ligando-enzima. Las funciones de evaluacion son
funciones mateméticas que califican la bondad de ajuste enzima-ligando, guiando a
los algoritmos de busqueda Unicamente a las conformaciones relevantes; éstas
pueden basarse en la geometria del ligando y del sitio de union (evaluacion
topologica), o en un calculo de la energia de union enzima-ligando (evaluacion

energeética).=0. =2

A pesar que el acoplamiento molecular se ha constituido como una metodologia muy

poderosa para el disefio de farmacos, ** hay que considerar lo siguiente:

1. La afinidad es sélo un atributo de la union farmaco-receptor.

Una buena afinidad observada no implica un modo de unién correcto.

3. Los resultados son altamente dependientes de las estructuras del ligando y del
receptor. Por tanto, fenbmenos como el origen y preparacion de las estructuras,
conformacidn inicial utilizada, estado de protonacién y flexibilidad del sistema,
afectan el resultado.

Entre mas complejo es el ligando, menor seréa la reproducibilidad de resultados.
Ligandos similares pueden tener modos de union distintos y los compuestos
poco activos pueden no tener afinidad por el receptor estudiado.

6. En los resultados habra una alta proporcién de falsos positivos y falsos
negativos.

7. Son necesarias funciones de evaluacion que den resultados acordes con lo

observado experimentalmente.

Conforme la teoria que sustenta el acoplamiento molecular vaya avanzando y
evolucionando, estas limitaciones seran subsanadas. Mientras tanto, si el modelo
estudiado por acoplamiento molecular toma en cuenta lo anterior y trata de superar
estas limitaciones, el modelo sera mas representativo del sistema ligando-receptor

estudiado.

16



SECCION IL.
DESARROLLO
EXPERIMENTAL




2. PRECEDENTE DEL PROYECTO

En trabajos previos en el laboratorio L-122 del departamento de Farmacia de Facultad
de Quimica de la UNAM se llevé a cabo la sintesis y evaluacion de seis
bencimidazoles hibridos entre un 2-amino-1H-bencimidazol y un 2-metiltio-1H-
bencimidazol unidos por un enlace carboxamida. Los compuestos mostraron
interesante actividad in vitro contra dos cepas de T. cruzi (INC5 y NINOA); todos los
compuestos fueron méas activos que el farmaco de referencia, Nifurtimox (Nfx), en el
caso de la cepa INC5. Dentro de los compuestos evaluados, B4 (Figura 8) sobresale
como el mas activo en ambas cepas y el menos toxico. Ademas de ser el mas potente
en su actividad inhibitoria contra la Triosafosfato isomerasa de T. cruzi (TcTIM)

mostrando un 71% de inhibicién a 100 pM.

0]
O N
I
:

5-Cloro-N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metilsulfanil)-1H-bencimidazol-6-carboxamida

H
N S
Y

Figura 8. Molécula B4.

Al evaluar a los precursores sintéticos de la carboxamida B4 (el &cido carboxilico
correspondiente y la amina), no se encontré actividad inhibitoria para el acido (Ac-B4)
pero si para la amina 2-amino-5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol (Am-B4)
con un 40% de inhibicién de la TcTIM a 200 uM, por lo que se sugiere que esta parte
de la estructura es muy importante para la actividad inhibitoria de la enzima TcTIM
(Esquema 3). A partir de esta informacion se disefié una serie de compuestos (Serie
C12-C20) derivados del compuesto Am-B4 tomando en cuenta los estudios previos
de acoplamiento molecular, que sugieren que para tener afinidad por la interfaz de la

enzima se requiere de por lo menos dos ndcleos aromaticos.*

Al comparar las actividades de C12-C20 sobre la TcTIM se encontro que C20 tuvo el
33% de inhibicion, por lo que ademas de no ser una molécula tan grande compite con
los anteriores que son aln mas grandes. Ademas, a consecuencia del sustituyente

naftilo se compromete la solubilidad de los compuestos (Tabla 2).:
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Es por ello por lo que la relevancia del proyecto radica en la sintesis de 6 derivados
de bencimidazol disefiados a partir del fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida
los cuales en su estructura poseen como nucleo base el bencimidazol con cloro como
sustituyente en 5 0 5 y 6 unido mediante un enlace amida a un benceno sustituido en
posicion para, ya sea con un grupo electroatractor o electrodonador (Tabla 3),

disefiados para actuar como inhibidores de la TcTIM.

n s B4, 71% de inhibicion a 200 pM
0 -Molécula compleja para su sintesis
[e) N N -Poco soluble
NH -Peso molecular mayor o S0 g'mol

N s
0
NH:
N HO
H |
Am-B4, 20% de inhibicion de TeTIN a 200 g Ac-B4.0 % de inhibicion de TeTIN a 200 uM
Disefio de
derivados
0
R2 N y R1

NH
CI2,O1LC16y C20 DERIVADOS OBJETIVO R3 u

Fragmento de N4 1 H-bencimidazol-2-2il)benzamida

Molécula R1 R2 R3
1 Metoxilo (MeO) --- ---
2 Metoxilo (MeO) Cloro (ClI)
3 Metoxilo (MeO) Cloro (CI) | Cloro (Cl)
4 Nitro (NO2)
5 Nitro (NO2) Cloro (ClI) ---
6 Nitro (NO2) Cloro (CI) | Cloro (Cl)

Esquema 3. Concepcién del fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida.
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Tabla 2. Compuestos plantilla con el fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida. Derivados C12-C20.

Denominacion % de
~ porel Inactivacion Estructuray nombre
investigador de TcTIM

C12 30 (100 UM) l l 0
A
pO NS

N
H

Cl

N-[6-cloro-5-(naftalen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-

illbenzamida
C14 35 (100 pM) l E o y
o N o
e
N
H

Cl

N-[6-cloro-5-(naftalen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-il]-4-

metoxibenzamida
C16 33 (100 pM) o @ S
GRS A

N

H

~

-

Cl

N-[6-cloro-5-(naftalen-1-iloxi)-1H-bencimidazol-2-il]-4-
nitrobenzamida

Cl

Q /
C20 33 (100 uM) o N @o
e
N
H

N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida
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Tabla 3. Compuestos objetivo con el fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida.

CLAVE Compuestos con metoxilo

2 /
5o
CN1 ©I S—NH
N
H

N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida

0 /
N (o]
L0
N
H

CN2
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-
4-metoxibenzamida
e /
N (0]
ISR ATS
N
CN3 H

N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-

il)-4-metoxibenzamida

CLAVE Compuestos con nitro

0 © 0

N N o

CN4 C[ S—NH 0
N
H

N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida

o) 5 0
N No
T 0%
N
H

CN5
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-
i)-4-nitrobenzamida
N 0 @N//O
NS
Jors vy

N

CN6 H

N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-

il)-4-nitrobenzamida

21



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud se calcula que en el
mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por T. cruzi y en México la

parasitosis practicamente se encuentra distribuida en todo el territorio nacional. 2°

Las enfermedades causadas por parasitos son un grave problema de salud publica y
tomando en cuenta que la enfermedad de Chagas es una enfermedad endémica de
Latino América, asi como emergente en paises de primer mundo es de suma
importancia su investigacion en México, dada la alta incidencia, los dafios a la salud y
la falta de un tratamiento eficaz en todas las fases de la enfermedad para las que no

se cuenta con farmacos seguros.

Con estos problemas presentes es importante realizar investigacion con el propdsito
de contribuir en el desarrollo de nuevas moléculas activas que inhiban selectivamente
dianas farmacoldgicas de rutas metabdlicas vitales del parasito en cualquier estadio,
gue sean efectivas a dosis bajas, que su sintesis tenga un costo accesible y que
produzcan la menor cantidad de efectos adversos, para de esta manera hacer mas
eficiente la terapia en la enfermedad. En este sentido, en el laboratorio L-122 del
departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM se ha trabajado en
la sintesis de derivados de bencimidazol con actividad antiparasitaria y de manera
mas especifica contra T. cruzi. De acuerdo con los resultados encontrados se busca
contar con moléculas de menor peso molecular y con las caracteristicas estructurales
necesarias para presentar actividad inhibitoria de la TcTIM, y con ello aumentar la

base de datos para poder realizar correlaciones estructura-actividad bioldgica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Sintetizar seis compuestos derivados de bencimidazol del tipo N-(1H-bencimidazol-2-
il)benzamida y evaluar la actividad inhibitoria de los mismos contra la TCcTIM.

4.2 Objetivos especificos

e Disefiar una ruta de sintesis para obtener de manera viable los compuestos, a
partir de las sintesis previamente reportadas por nuestro grupo de
investigacion, asi como por la busqueda bibliogréfica.

e Llevar a cabo la caracterizacion estructural de los intermediarios de sintesis
(serie CN), asi como de los compuestos finales mediante el uso de técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

e Evaluar la actividad inhibitoria de la enzima TcTIM de los compuestos obtenidos
(serie CN).

e Llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular de los compuestos
sintetizados (serie CN) sobre la TcTIM y la HSTIM.

5. HIPOTESIS

Se espera que la serie de seis derivados del bencimidazol disefiados a partir del
fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida, las cuales tienen en su estructura el
sustituyente metoxilo o nitro en posicion 4 de la benzamida y con uno o dos Cl en
posiciones 5y 6 del bencimidazol, tendran una optimizacién respecto a la solubilidad
y su actividad inhibitoria frente a la enzima triosafosfato isomerasa de T. cruzi con

respecto a los compuestos previos utilizados para su disefio (C12-C20).
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo, comparativo y prospectivo.
Poblacion de estudio:
6 compuestos con el fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida

Tabla 4. Variables de estudio.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional

Sintesis quimica y caracterizacién

Compuestos con Serie CN las cuales tienen en su >V > A

- I . i . fisicoquimica y estructural de los

ragmento N-(1H- estructura el sustituyente metoxilo o nitro compuestos de la serie CN

bencimidazol-2- en posicion 4 de la benzamiday con o sin  mediante el uso de técnicas
illbenzamida sustituyentes de uno o dos Cl en €spectroscopicas y

L - espectrométricas.
posiciones 5 0 5y 6 del bencimidazol. P

Cuando se inhibe la enzima TcTIM causa Estudios de inhibicibn contra la

. . una ineficiencia en la ruta metabdlica de enzima TcTIM acoplamiento
Actividad inhibitoria de los y P

la via glucolitica, ademés de provocar la molecular de los compuestos de la
compuestos contra la

TeTIM acumulacion de DHAP el cual se serie CN

convierte en metilglioxal que es téxico

para el parasito.

Criterios de Inclusion: Serie de 6 derivados del bencimidazol disefiados a partir del
fragmento N-(1H-bencimidazol-2-i)benzamida denominadas de manera general
“serie CN” las cuales tienen en su estructura el sustituyente metoxilo o nitro en
posicion 4 de la benzamida y con o sin sustituyentes de uno o dos Cl en posiciones 5
o 5y 6 del bencimidazol y que ademas cumplan con la caracterizacion fisicoquimica
y estructural mediante el uso de técnicas de punto de fusion, cromatografia,

espectroscopicas y espectrométricas.

Criterios de Exclusion: Aquellos compuestos que no cumplan con la caracterizacion
fisicoquimica y estructural mediante el uso de técnicas de punto de fusion,

cromatografia, espectroscopicas y espectrométricas.

Criterios de Eliminacién: cambio en sus propiedades fisicas de los compuestos y/o

contaminados.
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7. METODOLOGIA

El trabajo realizado para esta tesis se dividio en tres partes operativas: la parte quimica
sintética, la parte enzimética y la parte computacional. La parte quimica sintética y la
parte computacional se llevaron a cabo en el laboratorio 122 del departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica, dentro de la UNAM, bajo la direccion del Dr.
Rafael Castillo Bocanegray la supervision de la Dra. Maria Alicia Hernandez Campos;
mientras que la parte enziméatica se desarroll6 en la Facultad de Medicina de la UJED
por el Dr. Alfredo Téllez Valencia.

7.1 PARTE QUIMICA

En trabajos previos en nuestro grupo de investigacion se ha trabajado con
carboxamidas unidas en posicion 2 del ndcleo de bencimidazol, este sustituido en las
posiciones 50 5y 6 por &tomos o grupos grandes. En dichos proyectos se obtuvieron
resultados poco convenientes, si bien se obtenian los compuestos, sus rendimientos
eran muy bajos; o los métodos de purificacién no eran tan efectivos lo que hacia que
su caracterizacion fuera poco confiable. Por esta razén, se planearon rutas de sintesis
que aseguraran la sustitucion de la carboxamida en posicién 2 del nucleo del
bencimidazol y asi tener la certeza de que se estan obteniendo los compuestos

objetivo.

La parte quimica sintética de este trabajo se divide en dos secciones:

Seccion 1. Sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamidas sustituidas
en505y6

1. Sintesis de la 1,2-fenilendiamina sustituida en 4 0 4 y 5.

2. Preparacion de (4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo y
preparacion de (4-nitrobenzoil)carboniditioimidato de dimetilo.

3. Reaccion de ciclocondensacion entre la 1,2-fenilendiamina sustituida en 4 o

4y 5 con el (4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo.

Seccion 2. Sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida sustituidas en 5
05y6

Estrategia 1:

Reaccion de ciclocondensacion entre la 1,2-fenilendiamina con el (4-
nitrobenzoil)carboniditioimidato de dimetilo.
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Estrategia 2:

1. Reaccion de proteccion del Nitrogeno 1 de 2-amino-1H-bencimidazol con

dicarbonato de di-terc-butilo.

2. Sustitucion nucleofilica entre el 2-aminobencimidazol-1-carboxilato de terc-

butilo con del cloruro de 4-nitrobenzoilo.

3. Desproteccion de 2-(4-nitrobenzamido)-1H-1,3-benzodiazol-1-carboxilato

de terc-butilo.

4. Método de comprobacién de la adicidn en posicion 2 del bencimidazol por

metilacion del compuesto CN4.

5. Reaccion directa entre 2-amino-1H-bencimidazol sustituido en 505y 6 con

cloruro de 4-nitrobenzoilo.

De forma general, en el esquema 4 se presenta el analisis retrosintético para la

obtencién de los compuestos objetivo. Al realizar una desconexion en el grupo amida

de la N-(1H-bencimidazol-2-i)benzamida (CN) se obtienen los intermediarios

benzoilcarboniditioimidato de dimetilo sustituidos en para con metoxilo y nitro

denominados M y N respectivamente.* 7 y la 1,2-fenilendiamina (B) sustituida en 4 o

4y 5. El intermediario M o N se puede sintetizar a partir de disulfuro de carbono CS2

(a), la benzamida sustituida en 4 con metoxilo o nitro (d o e€) y el yoduro de metilo CHal

(b) con hidruro de sodio NaH (c) en tetrahidrofurano (THF) anhidro. Mientras que la

1,2-fenilendiamina (B) parte de la reduccion de 2-nitroanilina (A) sustituidaen 4 04y

5_37,38

[o) Q
—N p— H,N
—Ss

2!

Q d
Ra N Ry MoN 0
| i—NH e
p—
R:
p— 2
R NH; :@[Cﬁ//"

3

B [o]

Esquema 4. Retrosintesis del fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida.

Tabla 5. Sustituyentes de las moléculas con el fragmento N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida.

Molécula R1 R2
CN1 MeO H
CN2 MeO Cl
CN3 MeO Cl
CN4 NO:2 H
CN5 NO:2 Cl
CN6 NO:2 Cl
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7.1.1 Sintesis de la 1,2-fenilendiamina sustituida en 4 0 4 y 5 (compuestos 3 y 7

respectivamente).

Para la sintesis del compuesto 3 se partié de la 4-cloro-2-nitroanilina (2), la cual se
sometid bajo condiciones de hidrogenacion catalitica usando como catalizador de Ni-
Raney,2° de donde se obtuvo la 4-cloro-1,2-fenilendiamina (3). Todo esto, de acuerdo

a la reaccion que se muestra en el esquema 5.

NH, NH;
Ni-Raney
—_—
o 60 Ib/in? NH
2

28°C
2 ©

z\\@

o—

Esquema 5. Reduccién catalitica de la 5-cloro-2-nitroanilina.

Para obtener el compuesto 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (7) se siguid la secuencia
de las reacciones que se muestran en el esquema 6. La sintesis inici6 de N-(3,4-
diclorofenil)acetamida (4), la cual al tener la amina previamente protegida permitio
llevar a cabo la nitracion en la posicion 2 deseada usando una mezcla sulfonitrica a 0-
5 °C para obtener la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (5). Posteriormente se llevo
a cabo la hidrdlisis en medio bésico para asi obtener la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (6) la
cual se sometié a una reduccion catalitica en presencia de Hz y como catalizador de

Ni de Raney, lo que llevé a la 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina.z

o o
NH NH NH

D/ HNO,/H,S0, NaOH : Ni-Raney N2

s B o T

-

vasoc (;) ) 0 MeOH ?&O 60 Ib/in?

‘ \ 28°C NH,
o @ o @

6 7

Esquema 6. Sintesis de 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina.

7.1.2 Sintesis del intermediario benzoilcarboniditioimidato de dimetilo.

La sintesis de los benzoilcarboniditioimidatos de dimetilo (M o N) se realizé de acuerdo
con las secuencias de reacciones mostradas en los esquemas 7 y 8. Se partié del
cloruro de benzoilo adecuadamente sustituido disponibles comercialmente los cuales
se trataron con (NH4)2COs en acetona a temperatura de 0 °C para llevar a cabo una
reaccion de Sustitucion nucleofilica (Sn) y obtener las benzamidas correspondientes
(doe).
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(0]
NH,
(NH4),CO3
R Acetona Ri doe
Denominacion R1
d MeO
e NO,

Esquema 7. Sintesis de benzamidas.

Posteriormente para obtener la molécula M o N, las benzamidas d o e se agregaron a
una solucién de tetrahidrofurano anhidro (THF) con NaH disperso en aceite mineral,

CS2 y CHal la cual fue calentada a temperatura de reflujo. =

o o)
_ R
NH, NaH, CS, ICH, S >_O !
—_—— Y~—N
R —s

i THF

doe MoN
Denominacion R1
M MeO
N NO,

Esquema 8. Sintesis de benzoilcarboniditioimidato de dimetilo.

7.1.3 Formacion de N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida

La 1,2-fenilendiamina sustituida en 4 0 4 y 5 (B) reacciona con el compuesto M o N

en dimetilformamida (DMF) a reflujo para formar los compuestos finales CN1-6,

esquema 9.
o (o]
R " NH2 " N >—©7R1
—S
v 1 + T> ﬁ[ \>—NH
: NH
—s Rs : Rs N
MoN B CN
MOLECULA R1 R2 R3
CN1 MeO H H
CN2 MeO Cl H
CN3 MeO Cl Cl
CN4 NO, H H
CN5 NO, cl H
CN6 NO, c1 cl

Esquema 9. Formacion de las N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamidas.
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7.2 PARTE ENZIMATICA
7.2.1 Metodologia para la realizacion de las evaluaciones de inhibicion enzimatica
sobre la TcTIM
La actividad inhibitoria de la TcTIM se evalu6 mediante la actividad residual de la
enzima después de la exposicion de ésta con los compuestos sintetizados a una
concentracion de 10-100 uM. Se determind mediante un método indirecto que
cuantifica NADH, la actividad de la TcTIM se midi6é con un sistema acoplado utilizando
a-glicerol fosfato deshidrogenasa (aGDH), en la direccion de gliceraldehido 3-fosfato
(GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a 25 °C, esquema 10. La mezcla de reaccion
(1 mL) contenia 100 mM de trietanolamina, 10 mM de acido etilendiaminotetracético
(EDTA), 0.2 mM de NADH, 0.9 unidades de aGDH, y 1 mM de GAP a pH 7.4. La
reaccion se inicio con la TcTIM (10 ng/mL). El decremento en absorbancia a 240 nm
del NADH- respecto al tiempo se utilizé para calcular la actividad de la TcTIM. Los
ensayos de inhibcion se realizaron agregando a la mezcla de reaccién los compuestos
(disueltos en DMSO) a la concentracion indicada (Tabla 14) y la cantidad de DMSO
correspondiente para mantener una concentracion final de 10%, la cual se comprobdé

previamente que no afectd la actividad de la TcTIM.

(o} (T OH
0 ™ | o) -GPD 0o
o / M. 4o o / a-GROH HO 0./
H)k/ SPy N NS i 8 < “Pa
oH O o 2 , Y o ©
NADH + H* NAD
GAP DHAP Glicerol-3-fosfato

Esquema 10. Reaccion para cuantificar NADH.20

7.3 PARTE COMPUTACIONAL

Los estudios de acoplamiento molecular entre los ligandos (serie CN) y las enzimas
TcTIM y HsTIM, tienen como antecedente el porcentaje de inhibicion enzimatico de la
molécula lider C-20 (CN3). Y el objetivo es observar si los compuestos mejoran las
posibles interacciones con la TcTIM, al mismo tiempo que se observa si se disminuye
la afinidad de estos con la HSTIM.

Para llevar a cabo los estudios de acoplamiento molecular de este proyecto, se sigui6
el esquema de trabajo ilustrado a continuacion.
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Modelado u
obtencion de
ligandos

Identificacion de

la diana biolégica

Preparacion de
los ligandos

Preparacion de la
diana biolégica

Acoplamiento
molecular

Andlisis de

resultados

Esquema 11. Método para los estudios de acoplamiento molecular.

7.3.1 Identificacion de la diana biolégica

Actualmente el proceso para identificar la diana biolégica, implica conocer la
estructura del receptor ya sea por cristalografia de rayos X o resonancia magnética
nuclear.z® Si no se dispone de esta informacién para realizar estudios de acoplamiento
molecular, la estructura tridimensional de la diana biolégica se puede estimar
mediante homologia a partir de otras proteinas similares utilizando herramientas de
modelado molecular.”> Para este estudio en particular se trabajo con las enzimas

previamente preparadas por nuestro grupo de investigacion de HsSTIM y TcTIM.
7.3.2 Preparacion de las enzimas

Las estructuras cristalogréaficas de TcTIM (PDB: 1TCD, resolucién 1.83 A) y de HsTIM
(PDB: 1HTI, resolucién 2.80 A) se obtuvieron de la base de datos en linea del Protein
Data Bank (PDB). Estas estructuras fueron acondicionadas para el acoplamiento
molecular, para esto se removieron las moléculas de agua cristalograficas, contra-
iones y ligandos presentes en las estructuras. Posteriormente a las estructuras se
afiadieron todos los hidrogenos (ya que la estructura cristalografica carece de ellos) y

finalmente fueron relajadas 2000 pasos usando el campo de fuerza AMBERO2 con
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una constante dieléctrica de 20.114. Utilizando AutoDockTools 1.5.4, a las
estructuras se les asignaron cargas Gasteiger-Marsilli y los hidrégenos no-polares se
fusionaron a su carbono adyacente. Estas estructuras fueron guardadas en el formato
PDBQT.

7.3.3 Preparacion de los ligandos

Los compuestos enlistados en la tabla 3, fueron construidos en Spartan 14 del paquete
de wavefunction, INC.2 y minimizados usando el método semiempirico PM3
(Parameterized Model Number 3). Posteriormente, usando el programa AutoDock
Tools 1.5.6 (ADT), los atomos de hidrogeno no polares se fusionaron al carbono al
gue estaban unidos y se detectaron automaticamente los centros de torsion y los
enlaces rotables, marcandose como excepcion los enlaces carbono-nitrogeno (N-CO)
de amida, que se consideraron rigidos. Se identificaron los enlaces rotables (raiz y

ramas torsionales). Estas estructuras fueron guardadas en el formato PDBQT.

7.3.3 Acoplamiento molecular

Se calcularon los mapas atémicos (grids) necesarios para el acoplamiento molecular
en Autogrid 4.0, y con base a estudios previos del analisis del sitio y forma de union
de la TIM con un ligando de benzotiazol.*: Se evaluaron los compuestos CN con el
objeto de mejorar la interaccion con TcTIM y disminuir la afinidad con HsTIM, se trazé
una malla cubica centrada en la interfaz de las enzimas con las coordenadas (x, Y, z)
para HsTIM de -1.521, 15.163 y 14.283 y para TcTIM de 10.073, 6.171, 6.934 (Figura
9).
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Figura 9. a) Interfaz de TcTIM con un ligando de benzotiazol, b) malla cubica centrada en la interfaz

de la HsTIM, c) malla cubica centrada en la interfaz de la TcTIM.

Los primeros estudios generados se realizaron con Autodock 4.260, y los resultados
fueron tomados como referencia para generar un consenso con los acoplamientos
calculados con Autodock vina y Ledock. En el caso de Autodock los estudios de
acoplamiento se efectuaron usando un algoritmo genético de tipo Lamarckiano como
método de busqueda conformacional, se realizaron 100 corridas con un ndmero
maximo de evaluaciones energéticas de 2,500,000 y una poblacion inicial de 150
conférmeros y se seleccionaron las conformaciones energéticamente mas favorables
del conjunto de conformaciones mas abundantes (mayor clister). Mientras que para
Autodock vina se trabaj6é con la interfaz de un programa computacional denominado
PyRx de Python Prescription Virtual Screening Tool* en el que se realizaron 100
corridas y un area espacial similar a la que se utiliz6 en Autodock con las coordenadas
(x,y,z) para HSTIM de 11.7669, 62.6357, 70.7268 y para TcTIM de 14.9657, 65.8667
y 65.0712 y en Ledock se trabajo en las mismas condiciones con la diferencia de que

las especificaciones espaciales se programaron con Autodock.

7.3.3 Validacién del acoplamiento molecular

Al finalizar el acoplamiento molecular, como resultados se obtienen: a) la
conformacion calculada como la mas favorable para el ligando en el sitio de union y
b) un valor de puntuacién o scoring que es la cuantificacion de interaccién entre una
conformacién determinada del ligando con el sitio de union.* Por dltimo, para tener
certeza sobre la validez de los estudios de acoplamiento molecular y el modo de union
determinado por los tres programas utilizados Autodock4.260, Autodock vina y Ledock
se llegé a un consenso entre los tres softwares tomando como referencia a las
conformaciones con Autodock. El tratamiento de cribado virtual se considero valido si

dicho valor de RMSD era menor a 2.0.45 46
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8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta investigacion se muestran a continuacién. En un
inicio la sintesis quimica, donde se declaran los resultados de caracterizacion fisica 'y
espectroscopica de los compuestos adquiridos. Enseguida se aborda la seccion de
ensayos enzimaticos, donde se muestran los resultados de inhibicién de la enzima
TcTIM. Por ultimo, se explican los resultados de inhibicion enzimatica de la TcTIM y

HsTIM mediante el estudio de acoplamiento molecular.
8.1 PARTE QUIMICA SINTETICA

En la tabla 6 se muestran las propiedades fisicoquimicas mas importantes de los
intermediarios y productos finales sintetizados, mientras que los sistemas de elusion
se encuentran en la tabla 16 (Anexo I). En la tabla 7 se resumen las constantes
espectroscopicas de IR, RMN H, RMN 3C y de espectrometria de masas, asi como
las asignaciones para cada compuesto, en tanto los espectros se pueden visualizar

en el Anexo Il (Espectros).

Tabla 6. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados.

Clave del Punto de fusion Factor de  Sistema
Retencion de
Reportado  Determinado Determinado -/l =/l

compuesto Estructura

@ 102-103  1013-108  0.25 !
NH

2
2-aminoanilina
Cl NH,
2 \@@//O 126 - 128 125.4 - 0.58 1]
| 126.7
(o]S
5-cloro-2-nitroanilina
Cl NH,
72 -74 ND 0.41 1]

o

NH,
4-cloro-1,2-fenilendiamina

OY
NH 123.7 - 123.0 - 0.16 Vi
:O/ 124.3 124.0
Cl

3,4-dicloroacetanilida
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125.8 - 124.6 - 0.53 1}
| 126.6 125.0
Oo
N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida
(o] NH,
I:E 178 -180 179.2 - 0.51 Vil
6 cl ®0 180.5
|
0o
4,5-dicloro-2-nitroanilina
Cl NH,
159 - 161 ND 0.62 1}
7
cl NH,
4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina
(0]
d
NH, 165 - 167 164 - 166 0.28 |
o
4-metoxibenzamida
(0]
e 198 - 200 196.1 - 0.26 |
NH, 198.3
0.®
N
@0
4-nitrobenzamida
Q /
—S >—®—o 60 - 61 58.1 - 58.6 0.38 \%
N
M —s
(4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de
dimetilo
0 ® 9
N —S N 92-94 88.3 - 89.0 0.3 |
\
=N 0o
—S
(4-nitrobenzoil)carboniditioimidato de
dimetilo
0\3 C /
N (0]
N—NH 247 - 249 248.1 - 0.28 1}
CN1 ©IN>_ 249.4
H
N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida
CN1.1 N
>—NH,
N
ND 248.6 - 0.23 1}
o 250.1
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(2-amino-1H-bencimidazol-1-il)(4-
metoxifenil)metanona

Q /
cl N >_©70 ND 205.4 - 0.28 1
N\ NH 206.7
CN2 \QN%
H
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida
Q /
(o] N >_©70 286.4 - 2825 - 0.28 1l
CN3 ji:[,f_
Cl
H
N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida
N\
>—NH
F N 2 230 - 232 230-231.7 0.21 "
H
2-amino-1H-bencimidazol
Cl N
N—NH 168 - 170 168.6 - 0.22 1l
G \C[N% 2 170.3
H
5(6)-cloro-2-amino-1H-bencimidazol
Cl N
H j@[ N—NH, 257-250  257.4- 0.21 m
cl N 259.2
H
5,6-dicloro-2-amino-1H-bencimidazol
N
Ly
N
| )~o0 ND 213.6 - 0.25 I
;4 215.1
2-aminobencimidazol-1-carboxilato de
terc-butilo
0 @0
N @—N/ ND 302.4 - 0.40 |
A\ NH \ 304.1
CN4 C[N% 20
H
N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida
o 0o
®
cl N @—N// ND 276.9 - 0.63 |
H—NH o0 278.2
CN5 H
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida
cl N 0 @ //0
N N\
>—NH ©0  3378- 3385 - 0.63 |
CN6 (o] H 339.5 340.8

N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida
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CN7 \
CH3

N-(1-metil-bencimidazol-2-il)-4-

nitrobenzamida

o 0]
N >—< >—®N
>—NH ©0
N

ND 308.2 -
309.7

0.62 ]

Tabla 7. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos sintetizados.

N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida

IR _(ATR) cm': 416.21, 445.69 (C-Cl);
1098.98, 1137.95 (arC-H); 1333.75, 1537.18
(NO2); 1676.07 (C=0); 3212.14 (N-H).
Espectro 2 (E2)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 10.38
(s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 2.09 (s, 3H)
(E1)

(o)

NH,

~o
d

4-metoxibenzamida

IR_(ATR) cm':: 1249.43, 1022.90 (C-O-C);
1179.47 (arC-H); 1392.46, 1456.65 (-CH3);
1615.66, 1672.49 (C=0); 3161.24, 3380.19
(N-H).

(E6)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 7.85
(d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.17 (s, 1H), 6.97 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H). (E5)

cli NH,
I :[ ®_0
cl N
©0

6
4,5-dicloro-2-nitroanilina

IR_(ATR) cm’: 434.95 446.87 (C-Cl);
1098.51, 1143.74 (arC-H); 1364.95, 1548.43
(NO2); 3355.82, 3477.97 (-NH2). (E4)
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 8.12
(s, 1H), 7.60 (s, 2H), 7.28 (s, 1H). (E3)

7
S—15
9 8 4N{
13 5/ 2 s—14
o) 6 3
/ o}
16 1M1 12 7
M

(4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo

IR (ATR) cm!: 590.20, 601.93 (C-S); 1455.61
(CH3); 1159.67 (arC-H); 1247.79, 1026.54 (C-
0-C); 1598.16 (N-C=0); 1636.91 (C=0);
2925.85 (N=C). (E12)

RMN H (400 MHz, Acetone-ds, ppm): & 8.51
(d, 3 =9.0 Hz, 2H: H-9, H-11), 7.4 (d, J = 9.0
Hz, 2H: H-8, H-12), 4.33 (d, J = 1.9 Hz, 3H: H-
16), 3.05 (s, 6H: H-14, H-15). (E11)

CG- EM (IE): 255.04 uma (masa calculada),
255 m/z (masa obtenida), Ci11Hi3NO2S2
férmula quimica. (E13)

(4-metoxibenzoil)carboniditioato de metilo

IR (ATR) cm: 619.47, 644.96 (C-S); 1165.20
(C=9) 1306.8 (NH); 1165.20 (arC-H);
1024.04, 1256.70 (C-O-C); 1601.88 (N-C=0);
1644.66 (C=0); 2932.04 (N=C); 3177.08 (NH).
(E10)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 8 7.92 —
7.87 (m, 2H), 7.10 — 7.05 (m, 2H), 3.84 (s, 3H),
2.41 (s, 3H). (E9)
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4-nitrobenzamida

IR_(ATR) cm: 1102.11, 1116.90 (arC-H);
1341.39, 1520.63 (NO2); 1671 (C=O);
3120.36, 3160.71 (N-H). (ES)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 8.29
(d, J = 8.9 Hz, 3H), 8.09 (d, J = 8.9 Hz, 2H),
7.71 (s, 1H). (E7)

12 15 /17
5 O S
13 16
J10ONT s
$0.0 , oo
N72 3
©0
9
N

(4-nitrobenzoil)carboniditioimidato de dimetilo

IR (ATR) cm!: 624.51, 634.54 (C-S); 1011.40
(arC-H); 1268.46 (CH3); 1345.90, 1524.61
(NO2); 1599.89 (N-C=0); 1635.29 (C=0);
2926.70 (N=C).

(E16)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): d 8.34
(d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.29 (d, J = 9.1 Hz, 2H),
2.66 (s, 6H). (E14)

RMN °C (101 MHz, DMSO-ds. ppm): &
171.90 (C-10), 150.06 (C-5), 130.918 (C-1, C-
3), 123.94(C-4, C-6), 15.92 (C-16, C-17).
(E15)

CG- EM (IE): 270.32 uma (masa calculada),
270 m/z (masa obtenida), CioH10N203S2
férmula quimica. (E17)

N
(g
N
H

2-amino-1H-bencimidazol

n

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 7.09
(dd, J = 5.8, 3.2 Hz, 2H), 6.84 (dd, J = 5.8, 3.2
Hz, 2H), 6.16 (s, 3H) (E34 y E35)

Cl N
\©[ \>7NH2

N

H

G
5-cloro-2-amino-1H-bencimidazol

RMN H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): & 10.82
(s, 1H),7.1 (m, 2H) 6.8 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz,
1H), 6.35 (s, 2H). (E47 y E48)

Cl N
T e

N

Cl H

5,6-dicloro-2-amino-1H-bencimidazol

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 10.9
(s, 1H), 7.25 (s, 2H), 6.54 (s, 2H). (E55 y E56)

N
o
N

)~o

(0]

ja

|
2-aminobencimidazol-1-carboxilato de terc-butilo

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 5 7.5 (d,
J=7.9Hz, 1H); 7.16 (s, J = 8.2 Hz, 2H), 7.12
(d, J = 1.2 Hz, 1H); 7.10 (dd, 1H); 6.97 (td,
J=1.2 Hz, 1H:); 1.64 (s, 9H).

(E36y E37)
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MOLECULAS FINALES

18 17 16 20

6 o O 4 15 _/
GRS A
| \ NH 19
) , H 8 g0 13 14

3
7

CN1
N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida

6 9

1 5> N
©:\>8—NH213
2 4 N7

3 10
14 012
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18

15

20 /16 47
19
CN1.1
(2-amino-1H-bencimidazol-1-il) (4-metoxifenil)metanona

18 17

6 o O 1z 150/
1 | N\>_N|_]1 19
2 N 8
4
H

16 20

10 13 14

3
7
CN2
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida

IR (ATR) cm%: 3171.57 (NH); 3018.55 (N=C);
1572.24 (N-C=0); 1456.60, 1362.83 (-CH3);
1019.03, 1253.53 (C-O-C); 1278.39 (C-N);
1169.39 (arC-H); 1671.54 (C=0): 1632.26,
1657.75 (C=C, C-C). (E20)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12.11
(s, 2H: NH-10 y NH-7); 8.13 (d, J = 8.9 Hz, 2H:
H-13 y H-17); 7.46 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H: H-
1y H-2); 7.1 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H: H-3 y H-
6); 7.05 (d, J = 8.9 Hz, 2H: H-14 y H-16); 3.84
(s, 3H, CH3-20).

(E18)

RMN C (101 MHz, DMSO-ds, ppm): &
162.47 (C-11), 148.55 (C-8), 130.33 (C-13, C-
17), 121.34 (C-1, C-2), 113.74 (C-14, C-16),
55.51 (C-20).

(E19)

EMAR (APCI): 267.28 uma (masa calculada),
(M 267.97, M* 268.1137, M*2 269.1141) m/z
(masa obtenida), CisH13N302 formula quimica.
(E21)

RMN *H (400 MHz, DMSO-de, ppm): & 7.7 (d,
J =8.8 Hz, 2H: H-15y H-17); 7.2 (d, 1H: H-1)
7.1(d,J=7.7Hz, 2H: H-14 y H-18); 7.0 (m, 3H:
NH2 y H-3); 6.7 (m, 1H: H-6); 6.3 (d, J = 7.9 Hz,
1H: H-2); 3.88 (s, 3H, CHz-20). (E22 y E23)
RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds, ppm): 8 168.67
(C-4), 163.32 (C-10), 154.54 (C-11), 143.03 (C-
5), 131.73 (C-14) 125.33 (C-16), 123.55 (C-6),
119.25 (C-3), 115.75(C-15), 114.26 (C-18),
112.28 (C-17), 55.70 (C-20). (E24)

IR (ATR) cm: 444.81 (C-Cl); 3152.52 (NH);
3012.04 (N=C); 1564.29 (N-C=0); 1449.83,
1325.03 (-CH3); 1016.58, 1254.42 (C-O-C);
1282.89 (C-N); 1173.48 (arC-H); 1667.82
(C=0); 1636.77, 1667.82 (C=C, C-C). (E28)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12.21
(s, 2H: NH y C-NH); 8.13 (d, J = 8.4 Hz, 2H: H-
14 y H-18); 7.48 (m, 2H: H-3 y H-6); 7.07 (d, J
= 8.5 Hz, 2H: H-15 y H-17); 7.13 (d, J = 8.04
Hz, 1H: H-2) 3.84 (s, 1H, CH3-20). (E26)

RMN 13C (101 MHz, DMSO-de, ppm): & 166.07
(C-11), 162.72 (C-15), 148.73(C-8), 130.37 (C-
13, C-17), 125.41 (C-2), 125.03 (C-1),
121.22(C-12), 113.85(C-14, C-16), 55.54 (C-
20). (E27)

EMAR (APCI): 301.73 uma (masa calculada),
M+ 302.0627 m/z (masa obtenida),
Ci1sH12CIN3O2 férmula quimica. (E29)
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N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida

. 1% 16 15 020
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N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida

18 20
1
6 s O 1 154@/0
1AGE_N 1 143/
N NH 19}
(o)
:@N 8 10 12 13 21
3 H
7
CN5

N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida

IR (ATR) cm\: 426.56, 444.83 (C-Cl) 3151.52
(NH), 3011.36 (N=C), 1565.90 (N-C=0),
1449.77, 1324.89 (-CH3); 1016.57, 1254.56
(C-O-C); 1282.23 (C-N); 1173.63 (arC-H);
1667.75 (C=0) 1636.90, 1667.75 (C=C, C-C).
(E32)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12.28
(s, 2H: NH y C-NH); 8.11 (d, J=8.08 Hz, 2H: H-
14y H-18); 7.67 (s, 2H: H-3 y H-6); 7.07 (d, J =
8.9 Hz, 2H: H-15y H-17), 3.84 (s, 3H: CH3-21).
(E30)

RMN 13C (101 MHz, DMSO-dg, ppm): & 165.84
(C-12), 162.84 (C-16), 149.44 (C-9), 130.42 (C-
14, C-18), 124.62 (C-1, C-2), 123.28 (C-14),
113.88(C-15, C-17), 55.55(C-21). (E31)

EMAR (APCI) m/z: 336.17 uma (masa
calculada), (M 336.0356, M* 337.0379, M*?
338.0328) m/z (masa obtenida), C15H11CI2N3O2
férmula quimica. (E33)

IR (ATR) cm'%: 3141.37 (NH); 3009.39 (N=C);
1591.54 (N-C=0); 1526.51(-NO2); 1331.51 (C-
N); 1159.78 (arC-H); 1615.80 (C=0). (E45)
RMN H (400 MHz, DMSO-des, ppm): & 12.60
(s, 2H: H-10 y H-7); 8.35 (m, J = 9.0 Hz, 4H: H-
12, H-13, H-15y H-16); 7.4 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz,
2H: H-3y H-6); 7.2 (dd, J = 5.9, 3.2 Hz, 2H: H-
1, H-2). (E38, E39 y E40)

RMN °C (101 MHz, DMSO-de, ppm): 8112.54
(C-3, C-6), 122.90 (C-12, C-16), 123.78 (C-1,
C-2), 130.13 (C-13, C-15), 143.35 (C-4, C-5),
149.41 (C-8), 152.32 (C-14), 170.52 (C-17).
(E41)

EMAR (APCI): 282.26 uma (masa calculada),
M+283.0894 m/z (masa obtenida), C14H10N4O3
férmula quimica. (E46)

IR (ATR) cm'’: 444.11 (C-Cl); 3362.18 (NH);
2829.62 (N=C); 1577.71 (N-C=0); 1513.13 (-
NO2); 1344.30 (C-N); 1173.48 (arC-H);
1635.89 (C=0); 1682.55 (C=C). (E53)

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): & 12.62
(s, 2H: NHy C-NH); 8.34 (s, 4H: H-12, H-13, H-
15y H-16); 7.4 (m, 2H: H-3 y H-6); 7.20 (dd, J
=8.5, 2.0 Hz, 1H: H-2). (E49 y E51)

RMN _'3C (101 MHz, DMSO-ds, ppm):
0112.77(C-3), 114.10 (C-6), 122.09 (C-1),
123.45 (C-2), 129.76 (C-13, C-15), 126.19 (C-
12, C-16), 141.03 (C-11), 149.30 (C-8), 150.68
(C-14), 168.16 (C-17) (E52)

EMAR (APCI): 316.70 uma (masa calculada),
(M 317.0510, M+ 318.0542, M*2 319.0479) m/z
(masa obtenida), Ci14HoCIN4O3 férmula
guimica. (E54)
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N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida
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N-(1-metilbencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida

IR (ATR) cm'!: 420.34, 440.94 (C-CI) 3357.09
(NH); 2830.77 (N=C); 1572.52 (N-C=0);
1512.52(-NO2); 1344.80 (C-N); 1168.98 (arC-
H); 1637.35(C=0);1679.90(C=C). (E61)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 3 12.66
(s, 2H: NHy C-NH); 8.34 (m, J = 8.9 Hz, 4H: H-
12, H-13, H-15y H-16); 7.69 (s, 2H: H-3 y H-6).
(E57 y E59)

RMN_ 13C (101 MHz, DMSO-ds, ppm):
0114.81(C-3, C-6), 123.91(C-1, C-2), 129.86
(C-13, C-15), 134.56(C-4, C-5), 139.58 (C-11),
149.54 (C-8), 150.08 (C-14), 166.75 (C-17).
(E60)

EMAR (APCI) m/z: 351.14 uma (masa
calculada), (M 351.0125, M*! 352.0153) m/z
(masa obtenida), Ci14HsCI2N4O3  formula
quimica. (E62)

IR (ATR) cm-t: 3273.60 (NH); 2927.46 (N=C);
1560.22 (N-C=0); 1531.08 (-NO2); 1453.61
(CH3); 1339.22 (C-N); 1150.67 (arC-H);
1612.58 (C=0). (E67)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds. ppm): & 12.85
(s, 1H: NH), 8.4 (d, J = 8.7 Hz, 2H: H-12, H-16),
8.3 (d, J = 8.8 Hz, 2H: H-13 y H-15), 7.5 (dd, J
= 14.6, 7.3 Hz, 2H: H-3 y H-6), 7.28 (m, J =
15.1, 6.9 Hz, 2H: H-1y H-2), 3.53 (s, 3H: CHs-
22). (E63y E64)

RMN *3C (101 MHz, DMSO-dg, ppm): & 28.46
(C-22). 109.86 (C-3, C-6), 112.24 (s, 1H: NH),
122.98 (C-12, C-16), 123.32 (C-1, C-2), 128.76
(C-11), 129.97 (C-13, C-15), 144.01 (C-4, C-5),
148.98 (C-8), 152.18 (C-14), 171.21 (C-17)
(E66)

EMAR (APCI): 296.29 uma (masa calculada),
M+ 297.10 m/z (masa obtenida), CisH12N4O3
férmula quimica. (E68)
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8.1.1 ANALISIS DE LA PARTE QUIMICA

Sintesis de 4-cloro-1,2-fenilendiamina (3)

La sintesis se desarroll6 a partir de 5-cloro-2-nitroanilina (2) ésta se sometié a una
reduccion catalitica en presencia de Hz y catalizador de Ni-Raney el cual se utilizd
porque, aunque es posible que se remueva parte del halégeno de la posicion 4, el Ni
es el metal de transicidon que tiene menos problemas respecto a otros catalizadores
como Pd/C, que ocasionan la pérdida de halégenos en mayor proporcion de la
molécula por deshalogenacion.s” ¢ De este producto Unicamente se determiné el Rt
dado su inestabilidad frente a la oxidacion ambiental, finalmente se preparé para la

reaccion de ciclocondensacion.
Sintesis de la 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (7)

La sintesis partié de N-(3,4-diclorofenil)acetamida (4), en la cual se protegi6 el grupo
amino con anhidrido acético para dar la N-(3,4-diclorofenil)acetamida, esto evito, la
protonacion de la misma. Consecutivamente, se llevd a cabo la nitracion en la posicion
2 deseada usando una mezcla sulfonitrica a 0 °C para obtener la N-(4,5-dicloro-2-
nitrofenil)acetamida. Es fundamental llevar a cabo esta reaccion en condiciones
anhidras y a bajas temperaturas para evitar la posible formacion de productos no
deseados, como lo son los compuestos nitrados en la posicion 3, 6 o ambas. El
rendimiento crudo de la reaccién es del 91%; sin embargo, el sélido se obtuvo
contaminado con una impureza de mayor Ry, debido a la formacién de un producto
secundario que se elimind mediante extraccion sélido-liquido empleando MeOH.
Posteriormente, se realizdé la recristalizacion del sélido crudo con MeOH. El
rendimiento final del producto puro fue de 72%. Una vez obtenida la N-(4,5-dicloro-2-
nitrofenil)acetamida (5), se llevo a cabo la hidrélisis en condiciones béasicas obteniendo
4,5-dicloro-2-nitroanilina (6) con un rendimiento del 92%.

A continuacion, con el propdsito de conseguir la 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (7) se
realiz6 una reduccion del grupo nitro usando H2y Ni-Raney como catalizador. Este
compuesto se usé de inmediato en la siguiente reaccion, de lo contrario se almaceno
en atmoésfera de N2 por su limitada estabilidad. Caracteristica propia de las o-
fenilendiaminas quienes en presencia de oxigeno y luz se oxidan facilmente a las

diiminas de la benzoquinona* reaccionando con otras moléculas del mismo tipo.
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Los compuestos 5 y 6 se caracterizaron por Ry, punto de fusién, RMN 'H e IR ver tabla
6 y 7 (Espectros 1-4, anexo lll). Ademas, estos mismos espectros fueron clave para

la asignacion de los compuestos finales.

Se comenzo con la reaccion para la formacion de la 4-metoxibenzamida (d) a partir
del cloruro de 4-metoxibenzoilo ya sea con (NH4)2CO3 0 NH4OH. Ambas reacciones
dan rendimientos superiores al 80%. La diferencia recae en el proceso de reaccion,
siendo més laborioso con NH4OH ya que esta reaccidn se ejecuté generando el NHa*
usando HCI y burbujeando el mismo en el sistema de reaccion donde se encontraba
la materia prima en diclorometano (CH2Cl2). Mientras que la reaccion con (NH4)2COs
Gnicamente se disuelven los reactivos en acetona a temperatura de 0 °C. El
compuesto se caracterizé6 por RMN *H e IR (Espectros 5 y 6 en anexo Ill) asi como
por pfy Rf (Tabla 6).

En lo concerniente a la sintesis de (4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo
(M), Inicialmente se buscO en la literatura alguna metodologia que permitiera su
obtencién de forma optimizada. Sin embargo, se encontré informacién limitada en la
cual las condiciones de reaccion daban bajos rendimientos. Por esta razon, se
optimizd la reaccion con la informacién proporcionada por los autores M. Sato y M.
Augustin.?” @ Subsecuentemente, para establecer las condiciones oportunas para la
reaccion de formacién de M se realizaron microreacciones con las condiciones que se

exponen en la tabla 8.

En los ensayos realizados se vario la cantidad de NaH, el tipo de disolvente, la
temperatura y el tiempo de reaccién. Se encontré que para que la reaccion se lleve a
cabo necesita estar bajo condiciones anhidras a temperatura de reflujo de THF, con
12 equivalentes (eq) de NaH y d; posteriormente se adicion6 una mezcla de CSz'y

CHsl en THF manteniendo la temperatura de reaccion a reflujo por 3.5 h.
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Tabla 8. Condiciones y proporciones para la reaccion de formacion de (4-
metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo.

Experimento  4-metoxibenzamida  NgH CS: CHsl Disolvente Temperatura

mg

eq eq €q °C
1 100 2 3 3 DMF Oab
2 100 3 3 3.2 THF Oab
3 100 3.5 4 3.2 THF Oab
4 100 3 4 3.2 DMF Oab
5 100 4 4 3.2 DMF Oab
6 100 5 4 3.2 DMF Reflujo
7 100 6 4 3.2 THF Reflujo
8 100 8 4 3.2 THF Reflujo
9 100 10 4 3.2 THF Reflujo
10 100 11 4 3.2 THF Reflujo
11 100 12 4 3.2 THF Reflujo

Después de la ejecucion de la sintesis bajo las condiciones establecidas (Experimento
11), se realizé una ccf a la mezcla de reaccion obteniéndose tres marcas siendo una
de ellas la mas representativa, enseguida la mezcla fue tratada por el método de
separacion liquido- liquido con AcOEt/H20 la cual se concentré a presion reducida.
Nuevamente se realizé una ccf del producto con el rf de la materia prima d y se
observo el aumento de las marcas en la placa y una de ellas correspondiendo a d. Por
esta razon, se tiene la sospecha que el producto sufre una transformacion cuando
esta proximo a su temperatura de fusién. Lo anterior sugiere que el calentamiento
durante la eliminacién del disolvente para el recobro del producto es el problema,
logrando mejorar el rendimiento con el cambio de disolvente a Diclorometano CH2Cl2

y Unicamente extrayendo a presion reducida.
Caracterizacion de M

En un inicio, en las reacciones de la 1 a la 5 se obtuvo un compuesto que se aislo y
caracterizdé por RMN !H e IR (ATR) (Espectros No. 9 y 10, anexo lll). En el espectro
de RMN H mostré6 una sefial simple (s) en 2.98 ppm que integré para 3H,
correspondientes a uno de los metilos unido al azufre, mientras que por IR se observo
una sefial a 3177.08 que corresponde al grupo NH. Se determin6 que no se estaba
realizando el procedimiento adecuado, puesto que la reaccién no culminaba con la
metilacion del segundo azufre.
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Después de realizar las modificaciones de reaccion (Experimentos de 6 a 11), se
obtuvo un segundo compuesto, el cual fue aislado y caracterizado por RMN H
(Espectro No. 11, anexo lll) donde el analisis mostré una sefial s en 3.05 ppm que
integrd para 6H correspondientes a los protones de los metilos unidos a los azufres y
otra sefial s en 4.34 que integrd para 3H pertenecientes al metoxilo. Ademas, dos
sefales dobles (d) en 7.4 y 8.5 pertenecientes a los H del sistema aromatico. Por
tanto, se pudo demostrar la obtencién del compuesto, lo cual se confirmé con IR (ATR)
cm™: 590.20, 601.93 (C-S); 1455.61 (CH3); 1159.67 (arC-H); 1247.79, 1026.54 (C-O-
C); 1598.16 (N-C=0); 1636.91 (C=0); 2925.85 (N=C). (Espectro No. 12, anexo lll) y
espectrometria de masas EM/IE ibn molecular m/z: 255 (Espectro No. 13, anexo lll)

contrastado frente a una masa teodrica de 255.35 uma.

Se comenzo con la reaccion para la formacion de la 4-nitrobenzamida (e) a partir del
cloruro de 4-nitrobenzoilo con (NH4)2COs en acetona a 0 °C. El compuesto se
caracterizdé por RMN *H e IR (Espectros 7 y 8, anexo Ill) asi como por pf y R (Tabla
6).

A lo referente a la preparacion del (4-nitrobenzoil)carboniditioimidato de dimetilo (N),
este se prepar6 en un inicio por el método optimizado para M, y efectivamente se
obtuvo el producto deseado, con el inconveniente de que se producian otros productos
secundarios en mayor proporcion. Por esta razén se efectud la técnica original descrita
en la literatura,* siendo esta a temperatura de 0 °C, con la adicion de los reactantes
individualmente entre tiempos de reaccion de 40 min, y después de la adicion, se
conservo la reaccion en agitacion a temperatura ambiente (t.a.) por 24 h para asi

obtener un producto mayoritario con la minima cantidad de impurezas posibles.
Caracterizacion del compuesto N

Se obtuvo un compuesto con similar Rf al compuesto M y en mayor proporcion
respecto a los demas, el cual se aislé y se caracterizé por RMN 'H (Espectro No. 14,
anexo llI) mostrando una sefial s en 2.66 ppm que integré para 6H que pertenecen a
los protones de los metilos unidos a los azufres. Ademas, se presentd una sefal
multiple (m) en 8.3 que corresponden a los H del sistema aromatico. En el espectro
de RMN 13C (Espectro No. 15, anexo lll) solo se observaron 5 de las 9 sefiales
esperadas, lo cual puede ser explicado por la lenta relajacién de los nucleos de tipo
cuaternario lo que genera sefales de intensidad muy baja. La obtencion del
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compuesto se confirmé también con IR (ATR) cm™: 624.51, 634.54 (C-S); 1011.40
(arC-H); 1268.46 (CHs); 1345.90, 1524.61 (NOz2); 1599.89 (N-C=0); 1635.29 (C=0);
2926.70 (N=C) (Espectro No. 16, anexo lll) y espectrometria de masas EM/IE 270,
(Espectro No. 17, anexo lll) contrastado con una masa tedrica de 270.32 uma.

Se propone que la reaccion de obtencibn de los compuestos
benzoilcarboniditioimidatos de dimetilo transcurre siguiendo el mecanismo de

reaccion mostrado en el esquema 12.
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Esquema 12. Mecanismo de reaccion para obtener los benzoilcarboniditioimidatos de dimetilo.

Reaccion de ciclocondensacion entre la 1,2-fenilendiamina sustituidaen4o04y5y
el (4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo.

Después de obtener el compuesto M, esté no fue purificado a efecto de que el
compuesto es inestable a la temperatura y a la presencia de humedad, Unicamente se
extrajo con CHz2Cl2 y se elimino el agua con Na2SOa4 anhidro, se sec6 al vacio at.a;y

se prepar6 para la reaccion de ciclocondensacion.

Se propone que la reaccion de obtencion de los compuestos N-(1H-bencimidazol-2-
il)-4-metoxibenzamida sustituidas en 5 0 5 y 6 transcurre siguiendo el mecanismo de

reaccion mostrado en el esquema 13.
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Esquema 13. Mecanismo de reaccion para obtener los compuestos N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida sustituidasen 505y 6.

Particularmente, para cada molécula de N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida
sustituidas en 5 0 5y 6 se presentan los esquemas de las reacciones empleadas y la
caracterizacion mediante el uso de técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Las
asignaciones se realizaron utilizando los espectros de las materias primas, asi como

lo reportado en la literatura.
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Esquema 14. Ruta de sintesis para obtener N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida (CN1).
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Esquema 15. Ruta de sintesis para obtener N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida
(CN2).
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Esquema 16. Ruta de sintesis para obtener N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida (CN3).

En los esquemas 14, 15 y 16 se muestran que para obtener la CN1, CN2 y CN3 se
partio de la amida d que se someti6 a reaccion con el CS2 (a) el CHsl (b) y el NaH (c)
en THF anhidro a reflujo y asi obtener el metoxiditioimidato M, el producto no se
purificé dada su inestabilidad, ademas de que la purificacion resulto méas sencilla para
los compuestos finales obtenidos de cada reaccion con la 1,2-fenilendiamina ya sea
sustituida en 4 0 4 y 5. Una pequefia muestra se recristaliz6 de MeOH para determinar

sus constantes fisicas y espectroscopicas.
Caracterizacion de CN1, CN2 y CN3

Al ser moléculas similares se hizo una caracterizacion agrupada y de manera
particular para cada molécula se puede revisar las tablas 6 y 7, asi como en los
espectros indicados para cada molécula en la tabla 7. En los espectros de RMN H
(Espectros No. 18, 26 y 30, anexo lllI) se observaron sefales s en cercanas a 12 ppm
gue integraban para 2 H: uno corresponde al NH de la amida y el otro al NH de la
posicion 1 del bencimidazol. Por otra parte, para CN1, se observaron dos sefiales una
d en 7.05 ppm y una doble de dobles (dd) en 7.1 ppm que integraban cada una para
2H, mientras que para CN2 dos sefiales d en 7.0 ppm que integra para 2H y la otra en
7.1 ppm que integra para 1H, en tanto para CN3 se observo una sefal s en 7.67 ppm
gue integra para 2H. Todas estas asignaciones correspondientes a los H del benceno
unido al imidazol. Ademas, se mostraron dos sefiales una dd en 7.4 ppm y la otra
sefal d en 8.1 ppm para CN1. En tanto para CN2 se mostraron dos sefiales una triple
(t) en 7.4 ppm y la otra sefial d en 8.1 ppm; mientras que para CN3 se mostraron dos
sefiales d en 7.0 ppm y la otra en 8.1 ppm. Las sefales integraron para los 4H del
sistema aromético unido a la carboxamida. Por ultimo, se observé una sefial s en 3.8
ppm para los H del metoxilo que integra para 3. En el espectro de RMN 3C de CN1y
CN2 y CN3 (Espectros No. 19, 27 y 31, anexo lll) se observaron 11, 9 y 8

respectivamente de las 15 sefales esperadas. Se observo la sefial caracteristica del
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carbonilo alrededor de 165 ppm y en 55.5 ppm la sefial para el carbono del metilo. Las
sefales restantes fueron asignadas respecto a la literatura.>> Adicionalmente, se
confirmaron con IR (ATR) cm: para CN2 y CN3 que son compuestos que contienen
Cl como sustituyentes, sus bandas de absorcién aparecieron alrededor de 444 cm.
Por otra parte, se observaron sefiales simples para NH entre 3151-3171, mismas que
indican la posicion 2 de sustitucion del grupo benzoilo en el nicleo 2-amino-1H-
bencimidazol. Adicionalmente se observaron sefiales cercanas a 3018 (N=C); 1572
(N-C=0); 1456, 1362 (-CHs); 1019, 1253 (C-O-C); 1278, 1671 (C=0) (Espectros No.
20, 28y 32, anexo lll). Espectrometria de masas: para CN1, EMAR (APCI) m/z: 268.28
M*H (masa calculada), 268.1137 (masa obtenida), C1sH13N3O2 féormula quimica. En
tanto para CN2 EMAR (APCI) m/z: 302.73 M*H (masa calculada), 302.0627 (masa
obtenida), C1sH12CIN3O2 férmula quimica. Y para CN3 EMAR (APCI) m/z: 338.17 M*2
(masa calculada), 338.0379 (masa obtenida), CisH11CIl2N3O2 férmula quimica.
(Espectros No. 21, 29 y 33, Anexo llI).

Reaccion de ciclocondensacion entre la 1,2-fenilendiamina sustituidaen 404y5y

nitroditioimidato N.
Estrategia 1

Como no se encontré una metodologia en la literatura para la sintesis nitrobenzamidas
bencimidazolicas, se estudiaron las condiciones de reaccion. En el esquema 17 se
muestra la reaccién general y en la tabla 9 se exponen las condiciones que se llevaron
a cabo para la reaccién de ciclocondensacion. En todas las reacciones se emple6
como disolvente Dimetilformamida (DMF) ya sea sola o como una mezcla con Hz0.
Ademas, cabe destacar que se practico con dos bases diferentes K2CO3s y N,N-dimetil-
4-aminopiridina (DMAP); y solo en una se utilizé bromuro de tetrabutilamonio (TBAB)

como catalizador de transferencia de fase.

QJ\N)\S/ - A® < > (°
+ N N
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CN4 H

Esquema 17. Reaccion general propuesta para la reaccion de formacion de la N-(1H-bencimidazol-
2-il)-4-nitrobenzamida.
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Tabla 9. Condiciones experimentadas para la reaccion de formacién de la N-(1H-bencimidazol-2-il)-
4-nitrobenzamida.

Ensayo Disolvente Catalizador Base Temperatura Resultado
DMF Reflujo varias
A marcas en
ccf
B DMF t.a. varias
marcas en
ccf
C DMF K2COs Reflujo Degradacion
de N
D DMF DMAP Reflujo Degradacién
de N
E DMF/H20 TBAB K2COs 100 °C Degradacién
(3:1) de N

Con el proposito de estudiar el efecto de la temperatura en la reaccion entre el
nitroditioimidato N con la 1,2-fenilendiamina (3) en DMF fueron realizadas una a
temperatura de reflujo y otra a t.a. (Ensayo A y B respectivamente). En ambas
reacciones se observo la aparicién de varias marcas en ccf, pero ningan producto
principal que pudiera ser recuperado después de verter la mezcla de reaccion en agua
con hielo. No obstante, si se observé un cambio en el pH de la mezcla siendo este
acido. Se considera que cuando se tiene un pH &cido el ditioimidato tiende a
hidrolizarse.

Posteriormente, se efectué el ensayo C: en donde el compuesto N se somete a
reaccion con la fenilendiamina 3 en DMF y K2COs para mantener alcalino el medio de
reaccion. De igual forma, el resultado fue la aparicién de bastantes marcas en ccf, el
medio ligeramente acido y ningin sélido después del tratamiento.

La baja solubilidad que tiene el K2CO3 en DMF es 7.5 mg/mL relativamente inferior
respecto a la DMAP en DMF que es mas soluble 61 mg/mL. De los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores, se planteé el ensayo D, donde se sometié a
reaccionar al compuesto N con el compuesto 3 y como base DMAP a reflujo. Como
resultado de este ensayo no obtuvimos varias marcas en ccf, pero si se obtuvo una
marca representativa que era sin lugar a duda la marca de la 4-nitrobenzamida (e) y
la desaparicion del N, con esto se llegd a la conclusion de que efectivamente esté

ultimo estaba siendo degradado.
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En otra experimentacion, (ensayo E) se utilizé6 un sistema DMF-H20 (3:1) usando
K2CO3s como base y TBAB como catalizador de transferencia de fases a temperatura
de 100 °C por 7 h. Por una parte, la DMF facilita la solubilidad de las materias primas:
el compuesto N y el compuesto 3, en tanto que el agua hace que la solubilidad del
K2COs se vea favorecida y el TBAB funciona para asegurar que las materias primas y
la base entraran en contacto adecuadamente. Se conoce que los catalizadores de
transferencia de fase facilitan la reaccion en sistemas heterogéneos entre compuestos
organicos solubles en disolventes orgénicos y compuestos solubles en agua como
sales inorganicas como el K2COs. El catalizador de transferencia de fases al ser
soluble en ambos disolventes transporta los aniones de las sales inorganicas, al
disolvente organico y luego los regresa a la fase acuosa. 2

Como resultado se obtuvo algo similar en el ensayo D, por este motivo se decidio
cambiar de estrategia. Con los resultados obtenidos, a consecuencia del grupo nitro
se tiene que para la formacion del ditioimidato N es méas simple que la del ditioimidato
M, esto es por el efecto electroatractor que hace que aumente el caracter acido de los
protones de la amida. Sin embargo, en la siguiente reaccion (ciclocondensacion), el
efecto resulté contraproducente; posiblemente se lleve el primer paso de acoplamiento
entre el nitrdgeno de la diamina y el carbono del ditioimidato N (Esquema 13), pero
quiza sea bastante la fuerza electrénica del grupo nitro que no permite que culmine la
reaccion con el otro nitrogeno de la diamina, y el ditioimidato termine por

desintegrarse.
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Estrategia 2
Sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamidas sustituidasen 505y 6
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Esquema 18. Ruta de Sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida sustituidas en 505y
6.
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En el esquema 18, se puede apreciar que inicio la sintesis a partir del 2-amino-1H-
bencimidazol (F) el cual se protegio en la posicién 1 usando dicarbonato de di-terc-
butilo (BOC)20 y como base trietilamina (TEA) en THF anhidro a 0 °C. Después se
llevd a cabo una Sy empleando el 2-aminobencimidazol-1-carboxilato de terc-butilo
(), y el cloruro de 4-nitrobenzoilo y NaH en THF anhidro a 0 °C, con lo que se obtiene
el 2-(4-nitrobenzamido)-1,3-bencimidazol-1-carboxilato de terc-butilo (J), el cual se

desprotege adicionando unas gotas de una disolucién 1M de acido acético.

El interés particular de esta estrategia fue proteger el nitrégeno de la posicion 1 de
manera regioselectiva para obtener la sustitucién deseada en NH: de la posicion 2 del
bencimidazol I, como una metodologia alterna a la estrategia 1. Por otro lado, para
cerciorarse que se estaba trabajando por una ruta acertada, se sometié al compuesto
F de forma directa con el cloruro de 4-nitrobenzoilo en THF y NaH a 0 °C. El efecto se
plasmoé primeramente en el espectro de RMN H, en el andlisis de los espectros se
confirma que en ambos procesos de sintesis se obtiene el mismo compuesto
(Espectros No. 38, 39 y 42, anexo lll) debido a que se obtuvieron desplazamientos
iguales bajo la misma multiplicidad de las sefiales. De manera estratégica, al producto
final CN4 se le hizo una reaccién de metilacion para asegurar que el grupo amido

guedo en la posicion 2 y el alquilo en la posicion 1 del bencimidazol.
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Reaccion de proteccion de 2-amino-1H-bencimidazol (F) con dicarbonato de di-terc-
butilo

O Ik ; CEQ

(o]

Esquema 19. Reaccion de proteccion de 2-amino-1H-bencimidazol.

Para conseguir el compuesto I5* se efectud la reaccion entre F con TEA en THF
anhidro a 0°C por 20 min; posteriormente, se adiciond (BOC)20 y se dejo reaccionar
por 2 h, esquema 19. El compuesto obtenido se extrajo con AcOEt y una disolucion
de NaHCOs saturada para evitar la desproteccion del bencimidazol.s> Como producto
se obtuvo el monoprotegido confirmandose este por RMN 'H (Espectro No. 36, anexo
[II) donde en su espectro se logra apreciar una sefial s en 7.19 ppm que integro para
2H, que corresponden al NHz de la amida. Ademas, al hacer un intercambio con D20
(Espectro No. 37, anexo lll) es la Unica sefal que desaparece. También, una sefial s
en 1.63 ppm que integra para 9H misma que confirmo la presencia del grupo protector.
Adicionalmente, se mostraron 3 sefiales asimétricas: tres d, una dd y dos sefiales d;
mismas que pertenecen a los protones del bencimidazol. Estas sefiales fueron claves
para inferir sobre la posicién de la carboxamida en el nitrdgeno del exociclico del
bencimidazol, porque cuando la posicion 1 del bencimidazol esta ocupada los

nitrdgenos del benceno son asimétricos y cuando no lo esta son simétricos.

Sustitucién nucleofilica con el 2-aminobencimidazol-1-carboxilato de terc-butilo (1) al
grupo acilo del cloruro de 4-nitrobenzoilo.
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Esquema 20. Reaccion de sustitucién nucleofilica con el compuesto | al grupo acilo del cloruro de
4-nitrobenzoilo.

El disefio de la reaccion reincide en la evaluacion de la acidez de los protones de la
amina en posicion 2 del benzimidazol siendo estos de un pka de 16.75 siendo menos
acidos respecto al protén de la posicion 1 del bencimidazol que es de 12.5. Por tal

motivo se usé NaH para formar el anion, se eligi6 THF por su caracter polar aprotico
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y la facil solubilidad de las materias primas.>* Esta reaccion se llevé a cabo en medio
alcalino en THF anhidro a 0 °C, esquema 20. Posteriormente la liberacién del grupo
protector se origind acidificando el medio; se observo un precipitado y se aislé un
producto. Se caracterizé por RMN H, (Espectro No. 38, anexo Ill) en el cual se puede
apreciar una sefial s en 12.6 que integré para 2H, uno corresponde al NH de la amida,
y al NH del nitrdgeno endociclico. Ademas, al hacer un intercambio con D20 (Espectro
No. 40, anexo lll) es la Unica sefial que desaparece. A 8.36 ppm se aprecia un
multiplete que integra para 4H que son los que corresponden al sistema aromatico
unido a la carboxamida. Asimismo, en 7.4y 7.2 ppm se aprecian dos sefiales multiples
qgue integran cada una para 2H correspondiendo estas a los protones del conjunto
aromatico del bencimidazol.

Método de comprobacion de la adicion de la carboxamida en posicion 2 del
bencimidazol: metilacion de CN4.

o) o]
@y 0 o]
N N P @/
\>7NH \oe 4+ HC K,CO; N\ N\
H DMF >7N 00
CN4 N\
CH

H
s CN7

Esquema 21. Reaccion de metilacion del compuesto N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN4).

Para este propdsito se comenzé con CN4 que se someti6 a reaccion con CHsl y K2COs
(los bencimidazoles mas acidos son solubles en soluciones ligeramente alcalinas:: en
DMF anhidra a 0 °C y se completd en un lapso de 2.5 h, esquema 21. El producto final
se aislé y caracterizé por RMN *H (Espectro No. 63, anexo lll). se observé una sefial
s en 12.85 ppm que integré para 1H que corresponde al NH de la amida, esta fue
asignada por intercambio D20 (Espectro No. 64, anexo lll). Se observé una sefial s
en 3.53 ppm que integré para 3H pertenecientes al metilo, una d en 8.4 ppm que
integré para 2H que corresponden los protones en orto respecto a la carboxamida en
el sistema aromatico. Ademas, una sefial d a 8.3 ppm que integra para 2H que
pertenecen a las posiciones meta respeto a la carboxamida. En cuanto al sistema
aromatico del bencimidazol se observaron desplazamientos tales como: un dd en 7.5
ppm que corresponde a los protones de las posiciones 4 y 7 del anillo y una sefial m
en 7.2 ppm que pertenece a los protones en 5y 6. En el espectro de RMN 13C se
observaron 11 de las 15 sefales esperadas, se observo la sefal caracteristica del
carbonilo en 171.21 ppm, y la sefial del metilo a 28.46 (Espectro No. 66, anexo Ill)
Adicionalmente, este se confirmé con IR (ATR) cm™: 3273.60 (NH); 2927.46 (N=C);
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1560.22 (N-C=0); 1531.08 (-NO2); 1453.61 (CH3); 1339.22 (C-N); 1150.67 (arC-H);
1612.58 (C=0) (Espectro No. 67, anexo lll). Espectrometria de masas EMAR (APCI):
296.29 uma (masa calculada), M+ 297.1064 m/z (masa obtenida), C1sH12N4Os3 formula

quimica. (Espectro No. 68, anexo 1)

Con los resultados de la estrategia 2 se encontré que el método funcionaba, con el
cual se obtuvo un buen rendimiento y la purificacion fue sencilla para CN4. Por lo

tanto, se empleo la técnica para la sintesis de los compuestos CN5 y CN6.

Particularmente para cada molécula de N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida
sustituida en 5 0 5 y 6 CN4-CN6, se presentan los esquemas de las reacciones
empleadas y la caracterizacion mediante el uso de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas. Las asignaciones se realizaron utilizando los espectros de las

materias primas, asi como lo reportado en la literatura.
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Esquema 22. Ruta de sintesis para obtener N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN4).
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Esquema 23. Ruta de sintesis para obtener N-(5-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN5).
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Esquema 24. Ruta de sintesis para obtener N-(5,6-dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida
(CN®).
En los esquemas 22, 23 y 24 se aprecia que para obtener la CN4, CN5 y CN6 se inici
de F, G y H; estos ultimos sustituidos con cloro en las posiciones 5 0 5y 6 del
compuesto F, se sometieron a reaccion con cloruro de 4-nitrobenzoilo y TEA en DMF

anhidra a 0 °C. El recobro del producto fue mediante una extraccion sélido-liquido y
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finalmente, una pequefia muestra se recristaliz6 de EtOH para determinar sus

constantes fisicas y espectroscopicas.
Caracterizacion de CN4, CN5 y CN6

Al ser moléculas similares se realiz6 una caracterizacién agrupada; sin embargo, la
caracterizacion individual se puede consultar en las tablas 6 y 7, y visualizar los
espectros en el anexo lll. En los espectros de RMN 'H (Espectros No. 39, 49 y 57,
anexo lll) se observo una sefial s a 12.6 ppm que integré para 2H: uno corresponde
al NH de la amida y el otro al NH de la posicion 1 de bencimidazol siendo dos protones
experimentalmente equivalentes, mismas que se confirmaron con los espectros de
intercambio con D20 (Espectros No. 40, 51 y 59, anexo lll). Por otra parte, para CN4,
se observaron 2 sefiales dd uno en 7.2 y otra en 7.4 ppm que integraron para 2H;
mientras que para CN5, se observaron 2 sefiales: una sefial m en 7.4 ppm que integra
para 2H. Una sefial dd en 7.2 ppm que integré para 2H; en tanto para CN6, se observo
una sefial s a 7.6 ppm que integra para 2H. Estas asignaciones correspondieron a los
H de las posiciones 4 y 7 del bencimidazol. Ademas, para CN4 se mostré una sefial
m en 8.35 ppm, para CN5 una sefal s en 8.34 ppm y para CN6 una sefial m en 8.3
ppm, mismas que integraron para 4H que corresponden al sistema aromatico unido a
la carboxamida. Para confirmar la sustitucion en NH2 de la posicion 2 del bencimidazol
en los tres casos se realiz6 un experimento bidimensional NOESY (Nuclear
Overhauser Spectroscopy) en este se demostr6 que no hay ninguna interaccion
espacial entre los hidrégenos de los grupos aromaticos y si existe alguna es entre
hidrogenos vecinos unidos a un mismo anillo (Espectros No. 44, 50 y 58, anexo llI).
En el espectro de RMN *3C para CN4, CN5 y CN6 se observaron 8, 10 y 8 de las 14
sefales esperadas. Se observé la sefial caracteristica del carbonilo cercanas a 170
ppm. (Espectros No. 41 52 y 60, anexo lllI). Adicionalmente, se confirmaron con IR
(ATR): para CN5 y CN6 que son compuestos que contienen grupos Cl, sus bandas de
absorcion aparecieron alrededor de 440 cm™. Por otra parte, se observaron sefiales
simples para NH entre 3141-3362 cm™, mismas que indican la sustitucién del grupo
benzoilo en la posicion 2 del 2-amino-1H-bencimidazol. Adicionalmente se observaron
sefiales cercanas a 3009 cm™? (N=C); 1590 (N-C=0); 1525 (-NO2); 1331 (C-N);
1159.78 (arC-H); 1615.80 (C=0) (Espectros No. 45, 53 y 61, anexo llI).
Espectrometria de masas: para CN4 EMAR (APCI): 282.26 M (masa calculada),
283.0894 M*H (masa obtenida), C14H10N4Oz férmula quimica. En tanto para CN5,
EMAR (APCI): 317.70 M*™" (masa calculada), (317.0510 M*H, 318.0542 M*?H
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319.0479 M*3H) m/z (masa obtenida), C14HeCIN4Oz férmula quimica. Y para CN6
espectrometria de masas EMAR (APCI): 351.14 M (masa calculada), (351.0125 M,
352.0153 M*H) m/z (masa obtenida), C14HsCl2N4O3 férmula quimica. (Espectros No.
46, 54 y 62, anexo lll).

Regioselectividad de la Sk en el nlcleo 2-amino-1H-bencimidazol

La caracterizacion espectroscopica y espectrométrica anteriormente descrita para la
serie CN, se utiliz6 como modelo para la caracterizacion de los siguientes
compuestos, productos de la reaccion de acilacion y alquilacion a las que fue sometido
el 2-amino-1H-bencimidazol, asi mismo, con lo encontrado en la literatura se logro
ubicar las diferentes capacidades de enlace que tienen cada uno de los nitrégenos

frente a la alquilacién y la acilacion.

El nacleo 2-amino-1H-bencimidazol tiene caracteristicas muy peculiares, a simple
vista se puede observar que el nitrgeno méas nucleofilico es el de la posicién 3,
mientras que el protdbn mas acido el de la posicion 1 y el menos &cido el que estéa fuera
del ciclo en posicién 2, esquema 25. Dadas estas caracteristicas cualquiera podria
asegurar que la reactividad frente acilaciones y alquilaciones en un inicio se dan en
cualquiera de los nitrdgenos dentro del ciclo, y es correcto solo que en el ocurren

reacciones de transposicion peculiares propias del nucleo.>

3
N
R | ),
u 2
1

Esquema 25. Nlcleo 2-amino-1H-bencimidazol.

Con las experimentaciones realizadas y con la busqueda en la literatura se dedujo lo
siguiente, esquema 26: si la reaccion inicial es una acilacién entonces el nitrégeno
endociclico N1 reacciona con el agente acilante que produce intermediarios de
bencimidazolinio de tipo (B) y segun las condiciones de acidez a las que se someta
ya que en un ambiente basico primero ocurre una desprotonacién del N1 volviéndolo
mas nucleofilico. Y solo si el agente acilante es un cloruro de acido aromatico este
pasara por una migracion de acilo para producir los compuestos de tipo 2-acilamino
(C). Por otra parte, si el agente acilante es un alcoxicarbonil como el presente en el

dicarbonato de di-terc-butilo (BOC)20 la acilacion ocurre en un nitrégeno endociclico
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produciendo compuestos de tipo carbamato no aromético (D). Cuando compite un
grupo alcoxicarbonil y un agente acilante aromatico el que tiene preferencia por la
posicion del nitrégeno del exociclico es el grupo benzoilo (E) y esto depende de
factores electronicos y estructurales, ya que la estabilizacion del estado de transicion
esta en funcion de los orbitales frontera HOMO y LUMO. El que podria migrar es el
grupo benzoilo dado que el anillo aromatico le confiere una mayor estabilidad durante
el proceso, a este efecto también se le conoce como dureza local empiricass. Por otra
parte, si se alquila el compuesto protegido, este reacciona con el otro nitrdgeno
endociclico formado un compuesto de tipo 1,3-disustituidos (F). En el caso de la
alquilacidn esta ocurre primero en un nitrégeno endociclico segun las condiciones de
acidez a las que se someta ya que una desprotonacion de N1 aumenta el caracter
nucleofilico y producird compuestos de estructura general (G). Un segundo paso de
alquilacion posterior generalmente produce los compuestos 1,3-disustituidos (H). Si la
segunda reaccion es una acilaciéon aromatica entonces los productos obtenidos (1)
tienen la 1,2-regioselectividad.s° &
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Esquema 26. Regioselectividad de alquilacién/acilacion del nacleo 2-amino-1H-bencimidazol.
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Actualmente existen dos patentes de los afios 1968 y 1976°" de carboxamidas
bencimidazolicas donde describen una ruta de sintesis muy diferente a lo que se
realizo en este trabajo. Para su sintesis, se encontré que estos compuestos pasan
primero por la sustitucion en posicion 1 o 3 y después in situ, se transponen con calor
al nitrégeno de la posicion 2.5¢ ¢ Para tener mas claro lo que acontecia, se sintetizo
nuevamente el compuesto (CN1) por acilaciéon directa, para asi hacer la diferenciacion

de las moléculas con el sustituyente electrodonador y electroatractor.

o
N
N\ TEA C[ \>—NH2 .
‘ > NH;  + DMF N > N
N
H o 0
. \

o
\  ovu

Esquema 27. Sintesis para obtener (2-amino-1H-bencimidazol-1-il)(4-metoxifenil)metanona.

El objetivo en este caso fue aislar el compuesto acilado en posicion 1 del 2-amino-1H-
bencimidazol. Para esto se trabajo a bajas temperaturas donde se hizo reaccionar el
compuesto F con 4-metoxibenzoilo con TEA en DMF, (Esquema 27). El compuesto
CNZ1.1 fue obtenido y caracterizado por espectroscopia de RMN. Como estrategia se
tomo una parte del compuesto y se sometié a temperatura de reflujo. Se llego a la
conclusién gue efectivamente con el suministro de calor se llegaba al compuesto CN1,

confirmandose Unicamente por pfy R.
Caracterizacion del compuesto CN1.1

Para CN1.1, en el espectro de RMN H (Espectro No. 22, anexo lll) se observan dos
sefales d, una a 7.7 y otra a 7.1 ppm, cada una integra para 2H A los protones del
grupo metoxibenzoilo. Ademas, se muestran 2 sefiales d, unaen 7.2 y otra en 6.3 ppm
gue integran para 1H cada una, correspondientes a los protones de las posiciones 5
y 6 del bencimidazol respectivamente, adicional a estas, se observa una seflal ma 6.7
ppm que integra para 1H correspondiente al H en la posicibn 4 y una sefal s
sobrepuesta con una sefial m que integra para 3H a 7.0 ppm; la primera sefal
corresponde al protén de la posicion 7 y la segunda corresponde a los protones de la
amina. Esta ultima se confirmo con el experimento de intercambio D20 (Espectro No.
23, anexo lll). Para confirmar la Sn en el nitrégeno de la posicion 1 del bencimidazol
se realizé un estudio bidimensional NOESY, en él se logra visualizar las interacciones
considerando la numeracion programada en la imagen de la tabla 8, entre los dos

protones del metilo con los protones 14 y 16; entre los H de las posiciones 1y 6 del
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bencimidazol; entre 3y 14; entre 2 'y 13; entre 13 y 14 (Espectro No. 25, anexo Ill). En
el espectro de RMN *3C se observaron 12 de las 15 sefiales esperadas, se observé la
sefal del carbonilo en 163.32 ppm, y la sefial del metilo a 55.70 ppm (Espectro No.

24, anexo llI).

Se encontré que las moléculas estudiadas cuando estan sustituidas en posicion 1

pueden generar 2 tautdmeros, esquema 28.%

Esquema 28. Tautomeros del ntcleo de 2-amino-1H-bencimidazol sustituido en posicién 1 por el
grupo acilo aromatico.

Mientras que cuando estan en la posicion 2 del Nitrogeno exociclico tiene 4

tautdmeros lo que les proporciona mayor estabilidad, esquema 29.
O — o —

“

Esquema 29. Tautémeros del ndcleo de 2-amino-1H-bencimidazol sustituido en el nitrégeno de la
posicion 2 por el grupo acilo aromatico.

Se propone que la reaccion de transposicion de los grupos acilo aromaticos sustituidos
con un electrodonador (metoxilo) o electroatractor (nitro); puede transcurrir siguiendo

el mecanismo de reaccién mostrado en el esquema 30.

R

o]
I (A, S =
©: />—NH2 lento @:uFNH rapida H\>7NH

R=MeO 0 NO,

Esquema 30. Mecanismo de reaccion de transposicion del grupo acilo.
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Cuando el compuesto sustituido en posicién 1 del nicleo 2-amino-1H-bencimidazol se
ve afectado por una energia térmica lo suficientemente efectiva para la formacion del
tautdmero de imino, esto tiene efecto colocando en el mismo plano los orbitales 1 del

nitrégeno del exociclico y a si interactuar con el sistema 1 antienlazante del carbonilo.
Modelado Molecular de la transposicion en el nicleo de 2-amino-1H-bencimidazol

Desde una perspectiva computacional se construyeron las moléculas implicadas en
los mecanismos de reaccion expuestos previamente y se realizaron calculos con el
programa spartan 14 del paquete de wavefunction, INC*2. Ademas, se minimizaron las
energias moleculares usando el método semiempirico PM3 (Parameterized Model
Number 3). Se calcularon los valores de energia de mayor estabilidad, las distancias
entre los atomos de N del bencimidazol con el carbonilo, asi como los valores de
energia de los orbitales HOMO y LUMO con el método de calculo geométrico de los
estados de transicion (densidad funcional) B3LYP con la base 6-31*G, en vacio. Los
resultados obtenidos con la simulacion molecular muestran que la geometria y la
tensioén interfacial e intermolecular entre los dos anillos aromaticos es clave para que
se dé la transposicion.st A partir de este hecho se calcularon las distancias entre los
atomos de N del nacleo del 2-amino-1H-bencimidazol con el carbono del grupo acilo.
Para que el grupo acilo pueda emigrar al nitrbgeno mas proximo es necesario un
subministro de energia. Consecuentemente, el aumento de energia tiene efecto en la
formacién del estado tautomérico; en dicho estado los orbitales HOMO y LUMO se
ven modificados y su contenido energético relativamente alto para HOMO (electrones
facilmente disponibles o “movibles”) y LUMO relativamente bajo (orbitales facilmente
accesibles), da pie a la generacion de nuevos orbitales a causa de transposicion del

grupo benzoilo dentro del nacleo del bencimidazol.
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En la tabla 10 se presentan los parametros calculados por modelado molecular con el grupo metoxilo en la reaccion de transposicion, asi
como los modelos generados HOMO y LUMO.

Tabla 10. Parametros calculados del modelado molecular del ndcleo 2-amino-1H-bencimidazol con el grupo benzoilo sustituido en para con metoxilo.

(2-amino-1H-bencimidazol-1-il) (4- Tautémero N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida (estado
metoxifenil)metanona (estado 1) (2-imino-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-1-il) (4-
metoxifenil)metanona (estado 2)

Energia 10.67 kJ/mol

Energia 11.07 kJ/mol ) i Energia 16.25.kJ/moI Distancia entre Carbonilo y N1 3.641 A
Distancia entre Carbonilo y N1 1.452 A D!stanc!a entre Carbon!lo y N11.438 A Distancia entre Carbonilo y N3 3.166 A
Distancia entre Carbonilo y N3 3.670 A D.|stanc.|a entre Carbon.||0 y N3 3.7,31. A Distancia entre Carbonilo y N exociclico 1.431
Distancia entre Carbonilo y N exociclico 3.176 A Distancia entre Carbonilo y N exociclico A
3.159 A
HOMO LUMO

o, .

-8.75 eV -0.63 eV
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De manera ilustrativa en la figura 10 se puede observar el proceso de reaccion de
transposicion del grupo 4-metoxibenzoilo en funcidén de la energia. Para que tenga
lugar, es preciso aportarle una cierta energia de activacion (Ea) para alcanzar el punto
denominado complejo activado (punto B) que genera posteriormente el tautémero de
la molécula (punto C). Para dar pie a la migracion del grupo benzoilo, los enlaces
deben llegar a un estado que les permita romperse, para esto, la molécula debe
retorcerse (doblarse o deformarse), generar un estado inestable (punto D), y de
manera simultdnea el nitrdgeno del exociclico atacar al carbonilo y asi generar el

compuesto en 2 (punto E).

Teoricamente, la primera energia de activacion es de 15.03 kJ/mol y la diferencia en
energia de la reaccion del punto A al punto C es de 5.18 kJ/mol lo que hace suponer
gue el tautbmero es mas inestable. La segunda energia de activacion es de 15 kJ/mol
y la diferencia de energia del punto C al punto E es de -5.58 kJ/mol lo que indica que
se lleg6 a una forma estable. La diferencia de energia de la reaccion global es de -0.4
kJ/mol y esto nos permite inferir que la reaccion no ocurre de manera espontanea,
debido a que el grupo benzoilo tanto en posicion 1 como en 2 tienen estabilidades

similares y para generar la transposicion de 1 a 2 sé necesita un aporte de energia.

Reaccidn de transposiciéon

35 »ge XX

v | 31.254"%¢ U7
v . . <
30 "'.H.'m

Energia

A B C D E

Proceso

Figura 10. Modelado de reaccion de trasposicion del grupo benzoilo sustituido en para con metoxilo

en el nucleo 2-amino-1H-bencimidazol.
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En la tabla 11 se presentan los parametros calculados por modelado molecular con el grupo nitro en la reaccién de transposicion, asi

como los modelos generados HOMO y LUMO.

Tabla 11. Parametros calculados del modelado molecular del ndcleo 2-amino-1H-bencimidazol con el grupo benzoilo sustituido en para con nitro.

(2-amino-1H-bencimidazol-1-il)(4- Tautémero N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (estado 3)
nitrofenil)metanona (estado 1) (2-imino-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-1-il)
(4-nitrofenil)metanona (estado 2)

_ Energia 144.21 ky/mol i e A e e A Energia 122.95 ka/mol
D!stanc!a entre Carbon!lo yN11.431A D!stanc!a entre Carbon!lo y N3 3.642 A Distancia entre Carbonilo y N1 3.620 A
) Dlstgnua entre Carbor.ulo y N3 3'645,'&. Dist 'S fanmat enCre bar.lonl ily . .I' 3.160 Distancia entre Carbonilo y N3 3.176 A
g'igizrj&?'a entre Carbonilo y N exociclico Istancia entre L.ar orgo y T ex0ciclico 5. Distancia entre Carbonilo y N exociclico 1.428A
HOMO LUMO HOMO LUMO HOMO LUMO
-9.15 eV -1.72 eV -8.96 eV -1.21eV -9.06 eV -1.68 eV

De manera arbitraria, podemos decir gue HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital = Orbital Molecular ocupado mas alto) indica donde
se encuentra el par de electrones que mas facilmente puede perder o ceder la molécula y LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital
= Orbital Molecular vacante mas bajo) indica el lugar donde mas facilmente la molécula aceptaria un par de electrones-2
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De forma anéloga al proceso de transposicion del 4-metoxibenzoilo en la figura 11 se
puede observar el proceso de reaccion con el 4-nitrobenzoilo en funcion de la energia.
Segun los célculos realizados y contrastado con lo experimental, el aporte de energia
térmica no es necesario, debido a que por si sola la molécula tiene la energia suficiente
para iniciar el proceso. La chispa que da pie a la reaccién es la energia mecanica que
se genera con las interacciones moleculares, la energia de activacion es generada
mientras transcurre el tiempo y a su vez se genera el complejo activado (punto B) que
posteriormente genera el tautobmero de la molécula (punto C). Para dar pie a la
migracion del grupo benzoilo de igual forma la energia mecanica toma un papel
importante, las interacciones moleculares generaran un segundo estado de transicion,
los enlaces se vuelven mas inestables (punto D), y de manera simultanea el nitrégeno
del exociclico atacara al carbonilo para generar el compuesto en 2 (punto E).
Teoricamente, la primera energia de activacion es de 18.43 kJ/mol y el AG de la
reaccion del punto A al punto C es de 3.59 kJ/mol lo que hace suponer que el
tautbmero es relativamente mas inestable, pero puede existir mayor tiempo. La
segunda energia de activacion es de 6.81 kJ/mol y el AG del punto C al punto E es
de -24.85 kJ/mol que indica que se llegd a una forma estable. EI AG de la reaccion
global es de -21.26 kJ/mol y esto nos permite inferir que la reaccion ocurre de manera
espontanea, debido a que el grupo 4-nitrobenzoilo tiene una mayor estabilidad en la

posicion 2 que en la posicion 1 de bencimidazol.
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Figura 11. Modelado de reaccion de trasposicién del grupo benzoilo sustituido en para con nitro en
el nicleo 2-amino-1H-bencimidazol.
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Tabla 12.. Diferencias entre los modelados moleculares del nticleo 2-amino-1H-bencimidazol con el
grupo benzoilo sustituido en para con metoxilo o nitro.

2-amino-1H-bencimidazol con 4-

2-amino-1H-bencimidazol con 4-

metoxibenzoilo

Distancia el Carbonilo y N exociclico 3.176 A en

nitrobenzoilo
Distancia entre el Carbonilo y N exociclico

estado 1

Distancia entre el Carbonilo y N exociclico 3.159
A en estado 2

Distancia entre Carbonilo Y N1 1.452 A estado 1

Distancia entre Carbonilo y N exociclico 1.431 A
estado 3

Energia
E estado 2 > E estado 1 > estado 3
Energia HOMO
E estado 2 > E estado 1 > estado 2
Energia LUMO
E estado 1 > E estado 2 = estado 3
Necesita aporte de energia térmica
Se rige por energia mecanica
Primera energia de activaciéon 15.03 kJ/mol
AG del punto A al punto C 5.18 kJ/mol
Segunda energia de activacion 15 kJ/mol
AG del punto C al punto E -5.58 kJ/mol
AG de la reaccién global es de -0.4 kJ/mol

3.182 A en estado 1
Distancia entre el Carbonilo y N exociclico
3.160 A en estado 2
Distancia entre Carbonilo Y N1 1.431 A estado 1

Distancia entre Carbonilo y N exociclico 1.428 A
estado 3

Energia
E estado 2 > E estado 1 > estado 3
Energia HOMO
E estado 1 > E estado 3 > estado 2
Energia HOMO
E estado 1 > E estado 3 > estado 2
No necesita aporte de energia térmica
Se rige por energia mecéanica
Primera energia de activacion 18.43 kJ/mol
AG del punto A al punto C 3.59 kJ/mol
Segunda energia de activacion 6.81 kJ/mol
AG del punto C al punto E -24.85 kJ/mol
AG de la reaccién global es de -21.26 kJ/mol

El proceso de transposicion del grupo benzoilo sustituido con un electrodonador o un
electroatractor, depende principalmente de la magnitud de la energia a las que se
someta la molécula. Desde una perspectiva quimica resulta importante la geometria,
los angulos de enlace, los estados tautoméricos, las distancias entre atomos que
participan en la migracion, la energia, etc. En la tabla 12 se puede apreciar la variacion
de las distancias en los tres estados del proceso, es notable que el estado 3 es
favorecido antes y/o después de la migracién. Ademas, la energia calculada para cada
estado la mas favorable es la que tiene menor valor, esto en relacion con las
propiedades termodinamicas. Por otra parte, se puede observar en las tablas 10y 11
las iméagenes de las moléculas, los orbitales HOMO en estado tautomérico, y la
distribucién de la densidad electronica en los nitrégenos del nucleo 2-
aminobencimidazol. A si mismo, los orbitales LUMO se perciben en el carbonilo lo que
indica que existe deficiencia de electrones. Ademas, al comparar la distribucion de los
orbitales HOMO y LUMO en los estados 1 y 3 se puede observar que es necesaria la
presencia del estado tautomérico para poder diferenciar los orbitales disponibles
LUMO para que opere la migracion del grupo acilo. Por ultimo, el tipo de energia
proporcionada al sistema depende del grupo sustituido en el benzoilo, esto tendra

efecto en la cantidad de Ea y el tiempo que se necesite para que se desarrolle el
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fendmeno migratorio, es decir con el grupo metoxilo se requiere un menor aporte de
energia para llegar al tautbmero que con grupo nitro, sin embargo, el proceso
migratorio conlleva mayor energia con el grupo metoxilo que con el grupo nitro y esto

debido a las propiedades electronicas de cada molécula.
8.2 PARTE ENZIMATICA
8.2.1 Ensayos de inhibicion de la TcTIM por los derivados del bencimidazol

Para este ensayo se emple6 el método de cuantificacion de NADH, el cual es un
método indirecto que determina la actividad residual de la enzima después de la
exposicion a un determinado compuesto. La actividad de la TcTIM se midié con un
sistema acoplado utilizando a-glicerol fosfato deshidrogenasa (aGDH), en la direccién
de gliceraldehido 3-fosfato (GAP) a dihidroxiacetona fosfato (DHAP). El decremento
en absorbancia a 340 nm del NADH- respecto al tiempo se utilizd para calcular la
actividad de la TcTIM.

Los resultados del ensayo se muestran en la tabla 13, donde se puede apreciar que
en general los compuestos presentaron de una variada actividad inhibitoria con una
disminucién de 5 a 38% a diferentes concentraciones. La razon por la que se trabajo
a diferentes concentraciones es que los compuestos presentaban problemas de
solubilidad, tal es el caso de CN5 que no se logro6 disolver en el sistema de reaccion.
Por otra parte, CN3 se muestra como lider respecto a las moléculas objetivo. Sin
embargo, de todas las moléculas sintetizadas CN7 sobresale de todas las demas
donde se obtuvo una inhibicion del 38% a una concentracion del 10 uM. Ademas, el
menos activo fue CN1 con 5% de inhibicién a 100 uM. Los compuestos diclorados en
las posiciones 5y 5,6 (CN3 y CN6) presentaron la mayor actividad en comparacion de
sus analogos no clorados (CN1-CN4), lo que parece indicar que tener dos cloros
puede favorecer la afinidad por la enzima. Se puede apreciar que entre CN1y CN4 el
gue presenta mayor actividad es CN4, esto indica que el grupo nitro aumenta la
actividad inhibitoria. La actividad de CN1.1 fue de 35% a una concentracion de 50 uM
superando a CN1, esto indica que posiblemente la asociacion con la enzima es mejor
con el isdbmero cuando el acilo se encuentra en posicion 1 de nucleo de bencimidazol
gue con el isémero acilado en la posicion 2. En cuanto a CN2 la evaluacion muestra

que el tener solo un cloro no beneficia la solubilidad y por ende son poco activos.

Al comparar a CN3 con C20, siendo la misma molécula se puede apreciar que CN3

supera a C20, con mismo porcentaje de inhibicion a diferentes concentraciones. Esto
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se puede explicar que la actividad sera la misma a diferentes concentraciones. Es
importante mencionar que para la evaluacion enzimatica de CN3 y C20 fueron
distintos lotes de la TcTIM, donde la variacion fue la temperatura y el tiempo de

inhibicién: 25 °C con (3 min) y 36 °C (5 min) respectivamente.

Tabla 13. Actividad inhibitoria de los compuestos CN en la enzima TcTIM.

CLAVE Compuesto Concentracién % de inhibicion
ensayada

0 /
N (0]
)T As
N
H

o 100 uM 33
N-(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida
Q /
oy 5o
N
CN1 C[N* NH 100 pM 5
H

N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
metoxibenzamida

N
I
N

0 50 pM 35
CN1.1

—0
(2-amino-1H-bencimidazol-1-il) (4-
metoxifenil)metanona

0\5 C /
N (0]
| S>—NH
N \QH% 50 uM 28
N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-

4-metoxibenzamida

& /
w9
| D>—NH
ona ji:[u% 10 pM 33
N-(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-
4-metoxibenzamida

0 o 0
N No
C[ M—NH 0
N
H

N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida

CN4 10 uM 16
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4-nitrobenzamida
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H
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o) 0
N - N
>—NH o0
by
CH;

N-(1-metilbencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida

2.
~0

-

CN7 10 pM 38

8.3 PARTE COMPUTACIONAL
Acoplamiento molecular

Se realizé el estudio in silico de los compuestos de la serie CN frente a las dianas
farmacologicas HSTIM y TcTIM, con la finalidad observar las interacciones presentes

entre ambos elementos y obtener el docking score.

Ademas, para evaluar los acoplamientos moleculares de los compuestos obtenidos se
realizé un consenso de poses con distintos programas como un criterio de validacion
del estudio de acoplamiento molecular, con lo que se obtuvo el valor de RMSD con el
servidor en linea DSXONLINE v0.88 - Scoring Functions for Protein-Ligand

Complexes (Esquema 31).52

Alineacion de acoplamientos moleculares de la serie CN en HsTIM y TcTIM: Verde:
Autodock (A); Marron: Autodock Vina (B); : LeDock (C).
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Esquema 31. Alineacion de acoplamientos calculados con los diferentes programas
computacionales.

CN1
HsTIM TcTIM
CONTRASTE RMSD CONTRASTE RMSD
AvsC 2.4 AvsC 1.52
AvsB 1.9 Avs B 0.75
CN2
HsTIM TcTIM
= v
— f:‘-": ¥
W
CONTRASTE | RMSD CONTRASTE RMSD
AvsC 1.40 AvsC 2.3
Avs B 1.59 AvsB 1.7
CN3
HsTIM TcTIM
CONTRASTE RMSD CONTRASTE RMSD
AvsC 1.43 AvsC 2.35
AvsB 1.35 Avs B 1.05
CN4
HsTIM
g
P ) P ™
L3S
CONTRASTE RVISD CONTRASTE RMSD
Ao C a1 AvsC 1.37
v : AvsB 1.61
Avs B 0.86
CN5
HsTIM TcTIM
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- \\“ \

CONTRASTE RMSD CONTRASTE RMSD
AvsC 0.98 Avs C 1.66
Avs B 1.53 Avs B 1.07

CN6
HsTIM TcTIM

CONTRASTE RMSD CONTRASTE RMSD
AvsC 1.58 Avs C 0.92
AvsB 0.95 AvsB 1.23

CN7
HsTIM TcTIM

¥O4go Ry ©

CONTRASTE RMSD CONTRASTE RMSD
AVSC 0.95 AVSC 0.87
AVS B 0.45 AVSB 0.91

Se puede observar en el consenso de los acoplamientos estudiados la variacion de
los valores de RMSD, esto es atribuible a que los ligandos al ser moléculas pequefias
en una interfaz tan grande como la de la TIM, los ligandos pueden encontrar variadas
poses, tal es el caso de CN4 en HsTIM, CN3 en TcTIM, CN2 en TcTIM, CN1 en HsTIM
siendo estos los que superaron el valor 2 de RMSD. El propésito de calcular el RMSD
fue para medir la calidad de reproducibilidad de cada pose de unién predeterminada,
en este caso la pose de referencia con Autodock 4.260, respecto a los otros dos
programas computacionales. Si bien la mayoria de los valores de RMSD estuvieron
por debajo de 2, otros lo superaron. Eso no quiere decir que la pose este mal o que
se tenga que repetir, si no que al reproducir el acoplamiento el programa encontré otra
forma de union. En otras palabras, los resultados en el sitio de union son altamente
dependientes de la interaccion del ligando con el receptor y la pose solo es un atributo

de la unién entre el ligando-receptor. Otro factor importante es el tamafio del cluster
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de trabajo en cada acoplamiento, existiendo variaciones en el area del grid definido,
factor que no se puede reproducir entre los tres programas Unicamente se logran

aproximar las dimensiones.
Datos obtenidos del acoplamiento de la serie CN y la HSTIM

Después del experimento de validacion del acoplamiento molecular, se analizaron los
datos obtenidos a partir del acoplamiento calculado con Auto dock que fue el que se
manejé como referencia en un inicio. En la tabla 14 se muestran los valores obtenidos
de puntuacién de interaccion (Score) entre las conformaciones determinadas por el
ligando en el sitio de unién en la TcTIM y la HSTIM, asi como la diferencia que existe

entre el ligando y la proteina.

Tabla 14. Valores calculados de puntuacién de energia de interaccion entre una conformacion
determinada del ligando y las enzimas TcTIM y HSTIM.

Compuesto Score TcTIM Score HsTIM Score TcTIM-score
HsTIM)
CN1 -3.95 -3.78 0.17
CN2 -4.50 -4.31 0.19
CN3 -7.12 -5.66 1.46
CN4 -4.13 -4.03 0.1
CN5 -4.48 -4.47 0.01
CN6 -5.26 -5.03 0.23
CN7 -6.68 -6.96 0.28

Los compuestos mostraron afinidad por las enzimas, con valores de score, indicando
gue la union ligando-receptor genera complejos estables. Los ligandos mostraron una

mayor afinidad por la TcTIM en comparacién con la HSTIM.

De todos los ligandos propuestos, el compuesto CN3 y CN6 fueron los que
presentaron la mayor afinidad por TcTIM, esto se ve reflejado en el ensayo enzimatico
gue si bien no fueron las mejores sobresalen en el grupo. mientras que la CN1 y CN4
fue la que presento menor score para ambas enzimas, lo que confirma el hecho de
gue, tener atomos de cloro hace que el compuesto se ligue con mayor fuerza al
receptor.

Mediante el estudio de acoplamiento molecular también se encontraron los residuos

principales de la interfaz que interactdan con los ligandos, tabla 15.
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Tabla 15. Los principales residuos de la interfaz de las enzimas TcTIM y HSTIM que interactdan con

los ligandos.
Compuesto Residuos de interaccion Residuos de interaccion
TcTIM HsTIM

CN1l.1 Tyr B102 y Tyr A103 Phe A102 y Arg B98
CN2 Tyr B102 Phe A102 y Phe B102
CN3 Tyr B102 y Gly A104 Phe A102, Val B101 y Gly A103
CN4 Tyr B102, Arg A71y Thr 070 Phe A102, Ser A105 y Ser B105
CN5 Gly A104 y Tyr B102 Phe A102 y Lys A68
CN6 Tyr B102 y Tyr A103 Phe A102, Glu A104 y Ser A105
CN7 Gly B104, Tyr B102, Lys A113 y Glu A105 Phe B102, Lys B68 y Val A101

Como se observa en la tabla 15 los principales residuos de interaccion fueron Tyr
B102, Tyr A102 para TcTIM y Phe A102 para HSTIM. A pesar de estas coincidencias,
la presencia de otros residuos hace que los ligandos interactien de manera diferente

con cada sitio de unién y eso se ve reflejado con el tipo de interaccion.

Para observar de una manera mas clara la interaccion de estos compuestos con
TcTIM, se calcularon los diagramas de interaccion de ligando (DIL) de la serie CN para
cada acoplamiento.

En el esquema 32 se puede observar en 2D y 3D el arreglo y el tipo de interaccion de
acuerdo con el modelado molecular cuando el ligando se une al sitio de unién a lo
largo de la interfaz de TcTIM y HsTIM. En la figura 11 se puede observar la simbologia
usada para la designacion del tipo de interaccion en cada diagrama.

Esquema 32. Interaccion en 2D y 3D y modelado molecular entre los ligandos y las enzimas TcTIM
y HSTIM.

CN1

¥
ir
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Figura 12. Simbologia del tipo de interaccion.

El tipo de interaccion mas frecuente con HSTIM fue de manera lateral con el residuo
Phe y Val con la parte central del ligando, y aunque los cloros no las tuvieron con los
residuos, los grupos metoxilo y nitro si las presentaron de forma directa. Por otra parte,
las interacciones con TcTIM presentaron mayor variedad de interacciones, desde
directas, laterales y con los arenos de los residuos. Esto posiblemente indica que los

ligandos se unen con mayor fuerza en la interfaz de la TcTIM respecto a HSTIM.
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9. CONCLUSIONES

Se sintetizaron los compuestos de la serie CN, con base a la informacion encontrada
en la literatura, con un reajuste en las condiciones y cantidades estequiométricas de
los reactivos. Ademas, se encontré una metodologia alterna para la preparacion de
las N-(1H-bencimidazol-2-il)benzamida que modela reactividad entre el 2-
aminobencimidazol y el grupo acilo que bajo ciertas condiciones se puede obtener la
discriminacion entre la sustitucion en 1 o en posicion 2 en el nucleo 2-amino-1H-
bencimidazol, este método resulto ser reproducible, mas eficiente, de menor costo y

tiempo.

A consecuencia de los experimentos se compararon las reacciones de acilacion y
alquilacion en vista de que fueron las reacciones a las que se sometio el nacleo 2-
amino-1H-bencimidazol y con lo encontrado en la literatura se logré ubicar las
diferentes capacidades de enlace que tienen cada uno de los nitrdgenos frente a la

alquilacion y la acilacion a diferentes condiciones de reaccion.

Se realiz6 un modelado Molecular del fenédmeno de la transposicién en el nucleo de
2-amino-1H-bencimidazol y se encontré que la migracion del grupo 4-metoxibenzoilo
no ocurre de manera espontanea, mientras que con el grupo 4-nitrobenzoilo si ocurre

deliberadamente.

Se caracterizaron cada uno de los intermediarios y productos finales, determinando
las propiedades fisicoquimicas y se compararon con los ya reportados en la literatura,
asi como la elucidacion estructural de cada uno de ellos mediante las técnicas
espectroscopicas y espectrométricas. Ademas, con los experimentos de RMN H
NOESY, para los compuestos finales, se permiti6 comprobar la estructura y ratificar la

posicién del enlace de la carboxamida en el 2-aminobencimidazol.

Se evaluo la actividad inhibitoria de 8 compuestos finales frente a TcTIM y se encontrd
gue los compuestos tuvieron una mejor actividad respecto a los ensayos con la serie
C12-C20. Especialmente CN3 y CN7 son las que sobresalen frente a la serie completa
superando el 33 %. Para consolidar los estudios experimentales, se realizo el analisis
mediante acoplamiento molecular de los compuestos finales frente a las enzimas
TcTIM y HSTIM, y se encontré que para tener una mejor asociacioén entre el ligando y

el sitio de union es necesario que la molécula cuente en su estructura con las
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posiciones 5 y 6 cloradas, asi como el grupo nitro en posicién para respecto a la
carboxamida, adicionalmente se encontré que la sustitucion del grupo acilo en la
posicion 1 del nacleo 2-amino-1H-bencimidazol tiene un mayor efecto en la inhibicion
de la enzima y este se puede visualizar en CN1.1 que supera a su isomero acilado en

la posicién 2 (CN1).

10. PERSPECTIVAS

Para complementar el trabajo se recomienda realizar estudios de actividad biol6gica
frente al parasito T. cruzi con las moléculas CN3, CN7 y CN.1, asi como estudios de

evaluacion citotéxica con la HSTIM.

Podria probarse la actividad de este tipo de moléculas contra otros parasitos y/o

organismos que presenten la enzima TIM.

La sustitucion del Nitrogeno 1 del nucleo 2-aminobencimidazol le confiere mayor
afinidad con el sitio de unién de la enzima, por esto, seria interesante observar en
estudios de acoplamiento molecular el comportamiento del nucleo 2-amino-1H-
bencimidazol sustituido con grupos de mayor tamafio de tipo carboxamido que le

confieran una mejor asociacion con los residuos en el sitio de unién.
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SECCION V.
ANEXOS




12.1

ANEXO I

INSTRUMENTOS, MATERIALES Y EQUIPO

Tabla 16. Sistemas de elusion utilizados en cromatografia en capa fina.

Sistema Composicion Proporcién
I CHCIlz: MeOH 90:10
Il CHCI3: MeOH 99:1
I CHCIz: MeOH 95:5
v Hex: AcOEt 90:10
Y CHCls: AcOEt 90:10
VI Hexano/CHCIs/AcOEt 50:35:15
Vi CHCIlz: MeOH 99.5:0.5

Tabla 17. Instrumentos, materiales y equipos usados en la realizacién del trabajo experimental.

Instrumentos, materiales y equipos

Instrumento/
Equipo/ material

Disefio, Marca(s) y modelo(s)

Placas para
cromatografia en
capa fina (CCF)

Placas cromatograficas de gel de silice 60 Merck® F254 20X20 cm.

La cromatografia en
columna con silice

La cromatografia en columna (flash) se llevé a cabo usando como fase
estacionaria gel de silice 60 Merck® con una distribucién de tamafio de

60 Merck particula de 0.015-0.040 mm.
Reactivos y J.T. Baker®, Sigma Aldrich®, Merck® y Q.P.
disolventes

balanza analitica

Sartorius A210P y SCIENTECH SL600.

Parrilla IKA modelo IKAMAG RET basica con sensor de temperatura, modelo
automaética IKATRON ETS-D4 fuzzy.
Lampara UV lampara UV UVGL-25
Mineralight.
Equipo para La temperatura de fusion (pf) se determiné utilizando capilares de vidrio en
determinar el punto  un aparato marca Buchi modelo B-540 y no estén corregidos.
de fusion

Rota evaporador,
bafio de agua,
bomba de vacio y
condensador

La evaporacion de los disolventes se realizé a presion reducida por medio
de un rota evaporador Buchi R-114 con bafio B-480 acoplado a una bomba
de vacio marca Gast 0523-V47-6528DX y un condensador de alta eficiencia
conectado a un enfriador VWR Scientific modelo 1107, o bien, acoplado a
un condensador de dedo frio enfriado por un elemento refrigerante en
espiral Brinkmann modelo IC30. Para disminuir la presién del sistema se
utilizé una bomba de vacio marca Vacuubrand modelo PC 610 con
regulador de vacio integrado CVC2.

Hidrogenador
catalitico

La hidrogenacién catalitica se realiz6 empleando un hidrogenador marca
Parr Modelo 3916 EG con 60 Ib/pulg2 y 250 cc como méaxima capacidad,
utilizando un tanque de hidrégeno de la casa INFRA y como catalizador Ni-
Raney (al 30%) marca Aldrich.

Los equipos utilizados en las técnicas espectroscoOpicas y de analisis elemental
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pertenecen ala Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacién y la Industria
(USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Espectroscopia Espectrofotémetro de transformada de Fourier Perkin EImer® FT-IR 1600,
infrarroja (IR) los espectros se obtuvieron con el accesorio de reflectancia por ATR.

Espectrometro Varian® Unity Inova de 400 MHz; los desplazamientos

Resonancia quimicos (d) se reportan en ppm. Se uso tetrametilsilano (TMS) como

magnética nuclear  referencia interna; los disolventes deuterados usados fueron cloroformo,

(RMN) acetona y dimetilsulféxido; Las constantes de acoplamiento J se dan en

Hertz. Los simbolos correspondientes a la multiplicidad de las sefiales son:
s = sefial simple, d = sefial doble, dd = sefial doble de doble, t = sefial triple,
m = sefial mdltiple.

Espectrometro JEOL® The AccuTOF JMST100LC; la técnica utilizada fue

Espectrometriade  DART (Direct Analysis in Real Time); utilizando la técnica de impacto

Masas (EM) electrénico (IE) y lonizacidbn quimica a presion atmosférica (APCI) y
Cromatografia de Gases.

ANEXO Il

12.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Sintesis de N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (5)

(o)

NH NH
HNO4/H,S0,
‘—>
0a5°C (ﬁ%o
4 5

En un vaso de precipitados de 250 mL equipado con una barra de agitacién magnética
en un bafio de hielo con sal granular a 0 °C; se agregaron 23.8 mL de H2S0Oa. Una vez
gue se alcanzo6 una temperatura de 3 °C, se agregaron lentamente 15 g (73.32 mmol)
de la materia prima 3,4-Dicloroacetanilida(4) conservando la mezcla por debajo de 8
°C.

La formaciéon de la mezcla sulfonitrica se realizo in situ: en dos vasos de precipitados
de 50 mL, equipados con una barra de agitacion magnética en un bafio de hielo con
sal granular, a uno de ellos se agregaron 9.7 mL de H2SOa4 y al otro se adiciono 6.2
mL de HNOs. Una vez que ambos vasos alcanzaron la temperatura de 4 °C se
procedio a transferir gota a gota el H2SO4 al vaso de HNOs, manteniendo la
temperatura por debajo de 10 °C. Terminada la adicién, la mezcla sulfonitrica se

mantuvo en el bafio de hielo con suave agitacion.
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Con ayuda de una pipeta pasteur se adicion6 la mezcla sulfonitrica gota a gota al vaso
con la materia prima 4, observando que la temperatura en el vaso se mantuviera
cercana a 5 °C. Una vez acabada la adiciébn se mantuvo en agitacion por 15 min y
después por 1 h a t.a. con agitacion vigorosa. La reaccion fue monitoreada con ccf
(sistema lll), La mezcla de reaccion se vertié de manera lenta en un vaso con agua-
hielo y con agitacion vigorosa hasta observar un sélido; en un principio con una
consistencia chiclosa, pero conforme transcurria el tiempo se trasformaba en una
suspension de particulas con tamafio uniforme. EIl sélido obtenido se separd por
filtracion al vacio y lavo con abundante agua hasta pH neutro. El producto crudo se
resuspendié6 en 15 mL de metanol (Unicamente que humedeciera el solido),
permanecio en agitacion por 20 min, se filtr6 con vacio y lavé con metanol frio. El
producto 5 fue recristalizado con MeOH, de donde se obtuvieron 13.44 g (74%) de un
solido amarillo palido, el cual mostré ser un solo compuesto, Rf: 0.53 (sistema Ill), pf:
124.6-125 °C.

Sintesis de 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (6)

En un matraz bola de 250 mL se suspendieron 6.23 g (25.01 mmol) del compuesto 5
en 50 mL de MeOH, se le adicion6 lentamente una disolucion de 1.5 g (37.3 mmol, 1.5
eq) de NaOH en 5 mL de H20, la mezcla fue agitada a t.a. durante 1 h y monitoreada
por ccf usando el sistema |. Finalmente la mezcla de reaccion se vertié en 50 mL de
agua-hielo formando un s6lido amarillo, fue filtrada al vacio y se lavé con agua helada
hasta pH neutro. El rendimiento fue de 4.79 g (92.7%), con aspecto sélido amarillento,
gue mostré ser un solo compuesto en ccf con Rrde 0.51 (sistema VII) y pf 179.2-180.5
°C.
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Sintesis de 4-metoxibenzamida (d)

o (o]
(NH4),CO3
~ e s— \O
d

(o) Acetona

En un matraz bola de 50 mL equipado con barra de agitacion magnética en un bafio
de hielo, se adicionaron 30 mL de acetona grado QP y 6.71g (69.83 mmol) de
carbonato de amonio. Posteriormente se agregaron lentamente 3 g (17.58 mmol) de
la materia prima cloruro de 4-metoxibenzoilo. Esta fue agitada por 40 min hasta la
completa disolucion y después se mantuvo por 1 h a t.a. Sé verificd el consumo de la
materia prima con ccf usando el sistema I. A la mezcla de reaccion se le agreg6 H20
hasta pH neutro y agité por 20 min; la solucion se filtr6 al vacio y se obtuvieron 2.51 g
(94.7%) del compuesto d, como un solido blanco de particula uniforme, que mostré
ser un solo compuesto en ccf con Rrde 0.57 (sistema l) y pf 164-166 °C.

Sintesis de (4-metoxibenzoil)carboniditioimidato de dimetilo (M)

A /
CS,, CH;31, NaH :
2 3 a » —N
—S

H>N THF (reflujo)

d M

En un matraz de dos bocas de 250 mL se pesaron 950 mg de NaH y adicionaron 15
mL de THF anhidro, fue equipado con una barra de agitacibn magnética y un
condensador con tapén de hule lo que permitié6 acondicionar la reacciéon con atm de
N2. El matraz se ajusto a un bafio de aceite mineral sobre una parrilla de agitacion y

calentamiento.

En un embudo de adicién fueron pesados 0.5 g de 4-metoxibenzamida y se
adicionaron 0.7 mL, 0.8 mL y 2.5 mL de CHsl, CSz2 y THF anhidro respectivamente. El
embudo de adicion estuvo sellado con un tapon de goma y se colocado en una de las

boquillas del matraz.

Con una jeringa con una canula larga que contenia 2 mL de THF anhidro se perforo
el tapon del embudo de adicidon. El sistema fue calentado a 90°C y cuando se llego a
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dicha temperatura se inici6 la siguiente maniobra: simultaneamente se abrié la llave
de paso del embudo de adicion y se inyecté el THF asegurandose de que todos los
componentes quedaran dentro del matraz bola (se cerr6 rapidamente la llave de paso),

y se aumentd la agitacion dejandolos reaccionar por 3.5 h.

Finalizada la reaccion, el sistema fue enfriado, este se verificO por ccf usando el
sistema IV. Se vertié la mezcla de reaccién en una mezcla de agua-hielo de manera

lenta y con agitacion suave ya que efervece de forma violenta.

Posteriormente, la mezcla se agité de forma vigorosa hasta que se desvaneciera todo
el hielo. El producto fue recuperado de la fase acuosa por extraccion con CH2CI2, se
retiraron los remanentes de H20 usando Na2S0O4 anhidro, y concentro el producto en
el rotavapor sin aplicacion de temperatura. El solido presenta 2 impureza por ccf
(sistema 1V), por lo que fue purificado con una columna de 3.5 cm de diametro, 7
pulgadas de gel de silice flash, utilizando CH2Cl2. Se eluy6 usando el sistema IV con
ayuda de una bomba de aire recolectando fracciones de 12 mL. Se monitore6 el
avance de la columna por ccf (sistema V), fue colectado entre las fracciones 8 y 12,
tiene un aspecto aceitoso color traslucido blanquecino, mostré ser un solo compuesto
en ccf con Ryde 0.38 (sistema IV) y pf 58.1-58.6 °C.

Método general: sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-metoxibenzamida
sustituidasen 505y 6 (CN1, CN2y CN3)

>

NH,

(o] / o /

2

. N
DMF (reflujo) Ry H

CN1R;=H, R,=H
M CN CN2 R,=Cl, R,=H
CN3 R,=Cl, R,=Cl

Después de obtener el intermediario M sin purificar y previamente colocado en un
matraz bola de 250 mL (previamente pesado). Se adicionaron 15 mL de DMF anhidra
y 0.5 g (4.6 mmol) de 1,2-fenilendiamina sustituida segun el producto al que se quiera

llegar.
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El matraz se equip6 con un condensador, un bafio de aceite y una parrilla de agitaciéon
con calentamiento. En el extremo superior del condensador tenia una llave de paso

conectado a una trampa con disolucion de hipoclorito de sodio (NaClO).

El sistema de reaccion fue calentado a temperatura de reflujo por 7.5 h;
posteriormente, se dejo enfriar la reaccion, y vertié la mezcla de reaccion en 50 mL de
agua-hielo de forma lenta y con agitacion vigorosa hasta que se desvaneciera todo el
hielo; y a su vez formarse el solido. Este se separé por filtracion al vacio y lavé con
agua helada hasta pH neutro. Se resuspendié en metanol con agitacion y nuevamente
fillrado con metanol frio sobre celita. El rendimiento promedio es de 50%, las

propiedades fisicas y espectroscopicas se resumen en latabla6y 7.

Sintesis de 4-cloro-1,2-fenilendiamina (3)

NH, NH,
Ni-Raney
®_0 60 1b/in?
"l‘/ 28°C NH;
o@
2 3

Se pesaron 500 mg de 5-cloro-2-nitroanilina (2) en un vaso de precipitados de 25 mL,
este se vertié en un recipiente de vidrio (reactor) y disolvié con 10 mL de MeOH. En
otro vaso de precipitados de 10 mL se pesaron 200 mg de Ni-Raney (30% en peso de
la materia prima) libre de agua, se adicioné al reactor y llevo a un volumen de 50 mL
con MeOH. Posteriormente, se acondiciond la reaccién al aparato de hidrogenacion
catalitica. La mezcla de reaccion fue agitada con cargas constantes de 60 Ib/in de Hz
a 28 °C por 2h, y monitoreada por ccf. Finalizada la reaccion, el catalizador se eliminé
por filtracién al vacio sobre celita y el filtrado concentrado a presion reducida, el

producto mostré ser un sélido de color marrén oscuro, con un Rrde 0.41, sistema lll.
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Sintesis de 4,5-Dicloro-1,2-fenilendiamina (7)

NH, NH;
Ni-Raney
%
o 60 Ib/in®
NH,

28°C

6

Se emplearon 500 mg de 4,5-Dicloro-2-nitroanilina en un vaso de precipitados de 25
mL, esté se colocé en un recipiente de vidrio (reactor) y disolvié con 10 mL de MeOH.
En otro vaso de precipitados de 10 mL se pesaron 200 mg de Ni-Raney (30% en peso
de la materia prima) libre de agua, se adicioné al reactor y llevé a un volumen de 50
mL con MeOH. Posteriormente se habilité la reaccion en el aparato de hidrogenacion
catalitica. La mezcla de reaccion fue agitada con cargas constantes de 60 Ib/in?de H2
a 28 °C, y monitoreada por ccf. Finalizada la reaccion, el catalizador se eliminé por
filtracion al vacio sobre celita y concentrada a presion reducida con lo que se obtuvo
el compuesto 4,5-Dicloro-1,2-fenilendiamina (7). se obtuvo un sélido de color marrén

oscuro, que por ccf mostré un Rrde 0.62, sistema lll.

Sintesis de 4-nitrobenzamida (e)

o (0]
NH
o @O)‘\ (NH,),CO; O\ﬁO)L 2
S —_——>»
N Acetona )
00 (0}C)

e

En un matraz bola de 50 mL en un bafio de hielo, equipado con barra de agitacién
magnética. Se adicionaron 30 mL de acetona grado QP, 6.71 g (69.83 mmol) de
(NH4)2COs. Una vez que alcanz6 una temperatura de 0 °C se agregaron lentamente 3
g (17.58 mmol) de la materia prima cloruro de 4-nitrobenzoilo. Se agité hasta disolver
el sélido por 40 min y después 1 h a t.a; se verifico el consumo de la materia prima
con ccf usando el sistema |. A la mezcla de reaccion se le agrego H20 hasta pH neutro
y agité por 20 min; la solucién se filtré al vacio. El sélido obtenido fue lavé con H20
hasta pH neutro y filtrado al vacio. Se obtuvieron 2.51 g (94.7%) de un sélido blanco
gue mostro ser un solo compuesto en ccf con Rrde 0.26 (sistema I) y pf 196.1-198.3
°C.
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Sintesis de (4-nitrobenzoil)carboniditioimidato de dimetilo (N)

o o s~
)\
/@)LNHZ ab.c /@)‘\N s
R
O ®
%l\‘l THF 0\(,?
o° é,@

N
e

En un matraz de dos bocas de 250 mL, se pesaron 950 mg de NaH en aceite mineral
(c) y adicionaron 15 mL de THF anhidro, se equipdé con una barra de agitacién
magneética y con tapon de hule para acondicionar con atmésfera de Nz; esté sistema
fue ajustado a un bafo de hielo sobre una parrilla de agitacion. Por otra parte, en un
vaso de precipitados de 10 mL se pesaron 0.5 g de 4-nitrobenzamida (e) y se
adicionaron al matraz de dos bocas. Se dejé reaccionar por 40 min y posteriormente,
se adicionaron 0.7 mL de CS:2 (a) dejandose reaccionar por 40 min; después, se
adicionaron 0.6 mL de CHsl (b) manteniendo la reaccién por 3.5 h a temperatura de O

°C, y luego 24 h mas a t.a.

Finalizada la reaccion, se verificd el consumo de la materia prima con ccf usando el
sistemal. Se vertié la mezcla de reaccidn en agua-hielo de forma lenta y con agitacion
suave ya que efervece de modo violento. Enseguida, se colocé en agitacidon vigorosa
hasta que se desvaneciera todo el hielo. El producto fue extraido con AcOEt, y con
Na2S04 anhidro los remanentes de H20 fueron retirados. Finalmente, se concentrd

con destilacion a presion reducida.

El solido presenta 3 impureza por ccf (sistema 1), Por esta razon, la purificacion se
realizé por cromatografia en columna usando una columna de 3.5 cm de diametro con
9 pulgadas de gel de silice flash, el compuesto fue adsorbié en el gel (utilizando
CH2Cl2). El sistema IV fue el que eluyé en el sistema y con ayuda de una bomba de
aire fracciones de 10 mL fueron recolectadas. Se monitoreo el avance de la columna
por ccf (sistema IV y I) y el producto puro se colecté entre las fracciones 11 y 15. El
compuesto es un solido blanco traslucido que mostré una sola marca en ccf con Rsde
0.3 (sistema l) y pf 88.3-89.0 °C.
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Método general: sintesis de las N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida sustituidas
en 505y 6 (CN4, CN5, CN6)

o

R o) //o
TEA
S ;. jC[\HH 0o
N @& DMF
H Ry H

Rz

F,GyH
-Gy 0o CN4, CN5 y CN6

F R1=H, R2=H
G R1=Cl, R2=H
H R1=Cl, R2=Cl

250 mg (3.75 mmol) del compuesto 2-mino-1H-benzimidazol sustituido en50 6 (F, G
o H) segun el producto que se requiera, se colocaron en un matraz bola de 50 mL
(previamente pesado). Se agregaron 10 mL de DMF anhidra y 0.75 mL (3 eq) de
trietilamina TEA. El matraz fue equipado con un tapon de hule y dispuesto bajo atm
de N2; en un bafio de hielo, sobre una parrilla de agitacion. Se dejo reaccionar por 20
min y se adicioné de forma lenta una disolucién de 200 mg de (1leq) cloruro de 4-
nitrobenzoilo en 5 mL de DMF anhidra. Reaccion6 por 2 h y monitoreo la reaccién por

ccf.

Se vertio la mezcla de reaccién en 30 mL agua-hielo de manera lenta y con agitacion
vigorosa hasta que fundio todo el hielo; posteriormente, se acidificé el medio hasta pH
entre 6-7 con una solucién de acido acético al 10%. Un precipitado fue aislado de la
mezcla de reaccion y filtrado al vacio hasta su sequedad, se resuspendié en metanol
en un matraz bola, y acondiciono en un sistema para un reflujo. Ebullé con agitacion
por 10 min y se filtr6 en caliente. El rendimiento promedio de reccion fue de 84% vy las
propiedades fisicas y espectroscopicas se resumen en latabla6y 7.

Sintesis de N-(1-metilbencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN7)

(0] (o]
N & | Vi
)
\>—NH oo LT K2€O, N N
—_—
N DMF \>7NH ©0
H

CN4 N7

Se colocaron 200 mg (3.75 mmol) del compuesto CN4 en un matraz bola de 50 mL y
adicionaron 10 mL de DMF anhidra mas 100 mg (1eq) de K2COs. El matraz se equipo
con un tapon de hule y coloco bajo atm de N2 en un bafio de hielo sobre una parrilla

de agitacién. Se dejé reaccionar por 30 min, y agregé de forma lenta una disolucion
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de 0.05 mL (1eq) de ioduro de metilo en 5 mL de DMF anhidra. La reaccién continu6

por 2 h y se monitoreo por ccf.

La mezcla de reaccion fue trasvasada a un vaso con 20 mL agua-hielo de manera
lenta y con agitacion vigorosa hasta que se disip0 el hielo; posteriormente, se acidificd
el medio hasta pH entre 6-7 con una solucién de acido acético al 10%. Se observo un
precipitado y este fue aislado por filtracion al vacio hasta su sequedad. Se resuspendio
en metanol en un matraz bola, y acondicionado para un reflujo. Se dejo en agitacion a
ebullicion por 10 min y se filtré en caliente. Se obtuvieron 180 mg (85%) de un sdlido
amarillo que mostro ser un solo compuesto en ccf con Rrde 0.62, sistema lll y pf 308.2-
309.7 °C.
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ANEXO Il

12.3 ESPECTROS DE INTERMEDIARIOS Y PRODUCTOS FINALES
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Espectro 1. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 6 en ppm) del compuesto N-(4,5-Dicloro-2-

nitrofenil)acetamida (5).
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Espectro 2. IR (ATR) del compuesto N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (5).
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Espectro 35. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § en ppm) D20 del compuesto 2-amino-1H-bencimidazol
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Espectro 36. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 2-aminobencimidazol-1-
carboxilato de terc-butilo (1).
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Espectro 37. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § en ppm) D20 del compuesto 2-aminobencimidazol-1-
carboxilato de terc-butilo (1).
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Espectro 39. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N-(1H-bencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida (CN4) (producto obtenido por la ruta directa).
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Espectro 40. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) D20 del compuesto N-(1H-bencimidazol-2-il)-
4-nitrobenzamida (CN4).
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Espectro 47. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 2-amino-5-cloro-1H-
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Espectro 49. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § en ppm) del compuesto N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-
2-il)-4-nitrobenzamida (CN5).
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Espectro 50. NOESY del compuesto N-(5(6)-cloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN5).
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Espectro 51. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 6 en ppm) D20 del compuesto N-(5(6)-cloro-1H-

bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN5).

O
?
]
]
=
© o m VO ON a
— oMo NHEYo-ni o
[} (=R ] [ B RN 0
© n < < NNNN— ™
il o R B B B B | ™M
I A\ NN NS I
cl
2
7\
\N__/
/A
H N
'7\'\/9
NH o
10~ 1
P2
o
NGl
1‘6
.
o/::§o
21 2
| |
o UL
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 10
1 (ppm)

Espectro 52. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, & en ppm) del compuesto N-(5(6)-cloro-1H-

bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN5).
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Espectro 55. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 8 en ppm) del compuesto 2-amino-5,6-Dicloro-1H-
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Espectro 56. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto 2-amino-5,6-Dicloro-1H-
bencimidazol (H).
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Espectro 57. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 5 en ppm) del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-
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Espectro 58. NOESY del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN6).
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Espectro 59. RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, 5 en ppm) D20 del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-
bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN6).
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Espectro 60. RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHz, 4 en ppm) del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-
bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN6).
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Espectro 61. IR (ATR) del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN6).
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Espectro 62. EMAR (APCI) del compuesto N-(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida
(CN6), P.M. 351.14. g/mol.
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Espectro 63. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm) del compuesto N-(1-metilbencimidazol-2-il)-4-
nitrobenzamida (CN7).
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Espectro 64. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 8 en ppm) D20 del compuesto N-(1-metilbencimidazol-2-
il)-4-nitrobenzamida (CN7).
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Espectro 67. EMAR (APCI) del compuesto de N-(1-metilbencimidazol-2-il)-4-nitrobenzamida (CN7),
P.M. 296.28. g/mol.
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