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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias producidas por helmintos y protozoarios representan un
grave problema en paises en vias de desarrollo afectan principalmente a la poblacion
infantil, causando lento desarrollo corporal e intelectual.

Entre las protozoosis con mayor prevalencia en Ameérica Latina se encuentra la enfermedad
de Chagas o tripanosomiosis americana, que es una enfermedad sistémica y cronica
transmitida por la picadura del artrépodo Triatoma infestans o “chinche besucona” y cuyo
agente etiol6gico es el protozoario Trypanosoma cruzi. Aun cuando esta infeccion es
considerada endémica de paises latinoamericanos, hoy en dia se esta convirtiendo en un
problema de salud importante en Estados Unidos y Europa, donde se ha incrementado
considerablemente el nimero de casos por transmision no vectorial.

Actualmente, la prevencién y control de la enfermedad de Chagas se basa en la interrupcion
de la transmision vectorial, el andlisis sistematico de la sangre de los donadores en paises
donde se considera endémica, la deteccion y tratamiento de la transmision congénita y en el
uso de farmacos tripanocidas.

Los farmacos de uso actual para el tratamiento de esta enfermedad son los nitroheterociclos
Nifurtimox y Benznidazol. Sin embargo, estos compuestos presentan severas desventajas
como efectos terapéuticos variables y reacciones adversas derivadas del prolongado
tratamiento al que deben someterse los pacientes, particularmente los
inmunocomprometidos. Aunado a lo anterior, el desarrollo de resistencia mostrado por el
parésito y la inexistencia de una vacuna efectiva hacen indispensable el desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos.

En la actualidad, el conocimiento de los procesos bioquimicos de T. cruzi ha permitido la
identificacion de nuevas dianas potenciales para el disefio de compuestos con actividad
tripanocida, lo que junto al uso de herramientas computacionales como el Docking, permite
la busqueda de nuevos principios activos, cuyas caracteristicas estructurales les confieran
las propiedades terapéuticas esperadas, menor toxicidad, mayor especificidad y eficiencia.

En esta tesis se pretende aportar un poco mas sobre los requerimientos estructurales
necesarios para la actividad tripanocida, a través de la sintesis de nuevas moléculas de tipo
bencimidazolico, asi como la determinacion de su actividad.

Los datos obtenidos, complementados con estudios computacionales, servirdn para
establecer posteriormente relaciones cuantitativas de estructura-actividad lo que permitira
el disefio de nuevas moléculas con mejores probabilidades de actividad tripanocida,
apoyando asi proyectos futuros.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

Las enfermedades ocasionadas por helmintos y protozoarios son un problema importante de
salud pUblica en el mundo, sobre todo en paises en vias de desarrollo.*? Se estima que més
del 50% de la poblacién mundial padece algun tipo de parasitosis, afectando principalmente
a nifios de 1-9 afios.? Debido a su prevalencia, las parasitosis ocasionadas por helmintos y
protozoarios son las de mayor importancia a nivel mundial.*?

Una de las protozoosis con mayor incidencia en Latinoamérica es la enfermedad de Chagas
o Tripanosomiosis americana. Esta afecta a entre 16 y 18 millones de personas® con un
rango de mortalidad del 8-12%.%> Esta enfermedad es causada por el parésito Trypanosoma
cruzi y representa un riesgo de infeccién para 100 millones de personas.>*®

Aunque la distribucion de los focos naturales de transmision abarca desde México hasta
Argentina (Figura 2.1),? se ha notificado un incremento de casos debidos a transmisién no
vectorial en Estados Unidos y Europa debido a los fenémenos masivos de migracion.>’™®

R
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Figura 2.1. Distribucion geogréfica de los principales vectores de transmision de la
enfermedad de Chagas.
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La importancia de prevenir y tratar oportunamente dicha enfermedad recae tanto en la alta
propagacion del parasito, como en las complicaciones resultantes de su invasividad, entre
las que destacan el desarrollo de cardiomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia y
miocarditis de intensidad variable, entre otras.**®

2.2. Ciclo biol6gico de Trypanosoma cruzi

El agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi (T. cruzi), es un
protozoario intracelular monoflagelado que se presenta en la naturaleza con cuatro estadios
morfolégicos principales que son: tripomastigote, promastigote, epimastigote y amastigote®
(Figura 2.2).*

Figura 2.2. Estadios morfologicos de T. cruzi.

El ciclo biolégico del parésito (Figura 2.3)'° se inicia cuando un triatomino pica a un
mamifero y le succiona sangre que contiene tripomastigotes circulantes, los cuales pasan al
intestino del triatomino, se transforman en epimastigotes, se multiplican por fision binaria
longitudinal y se convierten en tripomastigotes metaciclicos, que es la forma infectante para
un nuevo huésped mamifero.®**

Cuando un triatomino infectado se alimenta de la sangre de una persona, ingiere varias
veces su peso corporal en sangre por lo que defeca sobre la piel 0 mucosa depositando junto
con su excremento a los tripomastigotes metaciclicos infectantes.®®** Los tripomastigotes
atraviesan la piel indemne a través de la herida producida por la picadura, al arrastrar el
triatomino la materia fecal con las patas hacia la herida o cuando la persona se rasca.®***

Una vez en el mamifero, los tripomastigotes son fagocitados por macréfagos y otras celulas
del tejido cercano al sitio de la penetracién, en donde adoptan la forma de amastigotes.®®*!
El amastigote evade el sistema de lisosomas escapando al citosol de la célula infectada
donde se multiplican por fisién binaria y llenan la célula, que al no soportar el nimero de
parasitos se revienta, los amastigotes salen a la circulacion y se transforman en
tripomastigotes sanguineos, diseminandose por via hematégena por todo el organismo.®*
3 Después, los tripomastigotes penetran nuevamente a las células, se transforman en
amastigotes, se multiplican profusamente, rompen las células y repiten el mecanismo.®®**

3
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El ciclo bioldgico se completa cuando un triatomino libre de infeccion pica a la persona y
se infecta con tripomastigotes sanguineos.®*

Los érganos mas vulnerables a la infeccién son el bazo, higado, glandulas linfoides y
células musculares, mientras que otras areas como los sistemas nervioso y reproductivo, el
intestino y la médula 6sea son invadidos ocasionalmente.®

Figura 2.3. Ciclo biologico del protozoario T. cruzi.

2.3. Vias de transmision de la Enfermedad de Chagas
Se ha encontrado que T. cruzi es capaz de ingresar al humano de distintas formas, entre las
que destacan:

1. Transmisidn vectorial. En el 80% de los casos, la enfermedad se adquiere por la
picadura de triatominos, también conocidos como vinchucas o chinches
besuconas. 9111418

2. Via transplacentaria. Durante la segunda mitad de la gestacion, es posible que el
parasito atraviese la barrera placentaria e infecte al producto.®***3*/

3. Transfusion sanguinea. AuUn cuando en paises endémicos se ha reducido
significativamente el contagio por esta via de transmision, en paises donde no se
tiene un control adecuado de los donadores, puede utilizarse la sangre infectada y
asf transmitir el protozoario.” 9113141617
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4. Por leche materna. La ocurrencia de transmision por esta via es rara y pocos casos
se han descrito. ***1°

5. Manipulacién de animales infectados. Este mecanismo de transmision sucede sobre
todo a cazadores que desollan animales silvestres®* y por contacto con animales
domésticos infectados.®***°

6. Infecciones en el laboratorio. Al manipular sangre contaminada con el parasito,
animales utilizados para mantener las cepas de T. cruzi y cultivos de dicho
protozoario. >+

7. Ingestién de alimentos contaminados. Al ingerir alimentos que estuvieron en
contacto con materia fecal de una chinche infectada. No es frecuente y por lo tanto
es de escasa importancia epidemiolégica.’***4*%

2.4. Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

A la penetracion de T. cruzi en el organismo, sigue un periodo de incubacion que suele
durar entre 4-14 dias en caso de transmisién vectorial y entre 20-40 dias en caso de
transfusion sanguinea.>*™’" Durante este periodo, el parasito se multiplica rapidamente
debido a que no se presenta reaccion inflamatoria alrededor de las células infectadas ni una
respuesta inmune especifica.™

Después de este lapso suelen distinguirse distintas etapas, que se describen a continuacion:

1. Fase Agquda. Esta fase se caracteriza por la deteccion de parasitos en sangre®" 2% y
pueden presentarse malestares como dolor de cabeza, dolor muscular y fiebre, que
son facilmente confundidos con otras enfermedades.® "%

Entre las manifestaciones clinicas relacionadas con la entrada del parasito se
encuentra la aparicion de un edema unilateral, asociado con conjuntivitis conocido
como Signo de Romaria, que aparece cuando el sitio de picadura del triatomino es
en el rea cercana a la conjuntiva.®%

En otras ocasiones puede presentarse un Chagoma de inoculacion, que es un nédulo
subcutaneo localizado en el sitio de penetracion del protozoario que se confunde
frecuentemente con otros padecimientos de la piel.>*°

Las manifestaciones de la fase aguda se solucionan espontaneamente en un plazo
entre 3 y 8 semanas en aproximadamente el 90% de los individuos que han sido
infectados.>*+*

2. Fase indeterminada. En esta etapa los parasitos se multiplican lentamente dentro de
las celulas y los que llegan a la circulacion son destruidos por los anticuerpos. Hay
una disminucion casi total de la sintomatologia, permaneciendo esta situacion por
mucho tiempo sin que haya curacién espontanea.®® !
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3. Fase cronica. Despues de 10-30 afios de la aparicion de la fase aguda, en la que
pudieron 0 no presentarse sintomas, pueden aparecer los signos clinicos
relacionados con esta etapa,®®'*?? en la que los pacientes con enfermedad de
Chagas suelen presentar dafio irreversible en el corazén u otros 6rganos, que se
descubren por hallazgos electrocardiograficos, radioldgicos o en muchos casos,
cuando el paciente sufre un infarto.® %12

La cardiomiopatia chagasica cronica es la forma més comun y severa de la
enfermedad y afecta aproximadamente al 30-40% de los pacientes.®>**'%% Esta se
caracteriza por una reaccion inflamatoria difusa y fibrosis severa, como
consecuencia de la produccién de citocinas proinflamatorias.?* Los rasgos clinicos
mas sobresalientes en esta fase son la cardiomegalia e insuficiencia cardiaca de
predominio derecho.’

Por otra parte, un gran numero de pacientes con enfermedad de Chagas crénica
desarrollan manifestaciones clinicas como megaeséfago y megacolon,®“*?® cuyos
sintomas principales son trastornos en la motilidad esofagica, disfagia y dolor
epigastrico en el primer caso y estrefiimiento severo, dolor abdominal y obstruccion
de la vejiga en el segundo. 22

2.5. Medidas de control de Trypanosoma cruzi

Debido a que en la cadena de transmision de T. cruzi intervienen un gran numero de
reservorios vertebrados y de insectos triatominos vectores, se hace imposible su
erradicacion, por lo que los programas de control vectorial de la enfermedad de Chagas
solo pueden estar dirigidos hacia la disminucion de las poblaciones de triatominos mediante
el uso de insecticidas y no a su erradicacion.>®

Por lo tanto, la principal estrategia de control de la enfermedad de Chagas consiste en el
rociamiento periddico de las viviendas con insecticidas de efecto residual, con lo que se
impide a los habitantes estar en contacto con los insectos vectores.>®% Sin embargo, debido
a que el efecto de los insecticidas es temporal, se requiere de un programa de vigilancia
entomoldgica paralelo y programas de fumigacion periédicos.>®?

Por otra parte, la reciente aparicion de cepas de Triatoma infestans con resistencia a los
insecticidas piretroides utilizados para su control, complica ain mas las operaciones de los
programas de control vectorial, ya que se ha demostrado que los insectos que presentan este
tipo de resistencia, s6lo son susceptibles a insecticidas organofosforados, cuya toxicidad
limita su uso.>?®

2.6. Tratamiento de la enfermedad de Chagas
El tratamiento actual de esta enfermedad es muy limitado y los Unicos farmacos disponibles
son los nitroderivados Nifurtimox y Benznidazol (Figura 2.4).4%:2326-29

Desafortunadamente estos compuestos no han presentado resultados del todo satisfactorios,
ya que aun cuando presentan actividad sobre los tripomastigotes y detienen la infeccion



ANTECEDENTES

provocada por éstos, su efecto sobre los amastigotes que se encuentran dentro de las células
es limitado, lo que restringe su uso a la fase aguda de la enfermedad.*92%3%-%2

No obstante, aun cuando la efectividad del benznidazol contra T. cruzi durante la fase
cronica de la enfermedad es controversial, estudios en Argentina han revelado que el
tratamiento con este farmaco puede reducir el progreso de la enfermedad de Chagas en
pacientes que se encuentran en la fase cronica, pero que no presentan dafio cardiaco, lo que
indica que el tratamiento de este grupo de pacientes con benznidazol es benéfico.?

o
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Benznidazol Nifurtimox

Figura 2.4. Farmacos de uso actual para el tratamiento de la tripanosomiosis americana.

2.6.1. Mecanismo de accion de los farmacos Nifurtimox y Benznidazol

El mecanismo de accidn de estos compuestos se atribuye a la reduccion de su grupo nitro
por componentes de la cadena de transporte de electrones como flavoproteinas y
ferredoxinas.?® Los productos de la reduccién son principalmente especies reactivas de
oxigeno que reaccionan con macromoléculas como el ADN, ARN, proteinas enddgenas e
incluso ocasionan la lipoperoxidacion de la membrana del parasito, lo que produce
consecuentemente la muerte del mismo (Figura 2.5).%°
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Figura 2.5 Mecanismo de accion de los nitroheterociclos.

2.6.2. Limitaciones de los farmacos de uso actual en el tratamiento del mal de Chagas
Algunas de las limitaciones del uso de estos farmacos es el largo tratamiento al que deben
someterse los pacientes y los efectos adversos producidos por su consumo,**3?° entre los
que se encuentran desde reacciones dermatoldgicas leves, hasta mutagénesis y depresion de
la médula Osea, que se manifiesta como neutropenia, agranulocitosis y purpura
trombocitopénica, ademéas de la modificacion de la respuesta inmune.?%%33

Aunado a lo anterior, estos compuestos presentan efectos terapéuticos variables de acuerdo
a la zona geogréafica donde se contraiga la enfermedad debido a la existencia de diferentes
cepas del parésito que presentan distinta sensibilidad a dichos farmacos.***

Ademas, se ha reportado que ciertas cepas de T. cruzi han desarrollado resistencia al
tratamiento. 262734

2.7. Nuevas perspectivas en el desarrollo de agentes con actividad anti-T. cruzi
Hoy en dia grupos de trabajo multidisciplinarios estudian diversas dianas moleculares para
tratar de identificar potenciales moléculas con propiedades anti-T. cruzi.**>®

En muchos casos, la busqueda de nuevos compuestos tripanocidas se basa en hallar agentes
que eliminen al parasito afectando sus funciones enzimaticas,*" entre los cuales destacan los
siguientes.

Inhibidores de la proteasa de cisteina (cruzipaina). T. cruzi posee una catepsina conocida
como cruzipaina, que es responsable de la mayor actividad proteolitica en todos los
estadios del ciclo de vida del parasito.”®*"* Inhibidores selectivos de esta proteasa
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bloquean la proliferacion de epimastigotes y amastigotes y evitan la metaciclogénesis
(transformacion de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos) in vitro, lo que indica que
la enzima realiza funciones especiales para la supervivencia y el crecimiento del
parasito.***%

Inhibidores de la sintesis y el metabolismo de la tripanotiona. Recientemente se han
identificado las enzimas involucradas en la sintesis y el metabolismo redox de la
tripanotiona como un blanco quimioterapéutico potencial.****! Esta ruta bioquimica es tnica
en los protozoos cinetoplastidos, lo que la hace una diana prometedora para la busqueda de
agentes contra T. cruzi. **** El disefio y las pruebas de inhibidores especificos esta en
progreso actualmente y muchas familias de compuestos se han identificado como
inhibidoargeflde la tripanotiona reductasa, pero adn no se ha demostrado selectividad por esta
enzima.

Inhibidores de la via glicolitica. Dado que la glicolisis es la Gnica fuente de energia en T.
cruzi, las enzimas encargadas de la via glicolitica en el parésito se han convertido en una
excelente diana biolégica para el desarrollo de nuevos agentes tripanocidas,®*>* sobre todo
debido a las diferencias estructurales, cinéticas y de regulacion que existen entre las
enzimas glicoliticas del parasito y las presentes en humanos.?**

Una de las enzimas que ha sido extensamente estudiada es la Triosafosfato isomerasa
(TIM),2® que cataliza la interconversion entre el gliceraldehido-3-fosfato y la
dihidroxiacetona-3-fosfato** (Figura 2.6)."* Esta enzima se encuentra como un
homodimero y cada uno de sus mondémeros consiste de 8 ldminas beta centrales rodeadas
de 8 a-hélices.*> Aln cuando cada uno de los monémeros cuenta con su propio sitio activo,
solo la forma dimérica de la enzima es activa, por lo que una estrategia en el desarrollo de
nuevos agentes tripanocidas se enfoca en la disrupcion del dimero.3%4+4°

Figura 2.6. Triosafosfato isomerasa y la reaccién que cataliza.

Dado que esta enzima se encuentra presente tanto en humanos como en el parasito, la
busqueda de inhibidores selectivos contra T. cruzi es evidente.*

Recientemente se han logrado avances a este respecto y se han reportado tres benzotiazoles
sustituidos que inhiben directamente la interfase enzimética de la TIM y que muestran
selectividad por la enzima del parasito (Figura 2.7).3%34°



ANTECEDENTES

N - —
= | %5 o h\ ) NH,
o | o
8 o g
$0;Na HC
S0H
Tl T2
N NH,

N P R 47 [Compussto] oIIM | WIIM
= s T1 33uM | 422uM
- $ T2 F6UM | 33 mM

HC : T3 T M| L6mM
50,H
T3

Figura 2.7. Inhibidores de tipo benzotiazol selectivos contra la TIM de T. cruzi y sus
respectivas Cls.

Aunque el origen de la selectividad de estos compuestos no queda del todo clara, se ha
encontrado que inhibidores de este tipo se unen preferentemente a los cimulos aromaticos
en la tercer asa de la interfase de las subunidades® (Figura 2.8).*®

Figura 2.8. Interaccion entre el benzotiazol T1 y la cTIM.

Estudios recientes muestran que en dicho sitio existe una diferencia importante entre la
TIM humana (hTIM) y la TIM de T. cruzi (cTIM), ya que en la primera hay una metionina
mientras que en la segunda hay una cisteina.******’ Debido a lo anterior, se ha encontrado
que en la cTIM existe una cavidad de mayor tamafio entre las subunidades, mientras que el
arreglo conformacional en la hTIM reduce la accesibilidad a esta region ya que existen
fuerzas de interaccion de tipo van der Waals entre el grupo metilo de la metionina (Met15),
una valina (Val7l) y una fenilalanina (Phe75) adyacentes, lo que impide que los
benzotiazoles mas grandes interaccionen en este sitio® (Figura 2.9).*
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Figura 2.9. Representacion de los cimulos aromaticos en cTIM (A) y hTIM (B).

Anadlisis energéticos y estructurales del complejo enzima-inhibidor demuestran que los
benzotiazoles de mayor tamario, como los arriba mencionados, pueden formar complejos
energéticos mas estables con la cTIM que con la hTIM, mientras que los benzotiazoles
pequefios forman complejos de estabilidad similar con ambas enzimas.*>*® Por lo anterior
se cree que la accesibilidad a los sitios aromaticos localizados en la interfase de la cTIM es
un factor importante a considerar en el disefio de farmacos selectivos.*®

Por otro lado, aunque en un inicio se creia que la presencia del grupo sulfonato era
indispensable para que los benzotiazoles presentaran actividad contra la cTIM, estudios
recientes demuestran que no es asi, ya que los compuestos con este grupo son mas activos
solo debido al incremento de solubilidad en el medio bioldgico y no por que el sulfonato
favorezca la estabilidad del complejo enzima-inhibidor.*

11
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3. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO DE COMPUESTOS NOVEDOSOS
CON POSIBLE ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA cTIM

Una vez establecida la situacion actual de la enfermedad de Chagas y su tratamiento, asi
como la necesidad del desarrollo de nuevos farmacos, se resumen a continuacion las
modificaciones moleculares y estrategias mediante las que han sido disefiados los
compuestos que conforman este proyecto.

3.1. Intercambio bioisostérico como una estrategia para el disefio de farmacos

La variacion molecular es uno de los métodos utilizados en el disefio y desarrollo de nuevos
farmacos y se basa en la modificacion de una molécula con actividad conocida a fin de
obtener un nuevo compuesto que pueda presentar actividad farmacolégica.*®

Uno de los métodos de variacion molecular es el intercambio bioisostérico, que consiste en
la sustitucion de un grupo de atomos o moléculas por otros cuyo arreglo de electrones les
confiere propiedades fisicas y quimicas similares y que ademas producen respuestas
bioldgicas similares.*® Por tal motivo, ésta es una de las variaciones moleculares més
explorada en el disefio de nuevos principios activos.*

Debido a que recientemente fueron informados benzotiazoles que presentan actividad
inhibidora selectiva sobre la cTIM (Figura 2.7),% nuestro grupo de trabajo se planteé la
posibilidad de realizar una sustitucion bioisostérica del benzotiazol por un bencimidazol y
de esta forma establecer cual es la importancia del benzotiazol en la actividad sobre dicha
enzima.

Para tal fin, fueron evaluados varios bencimidazoles que fueron obtenidos con anterioridad
y que presentan buena actividad contra protozoarios como G. intestinalis y que por sus
caracteristicas estructurales fueron considerados potenciales inhibidores de la cTIM.*°1°2
Los resultados de dicho estudio se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Porcentaje de inhibicion de derivados bencimidazélicos sobre la cTIM y la
hTIM?

| Compuesto | cTIM | hTIM | Compuesto | cTIM | hTIM

O
© N 9 0 0 N 27 8
A\
ST J@Va:
H cl
C1 (Alfa) C2

o) N 0 N
iC[ N—cr, 12 3 iC[ H—NHCO,CH, 89 33
Cl N cl N

H H
C3 C4
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# Todos los compuestos fueron ensayados a una concentracion de 200 uM
Ni. No informada

Una caracteristica importante de la actividad mostrada por los compuestos anteriores es que
la presencia de un sustituyente voluminoso en la posicion 2 del anillo de bencimidazol
parece favorecer la inhibicion de la cTIM. Por otra parte los sustituyentes naftiloxi y cloro,
presentes en los compuestos C1-C4, parecen influir de alguna forma en la selectividad que
estos compuestos presentaron sobre la cTIM.

También cabe mencionar que los compuestos C5 y C6 son considerados “compuestos
hibridos”, ya que estdn conformados por dos nucleos farmacoforicos distintos
(bencimidazol y tiazol) unidos mediante un enlace covalente en una misma molécula.®

En los resultados de actividad de dichos compuestos hibridos puede observarse una
diferencia significativa, ya que la presencia de un sustituyente nitro en el anillo de tiazol del
compuesto C6 incrementd la actividad con respecto a su analogo no nitrado.

Una vez establecido lo anterior, se propusieron los compuestos B7-B12 (Tabla 3.2) que en
su estructura presentan tanto los sustituyentes naftiloxi y cloro, asi como un sustituyente
voluminoso derivado del 2-aminotiazol en la posicién 2 del anillo bencimidazélico.

Tabla 3.2. Compuestos hibridos derivados de los nucleos bencimidazol y tiazol

Rs N N
| \>—s NH4</ l
R; N\ \_<\ S R,
R, o)

\Compuesto | R | R, \ Rs | R4
. BT ' H | H | anaftoxi | Cl
\ B8 | H | NO; \a-naftoxi | Cl
. B9 | CHs | H | a-naftoxi | Cl
\ B10 | CHs | H \ Cl |a-naftoxi
| BI11 | CHs |NO, | a-naftoxi | ClI
\ B12 | CH3 | NO; \ Cl | a-naftoxi
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Se incluyeron tanto los derivados nitrados como no nitrados en el anillo de tiazol a fin de
establecer la importancia de este sustituyente en la actividad inhibidora de la cTIM de este
grupo de compuestos y un sustituyente metilo en la posicion 1 de los compuestos B9-B12,
con el propdsito de establecer la importancia del hidrégeno en esta posicion y evitar el
efecto tautomérico debido a la migracion del hidrégeno de la posicion 1 a la posicion 3 del
anillo bencimidazoélico (Figura 3.1).* Con esto se consiguieron dos pares de
regioisomeros, que eventualmente daran mayor informacion sobre los requerimientos
estructurales para que estos compuestos presenten actividad biolégica.

Figura 3.1 Formas tautoméricas del 1H-bencimidazol.

Finalmente, se realiz6 un estudio preliminar de Docking de los compuestos anteriores para
determinar si sus caracteristicas estructurales son las adecuadas para que exista inhibicion
de la enzima cTIM, por lo que a continuacién se describe brevemente dicha herramienta
computacional y los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo.

3.2. Estudios de Docking de compuestos bencimidazolicos como potenciales inhibidores
delacTIM

A grandes rasgos, puede decirse que el Docking es un método computacional que predice la
orientacion de un ligando en su receptor, cuando éstos forman un complejo estable.

Este método consiste en el calculo de los minimos energéticos, expresados en términos de
energia libre (AG), de cada una de las moléculas involucradas en la interaccion y del
complejo formado entre ellas, con lo que puede determinarse su orientacion relativa en el
complejo y la forma en que se establece el reconocimiento entre los &tomos que conforman
a ambas moléculas.>*

El resultado de energia libre que se obtiene para el sistema, puede ser utilizado para
predecir la afinidad que existe entre las dos moléculas,™ por lo que el Docking se utiliza
con frecuencia para predecir la orientacion de moléculas con potencial farmacologico en
una proteina determinada, la afinidad de la molécula hacia dicha proteina y la actividad que
podria presentar el compuesto en un modelo bioldgico, por lo que esta herramienta
computacional es muy utilizada en el disefio de farmacos.>*>*

Nuestro grupo de trabajo reporté con anterioridad el estudio de Docking de los derivados
bencimidazélicos C1, C5-C6 y B7-B12,>® con la finalidad de establecer una relacién entre
la estructura de estos compuestos y su actividad inhibidora sobre la enzima cTIM. Se
utiliz6 el programa Autodock 3.0°° y los datos de energia (AG) de los complejos enzima-
inhibidor obtenidos se presentan en la Tabla 3.3.%°
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Tabla 3.3. AG de la interaccion de los compuestos C1, C5-C6 y B7-B12 con la enzima
TIM de T. cruzi

AG(:TIM
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o N N
N % -10.85
C.KIN%SL\{“H@]

\
CHs e}

B9

Ya que los resultados obtenidos mostraron concordancia con los datos de la evaluacion
bioldgica al predecir que la actividad entre los compuestos C1 y C5 seria inferior a la
actividad del compuesto C6 y considerando que existira concordancia entre el modelo y la
actividad de los compuestos disefiados, se espera que en general los bencimidazoles B7-
B12 presenten mejor actividad que los compuestos analizados inicialmente.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la alta incidencia de tripanosomiosis, el gran nimero de personas en riesgo de
contraer la enfermedad, la aparicion de casos en zonas no endémicas, la falta de una vacuna
contra el parasito, el escaso nimero de farmacos disponibles para su tratamiento, la
limitada eficacia que estos presentan durante la fase crénica de la enfermedad y los efectos
colaterales producidos por su consumo, es necesario el desarrollo de nuevos compuestos
gue presenten actividad tripanocida. Asimismo, es urgente obtener informacion basica
acerca de las caracteristicas estructurales requeridas para que un compuesto presente dicha
actividad.

Ahora bien, con base en las caracteristicas estructurales de los compuestos que forman
parte de este proyecto pueden plantearse las siguientes preguntas: ;Que efecto producira la
ausencia o presencia del grupo nitro en el anillo de tiazol sobre la actividad tripanocida?, la
presencia del grupo metilo en la posicion 1 del anillo bencimidazolico ¢contribuird a
mejorar la capacidad inhibitoria de la cTIM de este grupo de compuestos?, ¢existira alguna
diferencia en la inhibicién de la enzima dependiendo de la posicion de los sustituyentes
cloro y naftiloxi en los compuestos metilados? En caso de existir, ¢serd significativa? El
aumento de grupos aromaticos, como el sustituyente naftiloxi, en las estructuras propuestas
¢tendré efecto significativo en la inhibicion de la cTIM comparado con los analogos sin
naftiloxi?
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1. Hipdtesis

Los compuestos hibridos derivados de los nucleos de bencimidazol y tiazol, por sus
caracteristicas estructurales seran inhibidores de la Triosafosfato isomerasa de T. cruzi. Se
espera también que la ausencia del grupo nitro disminuira la capacidad inhibitoria de estos
compuestos sobre la cTIM, pero los compuestos seguirdn siendo activos. Asimismo, de
acuerdo con los resultados obtenidos del Docking molecular entre estos compuestos y la
cTIM, se espera que la presencia del grupo metilo en posiciéon 1 incremente la estabilidad
del complejo compuesto-enzima y de esta manera se observe un aumento en la actividad
respecto a sus andlogos no metilados. Ademas, se espera que el compuesto B12 presente la
mayor actividad inhibidora de la cTIM, ya que segun los calculos de docking realizados,
este compuesto formara un complejo mas estable con dicha enzima. El grupo naftiloxi
aumentara el poder inhibitorio de estos compuestos, comparados con sus analogos
anteriormente probados que no poseen en su estructura un sustituyente de este tipo. En
conjunto, todos los compuestos por sus caracteristicas estructurales, tendran una actividad
superior a la de otros bencimidazoles probados como inhibidores de la cTIM.

5.2. Objetivo general

Sintetizar y evaluar el potencial tripanocida de tres derivados hibridos del bencimidazol y
del 5-nitrotiazol y sus correspondientes andlogos no nitrados, unidos mediante un enlace
tipo 2-tioacetamida en la posicion 2 del anillo bencimidazolico.

5.3. Objetivos particulares

# Sintetizar y purificar los siguientes compuestos hibridos derivados del bencimidazol

y el tiazol.
Rs N N
| \>73 NH—</]\
i \ N TR
R, o)
|C0mpuesto \ R | R» | Rs \ R4
| BT ' H | H |oanaftoxi | Cl
| B8 ' H |NO, | o-naftoxi | CI
. B9 'CHs | H | o-naftoxi | CI
| B10 \ CH3 | H | Cl \ a-naftoxi
| B11 | CHs | NO, | a-naftoxi | ClI
| B12 \ CHs | NO; | Cl \ a-naftoxi

Tabla 5.1. Compuestos hibridos derivados de los nucleos de bencimidazol y tiazol.
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&
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Determinar las constantes fisicas y caracterizar estructuralmente los compuestos
sintetizados, mediante el uso de técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

Evaluar la actividad tripanocida de los compuestos hibridos mediante un ensayo
enzimatico con la TIM de T. cruzi.

Establecer la importancia de la presencia o ausencia del grupo metilo en posicién 1
del bencimidazol y del grupo nitro en la posicion 5 del tiazol, sobre la actividad
bioldgica.

Determinar la influencia y posicion de los sustituyentes cloro y naftiloxi en el
nucleo bencimidazélico sobre la actividad tripanocida.

Determinar si los datos obtenidos del Docking predicen adecuadamente los
resultados de inhibicion de la cTIM de este grupo de compuestos.

Enriquecer la base de datos de compuestos antiparasitarios derivados del
bencimidazol, con el fin de establecer posteriormente una relacion estructura-
actividad acertada.
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6. METODOLOGIA

Esta parte comprende una breve descripcion de la sintesis de los compuestos disefiados
derivados del bencimidazol. Ademas, incluye la descripcion de la metodologia realizada en
la Universidad Juérez del Estado de Durango, para la evaluacion del efecto inhibidor de los
compuestos sintetizados sobre la enzima Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi.

6.1. Parte quimica

El andlisis retrosintético de las 2-(1H-bencimidazol-2-iltio)acetamidas que conforman este
proyecto se presenta en el Esquema 6.1 y las rutas sintéticas para su obtencion se analizan
en el siguiente apartado.

0
/ N
’ \Rl \/<NH<‘)\R3
s

|

ArO N cl O N
Ty A
R; N\
Ry

{ |

Esquemas 6.2y 6.5 Esquemas 6.3

Ar = 1-Naftilo
Esquema 6.1. Analisis retrosintético de la formacion de las 2-(1H-bencimidazol-2-
iltio)acetamidas sustituidas.

6.1.1. Sintesis de las 2-(1H-bencimidazol-2-iltio)acetamidas B7 y B8

Para la sintesis de estos compuestos se prepararon inicialmente los precursores 7, 8 y 9;
para lo cual se siguieron las rutas sintéticas mostradas en los Esquemas 6.2 y 6.3. Una vez
obtenidos dichos precursores, se procedio6 a la preparacion de los compuestos hibridos de la
forma indicada en el Esquema 6.4.

Para la obtencion del tiol precursor 7, la secuencia se inicio a partir de la 3,4-dicloroanilina
gue se hizo reaccionar con anhidrido acético y se obtuvo la N-(3,4-diclorofenil)acetamida
(1).>" A continuacién, el compuesto 1 se someti6 a una nitracién con mezcla sulfonitrica
para obtener la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (2).>" La hidrdlisis alcalina de 2
produjo la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (3)°" que se sometié a una reaccién de sustitucion
nucleofilica aromética con a-naftol, obteniéndose de esta manera la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-
2-nitroanilina (4).>" El éter 4 también se prepar a partir de la nitroacetamida 2 que se
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sometio directamente a la reaccion de sustitucion nucleofilica con a-naftol lo que dio lugar
a la formacion de la N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitrofenil]acetamida (5). EI compuesto 5
se sometio a una hidrdlisis alcalina y se obtuvo asi el compuesto 4.

El compuesto 4 fue sometido a una reduccion quimica con SnCl,-2H,0, obteniéndose la 4-
cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (6).>” Enseguida se realiz6 la ciclacién de 6,

utilizando disulfuro de carbono y KOH etanolica acuosa, con lo cual se obtuvo el 5-cloro-2-
mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (7)**°" (Esquema 6.2)

cl NH,  Cl NH _CHy cl NH _CHy ~ ~ Cl NH,
0] o

Cl Cl Cl NO, Cl NO,
1 2 3

ArO NH _CHj ArO NH,

XY = XX
O a—

Cl NO, cl NO,

5 4

|e
Aro N Ar0O NH,
f
T - ")
cl N
H

cl NH,

Ar = 1-Naftilo

7 6

a) (CH,C0),0; b) H,S0,, HNO,; c) KOH, EtOH, H,0; d) a-naftol, K,CO,, DMF; €) SnCl,-2H,0, EtOH; f) CS,, KOH,
EtOH/H,0

Esquema 6.2. Secuencia sintética para la obtencion del precursor 7.

Por otro lado, se llevaron a cabo por separado las reacciones del 2-aminotiazol y 2-amino-
5-nitrotiazol, por separado, con cloruro de cloroacetilo en presencia de trietilamina anhidra
y glima como disolvente para obtener los precursores 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida
(8) y 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9), respectivamente*®***>® (Esquema
6.3).

N a 0o N
HZN/QS\R CI\/lkNH/&}R

S

H

8
9 R=NO,

R
R

a) CICOCH,CI, Et;N anhidra, Glima

Esquema 6.3. Secuencia sintética para la obtencion de las 2-cloroacetamidas precursoras 8
yo9.
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Finalmente, se realizo el acoplamiento de los compuestos 7 y 8 para obtener la 2-{[6-cloro-
5-(1-naftiloxi)-1H-benzimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-ilacetamida (B7) y de los
compuestos 7 y 9 para obtener la 2-{[6-cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-benzimidazol-2-il]Jtio}-N-
(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (B8). Ambas reacciones se llevaron a cabo en acetona y
con carbonato de potasio como base y acetona como disolvente*®*®®° (Esquema 6.4).

IArO N O N
I B I S

c

B7 R=H
B8 R=NO,

Ar = 1-Naftilo

a) K,CO,, Acetona

Esquema 6.4. Secuencia sintética para la obtencién de los compuestos hibridos B7 y B8.

6.1.2. Sintesis de las 2-tioacetamidas B10 y B12

Para la obtencion de estos compuestos se preparé primero el tiol precursor 14 como lo
indica el Esquema 6.5 y una vez obtenido éste, se prepararon los compuestos hibridos de la
forma indicada en el Esquema 6.6.

La sintesis del compuesto 14 se inici6 a partir de la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida
(2) que se hizo reaccionar con sulfato de dimetilo en medio alcalino para dar la N-(4,5-
dicloro-2-nitrofenil)-N-metilacetamida (10).6*%? El compuesto 10 se sometié a hidrolisis
con 4cido sulfirico, obteniéndose asi la 4,5-dicloro-N-metil-2-nitroanilina (11).%°
Posteriormente se realizd la reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica de 11 con o-
naftol para obtener la 4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (12).°? EI compuesto 12
se sometio a una reduccién quimica con SnCl,-2H,0 en etanol y se obtuvo asi la 4-cloro-N-
metil-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (13)%% que por ciclacién con disulfuro de carbono y
KOH etandlica acuosa di6 el 5-cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol
(14)*? (Esquema 6.5).
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CH,8 GHs s
Cl NH Cl N Cl NH ArO NH
(00 - O ="
(6]
Cl NO, Cl NO, cl NO, Cl NO,
ld
CH, Cl?Hs
ArO N ArO NH
Lo o X
cl N cl NH
14 13
Ar = 1-Natftilo
a) (CH,),S0,, NaOH; b) H,SO, conc.; ¢) a-naftol, K,CO,, DMF, 80°C; d) SnCl,-2H,0, EtOH; e) CS,, KOH, EtOH/H,0

Esquema 6.5. Secuencia sintética para la obtencién del precursor 14.

El compuesto 14 fue acoplado por separado a los compuestos 8 y 9, segun lo descrito en
parrafos anteriores; obteniéndose asi los compuestos finales 2-{[5-cloro-1-metil-6-(1-
naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-ilacetamida (B10) y 2-{[5-cloro-1-
metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]Jtio}-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (B12)

483860 (Esquema 6.6).
s
IArO | N cl O I\>\R a
SH ——
o N/ + NH g
14 8 R=H
9 R=NO,

B10 R=H
B12 R=NO,

Ar = 1-Naftilo

a) K,CO,, Acetona

Esquema 6.6. Secuencia sintética para la obtencion de los compuestos hibridos B10 y B12.
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6.1.3. Obtencion de la 2-tioacetamida B9

La sintesis del compuesto 2-{[6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-
1,3-tiazol-2-ilacetamida (B9) se realizd por metilacion con yoduro de metilo y carbonato de
potasio, del compuesto B7, como se indica en el Esquema 6.7.

Al’oiC[N\>_ ArO N
| s. 0 jl:::::ﬂ: S—s o
cl N 4 . g N A

NH CH3 NH
S/—\< S \
g/N A
B7 B9
Ar = 1-Naftilo Mayoritario

a) CH,l, K,CO,, DMF

Esquema 6.7. Secuencia sintética para la obtencion del compuesto hibrido B9.

6.1.4. Obtencion de la 2-tioacetamida B11

De manera semejante a la preparacién de B9, se trat de metilar el compuesto B8 utilizando
yoduro de metilo y carbonato de potasio, como se indica en el Esquema 6.8, sin embargo
los diferentes intentos solo llevaron a la obtencion de mezclas de reaccion resinosas.

Aroj@:N Aro N

| S—s o jl:::::ﬂ: Ns o
/ a

cl N —X — N 4

NH CH, NH
s \ s’\<N
oZNJ\/ ozNJ\/
BS B11

Ar = 1-Naftilo
a) CH,l, K,CO,, DMF

Esquema 6.8. Secuencia sintética para la obtencion del compuesto hibrido B11.

6.2. Parte bioldgica
Esta parte fue realizada por el equipo de trabajo del Dr. Alfredo Téllez Valencia, en la
Universidad Juarez del Estado de Durango y consistio en la evaluacion de los derivados
bencimidazolicos B7, B8, B9, B10 y B12, como inhibidores de la enzima TIM del
protozoario T. cruzi.

6.2.1. Prueba de inhibicion de la Triosafosfato Isomerasa (T1M)

Se empled el método de cuantificacién de NADH, previamente estandarizado. Se incubd la
Triosafosfato isomerasa a una concentracion de 5 pg/mL en 1 mL de Medio 1% por dos
horas a 36°C. Como control negativo se empled la TIM en medio libre de inhibidores.**

Después de la incubacién se tomo una muestra de 1 uL de la solucion anterior y se adiciond
a 800 uL del medio de reaccion para ensayo de actividad (Medio 2°). Se cuantifico la
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disminucion de absorbancia en la celda de reaccion a 340 nm en un espectrofotometro
marca Hewlett-Packard equipado con termostato a 25°C. Finalmente, se calculo el
porcentaje de inhibicién en comparacién con el control.®

® Medio 1. Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, 100 ng del compuesto a evaluar,

DMSO al 30%, pH=7.4.
® Medio 2. Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, NADH 0.2 mM, Gliceraldehido-3-

fosfato 1 mM y 0.9 unidades de a-glicerol fosfato deshidrogenasa, pH = 7.4.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Parte quimica

7.1.1. Constantes fisicas

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos finales sintetizados
se muestran en la Tabla 11.1 y los resultados obtenidos para los intermediarios restantes se
muestran en la Tabla 11.2 del apéndice.

7.1.2. Sintesis quimica

La preparacion de las 2-tioacetamidas B7-B10 y B12 se llevo a cabo mediante una sintesis
convergente en donde fue necesario preparar los tioles precursores 7 y 14 y por separado
las 2-cloroacetamidas 8 y 9; como se describe a continuacion.

7.1.2.1. Obtencion de los precursores 7, 8 y 9 (Esquemas 6.2 y 6.3)

a) Sintesis del 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (7)

La preparacion del tiol 7 se inicié a partir de la 3,4-dicloroanilina, que se tratd con
anhidrido acético con el fin de disminuir la reactividad del anillo de benceno y evitar asi
reacciones secundarias en los pasos sintéticos posteriores. Debido a que el anhidrido
acético se utilizo en exceso, no se empled ningun disolvente en la reaccion, lo que facilit6
el aislamiento de la N-(3,4-diclorofenil)acetamida (1), que se obtuvo con un rendimiento
crudo del 98.6%.

Posteriormente se realizd la nitracion de 1, disolviendo éste en H,SO,4 concentrado a una
temperatura entre 10-15 °C. La solucion ambar obtenida se enfrié en un bafio de hielo-sal
granular a 0 °C y se inici6 la adicion de HNO3; concentrado para formar el idn nitronio in
situ. El enfriamiento de la mezcla de reaccion favorecié la formacion de un producto de
nitracion mayoritario, obteniéndose la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (2) con un
rendimiento crudo del 91%. Sin embargo, el compuesto 2 crudo se obtuvo contaminado con
una impureza de mayor Rf, debida a la formacién de un producto secundario que se elimind
mediante la recristalizacion del sélido crudo por par de disolventes metanol-agua. La
presencia de dicho subproducto disminuy6 el rendimiento final a 61%.

La hidrdlisis del grupo acetilo se llevé a cabo en condiciones alcalinas utilizando hidroxido
de potasio en etanol, a la temperatura de reflujo. La reaccion procediéo en menos de media
hora y se obtuvo la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (3), con un rendimiento del 98% vy sin la
presencia de productos secundarios.

La estructura de estos compuestos se confirmd en los andlisis espectroscopicos y
espectrométricos, cuyos resultados coincidieron con los informados en la literatura.”’

El siguiente paso fue la reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica para introducir al
grupo naftiloxi, la cual se realizd con a-naftol en presencia de K,CO3; como base y DMF
como disolvente. Esta reaccion se llevd a cabo a una temperatura entre 110-113 °C.
Ademaés de la formacion de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4) se observé mediante
ccf, la presencia de tres impurezas que fueron dificiles de eliminar y cuya presencia abatio
el rendimiento de la reaccién a 71%.
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El cambio estructural se confirmo en el espectro de IR donde se presentaron dos bandas a
3464 y 3344 cm™ correspondientes a la vibracion N-H de la amina y mediante
espectrometria de masas, donde se observé el i6n m/z 314 (88%), que concordo con la masa
molecular esperada. Asimismo, se observaron en el espectro de RMN *H, una sefial amplia
intercambiable con D,0 a 7.41 ppm que integro para 2H, asignable a los protones del grupo
amino, las sefiales caracteristicas de los hidrogenos del sistema naftalénico (Figura 7.1) y
dos sefiales simples a 8.17 y 6.21 ppm correspondientes a los protones bencénicos.

Figura 7.1. Sistema de sustitucion del anillo naftaleno y rango dentro del que se encuentran
sus constantes de acoplamiento.

Debido a que en la reaccion anterior el rendimiento fue bajo y hubo presencia de tres
productos secundarios, se modifico la ruta sintética realizando la sustitucion nucleofilica
aromatica sobre la acetamida 2 como materia prima. La reaccién se llevé a cabo a menor
temperatura (85-90 °C) y se completo en un lapso de 2.5 horas, casi la mitad del tiempo que
la reaccion anterior. Se obtuvo asi la N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitrofenil]acetamida (5)
sin la presencia de productos de reaccion secundarios y con un rendimiento crudo del 91%.

La formacion de dicho compuesto se confirmo en el espectro de IR, donde se observaron

bandas a 3344 cm™ y 1720 cm™ correspondiente a la acetamida. Ademas, la espectrometria
de masas mostro el pico correspondiente al iobn m/z 356 (100%) concordante con la masa
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molecular calculada y el espectro de RMN *H mostré una sefial simple a 2.48 ppm con
integracion para 3H correspondiente al metilo de la acetamida, una sefial amplia
intercambiable con D,0O a 10.18 ppm que integrd para 1H asignable al proton de la amida y
las sefiales correspondientes a los protones naftalénicos indicados en la Figura 7.1.

El siguiente paso fue la desproteccion del grupo amino de 5 por medio de una hidrolisis
alcalina con KOH etandlica acuosa a una temperatura entre 45-50 °C. Se obtuvo asi la 4-
cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4), con un rendimiento del 98% y sin presencia de
productos secundarios.

La formacion del compuesto 4 se confirmo en los espectros de IR, espectrometria de masas
y RMN *H, cuyos datos fueron idénticos a los del compuesto obtenido de la sustitucion
nucleofilica a partir de la 2-nitroanilina (3).

A continuacién se muestra una tabla comparativa de las dos rutas seguidas para la
obtencion de 4 (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Comparacion de las alternativas de sintesis de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitroanilina (4)

cl NH__-CHs cl NH, Ar0 NH,
a b
T8 =0 = XL
cl NO, cl NO, cl NO,
2 3 4
G d
\ o NHT(CH?’ /
(0]
Cl NO,
5
Erredlin Condiciones de Rendimiento Rendimiento
reaccion crudo (%) recristalizado (%)
KOH, EtOH, H,0

a 80 °C, 25 min 97.7 90.6

a-naftol, K,CO3;, DMF
b 110-113 °C, 4 horas 0.7 44.0

a-naftol, K,CO3;, DMF
¢ 85-90 °C, 2.5 horas 911 87.4

KOH, EtOH, H,0

d 45-50 °C, 30 min 98.2 90.3
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Como puede observarse en la tabla anterior, las condiciones de reaccion tanto para la
hidrolisis como para la sustitucion nucleofilica aromética son mas suaves en la ruta
sintética alternativa y también se mejoraron los rendimientos de la reaccion y de la
recristalizacion al disminuir el namero de impurezas formadas. Por lo tanto se utilizo el
segundo método para el escalamiento de la obtencion de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitroanilina (4).

Posteriormente se realizé la reduccién quimica con SnCl,-:2H,O del grupo nitro del
compuesto 4, para formar la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (6). La reaccion
procedié rapidamente y no se observo formacion de productos de reaccion secundarios
obteniéndose 6 con un rendimiento de 90% el cual debido a su inestabilidad, se utilizo
crudo en la reaccion de ciclocondensacion siguiente.

Para la obtencion del precursor 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (7), se
llevo a cabo la ciclocondensacion de 6 mediante la formacion in situ del xantato de etilo,
adicionando disulfuro de carbono y KOH etandlica acuosa, y posterior calentamiento
moderado. La reaccion procedié de forma rapida, obteniéndose 7 con un rendimiento del
80%. Cabe resaltar que la formacién de este compuesto se favorecié al incrementar a 1.5
equivalentes el disulfuro de carbono y la potasa adicionados, manteniendo la proporcion
soluto-disolvente 1:10 y la temperatura cercana a 65 °C. La formacion de este compuesto se
confirmé al concordar los datos de espectrometria y espectroscopia con los informados en
la literatura (Tabla 11.4).%"

b) Sintesis de la 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (8) y de la 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)acetamida (9)

Para la obtencion de los compuestos 8 y 9 se hicieron reaccionar por separado el 2-
aminotiazol y el 2-amino-5-nitrotiazol con cloruro de cloroacetilo, utilizando glima como
disolvente en presencia de trietilamina. Estas reacciones se realizaron en bafio de hielo y la
formacion de los productos fue rapida y eficiente, al obtenerse la 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-
ilJacetamida (8) con un rendimiento del 70% y la 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
il)acetamida (9) con un rendimiento del 86%.

La formacién de los compuestos 8 y 9 se corrobord en los espectros de IR, donde se
observaron bandas a 1703 cm™y 1694 cm™, respectivamente, correspondientes a los grupos
carbonilo de las amidas formadas. La espectrometria de masas del derivado no nitrado
mostro el pico correspondiente al ion m/z 177 (45%) concordante con la masa molecular
calculada para el compuesto 8, mientras que el espectro correspondiente a su analogo
nitrado mostro el i6n con m/z 221 (34%), que concordd con la masa molecular calculada
para el compuesto 9. Ademas se observd el fragmento M -76 correspondiente a la pérdida
del grupo cloroacetilo que aparecié en ambos espectros. Por otro lado, en el espectro de
RMN *H del compuesto 8 se observé una sefial simple a 4.45 ppm que integré para 2H
asignable al grupo metileno y la presencia de una sefial amplia intercambiable con D,0 a
11.37 ppm, con integracion para 1H, correspondiente al proton de la amida. En el caso del
compuesto 9 la sefial correspondiente al grupo metileno aparecié a 4.57 ppm vy la sefal
intercambiable con D,0 debida al proton de la amida a 11.47 ppm.
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7.1.2.2. Obtencion de las 2-tioacetamidas finales B7 y B8

La obtencion de la 2-{[6-cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-
ilacetamida (B7) se realiz6 por la reaccion entre el tiol precursor (7) y la cloroacetamida (8)
con K,CO3; como base y utilizando acetona como disolvente. El uso de la base permite
abstraer el protdn acido del tiol incrementando asi la nucleofilia del atomo de azufre. La
reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente y se obtuvo el compuesto B7 crudo con un
buen rendimiento (91%). No obstante, el producto presentd una impureza de menor Rf que
fue dificil de eliminar, debido principalmente a la baja solubilidad del compuesto y a su
sensibilidad a temperaturas superiores a 40 °C, por lo que no fue posible purificarlo
mediante recristalizacion. Por tal motivo se intentd purificarlo con carbon activado a
temperatura ambiente; pero se utilizd una gran cantidad de disolvente y no se consiguio
eliminar la impureza contaminante. Se decidi0 entonces purificar B7 mediante
cromatografia en columna utilizando acetato de etilo como eluyente, pero aparentemente
parte del compuesto se quedd adsorbido en la gel de silice, ya que el rendimiento final se
abatio hasta el 56%.

La estructura de B7 se confirmo por espectroscopia de IR en donde el espectro mostro la
presencia de una sefial a 1686 cm™ caracteristica del grupo carbonilo correspondiente a la
amida. Por otra parte, el espectro de masas generado por la técnica de FAB, modalidad
positiva, presentd el i6n quasimolecular [M+1]" en una relacion m/z 467 (100%), que
concuerda con la masa molecular esperada para este compuesto y el i6n con relacion m/z
469 (48%) correspondiente a la contribucién isotépica del atomo de cloro. Las sefiales que
presenté el espectro de RMN *H confirmaron la estructura de B7 al presentarse una sefial
simple a 4.36 ppm que integré para 2H correspondientes al grupo metileno (-S-CH,-CO-).
Ademas se observo la presencia de una serie de sefiales entre 6.62 y 7.70 con integracion
para 9 protones cuyo desplazamiento quimico y patron de sustitucion correspondio a los
hidrogenos bencimidazolicos y naftalénicos. Por otro lado, para confirmar que la
sustitucion se llevé a cabo en el azufre y no en el nitrégeno del bencimidazol se realiz6 un
experimento NOESY, en el que no se observo interaccion entre los protones del grupo
metileno a 4.36 ppm y los hidrogenos aromaticos correspondientes al anillo
bencimidazolico (a 7.25y 7.70 ppm), lo cual corroboro que la sustitucion se llevo a cabo en
el &tomo de azufre.

La sintesis de la 2-{[6-cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)acetamida (B8) se realiz6 de manera similar a B7, por una reaccion entre la 2-
cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9) y el 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol (7), en acetona y utilizando K,CO3 como base. El producto se obtuvo con un
rendimiento crudo del 85%, aunque presentd una impureza en el origen que fue dificil de
eliminar por recristalizacion debido a su termolabilidad, su susceptibilidad a disolventes
préticos y su pobre solubilidad. Por lo tanto su purificacion se realizd mediante
cromatografia en columna.

La estructura de este compuesto se confirmd por espectroscopia de IR donde se observd
una banda a 1708 cm™ correspondiente al grupo carbonilo de la amida. Por otra parte, el
espectro de masas generado por la técnica de FAB, modalidad positiva, presento el ion
quasimolecular [M+1]" en una relacion m/z 512 (21%), que concordd con la masa
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molecular esperada y el ion con m/z 514 (9%) correspondiente a la contribucion isotdpica
del 4&tomo de cloro. Por otro lado su espectro de RMN *H, muestra una sefial simple a 4.45
que integro para 2H asignable al grupo metileno (-S-CH,-CO-), asi como sefiales entre 6.62
y 8.24 ppm, que debido a su desplazamiento quimico, constantes de acoplamiento e
integracion, fueron asignadas a los protones aromaticos del bencimidazol y del naftaleno.
También presenta una sefial simple a 8.62 ppm correspondiente al protdon del anillo
tiazolico. En el experimento NOESY no se observo interaccion entre los protones del grupo
metileno (a 4.45 ppm) y los protones aromaticos del bencimidazol (a 7.25 y 7.70 ppm), por
lo que se concluyd que la unién se llevd a cabo en el azufre como se esperaba.

7.1.2.3. Obtencion del precursor 5-cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-naftiloxi)bencimidazol
(14)

El tiol 14, precursor de los compuestos B10 y B12 se prepard partiendo de la
nitroacetamida 2 que se metild en el nitrogeno de la amida con sulfato de dimetilo en
presencia de NaOH, con lo que se obtuvo la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)-N-metilacetamida
(10). La reaccién procedio rapidamente y se obtuvo el compuesto 10 con un rendimiento
del 90%. Cabe mencionar que la formacion de este compuesto se favorecid al mantener con
agitacion vigorosa la mezcla de reaccion en todo momento, asi como controlando la adicion
de la solucion de NaOH, de forma que la temperatura de la reaccion oscilara entre 30-
35 °C, ya que de otra manera se favorece la formacion de productos secundarios.

Posteriormente, la hidrdlisis acida del compuesto 10 con H,SO4 concentrado di6 la 4,5-
dicloro-N-metil-2-nitroanilina (11) con un rendimiento del 97%. El compuesto obtenido
presentd una impureza de mayor Rf que se elimind por recristalizacion con EtOH y
decoloracion con carbon activado, siendo el rendimiento final del 76%.

La sustitucion nucleofilica aromatica con a-naftol del compuesto anterior permitio la
obtencion de la 4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (12). La formacion del
producto fue eficiente y se obtuvo 12 con un rendimiento del 90% y sin presencia de
productos secundarios.

Es importante mencionar que debido a los resultados obtenidos de la sustitucion
nucleofilica aromatica con a-naftol de los compuestos 2 y 3, se realizo la misma reaccion a
partir del compuesto 10, pero en este caso se form6 una resina que por analisis de ccf
mostro la presencia de un producto secundario con mayor Rf, que se encontraba en una
proporcion similar al producto principal. Por lo tanto, se utilizé el primer método para el
escalamiento de la obtencion de la 4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (12).

La reduccién del grupo nitro del compuesto 12 se realizé utilizando SnCl,-2H,0, con lo que
se obtuvo la 4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (13) con un 90% de
rendimiento. En este caso la reaccion procedid rapidamente aunque debido a su
inestabilidad, se utilizd crudo en la reaccion de ciclocondensacion siguiente.

Para la obtencion del 5-cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-naftiloxi)bencimidazol (14), se llevd

a cabo la ciclocondensacion de 13 mediante la formacion in situ del xantato de etilo, con
disulfuro de carbono y KOH etandlica acuosa. La reaccion procedid rapidamente y 14 se
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obtuvo con un rendimiento del 85%. Cabe resaltar que también en este caso (al igual que
para el tiol 7), la reaccion de ciclocondensacion se ve favorecida al incrementar a 1.5
equivalentes el disulfuro de carbono y de KOH adicionados, manteniendo la proporcién
soluto-disolvente 1:10 y la temperatura cercana a 65 °C.

La formacion de estos compuestos se confirmé en los espectros de IR, EM y RMN *H, que
correspondieron con lo informado en la literatura,**?y cuyos resultados se muestran en la
Tabla 11.4.

7.1.2.4. Obtencion de las 2-tioacetamidas finales B10 y B12

Para la obtencion de B10, el compuesto 5-cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-naftiloxi)-
bencimidazol (14) se hizo reaccionar con la 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (8),
utilizando K,CO3; como base y acetona como disolvente, siguiendo el mismo método
empleado para la obtencidn de los compuestos finales B7 y B8. La reaccion concluyé en un
lapso de 24 horas, con un rendimiento del 76%. Al igual que su analogo no metilado, el
compuesto presentd problemas de termolabilidad y por lo tanto su recristalizacion no fue
posible. Sin embargo, el producto de la reaccion present6 sélo una impureza muy polar que
se elimind disolviendo el producto en DMF en frio y decolorandolo con carbon activado.

El cambio estructural se confirmo en el espectro de IR, donde se observaron bandas a 3408
cm™ y 1692 cm™ que corroboraron la presencia de la amida secundaria y una sefial a 1174
cm™ debida a la presencia del éter aromatico. En el espectro de masas, generado por la
técnica de FAB, modalidad positiva, se observé el idn quasimolecular [M+1]" en una
relacion m/z 481 (15%) que concordd con la masa molecular calculada para éste
compuesto.

Cabe resaltar que el espectro de RMN *H de este compuesto presentd duplicidad en algunas
de las sefales, lo cual es indicativo de que se pueden estar observando un par de rotameros,
cuya velocidad de interconversion es lo suficientemente baja (en las condiciones en las que
se determind el espectro) lo que permite detectarlos mediante esta técnica. Dicho fendomeno
es conocido como isomerismo de rotacion restringida o atropoisomerismo® y en algunas
ocasiones estos atropoisémeros pueden separarse y/o detectarse por rayos X o RMN.*

No obstante, se observo en dicho espectro una sefial simple a 3.66 ppm que integré para 3H
correspondiente al grupo metilo en la posicion 1 del bencimidazol y una sefial amplia
intercambiable con D,0O con integracion para un proton a 12.50 ppm asignable al protdn de
la amida. Se observd también una sefial duplicada a 4.41 ppm que integré para 2H
correspondiente al grupo metileno (-S-CH»-CO-) y sefiales maltiples entre 6.55 y 7.96 ppm
que debido a su desplazamiento quimico, integracién y constantes de acoplamiento, fueron
asignadas a los protones del bencimidazol y del naftaleno. Asimismo, el experimento de
NOESY realizado a este compuesto (Figura 7.2) mostrdé una interaccion entre los protones
del grupo metilo del bencimidazol y el metileno, lo que indica la posible orientacion de éste
ultimo en el compuesto. Se observaron también interacciones entre los protones del metilo
y uno de los protones del bencimidazol como se esperaba, ademas de interacciones con
protones del naftaleno.
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Figura 7.2. Ampliacion e interacciones de protones observadas en el experimento de
NOESY realizado al compuesto B10.

Para la obtencidn de la 2-tioacetamida B12 se hicieron reaccionar la 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)acetamida (9) con el 5-cloro-2-mercapto-1-metil-6-1-(naftiloxi)bencimidazol,
con K,CO3; como base y con acetona como disolvente. La reaccion concluyd en 24 horas y
se obtuvo un solido color ocre. Debido a la termolabilidad y baja solubilidad de este
compuesto, su purificacién se realiz6 mediante cromatografia en columna, utilizando
acetona como eluyente.

La estructura de este compuesto se confirmé en el espectro de IR, donde se observd una
banda en 1700 cm™ correspondiente al grupo carbonilo de la amida. Ademas en el espectro
de masas generado por la teécnica de FAB, modalidad positiva, se observd el pico
correspondiente al i6n quasimolecular [M+1]" en una relacion m/z 526 (4%) que concordo
con la masa molecular calculada para el compuesto B12.

Al igual que para el compuesto B10, la RMN *H de este compuesto mostré el fenémeno de
atropoisomerismo. Asi, es posible observar en este espectro una sefial duplicada a 4.49 ppm
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con integracion para 2H correspondiente al grupo metileno (-S-CH,-CO-) y una sefial a
3.66 ppm que integrd para tres protones asignables al grupo metilo en la posicién 1 del
bencimidazol y una sefial duplicada a 8.62 ppm con integracién para 1H correspondiente al
proton del anillo de tiazol. En el experimento de NOESY realizado para este compuesto, es
posible observar interaccion entre los protones del anillo naftalénico y un protén del
bencimidazol con los hidrégenos del grupo metilo (Figura 7.3).

Figura 7.3. Ampliacion e interacciones de protones observadas en el experimento de
NOESY realizado al compuesto B12.

7.1.2.5. Obtencion de las 2-tioacetamidas finales B9y B11

Aungue es conocido que la N-monoalquilacion de bencimidazoles no simétricos conduce a
la obtencion de una mezcla de los dos posibles isdbmeros, para la preparacion de B9
decidimos utilizar esta reaccién sobre B7 ya que disponiamos del isomero B10 como
referencia, lo que en principio permitiria (por eliminacién) rastrear su presencia en la
mezcla de reaccion. Efectivamente, cuando se llevé a cabo la reaccion de monometilacion
sobre B7 se obtuvo la mezcla esperada de productos (B9 y B10, ademéas de otros
subproductos minoritarios) siendo el primero el isdmero mas abundante y de menor Rf.

La separacion de los isébmeros se realizd por cromatografia en columna utilizando una
mezcla hexano/acetato de etilo 50:50 como eluyente y el isomero deseado (B9) se comparé
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mediante ccf y punto de fusion con el compuesto B10 resultando diferentes. Por otro lado
los datos espectroscépicos y espectrométricos adquiridos corroboraron su estructura
isomérica como se indica a continuacion.

En el espectro de IR se observa una banda a 1690 cm™ caracteristica del grupo carbonilo de
la amida y en el espectro de masas, generado por la técnica de FAB modalidad positiva,
presentd el pico correspondiente al i6n quasimolecular [M+1]" en una relacion m/z 481
(18%) que concuerda con la masa molecular calculada para este compuesto.

En el espectro de RMN 'H de B9 no se mostré la presencia del fenémeno de
atropoisomerismo, a diferencia de lo observado para el isomero (B10). En este espectro se
observaron sefiales a 3.69 y 4.46 ppm que integraron para 3H y 2H respectivamente,
asignables a los grupos metilo y metileno (N-CH3 y -S-CH,-CO-) y también sefiales entre
6.58 y 8.34 ppm, que por su desplazamiento quimico, constantes de acoplamiento e
integracion fueron asignadas a los protones bencimidazolicos y naftalénicos. Ademas se
observo una sefial amplia a 12.52 ppm con integracién para 1H, intercambiable con D0,
correspondiente al protdn de la amida. Se realizo también el experimento NOESY (Figura
7.4) en el que se observd la interaccion entre los protones del metilo y del metileno, asi
como la interaccion del metilo con un hidrogeno del bencimidazol. Cabe resaltar que no se
encontrd interaccion entre los protones del naftaleno y los del metilo, lo cual indica que la
alquilacién se llevo a cabo en el nitrogeno més alejado de dicho sustituyente.

La formacion preferente del isomero B9 sobre B10 durante la N-metilacion de B7 asi como
la presencia de atropoisomerismo en B10 pero no en B9, de alguna forma sugieren que el
grupo naftalénico a pesar de la distancia, es el causante de dichos efectos. Quizas el grupo
naftalénico se encuentra acomodado sobre el sistema bencimidazélico formando un
complejo tipo w, lo cual lo acercaria al nitrégeno del bencimidazol méas préximo con el
consecuente efecto estérico sobre este centro. A este respecto, un analisis cristalografico de
rayos X de B10 6 B12 podrian ayudar a aclarar este punto.
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Figura 7.4. Ampliacion e interacciones de protones observadas en el experimento de
NOESY realizado al compuesto B9.

Finalmente, se intentd obtener el compuesto B11 mediante una reaccion de N-metilacion
del compuesto B8 de manera similar a como se hizo la conversion B7 - B9 + B10. Sin
embargo, se obtuvo una mezcla resinosa que no fue posible separar. Por tal motivo fueron
modificadas las condiciones de reaccién y se utilizaron distintas bases (K,CO3;, KOH vy
NaH), disolventes (EtOH, Acetona, DMF, CH3CN, glima) y agentes alquilantes (CH3l y
(CH3)2S0,), pero en ninguno de los casos se obtuvo el compuesto esperado debido
principalmente a la inestabilidad quimica del compuesto B8, que mostrd susceptibilidad a
la presencia de cualquier base en el medio de reaccion. Por tal motivo, y de ser necesario,
para su obtencidn debera seguirse una ruta sintética adecuada como se hizo para el caso de
los compuestos B10 y B12.
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7.1.2.6. Sintesis de los precursores 4 y 5 con ayuda de microondas

Los compuestos 4 y 5 se obtuvieron también mediante las reacciones de sustitucion
nucleofilica aromatica entre el a-naftol y la N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (2) y la
4,5-dicloro-2-nitroanilina (3) respectivamente con ayuda de microondas bajo diferentes
condiciones que se resumen en la Tabla 7.2.

Tabla 7.2. Mezclas de reaccion utilizadas en el ensayo en microondas®

procursor | SIS | KiCOs | ot Fégc; o0 | erudo 08)
cl NH, 2.00 2.44 2.25 - 15 51
S NO, 2.02 - 2.20 1.96 - -
3 2.04 2.34 2.21 2.03 - -
a v S| 150 1.76 1.77 - 15 64
ijENozo 1.43 - 1.63 1.93 - -
’ 1.45 1.62 1.55 1.84 - -

# La potencia del equipo de microondas fue de 900 Watts y el tiempo de reaccion en todos
los casos fue de 24 minutos.
® La fase s6lida utilizada fue alimina bésica.

Los mejores resultados para la obtencion de los compuestos 4 y 5 fueron cuando las
reacciones se llevaron a cabo en presencia de disolvente, debido probablemente a que en
este caso el incremento en la temperatura de reaccion aumenta la energia cinética de todas
las moléculas presentes (reactantes y disolvente), lo que incrementa la interaccion entre las
mismas favoreciéndose la ruptura y formacion de los enlaces que generan los compuestos
esperados.

Cuando las reacciones se llevan a cabo en fase solida se restringen los movimientos de las
moléculas, lo que disminuye la interaccién entre los reactantes y por tanto la posibilidad de
reaccion, de manera que bajo condiciones libres de disolvente no hubo formacion
significativa de ningun producto.

También se observd que en los experimentos sin K,CO3; no hubo formacién de producto,
mientras que las muestras que contenian dicha base (ambas adsorbidas en alimina), se
formé una pequefia cantidad del producto esperado sin importar el precursor del que se
partié (2 6 3), lo que es indicio de que es indispensable la abstraccion del proton acido del
o-naftol para la formacion del compuesto esperado.

Finalmente, es importante resaltar que la reaccion para obtener el compuesto 4 dio mejores
resultados (rendimiento y pureza) cuando la sustitucion nucleofilica aromatica se hizo entre
el compuesto 2 y el a-naftol, sequido de hidrolisis; ya que por la otra via, empleando la 4,5-
dicloro-2-nitroanilina (3), se obtuvieron varias impurezas que abatieron el rendimiento de la
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reaccion. Se recordara que el mismo comportamiento se observo en ausencia de radiacion
de microondas, lo que posiblemente signifique que el problema en esta transformacién esta
en el sustrato y no en el método usado.

Finalmente, si bien es cierto que los rendimientos obtenidos con ayuda del microondas
fueron modestos, resultaria prematuro descartar esta técnica en investigaciones futuras, ya
que los experimentos realizados solo fueron de caracter exploratorio y se necesitarian
muchos mas experimentos para llegar a una conclusion valida.
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7.2. PARTE BIOLOGICA

7.2.1. Resultados de la actividad de los compuestos B7-B10 y B12 frente a la enzima TIM

de T. cruzi

La actividad inhibidora de la TIM de las 2-(1H-bencimidazol-2-iltio)acetamidas sustituidas
obtenidas se determinG mediante pruebas de inhibicion de la enzima TIM del protozoario T.
cruzi y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3 Actividad inhibidora de las 2-tioacetamidas sobre la enzima TIM de T. cruzi

% %
Compuesto Inhibicién Compuesto Inhibicién
cTIM cTIM
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Actividad sobre la TIM de T. cruzi (Grafica 7.1)

Todos los compuestos de esta serie presentaron mayor actividad que los compuestos
lideres C1 (Alfa) y C5, siendo el mas activo el compuesto B8 (5.3 veces mas activo
que C1y 9.6 veces mas activo que C5).

# Los compuestos B7, B9, B10 y B12 presentaron actividades inhibidoras de la cTIM
entre 2 y 4 veces superiores a la del compuesto lider C1 y fueron entre 4 y 6.8 veces
mas activos que C5.

Ninguno de los compuestos evaluados presentd mayor actividad que el compuesto
lider C6 sobre la TIM de este parésito. Sin embargo, la actividad que presento el
compuesto B8 fue muy similar.

60 -

40 -

20 -
10 j i
0 L
C1 Cs Co6 B7 B8 B9 B10 B12

%% Inhibiciéon de la ¢cTIM
S

Graéfica 7.1 Porcentaje de inhibicién de las 2-tioacetamidas sintetizadas sobre la cTIM.
De lo anterior resaltan algunas observaciones importantes:

Primero, los compuestos hibridos unidos a través de un enlace tipo tioacetamida en la
posicion 2 del bencimidazol presentaron mejor actividad que el compuesto lider C1, lo que
indica que el aumento de volumen en esta posicion favorece la interaccion entre estos
compuestos y la enzima cTIM.

Al comparar la actividad inhibitoria del compuesto B7 con la de sus derivados metilados,

B9 y B10, se observa que la actividad se incrementa significativamente en B10, cuando el
patron de sustitucion es 1-metil-5-cloro-6-(1-naftiloxi). No obstante, el otro isémero
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estructural en que los sustituyentes naftiloxi y cloro se hayan en posicion 5 y 6
respectivamente, presenté una actividad similar a la del compuesto B7. Lo anterior puede
indicar que el nitrégeno localizado en la posicion 3 del bencimidazol de los compuestos
B10 y B12 puede ser importante en el reconocimiento enzima-ligando ya sea como aceptor
de puentes de hidrégeno o bien mediante interacciones de tipo electrénico que favorecen la
formacion del complejo, por lo que la metilaciéon de dicho nitrégeno produjo una
disminucion en la actividad del compuesto B9 con respecto a su isémero estructural B10.
Este comportamiento puede atribuirse también al atropoisomerismo que presento el
compuesto B10, ya que dicho fendbmeno implica que existen al menos dos arreglos
espaciales en el compuesto, que dependiendo de su acomodo, pueden interaccionar de
distintas formas con la cTIM, lo que pudo contribuir en el aumento de la actividad
observado de este compuesto con respecto a su isdmero B9 en el que no se presento dicho
fendmeno.

Ademas, puede observarse que la sustitucion del anillo de tiazol con un grupo nitro en
posicion 5 incrementd la actividad del compuesto B8 con respecto a su andlogo no nitrado
B7, lo que concuerda con reportes anteriores donde se observa que la presencia del grupo
nitro favorece la actividad antiparasitaria.”*

Por otro lado no se observé que el grupo naftiloxi incremente la actividad inhibitoria
cuando se comparan los compuestos nitrados C6 y B8; en el caso de los no nitrados C5 y
B7, se observd que B7 fue 4 veces mas activo que C5. De los experimentos NOESY de los
compuestos B10 y B12 se puede ver que hay interaccion entre los grupos aromaticos que
conforman a las moléculas lo que puede verse reflejado en la disminucién de la actividad
inhibitoria sobre la enzima.

7.2.2. Comparacion de los resultados de actividad de los compuestos B7-B10 y B12 frente
alaenzima cTIMy los datos de Docking previamente obtenidos

A continuacion se hace una breve comparacion entre los resultados obtenidos de la prueba
bioldgica con la cTIM y los datos obtenidos en el Docking (Tabla 3.3).

#Los resultados obtenidos del Docking indicaron que todos los compuestos serian mas
activos que el compuesto lider C1, lo que se corrobord con los datos de actividad
bioldgica.

#Por otro lado, se esperaba que B8 fuera el menos activo de los compuestos disefiados,
pero dicha premisa resultd falsa ya que este compuesto fue el mas activo de la serie.

Lo anterior puede apreciarse mejor en la Grafica 7.2, que ademas muestra que no existe
una relacion lineal entre las energias calculadas para la interaccion compuesto-enzima y la
actividad inhibidora obtenida experimentalmente. Esto indica que el modelo de interaccion
utilizado para el calculo no es el adecuado y debe realizarse un ajuste considerando factores
adicionales como el atropoisomerismo mostrado por los compuestos B10 y B12. Los
ajustes realizados irdn haciendo poco a poco que los resultados experimentales concuerden
mejor con las energias de interaccion del complejo cTIM-compuesto calculadas y de esta
manera el modelo pueda predecir acertadamente la actividad de derivados de este tipo, con
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lo cual en el futuro se podran disefiar nuevos compuestos con mayores probabilidades de
actividad.

Grafica 7.2. Relacion entre el resultado experimental del porcentaje de inhibicion de los
compuestos evaluados contra la cTIM y de las energias calculadas mediante Docking para
los complejos cTIM-compuestos.
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8. CONCLUSIONES

li&

[

Los compuestos hibridos derivados de los nucleos bencimidazol y tiazol sintetizados
presentaron buena actividad como inhibidores de la TIM del protozoario T. cruzi, lo
que concuerda con la hipétesis planteada.

La presencia del grupo nitro en los compuestos obtenidos no fue un factor
determinante para que se presentara actividad sobre la cTIM; sin embargo, el
compuesto nitrado B8 fue el mas activo de la serie, presentando un porcentaje de
inhibicion del 48%.

La presencia del grupo metilo no contribuyd considerablemente en la actividad
inhibidora de este grupo de compuestos sobre la cTIM.

Se lograron sintetizar cinco de los seis compuestos finales de tipo 2-(1H-
bencimidazol-2-iltio)acetamida mediante una sintesis convergente segln el método de
Turan-Zitouni.

El compuesto final 2-{[6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]Jtio}-N-
(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (B9) se obtuvo mediante una reaccion de metilacion
moderadamente regioselectiva de la 2-{[6-cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-
il]tio}-N-1,3-tiazol-2-il acetamida (B7).

Se optimizo la sintesis de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4) al modificar la
ruta sintética previamente planteada.

Fueron realizadas pruebas de sintesis de los compuestos 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitroanilina (4) y N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitrofenil]acetamida (5) en microondas,
con resultados modestos que sugieren mayores estudios.

El aumento de nucleos aromaticos en las moléculas sintetizadas no mejord su
actividad inhibitoria.

A todos los compuestos puros se les determinaron sus constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas.

El modelo de Docking empleado no predice adecuadamente la actividad que present6
este grupo de compuestos sobre la cTIM, por lo que debe optimizarse.

Debido a las caracteristicas estructurales de este grupo de compuestos puede
considerarse la probabilidad de un mecanismo de accion dual como agentes
tripanocidas en un modelo de evaluacion sobre el parasito, ya que estos compuestos,
tedricamente, pueden tanto inhibir la actividad de la cTIM, como presentar un
mecanismo similar al de otros nitroheterociclos.

Los resultados obtenidos en este trabajo ya forman parte de la base de datos de
derivados bencimidazoélicos evaluados como antiparasitarios, por lo que contribuyen a
que en un futuro se conozcan con precision los parametros que establecen la relacion
estructura-actividad de estos compuestos.
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1. Instrumentacion

# |os puntos de fusién (pf) de los compuestos se determinaron en un aparato marca Biichi
modelo B-540 mediante capilar y no estan corregidos.

= | a evaporacion de los disolventes se realiz6 a presion reducida empleando un
rotaevaporador marca Buchi modelo RE-114, con vacio generado con una bomba marca
GAST modelo 0523-V4F, bafio de agua modelo B-480 y compresora VWR Scientific
modelo 1107.

@ Las reacciones en microondas se llevaron a cabo en un equipo Multiwave Synthos 3000
marca Anton Parr con rotor 64MG5-16, con una potencia de 900 Watts.

# Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotdometro de
transformada de Fourier, marca Perkin ElImer modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro
de potasio (KBr); la posicion de las bandas se informan en cm™

@ Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN *H) se determinaron en
un espectrometro marca VARIAN modelo Unity Inova 300 MHz, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolventes DMSO-dgy CDCl3, y
D,0O para el intercambio de protones unidos a heteroatomos. Los desplazamientos
quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm).

@ Los espectros de masas (EM) se determinaron por las técnicas de cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM) y/o FAB™ en un espectrofotometro de masas
marca JEOL, modelo JMS-SX-102, acoplado a un cromatografo de gases marca Hewlett
Packard modelo 5890 Serie 1.

9.2. Cromatografia

# El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se determinaron por
cromatografia en capa fina (ccf) en placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 Fs4 de
marca Merck. La visualizacién de los compuestos organicos se realiz6 con una lampara
de luz ultravioleta y por exposicion a vapores de yodo.

# Para las cromatografias en columna se empled gel de silice Merck 60 malla 70-230.

# Los sistemas de elucidn utilizados para la cromatografia en capa fina se enlistan en la
siguiente tabla:

Tabla 9.1 Sistemas de elucion utilizados para la ccf

' Sistema | Composicién ' Proporcion
o ' Hexano/CHCIs/AcOEt | 50:35:15
Il | CHCIly/MeOH . 99.5:0.5

" Il | CHCIly/MeOH 9911
IV | CHCIly/MeOH - 90:10
V| CHCIy/MeOH . 955

. VI | Hexano/AcOEt |  85:15

. VIl | CHCly/Acetona | 955
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9.3. Procedimientos experimentales para la sintesis de los precursores y compuestos
finales

9.3.1. N-(3,4-diclorofenil)acetamida (1)

cl
NHz  chcono © NHT(
g 0

Cl Cl

CH,

1
En un vaso de precipitados de 250 mL se colocaron 43.61 g (269.2 mmol) de 3,4-
dicloroanilina, a los cuales se adicionaron 36.2 mL (382.9 mmol) de anhidrido acético.
Durante la adicion se mantuvo la temperatura por debajo de los 60 °C utilizando un bafio de
hielo-agua y agitacion magnética. Después de 10 minutos se formoé un solido blanco y la
ccf mostrd el consumo total de materia prima. A la mezcla de reaccion se agregaron 200
mL de agua helada, se agitd y el solido blanco que precipitd se separ6 por filtracion al
vacio, se lavo repetidas veces con agua y se seco al aire. Se obtuvieron 54.16 g de producto
(98.6% de rendimiento crudo) con un Rf = 0.16 en el sistema I, de los cuales se
recristalizaron 2.03 g de etanol y se obtuvieron 1.78 g de cristales blancos, con un
rendimiento del 86.4% y con un pf de 121.5-122.7 °C. [Lit.>" 121-122 °C].

9.3.2. N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (2)

cl NH CHs
cl NH _CHjs ﬂ/
ﬂ/ H,50,, HNO, N
o)

Cl NO,
Cl

1 2
En un vaso de precipitados de 250 mL, acondicionado con termémetro, embudo de adicion
y agitacion mecanica se disolvieron 49.80 g (244.1 mmol) de 1 en 100 mL de H,SO,
concentrado manteniendo la temperatura por debajo de los 15 °C. La solucidn asi obtenida
se enfrid a 0 °C en un bafio de hielo-sal granular y se le adicionaron, por goteo lento, 12 mL
(286.2 mmol) de HNOj3 concentrado manteniendo la temperatura de la reaccion entre 4-7
°C. Una vez concluida la adicién se mantuvo la agitacion por 30 minutos mas y se
corroboré el consumo total de materia prima por ccf. La mezcla de reaccion se vertio
entonces sobre 500 g de hielo, contenidos en un vaso de precipitados, formandose un sélido
amarillo que se separd por filtracion al vacio y se lavo con agua hasta pH neutro. Se
obtuvieron 55.51 g de producto crudo (91.3% de rendimiento), que mostré por ccf un
compuesto principal con un Rf = 0.38 en el sistema I. El solido se recristalizé de metanol-
agua y se obtuvieron 36.89 g (60.7% de rendimiento) de cristales en forma de hojuelas
color amarillo claro con pf de 124.2-124.7 °C [Lit.>" 123-124 °C].
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9.3.3. 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (3)

Cl NHW(CH3 Cl NH,
> NO
cl NO, EtOH, H,0 cl 2
2 3

En un matraz bola de 3 bocas de 100 mL, adaptado con embudo de adicién, condensador de
reflujo y agitacion magnética, se colocaron 3.46 g (13.9 mmol) de 2 y se disolvieron en 20
mL de etanol a 60 °C. A la solucion se adicionaron con goteo lento 1.02 g (18.2 mmol) de
KOH disueltos en 1.5 mL de agua y la mezcla de reaccién se calentd a reflujo por 25
minutos observandose, por ccf, el consumo total de la materia prima. Se enfrio la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente y se evaporé el etanol a presion reducida. Al producto
obtenido se le adicionaron 15 mL de agua y el s6lido amarillo naranja que se formé se
separ0 por filtracion al vacio, se lavé con agua helada y se seco al aire. Se obtuvieron 2.81
g de producto (97.7% de rendimiento crudo) con un Rf = 0.51 en el sistema Il, que
recristalizados de etanol dieron 2.61 g (90.6% de rendimiento) de cristales amarillos y un pf
de 175.6-176.2 °C [Lit.*" 177-178 °C].

9.3.4. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4). Método 1. A partir de la 4,5-dicloro-2-

nitroanilina (3)
NH, OO
j@i a-naftol, K,CO, o) NH
> 2

Cl

Cl DMF

Cl NO,

3 4
En un matraz bola de 100 mL, acondicionado con agitacion magnética, termémetro, bafio
de aceite y atmosfera de nitrogeno, se mezclaron 1.84 g (8.9 mmol) de 3, 1.73 g (12.0
mmol) de a-naftol, 1.61 g (11.65 mmol) de K,CO3 y 15 mL de DMF. La mezcla se calentd
a 110-113 °C por 4 horas, tiempo en el que se consumié la materia prima. Se enfrio a
temperatura ambiente y se evapor6 la DMF a presién reducida. Se formé un liquido viscoso
al que se le adicionaron 20 mL de agua helada, formandose un solido café oscuro que se
separ0 por filtracion al vacio, se lavd con agua y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 1.98 g
del producto crudo (70.7% de rendimiento) que se disolvieron en metanol y se decoloraron
con carbon activado (5%) y luego se recristalizaron de metanol para dar 1.23 g (44.0% de
rendimiento) de cristales naranjas con un Rf = 0.56 en el sistema Il y un pf de 144.3-145.5
°C. [Lit.*" 145-146 °C].
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9.3.5. N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitrofenil]acetamida (5)

NHT( 3 o-naftol, K,CO,

Cl

P

:@ © DMF © NH}(
Cl NO, 0
NO,

CH,

Cl

2 5
En un matraz bola de 250 mL, acondicionado con agitacion magnética, refrigerante en
posicion de reflujo, atmdsfera de nitrégeno y termometro, se mezclaron 15.20 g (61.0
mmol) de 2, 9.64 g (66.9 mmol) de a-naftol, 10.02 g (72.5 mmol) de K;,CO3 y 70 mL de
DMF anhidra, luego se calentd a 85-90 °C durante 2.5 horas, tiempo en que se observo el
consumo total de materia prima por ccf. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se formd un sélido café que se suspendié en 50 mL de agua fria. El producto se
separ0 por filtracién al vacio, se lavo con agua y se dejé secar al aire. Se obtuvieron 19.83 g
del producto crudo (91.1% de rendimiento) que presento un Rf = 0.58 en el sistema Il. El
producto se recristalizo de acetato de etilo y se obtuvieron 19.02 g (87.4% de rendimiento)
de cristales amarillo canario con pf de 178.1-178.7 °C.

9.3.6. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4). Método 2. A partir de la N-[4-cloro-5-
(1-naftiloxi)-2-nitrofenil]acetamida (5)

KOH, EtOH
) NH CHy ———— O NH,
T
0]
Cl NO, Cl NO,
5 4

En un matraz bola de tres bocas de 250 mL, adaptado con refrigerante en posicion de
reflujo, embudo de adicidn, agitacion magnética y termometro, se mezclaron 17.21 g (48.2
mmol) de 5 en 120 mL de etanol. Se adicionaron por goteo lento 3.51 g (62.6 mmol) de
KOH disueltos en 10 mL de agua, manteniendo una temperatura entre 45-50 °C. Media
hora después de la adicion concluy6 el consumo de materia prima. La mezcla de reaccion
se vertio en un vaso de precipitados con agua fria y se neutraliz6 con HCI al 15%. El solido
formado se separé por filtracion al vacio, se lavd con agua y se seco al aire. Se obtuvieron
14.9 g de producto crudo (98.2% de rendimiento), con una sola mancha en el sistema IlI
(Rf = 0.75), que recristalizados de metanol dieron 13.72 g (90.3% de rendimiento) de
cristales color naranja con pf de 144.9-145.6 °C [Lit.>" 145-146].
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9.3.7. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (6)

SnCl,-2H,0
0 NH, _—° ° O NH,
4 6

En un matraz bola de 250 mL, adaptado con refrigerante en posicion de reflujo, bafio de
aceite, agitacion magnética y atmasfera de nitrégeno, se mezclaron 10.22 g (32.5 mmol) de
4, 36.75 g (162.9 mmol) de cloruro estanoso dihidratado y 100 mL de etanol. Enseguida se
Ilevaron a reflujo por dos horas. Transcurrido este tiempo se observé el consumo total de
materia prima por ccf. La mezcla de reaccion se enfrié en bafio de hielo/agua, se vertio en
un vaso de precipitados y se alcalinizo hasta pH 8 con una solucion saturada de NaOH. La
solucion café que se habia formado inicialmente se torné en una suspension color rosa
claro. Las sales de estafio resultantes se separaron por filtracion al vacio y se concentré el
etanol a presion reducida. Se lavaron las sales de estafio con acetato de etilo hasta que la
solucion fue incolora y los 250 mL de acetato de etilo resultantes se lavaron con una
solucion saturada de NaCl (3 x 80 mL) y se secaron con sulfato de sodio anhidro. El acetato
de etilo se concentro a presion reducida y se obtuvieron 8.34 g (90.1% de rendimiento
crudo) de un aceite café oscuro que en ccf mostré una mancha principal con un Rf = 0.36
en el sistema IV. EI compuesto asi obtenido no se purificd y se utilizo crudo en la siguiente
reaccion.

9.3.8. 5-Cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (7)

CS,, KOH
0 NH, 2 0 N
cl NH, cl ﬂ
6 7

En un matraz bola de 250 mL, adaptado con refrigerante en posicion de reflujo, agitacion
magnética, termometro, embudo de adicion y atmdsfera de nitrogeno, se mezclaron 8.34 g
(29.3 mmol) de 6 y 60 mL de una mezcla de etanol-agua 80:20. Se adicionaron 2.54 g (45.3
mmol) de KOH disueltos en 4 mL de agua y 2.7 mL (44.9 mmol) de disulfuro de carbono.
La mezcla de reaccion se mantuvo entre 65-70 °C durante 2.5 horas, tiempo en el que se
consumio toda la materia prima. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se
vertio sobre 75 mL de agua fria en un vaso de precipitados. Y luego se acidulé a pH 5 con
una solucién de AcOH al 10%. El sélido formado se separ6 por filtracion al vacio, se lavo
repetidas veces con agua y se secO al aire. Se obtuvieron 7.69 g de producto (80.3% de
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rendimiento crudo), con una sola mancha en el sistema IV (Rf = 0.55). El solido obtenido se
decoloré con carbdn activado (5%) en una mezcla CHCIl3/MeOH 80:20. Y después se
recristalizé obteniéndose 7.32 g (Rendimiento del 76.4%) de un solido color crema con un
pf de 266.4-267.6 °C. [Lit.>’ 263-265 °C].

9.3.9. 2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (8)

N
ES\>_NH CICOCH,CI C\>_N\H_\

Cl

8
En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con embudo de adicion, agitacion
magnética y trampa de humedad, se suspendieron 2.03 g (20.3 mmol) de 2-aminotiazol en
9.5 mL de glima anhidra y se adicionaron 1.5 mL (20.7 mmol) de trietilamina anhidra. La
mezcla se enfrio en un bafio de hielo y se le adicionaron 1.7 mL (21.2 mmol) de cloruro de
cloroacetilo con goteo lento. Se dejo agitando por por dos horas en un bafio de agua a
temperatura ambiente y el solido formado se separé por filtracion al vacio. Se lavo
repetidas veces con agua helada y se secé al aire, obteniéndose 2.51 g de producto crudo
(70.0% de rendimiento). Finalmente, el producto crudo se recristalizd de acetonitrilo,
obteniéndose 2.26 g de cristales en forma de agujas blancas con un rendimiento del 63.0%.
Este compuesto presentd un Rf = 0.52 en el sistema V' y pf de 176.3-177.2 °C. [Lit.*® 176.5-
177.7 °C].

9.3.10. 2-{[6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-ilacetamida
(B7)

e

0 N + S >/_\ K,CO, j@[ \>'S
_ =
j@[ \>'SH © Cl Acetona cl \_<
cl N NH

S

H
7 8 B7 k/

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con trampa de humedad y agitacion magnéetica, se
suspendieron 1.02 g (3.1 mmol) de 7 en 5 mL de acetona. Se adicionaron 0.49 g (3.5 mmol)
de K,COg disueltos en 1 mL de agua, y 0.65 g (3.7 mmol) de la cloroacetamida 8 disueltos
en 10 mL de acetona. La mezcla de reaccidon se mantuvo con agitacion magnética a
temperatura ambiente durante 24 horas. Después de este tiempo, se observo el consumo
total de materia prima por ccf y se concentrd la acetona a presion reducida. El aceite café
resultante se suspendio en 10 mL de agua y después de 30 minutos de agitacion se formé
un solido blanco que se separd por filtracion al vacio, se lavo con agua y se seco al aire. Se
obtuvieron 1.32 g de producto (90.6% de rendimiento crudo), el cual mostr6 una mancha
principal de Rf=0.13 en el sistema V. Una muestra de 0.63 g del sélido anterior se purifico
por cromatografia en columna, utilizando gel de silice y acetato de etilo como eluyente. Se
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obtuvieron 0.39 g (56.1% de rendimiento) de un solido blanco con un pf de 132.3-133.0 °C
(funde con descomposicién).

9.3.11. 2-Cloro-N-(5- nitro 1,3-tiazol-2-il)acetamida (9)

N
/E \>‘NH CICOCH,CI /E \>‘NH
TEN . ONT s o>/ \

3

Cl

9
En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con agitacion magnética, embudo
de adicion y trampa de humedad, se mezclaron 5.33 g (36.7 mmol) de 2-amino-5-nitrotiazol
y 25 mL de glima anhidra. La solucién se enfrié en un bafio de hielo y con agitacion
magnética, se adicionaron 2.7 mL (37.7 mmol) de trietilamina anhidra y luego se afiadieron
3.1 mL (38.1 mmol) de cloruro de cloroacetilo, con goteo lento. Se mantuvo la mezcla de
reaccion con agitacion magnética en bafio de agua a temperatura ambiente por 2.5 horas.
Transcurrido este tiempo, se observd mediante analisis en ccf el consumo total de materia
prima. Se vertio la mezcla de reaccidn en un vaso de precipitados y la solucion acida (pH 3)
se neutralizd con K,COs. Se evapor0 la glima a presion reducida y el residuo obtenido se
suspendio en agua helada precipitando un sélido que se separ6 por filtracion al vacio. Se
lavé con agua fria y se secé al aire, obteniéndose 6.97 g de producto (85.7% de rendimiento
crudo), con una sola mancha en el sistema V (Rf = 0.45), que recristalizados de acetonitrilo
dieron 5.62 g (69.1% de rendimiento) de cristales amarillo claro, con un pf de 157.5-158.2
°C. [Lit.*® 157.1-157.9 °C].

9.3.12. 2-{[6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
il)acetamida (B8)

Acetona Cl

: : oI

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con agitacion magnética y trampa de humedad se
suspendieron 1.01 g (3.1 mmol) de 7 en 5.0 mL de acetona y se mezclaron con 0.49 g (3.5
mmol) de K,CO3 disueltos en 1 mL de agua y 0.74 g (3.3 mmol) de la cloroacetamida 9
disueltos en 10 mL de acetona. La mezcla de reaccidén se mantuvo en un bafio de agua a
temperatura ambiente durante 24 horas, observandose el consumo total de materia prima
por en ccf. Se evaporo la acetona a presion reducida y el residuo obtenido se traté con 10
mL de agua fria. El s6lido que precipito, se separd por filtracion al vacio, se lavo con agua
y se seco al aire. Se obtuvo 1.35 g de un sélido café (85.1% de rendimiento crudo), que
mostr6 una mancha principal en el sistema Ill con Rf = 0.63. Una muestra del producto
crudo (0.72 g) se purifico por cromatografia en columna de gel de silice utilizando acetato

A\ NH (0]
(0] N +0; 5>> >_\ K,CO, j@[’\l\%s 1)
T e 0y
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de etilo como eluyente. Se obtuvieron 0.21 g (24.8% de rendimiento) con un pf de 121.4-
122.7 °C (con descomposicion).

9.3.13. N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)-N-metilacetamida (10)

H3(\3
Cl NHT(CH3 Cl N\(CH3
_—
Cl NO, Cl NO,
2 10

En un matraz bola de tres bocas de 250 mL, adaptado con agitacion magnética, termometro
y embudo de adicion, se mezclaron 10.12 g (40.6 mmol) de 2, 5.8 mL (60.9 mmol) de
sulfato de dimetilo y 50 mL de glima. A la mezcla agitada vigorosamente y a 30 °C se
adiciono con goteo lento una solucion de 2.41 g (60.3 mmol) de NaOH al 50% m/v de
agua, de tal forma que la temperatura de la reaccion se mantuviera entre 30-35 °C. Una vez
concluida la adicion, se comprobo el consumo total de la materia prima por ccf y la mezcla
de reaccion se vertio sobre 100 g de hielo-agua en un vaso de precipitados. Se formé un
solido amarillo que se separd por filtracion al vacio, se lavo con agua y se seco al aire. Se
obtuvieron 9.63 g de producto (90.2% de rendimiento crudo) con un Rf = 0.21 en el sistema
I. El producto obtenido se recristalizd de etanol; obteniéndose 8.53 g (79.9% de
rendimiento) de cristales amarillos con pf de 96.9-97.4 °C [Lit.** 96.0-96.5 °C].

9.3.14. 4,5-Dicloro-N-metil-2-nitroanilina (11)

i

ch\:
Cl N CHj Cl NH
:@i \\( HQSO4 conc. :@:
O —_—
cl NO, Cl NO,

10 11
En un vaso de precipitados de 250 mL, adaptado con termometro, bafio de aceite y
agitacion magnética, se colocaron 6.17 g (23.45 mmol) de 10 y 40 mL de acido sulfurico
concentrado y la mezcla de reaccion se calentd a 80-85 °C. Después de 20 minutos se
comprobd la hidrdlisis total de la materia prima mediante ccf. Se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se vertié sobre 100 g de hielo-agua en un vaso de precipitados y el sélido color
naranja que se separo por filtracion al vacio, se lavo con agua hasta pH neutro y se seco al
aire. Se obtuvieron 5.03 g de producto (97.0% de rendimiento crudo) que se recristalizé de
etanol y se obtuvieron 3.92 g (Rendimiento del 75.6%) de cristales en forma de agujas
pequefias color naranja intenso con Rf = 0.63 en el sistema | y con pf 148.4-148.9 °C.
[Lit.% 148 °C].
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9.3.15. 4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (12)

L
:@[ a-naftol, K,CO, X 0 I\IIH

2 DMF

Cl NO,

11 12
En un matraz de bola de 50 mL, adaptado con condensador en posicion de reflujo y
agitacion magnética, bafio de aceite y atmosfera de nitrogeno, se mezclaron 1.93 g (8.7
mmol) de 11, 1.36 g (9.4 mmol) de a-naftol, 1.26 g (9.1 mmol) de K,CO3y 3 mL de DMF.
La mezcla de reaccion se calenté a 80-85 °C durante tres horas, observandose consumo
total de materia prima mediante ccf. Se enfrié a 40 °C y se vertio sobre 10 mL de agua a la
misma temperatura en un vaso de precipitados, manteniendo agitacion constante. El solido
formado se separé por filtracion al vacio, se lavd con agua y se seco al aire. Se obtuvieron
2.59 g de un sélido café (90.5% de rendimiento crudo) con Rf = 0.25 en el sistema VI. El
producto crudo se recristalizé con la mezcla de disolventes etanol-acetato de etilo (80:20);
obteniéndose 1.98 g (69.2% de rendimiento) de un s6lido amarillo con pf de 165.3-166.6
°C. [Lit.®* 167-169 °C].

9.3.16. 4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)fenilen-1,2-diamina (13)

] I HaC ] l HaC
| SnCl,-2H,0 |
0 NH Rl 0 NH
12 13

En un matraz de bola de 250 mL, adaptado con condensador en posicion de reflujo,
atmosfera de nitrégeno y agitacion magnética, se mezclaron 6.31 g (19.2 mmol) de 12,
19.24 g (85.27 mmol) de cloruro estanoso dihidratado y 50 mL de etanol. La mezcla de
reaccion se calentd a reflujo durante 2.5 horas, consumiéndose totalmente la materia prima.
La mezcla de reaccion se enfrié en un bafio de hielo/agua, se verti6 en un vaso de
precipitados y se alcalinizo con una solucion saturada de NaOH hasta pH 8, con lo que la
solucion café inicial se volvié una suspension rosa. El sélido formado se separd por
filtracion al vacio y el filtrado se concentr6 a presion reducida. Las sales de estafio
resultantes se lavaron varias veces con acetato de etilo hasta que la solucion resultante
carecia de color. Los 150 mL de acetato de etilo utilizados para lavar se reunieron y se
lavaron con una solucion saturada de NaCl (3 x 50 mL) y se secaron con sulfato de sodio
anhidro. El disolvente se concentré a presion reducida obteniéndose 5.18 g (90.3% de
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rendimiento crudo) de un aceite color café oscuro con Rf = 0.39 en el sistema IV. El
producto asi obtenido no se purificd y se utiliz6 crudo en la siguiente reaccion.

9.3.17. 5-Cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-naftiloxi)-bencimidazol (14)

3 CS,, KOH CH;
o) NH G o) N
EtOH / H,0
X = e
N
Cl NH, Cl
13 14

En un matraz bola de 250 mL, adaptado con condensador en posicion de reflujo, bafio de
aceite, atmoésfera de nitrégeno y agitacion magnética, se mezclaron 5.18 g (17.3 mmol) de
13 y 50 mL de una mezcla de etanol/agua 80:20. Se adicionaron 1.47 g (26.2 mmol) de
KOH disueltos en 2.0 mL de agua y 1.6 mL (26.6 mmol) de disulfuro de carbono. La
mezcla de reaccion se calento entre 65-75° C durante 2.5 horas, tiempo durante el cual se
observé el consumo total de materia prima mediante ccf. Se enfrié a temperatura ambiente
y se vertié sobre 100 mL de agua fria en un vaso de precipitados, se acidulé a pH entre 4 y
5 con una solucién de AcOH al 10%. El sélido formado se separd por filtracién al vacio, se
lavé repetidas veces con agua y se seco al aire. Se obtuvieron 5.02 g de producto (85.1% de
rendimiento crudo), con una sola mancha en el sistema IV (Rf = 0.61). El producto crudo se
recristaliz6 de EtOH/acetona 50:50 dando 4.46 g (75.6% de rendimiento) de un soélido
blanco con un pf de 272.4-273.8 °C. [Lit.%? 272-273 °C].

9.3.18. 2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-

ilacetamida (B10)
CH;

N
CH [\ NH 0 i
(0] ’\1 3 + 5>> K,CO, jC[N/%S 0
Trpet T A
N

Acetona Cl
NH

P
14 8 B10 \
N

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con agitacion magnética y trampa de humedad, se
disolvieron 0.50 g (1.5 mmol) de 14 en 5 mL de acetona. Se adicionaron 0.33 g (2.4 mmol)
de carbonato de potasio disueltos en 1 mL de agua y 0.42 g (2.4 mmol) de la
cloroacetamida 8 disueltos en 10 mL de acetona. La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas, observandose consumo total de la
materia prima mediante ccf, se elimind el disolvente a presion reducida y el aceite residual
se tratd con 15 mL de agua fria con lo cual precipito un sélido blanquecino que se separo
por filtracion al vacio, se lavo con agua y se seco al aire. Se obtuvieron 0.55 g de un sélido
color beige (76.2% de rendimiento crudo), con una mancha principal de Rf = 0.40 en el
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sistema IV. El solido obtenido se disolvié en 15 mL de DMF fria y se decolord con carbén
activado (5%). El carbdn se separd por filtracion sobre celita y la solucion resultante se
vertio sobre 20 mL de agua, con lo que se formd un sélido que se separd por filtracion al
vacio, se lavd con agua y se secé al aire. Se obtuvieron 0.41 g de un s6lido blanco (56.8%
de rendimiento), con un pf de 229.7-231.3 °C (funde con descomposicion).

9.3.19. 2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-

tiazol-2-il)acetamida (B12)

.0 : a7
CH /E\ NH 0 N

SN R S o1

pPOU L ¢
N

Acetona Cl
NH

s—(
14 9 Bl2 /k/N
0N X

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con agitacion magnética y trampa de humedad, se
disolvieron 1.13 g (3.3 mmol) de 14 en 5 mL de acetona. Se adicionaron 0.63 g (4.6 mmol)
de K,COj3 disueltos en 0.5 mL de agua y 1.01 g (4.6 mmol) de la cloroacetamida 9 disueltos
en 10 mL de acetona. La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente en bafio
de agua y con agitacion magnética durante dos dias. Una vez concluido este tiempo, se
observo el consumo total de materia prima por analisis de ccf. El disolvente se eliminé a
presion reducida y el sélido residual de color ocre, se suspendio en 10 mL de agua. Se
separ0 por filtracion al vacio, se lavd con agua y se seco al aire. Se obtuvieron 1.61 g de un
solido amarillo ocre (92.9% de rendimiento crudo) que en ccf mostré un producto principal
de Rf = 0.61 en el sistema Ill. Una muestra de 0.58 g del producto crudo se purifico por
cromatografia en columna usando gel de silice y acetona como eluyente. Se obtuvieron
0.37 g (59.1% de rendimiento) de un soélido color crema con pf de 223.6-225.1 °C (funde
con descomposicion).
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9.3.20. 2-{[6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-
ilacetamida (B9)

© N © N
ji;[ > S, ji:[ b Vi
cl N cl N <
H NH CH, NH
S S
\ \
QL gL
B7 B9

En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con agitaciébn magnética, trampa
anhidra, termometro y embudo de adicion, se suspendieron 2.72 g (5.8 mmol) de B7 en 5
mL de DMF. Posteriormente se adicionaron 0.97 g (7.02 mmol) de K,CO3 disueltos en 1.0
mL de agua y a la mezcla enfriada en un bafio de hielo, se le agregaron con goteo lento, 0.4
mL (6.41 mmol) de CHjsl, a una temperatura entre 0 y 5 °C. Al término de la adicién del
yoduro de metilo la reaccién se mantuvo a esa temperatura y con agitacion durante 3 horas
mas, consumiéndose totalmente la materia prima. La mezcla de reaccién se vertio sobre 10
mL de agua en un vaso de precipitados con lo que se formo un solido color beige que se
separ6 por filtracion al vacio, se lavd con agua y se sec6 al aire. Se obtuvieron 2.44 g de
producto (87.2% de rendimiento crudo), que mostrdo dos manchas en el sistema VII, la
principal con un Rf = 0.33. Una muestra de 0.32 g de la mezcla se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice utilizando una mezcla hexano/acetato de etilo
50:50 como eluyente. Se obtuvieron 83.3 mg (22.7% de rendimiento) de un sélido blanco
con pf de 193.1-194.5 °C (funde con descomposicion).
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11. APENDICE

11.1. Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos finales sintetizados
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11.2. Constantes fisicas y rendimientos de los precursores sintetizados
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11.3. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de los compuestos finales

Compuesto

Sefiales

Beente

H o)
2-{[6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-
ilacetamida (B7)

Espectro 11 IR (KBr, cm™): 3374, 3171,
3054, 2932, 1686, 1560, 1391, 1324, 1159.
Espectro 12 EM (FABY) m/z: 467 ([M+1]",
100%), 469 ([M+1]" +2, 48%).

Espectro 13 RMN 'H (DMSO-dg) &: 4.364
(s, 2H, S-CH,-CO); 6.622 (d, J, = 5.6 Hz, 1H,
Hen C,’); 7.208 (d, Jo = 3.6 Hz, 1H, Hen Cs
del tiazol); 7.253 (s, 1H, H en Cy); 7.344 (t, Jo
=8.0 Hz, 1H, H en C3’); 7.460 (d, J, = 3.2 Hz,
1H, H en C4 del tiazol); 7.542-7.582 (m, 2H,
Hen Cs’ y Hen C;); 7.602 (d, J, = 6.4 Hz,
1H, H en Cy4’); 7.702 (s, 1H, H en Cy); 7.935-
7.958 (m, 1H, H en Cs’); 8.221-8.244 (m, 1H,
Hen Cg’).

pesaUiel

H o
2-{[6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)acetamida (B8)

NO,

Espectro 18 IR (KBr, cm™): 3255, 3148,
3054, 2909, 1708, 1546, 1354, 1307, 1260,
1232, 1181.

Espectro 19 EM (FABY) m/z: 512 ([M+1]",
21%), 514 ([M+1]" +2, 9%).

Espectro 20 RMN 'H (DMSO-dg) &: 4.446
(s, 2H, S-CH,-C0); 6.625 (d, J, = 7.6 Hz, 1H,
Hen C,’); 7.249 (s, 1H, H en Cy); 7.353 (t, Jo
= 8.0 Hz, 1H, H en C3’); 7.562-7.603 (m, 2H,
Hen Cs’ y HenC;); 7.632 (d, J, = 8.4 Hz,
1H, H en C4’); 7.699 (s, 1H, H en Cy); 7.944-
7.968 (m, 1H, H en Cs’); 8.218-8.242 (m, 1H,
Hen Cg’); 8.619 (s, 1H, H en C, del tiazol).

ZD@[:\%S%NH—(:]

\
CH, o)

2-{[6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-
ilacetamida (B9)

Espectro 25 IR (KBr, cm™): 3430, 2931,
1690, 1576, 1260, 1230.

Espectro 26 EM (FAB") m/z: 481 ([M+1]",
18%), 483 ([M+1]" +2, 8%).

Espectro 27 RMN 'H (DMSO-dg) &: 3.694
(s, 3H, N-CHj3); 4.464 (s, 2H, S-CH,-CO);
6.590 (d, J, = 7.2 Hz, 1H, H en C,’); 7.252 (d,
Jo = 3.6 Hz, 1H, H en Cs del tiazol); 7.364 (t,
Jo =8.0Hz, 1H, Hen C3’); 7.510 (d, J, = 3.6
Hz, 1H, H en C, del tiazol); 7.597-7.630 (m,
4H,Hen C,’,Hen Cs’, Hen C;” y H en Cy);
7.787 (s, 1H, H en Cy); 7.971-7.994 (m, 1H, H
en Cs’); 8.317-8.341 (m, 1H, H en Cg);
12.517 (sa, 1H, int. D,O, NH-CO).
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ZKI:)_S%NH{]

(0]
2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol-2-il]tio}-N-1,3-tiazol-2-
ilacetamida (B10)

Espectro 32 IR (KBr, cm™): 3408, 2919,
1692, 1582, 1365, 1392, 1174.

Espectro 33 EM (FABY) m/z: 481 ([M+1]",
15%), 483 ([M+1]" +2, 8%).

Espectro 34 RMN 'H (DMSO-dg) &: 3.658
(s, 3H, N-CHjy); 4.414 (s, 2H, S-CH,-CO);
6.547-6.807 (m,1H, H en C;’); 6.915 (dd, J, =
8.8 Hz, Jn = 2.0 Hz, 1H, H en C,’); 7.214 (t,
Jo = 3.6 Hz, 1H, H en C3’); 7.310-7.380 (m,
1H, H en Cs del tiazol); 7.463-7.644 (m, 4H,
Hen C4 del tiazol, Hen C¢’, Hen C;” y Hen
C4); 7.756 (s, 1H, H en Cy); 7.936-7.959 (m,
1H, Hen C5’); 8.190-8.310 (m, 1H, H en Cg’).

:KI:/*M““{H

(0]
2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)acetamida (B12)

NO,

Espectro 38 IR (KBr, cm™): 3407, 3096,
2931, 2731, 1700, 1561, 1348, 1307, 1232,
1175.

Espectro 39 EM (FAB") m/z: 526 ([M+1]",
3.5%), 528 ([M+1]" +2, 1.5%).

Espectro 40 RMN 'H (DMSO-dg) §: 3.663
(s, 3H, N-CHj3); 4.487 (s, 2H, S-CH,-CO);
6.543-6.803 (m,1H, H en C,’); 6.905 (dd, J, =
8.4 Hz, J, = 2.0, 1H, H en C,’); 7.309-7.399
(m, 1H, H en C3’); 7.501 (d, 1H, H en C,);
7.563-7.643 (m, 2H, H en C¢” y H en C7’);
7.732 (s, 1H, H en C;); 7.934-7.958 (m, 1H, H
en Cs’); 8.183-8.301 (m, 1H, H en Cg’); 8.624
(d, 1H, H en Cs del tiazol)
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11.4. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los precursores sintetizados

Compuesto

Sefiales

(OR : NH,
Cl NO,
4

4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitroanilina (4)

Espectro 1 IR (KBr, cm™): 3464, 3344, 3050-2925,
1632, 1561, 1317, 1230.

Espectro 2 EM (GC) m/z: 314 (M*, 88%), 316 (M"
+2, 26%).

Espectro 3 RMN *H (DMSO-dg) &: 6.211 (s, 1H, H
en Cg); 7.359 (d, J, = 7.6 Hz, 1H, H en C’); 7.412
(sa, 2H, int. D,O, NHy); 7.553-7.626 (m, 3H, H en
Cs’,HenCg’ yHen C7’); 7.777 (d, J, = 8.0 Hz, 1H,
H en C4’); 7.918 (d, J, = 8.4 Hz, 1H, H en Cs’);
8.048 (d, J, =8.8 Hz, 1H, H en Cg’); 8.170 (s, 1H, H
en Cs).

0 NH T(
I
Cl NO,
5
N-[4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitrofenil]acetamida (5)

Espectro 6 IR (KBr, cm™): 3344, 3126-3053, 1720,
1579, 1335, 1267.

Espectro 7 EM (GC) m/z: 356 (M*, 100%), 358
(M* +2, 32%).

Espectro 8 RMN 'H (DMSO-dg) &: 2.478 (s, 3H,
CO-CHjy); 7.067 (s, 1H, Hen Cg); 7.341 (dd, J, = 7.6
Hz, Jn = 0.8 Hz, 1H, H en C,’); 7.552-7.635 (m, 3H,
HenC3’,Hen Cs’ y Hen C;); 7.828 (d, J, = 8.4
Hz, 1H, Hen Cy’); 7.918 (d, J, = 8.4 Hz, 1H, H en
Cs’); 8.052 (d, Jo = 7.2 Hz, 1H, H en Cg’); 8.291 (s,
1H, H en C3); 10.175 (sa, 1H, int. D,O, NH).

pess

Cl
7
5-Cloro-2-mercapto-6-(1-
naftiloxi)-1H-bencimidazol (7)

IR (KBr, cm™): 3053, 2600, 2000-1660, 1229.

EM (CG) m/z: 326 (M* 100%), 328 (M" +2, 49%),
291 ([M* -35], 63%)

RMN 'H (DMSO-dg) &: 4.501 (sa, 2H, int. D,O,
NH y SH); 6.912 (s, 1H, H en C,); 6.420 (s, 1H, H
en C7); 6.634-8.284 (m, 7H, H en naftaleno).

[N\>\NH
s o>/.\\

Cl
8

2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-
il)acetamida

IR (KBr, cm™): 3185, 2949, 2733, 1703, 1585,
1166.

EM (GC) m/z: 176 (M*, 45%), 178 (M* +2, 15%).
RMN 'H (DMSO-ds) &: 4.447 (s, 2H, CO-CH,-Cl);
7.201 (d, Jo = 3.6 Hz, IH en C,); 7.473 (d, J, = 3. 6
Hz, 1H en Cs); 11.366 (sa, 1H, int. D,O, NH).
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N
I%ﬁ

IR (KBr, cm™): 3148, 2941, 2717, 1694, 1556,
1493, 1351, 1177.
EM (GC) miz: 221 (M", 34%), 223 (M* +2, 13%).

. cl RMN 'H (DMSO-ds) &: 4.566 (s, 2H, CO-CH,-Cl);
2-Cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2- 8.446 (s, 1H, H en C,); 11.466 (sa, 1H, int. D,0O,
il)acetamida NH-CO).
CHj

|
o NH
CI: i :N02
11

4,5-Dicloro-N-metil-2-
nitroanilina (11)

IR (KBr, cm™): 3400, 3080, 1620, 1580, 1520,
1485, 1380.

EM (GC) m/z: 221 (M*, 34%), 223 (M* +2, 25%).
RMN 'H (DMSO-dg) &: 2.981 (s, 3H, N-CHs);
6.884 (s, 1H, H en Cg); 8.053 (s, 1H, H en Cy);
11.895 (sa, 1H, int. D,O, NH-CH3).

.
0. : NH

12
4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-
nitroanilina (12)

IR (KBr, cm™): 3380, 1640, 1570, 1500, 1230.

EM (GC) m/z: 329 (M*, 100%), 331 (M" +2, 35%).
RMN 'H (DMSO-dg) &: 2.534 (s, 3H, NH-CHs);
6.057 (s, 1H, H en Cg); 7.124-8.014 (m, 7H, H en
naftaleno); 8.335 (s, 1H, H en C3); 11.501 (sa, 1H,
int. D.0O, NH-CHg).

cHs
o N
P
N

cl
14

5-Cloro-2-mercapto-1-metil-6-(1-
naftiloxi)-bencimidazol (14)

IR (KBr, cm™): 3130, 3036, 2940, 2758, 1596,
1576, 1498, 1274.

EM (IE) m/z: 341 (M", 100%), 343 (M" +2, 43%)).
RMN *H (DMSO-dg) &: 3.587 (s, 3H, N-CHs):
6.502-8.931 (m, 7H, H en naftaleno); 7.349 (s, 1H,
Hen Cy); 7.415 (s, 1H, H en C,); 12.453 (sa, 1H, int.
D0, SH).
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OT2816_1#1-4 RT: 0.00-0.71 AV: 4 NL: 1.03E6
T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

1004 55
3 74

467

90

80% |

367

Cl

469

466

Relative Abundance

369

470
471

370

391

gl

603 722
") p

780 826

1111

liali u6§3
! T

e i
f t

fie
500

sl
Tt

400

T
600
m/z

700 800

100

200 300

2 791]’:37 936
L ——
900

93 1010
(— L B

1100

[
1000 1200

0OT2816_1 #1-4 RT: 0.00-0.71 AV: 4 NL: 1.01E6
T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

1005 55

74

57

154
101

136

83
95

Relative Abundance

138
91 107
109 127

121

155
139

165
167 199 209 227 239 959 271

100 150 200 250

m/z

367

369
366

341
355

307
309

290

306 340
291 -

370 391

300 350 400

OT2816_1 #1-4 RT: 0.00-0.71 AV: 4 NL: 1.03E6
T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

1007 467

90

805

469

466

Relative Abundance

470

427 433

a71
483 509 552 578 60! 663 679

780 792 826 852

898 932 933 936 984 997

450

R AT A TR \‘3 5319 Lyl 722 736

L s e B I B B B

500 550 600 650 700 750
m/z

o

400

800

900 950 1000

Espectro 12. EM (FAB") 2-{[6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-ilJtio}-N-1,3-

tiazol-2-ilacetamida (B7)
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nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (B8)
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Espectro 26. EM (FAB") 2-{[6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-
N-1,3-tiazol-2-ilacetamida (B9)
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Espectro 33. EM (FAB®) 2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-
N-1,3-tiazol-2-ilacetamida (B10)

100



APENDICE

(019) epiwelsoe|i-g-10zen-g'T-N-{on[|1-z-10zepiwiousg-HT-(1X0|1yeu-T)-9-[18W-T-040|D-G]}-2 H; NINY ‘7€ 04108ds3

& s 5% e 59 LI
1 1 1

e 5B Ll 14 rm

EYT  WEL BT UM

R —

[0

-

A .

-

A 1:

N P

7N

L]
|

1

2
|
|

SR —

101



APENDICE

LP9—
9¥ReT

L
LEe-—

LIwg
E'III!"!“—-H:
9=
B

SO
il e
el
[1a

m'l“ll-_
SEEETY,
fhei—=
EFE'I:::E
IJ’E'LJ'
TV,
IRi+
eI
[fafiig
i
abai—
515!:_,:

L
'I'H'.'.'""-

SEGLA,
THy -
ES L~
G5

102

©
) S
=
5| — S
+—
| B (5]
(&)
S
[
©
o
L —t " —
—— [—‘Eﬂl - 7
i = = by
-
=2
L P ————— 1
."H.I :=—-—:_I 1_er ’E?
] =,
| —_—
[
©
N
©
- S
£
| <
‘"n. = _.—__ A B (<5
= — ]—sg 0 3
i I
—
: S = N
e e . 3
™y T——— [l S
b —_—— — o —
X _h__-'-_l | =
| <
= = —-_—'—_1 —en| o
— i B LIO
— —— —_
e ——— L =
T= e =
R .~ — == i | g
y —_— . -
by I E— —ﬁ: ]—.I..'.[I &
|-
! | S
i (@)
- —| Fesul] b,
-
' - &
1
| =S
| ] i §
. ——— ol
h -, o
| =
Ne)
‘B
c
. <
o
>
Ll
"-\h :'-___—_h-_ | Lfs
— \ 0
| |openr o
-
S, = =
| ™ g
| n
L

(B10)




APENDICE

fwdd) oy

(019) Epiwelsde|I-z-|0Zen-¢'T-N-{on[|1-z-|ozepiwiousg-HT-(1X0[14eu-T)-9-|138W-T-040]D-5]}-¢ ASTON "9€ 0410ads3

[iiisi | 1
o 1 4 E k -} 9 £ B b m n | El rl
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Fin
1
1
114
ol
o
= .a% E

Lo ...M.. .r. s -
] I g == -

& - .
o]
&

i = —
L .FH
] et ® —
- ' e -

£ = r L
L L
1 ]
H

P = ._-_ T -l_| T —.‘.ll_.-.!.. . _v._.FI]m
HM

103



-

APENDICE

(o19)
eplwelsoe|i-z-10zen-¢'1-N-{on[|1-z-j0zepiwiousg-Ht-(1xo114eu-T)-9-|118W-T-040|0-G]}- ASION ugisuedx3 /¢ oa10ads3

5E (3 5k s 5% e L3-S (O 51 [a: 3 i3 56 ool

e
BB

e -

B z m

& H

. - -
-

-

- - el

=] = -
L
Bl
-

104



-

APENDICE

(z1Q)

epILIeI9TE(|I-Z-|0ZeN-€ T-0411U-5)-N-{on[|1-z-|0ZepiwIousg-HT-(IX0|Jeu-1)-9-NeW-T-040|0-61}-z (4GM) dI '8 04199ds3

0°00F

]

[-uro
0001 00<T

— 1 S—

0002

000¢

d

0°000F

LLTLL
OF S6L

m.m.:m
| SE688

i.m; :.___. f | ._ {]

i

s.a}_

LF'8PEl

952621

66{E9F T
L 1s°zErT

L6wLI] - ozEstl
_ i
_ L._ Ell pericet

|

896051 9L'6691

(| i

_ _1 A

|

Al

i |
!
|

(-

?._n_ _ VB_NG_ ,_
! [/

x ,_,j\ N'o

-
S
BN

/)

o 8

© Wt

00
S
ot
‘ o
—7 | g1
N
)

[

EH) _ 0T
€T
" 0f
3
" or

B

| I%
Fos

£33
“09
59
"L

EL
T IELT
| rLogee F o8
|25 150€ i
I _H 91'960€ <8

! _ PO°LOFE

? L/ " 06
ﬁc_\\ // "6

|

~ 0001

105



APENDICE

0T2819_1#1-2 RT: 0.00-0.24 AV: 2 NL: 1.33E6
T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

1005
90;
80;

70-

60%

50

Relative Abundance

154

74
137

136

155

165 167 227
193 ‘

257

307
289

8 347 361

Cl

391

392 429 491 492

347 381 5% 527 550 604 606 664 669 707

200

100 150 250

300

T
350 400 550 600 650 700

m/z

450 500

0T2819_

1#1-2 RT: 0.00-0.24 AV: 2 NL: 1.60E6

T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

Relative Abundance
(J'I?HH?H\\g\\\\$\\\\%HH%HH%HH?‘HH%HH$HH$

=

55

57
154
74

137
69

136

165 167

227

209

307
289

228H 257 273 H290 “3087 313 ‘34‘17 - 392 429 445 460
iy Ll s TR ' ;
LI

100

150

200

LI R st B By B B B B R B
250 300 350
m/z

450

0T2819

1#1-2 RT: 0.00-0.24 AV: 2 NL: 1.60E6

T: + ¢ FAB Full ms [ 49.50-1200.50]

Relative Abundance

2NN wow A~ g

U‘-‘\HS\H\U‘"\HS\H\({‘\\\S\HH"\HSH\H"\HSH

[

0.5

492 526

527
525

604

260 491

1 s68 486

493

503

509

528
524

529 534

552

550 578

580 602 606

699
jl ‘ H\ Ly HHM

0.0
4

6
El “ \‘ \M\
T

60 480

512
‘ ‘Mu |
T

520

540

T
560 580 600

m/z

620 640 6 680 700

Espectro 39. EM (FAB®) 2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-
N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (B12)
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Espectro 41. Expansion RMN *H 2-{[5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]tio}-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
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