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1.-RESUMEN

En el siguiente trabajo de investigacion se propuso la sintesis de una serie de derivados
del tipo acido-2-aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico 25a-25k, y la evaluacion in vitro de la
potencial actividad antichagasica de los mismos frente a una cepa de tripanosoma.

El proceso sintético abarcé tres pasos lineales, donde el primero involucro la formacién
del intermediario 2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo 23, después de dos etapas se
obtuvo el amino-tiol deseado, acido 4-amino-3-mercaptobenzoico 24. Este ultimo se
acoplé mediante una reaccion de condensacion con diversos benzaldehidos metoxilados
y nitrados, en nitrobenceno como solvente y agente oxidante, bajo reflujo por 12 h para
generar los derivados finales 25a-25k. Los compuestos obtenidos fueron purificados
mediante cristalizacion y lavados con diversos solventes.

Todos los compuestos fueron caracterizados por métodos espectroscopicos como IR,
RMN'H y RMN?3C.

La evaluacién de la posible actividad antichagasica se realizé de acuerdo a protocolos
reportados in vitro mediante el ensayo de MTT, obteniéndose que los compuestos 25a y
25b, fueron activos, con una ICs5=54.46 pM y 1C50=51.92 uM respectivamente,
destacandose el compuesto 25b con una actividad por encima del compuesto BZ.



2.- INTRODUCCION.

El esfuerzo durante los ultimos afos de diversas ramas de la ciencia ha permitido el
estudio y la comprension de la composicion quimica de compuestos importantes
presentes en animales, plantas y minerales con caracteristicas medicinales para el ser
humano, permitiendo de esta manera identificar, aislar, sintetizar y desarrollar una gran
cantidad de compuestos quimicos, muchos de los cuales, tienen el propésito de mantener
la salud de animales y humanos. El esfuerzo por lograr este objetivo ha sido un gran
impulso en los ultimos tiempos para los quimicos, quimicos medicinales, farmacéuticos,
bidlogos y médicos para investigar y desarrollar farmacos que posean actividad biolégica
representativa, para la cura de enfermedades que han marcado la vida de tantos seres

humanos.

Una de estas enfermedades es la tripanosomiasis americana, conocida en el ser
humano como enfermedad de Chagas, y esta es considerada como el tercer
padecimiento infeccioso/parasitario mas frecuente en Latinoamérica. La Organizacién
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) reporta que la enfermedad de
Chagas afecta entre 16-18 millones de personas y ademas que 100 millones, es decir

el 25% de la poblacién de América Latina, estd en riesgo de adquirirla 2,

Esta es una enfermedad potencialmente mortal, la cual es causada por el parasito

protozoo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que se transmite a los seres humanos

principalmente por las heces de un insecto triatomineo conocido en Venezuela como el

chipo. La infeccién también se puede transmitir mediante transfusidon de sangre,

transmision congénita (donde la madre infecta a su hijo) y érganos donados, aunque

estos modos de transmision son menos frecuentes.

Los sintomas pueden ser fiebre, dolor de cabeza, agrandamiento de ganglios linfaticos,
palidez, dolores musculares, dificultad para respirar, hinchazon y dolor abdominal o
toracico en la fase aguda y trastornos cardiacos y alteraciones digestivas (tipicamente,

agrandamiento del eséfago o del colon), neuroldgicas o mixtas en la fase cronica. Con el



paso de los afnos, la infeccién puede causar muerte subita o insuficiencia cardiaca por la

destruccién progresiva del musculo cardiaco [,

Esta enfermedad se caracteriza por ser del medio rural tropical en América Latina, donde
es un grave problema de salud publica por su caracter de evolucién crénica. El parasito
fue descrito por primera vez en 1909 por Carlos Chagas en Brasil, y en 1919 Tejera-
Paris realiza la comprobacién parasitoldgica de la enfermedad en Venezuela, tanto en
el vector como en el humano 231,

En Venezuela Afiez y col. ¥, reportaron un 11% de seropositividad a Trypanosoma cruzi
en cerca de 4.000 muestras analizadas en 75 localidades endémicas de 10 estados del
territorio nacional, siendo el 8,5% de éstas pertenecientes a nifios entre 0 a 10 afios.
Estudios realizados en los estados centro-occidentales y nor-orientales han mostrado
prevalencias entre el 11,2% y 16,3%, con una distribucién por estados de: 12,6% a 30,8%
en Cojedes; 22,8% a 25,7% en Barinas; 11% a 23,8% en Trujillo; 19,4% en Portuguesa,
7,3% a 14% en Mérida; 7,8% en Yaracuy; 1,5% a 2,9% en Falcon, detectandose un
2,08% de casos agudos entre los seropositivos .  Asimismo, al analizar pacientes
referidos a centros de salud con diagnostico presuntivo de enfermedad de Chagas, se
apreciaron frecuencias entre 44,6% y 64,8% de casos agudos también entre los
seropositivos. En el periodo enero 2006 marzo 2007, fueron detectados un total de 9
casos agudos provenientes de los estados Barinas: 7 y Trujillo: 2, de los cuales 2 (22,2%)
resultaron casos fatales.

Por lo general, estos insectos viven en las grietas y huecos de las paredes y los tejados
de las casas mal construidas en las zonas rurales y suburbanas. Normalmente
permanecen ocultos durante el dia y por la noche entran en actividad alimentandose de
sangre humana.

En general, pican en una zona expuesta de la piel, como la cara, y defecan cerca de la
picadura. Los parasitos penetran en el organismo cuando la persona picada se frota
instintivamente y empuja las heces o la orina hacia la picadura, los 0jos, la boca o alguna

lesion cutanea abierta 61,



T. cruzi también se puede transmitir:

por alimentos contaminados con el parasito; por ejemplo, por el contacto con heces u
orina de triatomineo;

por la transfusion de sangre infectada;

por la transmision de la madre infectada a su hijo durante el embarazo o el parto;

por el trasplante de 6rganos provenientes de una persona infectada.

La enfermedad es endémica en 21 paises de Latinoamérica (Figura 1), incrementandose
el nimero de afectados también en zonas no endémicas, que incluyen paises
desarrollados como Australia, Canada, Japon, Espafa y los Estados Unidos, esto debido

al alto indice de migracién de individuos latinos afectados con la enfermedad [,

M /onas endémicas e 7z
Zonas no endémicas

Figura 1.- Distribucion de la enfermedad de Chagas en el mundo (Modificado) [,

2.1.- TRYPANOSOMA CRUZ|.

El Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario hemoflagelado perteneciente al orden



de los quinetoplastidos, familia Tryponosamatidae, género Trypanosoma, subgénero
Schizotrypanum y grupo Stercoraria & 9. Tal y como se aprecia en la (figura 2).

El género Trypanosoma incluye otras especies causantes de importantes enfermedades
humanas y animales como Trypanosoma brucei, cuyas subespecies T. brucei
rhodesiense y T. brucei gambiense causan la tripanosomiasis humana africana o
enfermedad del suefio. Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum y Trypanosoma
equinum causan importantes enfermedades en animales 19,

El género Trypanosoma fue dividido en dos grupos en funcion del comportamiento del
parasito en el insecto vector. Por un lado, el grupo Stercoraria, que incluye a los
tripanosomas que sufren su desarrollo en el intestino del insecto vector y las formas
infectantes son liberadas junto a las heces. A este grupo pertenece T. cruziy T. lewisi. El
segundo grupo se denomind Salivaria, que incluye todos aquellos tripanosomas que
inicialmente se desarrollan en el tubo digestivo y posteriormente atraviesan el epitelio
digestivo y ocupan las glandulas salivales. Las formas infectantes son inoculadas con la
saliva tras la picadura. A este grupo pertenecen T. brucei, T. congolense y T. rangeli.
Debido a la gran complejidad en el comportamiento bioldgico de los tripanosomatidos del
género Trypanosoma se crearon subgéneros. T. cruzi pertenece al subgénero
Schizotrypanum, donde estan incluidos otros tripanosomas como T. dionisii, T.

vespertilionis y T. myoti. Todos se caracterizan por presentar un ciclo de vida similar 11,

Figura 2.- T. cruzi en el torrente sanguineo visto con microscopia electronica [



2.1.1.- MORFOLOGIA.

Las poblaciones de T. cruzi circulan en la naturaleza entre el insecto vector y los
reservorios mamiferos, incluido el hombre. A lo largo de su ciclo vital sufren alteraciones
morfologicas y bioquimicas para adaptarse al medio en el que se encuentran. Las
diferentes morfologias que adquiere T. cruzi se clasifican en funcién de su aspecto
general, de la manera en que el flagelo emerge del cuerpo celular y de la posicion relativa
de dos importantes estructuras celulares: el nucleo y el kinetoplasto (identificadas como
1y 2 enlaFigura 2). Asi, como se muestra en la Figura 2, T. cruzi adquiere 3 morfologias
diferentes principales durante su ciclo de vida:

—_
010mm

Figura 3.- Morfologias de T. cruzi, a) Forma amastigote; b) Forma epimastigote; ¢) Forma

tripomastigote. 1: kinetoplasto; 2: Ntcleo; 3: Flagelo 8],

Amastigote: Se trata de una forma esférica u ovalada de unas 2 um de diametro. Posee
un nucleo voluminoso y un kinetoplasto del que nace un flagelo corto que no sale al
exterior. Es la forma reproductiva en el interior de las células mamiferas.

Epimastigote: En esta fase T. cruzi adquiere una morfologia fusiforme y una longitud de
unas 20 um. El nucleo es grande y el kinetoplasto se situa delante o al nivel del nacleo.
A partir de él nace una membrana ondulante corta que acaba en un flagelo libre. Presenta
una elevada movilidad. Es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los vectores

invertebrados y en medios de cultivo.



Tripomastigote: Presenta una morfologia fusiforme y mide aproximadamente 20 um de
longitud. Presenta un gran nucleo central vesiculado y un kinetoplasto subterminal
posterior al nucleo. Del kinetoplasto surge una membrana ondulante que recorre todo el
cuerpo del parasito y emerge como un flagelo libre en la parte anterior del cuerpo. En
funcién del tejido que colonicen se distingue entre:

-Tripomastigote sanguineo: Es la forma que aparece en la sangre de los vertebrados
infectados. Es capaz de infectar células y no puede replicarse.

-Tripomastigote metaciclico: Es la forma que aparece en la luz intestinal y
posteriormente en las heces del insecto vector y es la que se transmite al hospedador

vertebrado [8l,
2.1.2.- CICLO DE VIDA.

El ciclo bioldgico del parésito se inicia cuando un triatomino se alimenta de la sangre
de un mamifero infectado que contiene tripomastigotes circulantes; éstos pasan a los
intestinos del triatomino, se transforman en epimastigotes, se multiplican por fision
binaria longitudinal y a los pocos dias se encuentran como tripomastigotes
metaciclicos en la porcion distal del intestino del insecto. Cuando el vector infectado
se alimenta, puede ingerir varias veces su peso corporal en sangre y defecar sobre la
piel o mucosas del mamifero; de esta manera deposita junto con su excremento
tripomastigotes metaciclicos infectantes. Cuando el insecto arrastra con sus patas la
materia fecal, se introducen los tripomastigotes metaciclicos por la laceracion inducida
por la proboscide del insecto al alimentarse; también es posible que el mismo
hospedador se infecte a si mismo al llevar las eyecciones a la piel, hacia alguna mucosa
0 a la conjuntiva ocular.

Los tripomastigotes metaciclicos, una vez dentro del mamifero y después de pasar la
barrera de la piel, mucosas o0 conjuntiva ocular se introducen en las células del tejido
celular cercano al sitio de penetracion, en donde se transforman en amastigotes.
Ahi se multiplican por fisidbn binaria y alcanzan la circulacion sanguinea cuando su

elevado numero causa la muerte y destruccion de la célula infectada; también se ha



demostrado su diferencia intracelular a la forma de tripomastigote, y se ha sugerido
su salida de la célula sin causarle dafio inmediato.

Después de llegar al torrente sanguineo, los amastigotes pueden infectar nuevas células
o transformarse rapidamente en tripomastigotes sanguineos y diseminarse por via
hematdgena por todo el organismo, en donde pueden invadir casi cualquier célula. El
ciclo biolégico se completa cuando un triatomino se alimenta de un mamifero
infectado y adquiere al parasito [, La infeccion de T. cruzi persiste en el organismo

humano durante toda la vida 22,

A continuacion se presenta (figura 4) una imagen ilustrativa del ciclo de vida del

Trypanosoma cruzi:

Figura 4.- Ciclo de vida del Trypanosoma Cruzi 3],

2.1.3.- PATOGENESIS.

Una vez que el parasito penetra las células circundantes al sitio de la infeccion, y
completa uno o varios ciclos de replicaciéon intracelular, pasa al torrente sanguineo en
donde puede alcanzar diversas células del hospedero, como las del bazo, higado, y

musculo cardiaco. También puede establecer un primer sitio de contacto con



macrofagos y fagocitarse. ElI T. cruzi evade este primer contacto con la respuesta
inmunitaria, escapa de la vacuola fagocitica y se replica en el citoplasma de los
macréfagos. La resistencia a la infeccibn por parte del hospedador puede ser de
varios tipos. La respuesta celular estd mediada por macréfagos activados y por neutrofilos
y eosindfilos a través de anticuerpos. La reaccion humoral incluye la lisis del parasito a
través de la activacion de la via alterna de la cascada del complemento mediada por
inmunoglobulinas del tipo 1gG. Sin embargo, la fase de tripomastigote del paréasito
presenta un sistema enzimatico membranal capaz de contrarrestar esta respuesta e
inhibir la convertasa de Cszsi no se satura. Se han descrito factores de resistencia a la
infeccion propios del hospedador, como son los niveles séricos de hierro, que
pueden tener implicaciones en la virulencia de las cepas, y la presencia de
lipoproteinas de alta densidad, que pueden interferir con el proceso de infeccion.

Se han propuesto diversas teorias para explicar la patogénesis de las lesiones en la
enfermedad de Chagas. La teoria de la persistencia del parasito (teoria de dafio directo),
postula que las lesiones podrian ser una consecuencia directa de la ruptura mecéanica
de la célula del hospedador parasitada y su subsiguiente inflamacién. La teoria
autoinmune atribuye las lesiones chagéasicas al rechazo de las células libres de
pardasitos por los linfocitos del hospedero. La teoria neurogénica asume que el dafio
del parésito se observa principalmente en las células del sistema parasimpatico que

inerva los 6rganos afectados 811,

2.2.- MANIFESTACIONES CLINICAS.

En cuanto a las manifestaciones clinicas observadas durante la enfermedad de Chagas,
es importante destacar que estas dependeran de multiples factores. Estos factores se

pueden dividir en:

-Factores parasitarios, como la cantidad de parasitos en su forma infectiva

(tripomastigotes) inoculados en el momento de la infeccion y el linaje genético al que



pertenezca el parasito, el cual, le aportara una mayor o0 menor virulencia y una mayor
tendencia por unos 6rganos que por otros.

-Factores de la persona infectada, como su estado nutricional, edad y el estado de su
sistema inmunolégico, el cual puede estar afectado por la presencia de otras
enfermedades como el SIDA o por la toma de medicamentos inmunosupresores 14,

Las principales manifestaciones clinicas en las diferentes etapas de la enfermedad
serian:

Fase Aguda: En la mayoria de los individuos, con independencia del mecanismo de
transmision, la fase aguda de la enfermedad es generalmente asintomatica, hecho que
seguramente se deba a la baja carga parasitaria. Cuando existe una sintomatologia, ésta
incluye sintomas generales e inespecificos como fiebre, dolor de cabeza, dolores
musculares, somnolencia, calambres, diarrea, problemas respiratorios y edema, que
muchas veces son tratados como un proceso febril comin sin la sospecha de
Enfermedad de Chagas. Ademas puede aparecer un agrandamiento del higado, bazo y
ganglios linfaticos y en el caso de la transmision vectorial, los signos tipicos en la zona
de entrada del parésito a través de la piel (chagoma) o a través de la membrana mucosa
ocular (signo de romafa, Figura 5). En el electrocardiograma pueden verse taquicardia
sinusal, bloqueo atrioventricular de primer grado, etc. Una radiografia de torax puede
mostrar cardiomegalia en diferentes grados. En nifios infectados congénitamente, los
sintomas méas comunes que pueden aparecer desde el nacimiento 0 unas semanas
después del parto, incluyen un bajo tono muscular, fiebre, hepatoesplenomegalia y
anemia. Otras manifestaciones observadas incluyen nacimientos prematuros y bajo peso
al nacer. Manifestaciones mas serias como miocarditis, meningoencefalitis y neumonitis
son poco comunes pero presentan un alto riesgo de muerte asociado en pacientes con

inmunosupresion o en nifios menores de 6 afios 15161,
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Figura 5.- Signo de romaria [°!

Fase crdnica: La evolucion clinica de la fase cronica de la Enfermedad de Chagas puede
oscilar entre la ausencia de signos y sintomas de enfermedad (forma indeterminada)
hasta una enfermedad severa y una muerte prematura (forma determinada). Las
manifestaciones clinicas de esta fase estan relacionadas con el compromiso patologico
del corazén, esofago, colon o una combinacién de ambos, y se agrupan en tres formas

principales: cardiaca, digestiva y cardiodigestiva.

La forma digestiva se observa casi exclusivamente en paises al sur de la cuenca del
Amazonas (principalmente Argentina, Brasil, Chile y Bolivia). Esta distribucion geogréfica
se debe a la distribuciobn de las diferentes cepas parasitarias. La disfuncion
gastrointestinal (principalmente mega-eséfago, megacolon o ambos) se desarrolla en
aproximadamente el 10-15% de los pacientes infectados cronicamente. El mega-eso6fago
causa disfagia con odinofagia, combinado con dolor epigéastrico, regurgitacion, una
excesiva segregacion de saliva, y una malnutricion en los casos mas severos. El
megacolon a menudo afecta al segmento sigmoideo, al recto o al colon descendente, 0
una combinacion, y produce un estrefiimiento prolongado, una hinchazén abdominal, y
ocasionalmente obstruccion del intestino grueso debido a fecaloma o vélvulo sigmoideo
(Figura 6). Los pacientes con mega-eséfago poseen una mayor probabilidad de sufrir

cancer de esofago 171,
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Corazon normal Corazon agrandado debido Megacolon
a la cardiomiopatia l N

Figura 6.- Manifestaciones clinicas cardiacas y digestivas durante la fase crénica de la

enfermedad de Chagas 7],
La forma cardiaca es la manifestacibon méas grave y frecuente de la enfermedad de
Chagas croénica. Se desarrolla en el 20-30% de los individuos y tipicamente produce
anormalidades del sistema de conduccion eléctrica, bradiarritmias y taquiarritmias,
aneurismas apicales, fallos cardiacos, tromboembolismo y puede provocar muerte subita.
Las anormalidades mas comunes observadas en el ECG incluyen bloqueo de la rama
derecha y bloque fascicular anterior izquierdo. La muerte subita es la principal causa de
muerte en pacientes con EC, provocando cerca de los 2/3 de las muertes por Chagas.
Le sigue el fallo cardiaco refractario (25-30%) y el tromboembolismo (10-15%). La muerte
subita puede aparecer en pacientes asintomaticos y esta asociada con una taquicardia
ventricular y fibrilacion o mas raramente, con un bloqueo atrioventricular completo (Figura
6) (171,

Individuos con SIDA o en tratamiento con inmunosupresores pueden experimentar una
exacerbacion de la fase cronica de la infeccion, que conlleva un incremento de la
parasitemia y de la replicacion intracelular del parasito. Fiebre, miocarditis, paniculitis y

lesiones en la piel son comunes en pacientes infectados tras un trasplante de un 6rgano

12



0 médula 6sea, mientras que en pacientes con SIDA las manifestaciones mas comunes

son la meningoencefalitis y lesiones del sistema nervioso central.
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2.3.- TRATAMIENTO.

A pesar de haber transcurrido mas de cien afios desde la definicion de la enfermedad por
el Dr. Carlos Chagas (1909), todavia no se dispone de una vacuna ni de una

quimioterapia eficaz para todas las formas clinicas de la enfermedad.

Dos farmacos (nifurtimox y benznidazol), fueron introducidos a finales de 1970 y son

tripanocidas contra las formas de tripomastigote y amastigote de T. cruzi [1819],

4 )
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Figura 7.- Farmacos utilizados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

En la actualidad, estos dos derivados de nitroheterociclos poseen un uso clinico
aceptado, nifurtimox (Nfx, Lampit®, Bayer) y benznidazole (Bnz, Rochagan®, Radanil®,
Roche), mostrados en la Figura 7. En el caso del benznidazol, Roche transfiri6 el proceso
de fabricacién al Laboratorio Farmaceutico del Estado de Pernambuco (LEFEPE) debido
a los problemas para satisfacer la demanda de medicamento entre la poblacion. Ambos
farmacos no estan aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) [20-21],

La actividad anti-T. cruzi de ambos farmacos fue descubierta empiricamente hace mas
de cinco décadas y remplazaron a nitrofuranos anteriormente utilizados como la
furadantina, la nitrofurazona y la furaltadona, menos activos como agentes tripanocidas.

La estructura de los mismos se aprecia en la Figura 8.
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La efectividad de estos farmacos, es mejor para las formas extracelulares de
T. cruzi presentes en la fase aguda, que para las intracelulares que causan la

enfermedad cronica 18!

L
,f e

Mitrofurazona

Furaltadona

Figura 8.- Nitrofuranos antichagéasicos.

2.3.1.- MECANISMO DE ACCION.

La accion tripanocida del nifurtimox (Nif); un nitrofurano, proviene de su capacidad de
sufrir una reduccién parcial del anién radical nitro seguido de una autooxidacién para
regenerar en nitrofurano y formar el radical superéxido y otras especies de oxigeno
reactivas, como peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo. La enzima tripanosomal
responsable de la reduccion proxima inicial no ha sido definida, pero se implica a la
tripanotion reductasa. Esta reaccion no solo resulta en la formacion de productos
electrofilicos, sino que también bloquea la reduccién de la forma disulfuro del
tripanotion a su forma biol6égicamente activa ditiol. Ademas, el T. cruzi parece ser
deficiente en defensas enzimaticas contra las especies reactivas de oxigeno. La

reaccion de los radicales libres con las macromoléculas celulares dana las células, lo
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cual incluye en ello peroxidacion de lipidos y dafio de la membrana, inactivacion de
enzimas, dafio al DNA y mutagénesis. El nifurtimox también puede dafar los tejidos

de mamiferos, por formacion de radicales y ciclos redox.

El mecanismo de accion del benznidazol (Benz); un nitroimidazol, necesita igualmente
de la transferencia de un electrén, que ocurre en la célula. Después de lo anterior,
los radicales anionicos nitro generados forman enlaces covalentes u otras
interacciones de intermediarios de la nitrorreduccion con componentes del parasito, o
uniéndose a DNA, lipidos y proteinas, lo cual culmina en el dafio que destruye los

parasitos [14.19]
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2.3.2- EFECTOS ADVERSOS.

Los efectos toxicos de

los nitrgcompuestos y de nifurtimox y benznidazol

en

particular, se producen por los metabolitos generados durante la nitrorreduccion, los

cuales son producidos por una reaccién enzimatica en el

grupo nitro generando

radicales como nitroanion (RNO™ ) e hidronitroxido (RNHO®) para nifurtimox y

benznidazol, respectivamente [1218l, E| proceso general nitrorreductivo de ambos

compuestos se muestra en la figura 9.

Nitrocompuesio Radical Conpuesto Radical Hidroxil Amina
niireanion nitrose Hidronitrixide amina
¢ . B € !;I . & 2¢
RNO, 7—» RNO; —» RNO —3 (R-NO) > RNHOH ;rmz
\ " /lil'\ "
o o o 0
Radical anién Radical anién
superoxido superoxido

Figura 9.- Posibles Vvias

metabdlicas nitrorreductivas

para  nifurtimox vy

benznidazol. La nitrorreduccion de ambos compuestos resulta en la activacion,
en lugar de su detoxificacion. Modificado 181,

La toxicidad del farmaco afecta al parasito y también a cualquier otra célula del cuerpo
humano. La reduccién del grupo nitro aumenta el potencial mutagénico debido a que los
radicales libres se unen a las dobles cadenas de DNA. Por los problemas con la
toxicidad, el farmaco preferido es el benznidazol. Ambos aminoran la parasitemia, la

morbilidad y la mortalidad causadas por la enfermedad aguda de Chagas [*°l.
Los efectos colaterales mas frecuentes con el tratamiento con nifurtimox son anorexia,

pérdida de peso, alteraciones psiquicas, excitabilidad o suefio, manifestaciones

digestivas como nausea, vomito, ocasionalmente codlicos intestinales y diarrea. Las
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reacciones adversas con benznidazol se pueden clasificar en tres grupos:

1) sintomas de hipersensibilidad, dermatitis con erupciones cutaneas, fiebre
generalizada, linfadenopatia, dolor muscular y articular; 2) depresion de médula ésea,
puarpura trombocitopénica y agrunolocitosis, la manifestacion mas severa; y 3)
polineuropatias, parestesia y polineuritis de nervios periféricos 22,

El uso de nitroderivados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas aguda ha tenido
limitado éxito. Los resultados de diversas investigaciones sugieren que el tratamiento
con farmacos de nitroderivados no previenen el inicio de lesiones en los 6rganos
afectados. Sin embargo, el empleo de estos farmacos para el tratamiento de las

infecciones cronicas disminuye los sintomas clinicos [ %3,

2.4.- POSIBLES BLANCOS TERAPEUTICOS.

Los farmacos disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, nifurtimox
y benznidazol, cuya actividad anti-T. cruzi se descubrié empiricamente, tienen marcada
diferencia en la eficacia en sus dos fases y frecuentemente presentan efectos colaterales
fatales, por lo que resulta necesario el desarrollo de farmacos efectivos y especificos para
el tratamiento de ambas fases de esta enfermedad 2% Los avances en el estudio de la
bioguimica béasica de T. cruzi han permitido la identificacién de posibles blancos para la

quimioterapia antichagésica, entre los que se incluyen:

2.4.1.- INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DEL ERGOSTEROL.

T. cruzi requiere, para su viabilidad celular y proliferacion en sus diferentes estadios
vitales, de esteroles enddgenos especificos que forman parte de su membrana celular.
El principal esterol presente en T. cruzi es el ergosterol. El parasito no es capaz de utilizar
los esteroles producidos por células mamiferas, como el colesterol, por lo que debe
sintetizar sus propios esteroles a través de una ruta que presenta diferencias con
respecto a la mamifera. Por lo tanto, la ruta de biosintesis del ergosterol, que implica a
un elevado nimero de enzimas, es una diana adecuada y especifica para el disefio de

moléculas activas. Existen inhibidores de la biosintesis del ergosterol comercialmente

18



disponibles para el tratamiento de otras infecciones, como ketoconazol, itraconazol o
terbinafina. Estos derivados de imidazol no poseen suficiente potencia como para
eliminar al parasito de animales o humanos infectados cronicamente. Sin embargo, en
los ultimos afios nuevos derivados del triazol han demostrado (en modelos de ratén), ser
potentes inhibidores selectivos de una de las enzimas de la ruta biosintética del
ergosterol.[?>27], Algunos ejemplos son D0870 (Zenca Pharmaceuticals), posaconazol
(SCH 56592, Schering-Plough Research Institute) y Tak-187 (Takeda Chemical
Company) (Figura 10).
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Figura 10.- Algunos triazoles inhibidores de la sintesis del ergosterol como potenciales

agentes antichagasicos. Modificado (28],
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2.4.2.- INHIBICION DEL METABOLISMO DEL PIROFOSFATO.

Los tripanosoméatidos poseen unos organulos celulares especificos, denominados
acidocalcisomas, que se encargan del almacenamiento de polifosfatos de cadena corta,
como el pirofosfato, y cationes divalentes como calcio y magnesio. El pirofosfato esta
involucrado en la respuesta de T. cruzi al estrés ambiental, en la osmoregulacion y en la
transduccion de energia. La captacion y liberacion de calcio a través de la membrana del
acidocalcisoma esta regulada por diferentes mecanismos que incluyen una Ca?*-ATPasa,
un intercambiador de Na*/H*, bombas de H* dependientes de ATP y pirofosfatasas 2.
Los bisfosfonatos (utilizados en el tratamiento de la osteoporosis, Figura 11), son
analogos metabdlicamente inertes del pirofosfato, que se han ensayado en ratones ya
gue se acumulan en el acidocalcisoma del parasito, y pueden inhibir la accion de enzimas
involucradas en el metabolismo del pirofosfato como la farnesil pirofosfato sintasa
(FPPS), la escualeno sintasa o pirofosfatasas de bombas de protones.

Se realizaron ensayos con N-alquil-bisfosfonatos, analogos del pirofosfato, que eran
utilizados en el tratamiento de trastornos de resorcion 6sea y que se sabia que inhibian
especificamente la FPPS. Mostraron una alta selectividad tanto in vitro como in vivo frente
a T. cruzi. Sin embargo, ensayos en ratones utilizando risedronato, un farmaco inhibidor
de la FPPS utilizado para la desorcion dsea, no produjo curacién. Esto lleva a considerar
a estos compuestos utilizados en la osteorporosis como lideres para el disefio de nuevos
compuestos activos frente a T. cruzi 30311,

20



a) b) c)
0 0 0
HO. i)"OH HO. {)I,OH | HO. g,ou
mOH HZN\/\|/OH /\/\/.\'\/\I/OH
~Z P P P
N~ HO” Il "OH HO” I OH HO” I OH
0 0 0

Figura 11.- Estructura de bisfosfonatos con actividad especifica frente a T. cruzi. a)
risedronato; b) pamidronato; c) ibandronato.

2.4.3.- INHIBIDORES DE LA CRUZIPAINA.

La cruzipaina o cruzaina es la principal cisteina proteasa de T. cruzi. Se localiza
principalmente en los lisosomas y su concentracion en mas elevada en la forma
epimastigote del parasito. La cruzipaina actia principalmente en la digestion de
proteinas, tanto exdgenas como enddgenas, en los lisosomas, en la proteccion contra la
respuesta inmune del hospedador y en el proceso de invasion de la célula mamifera por
parte de la forma tripomastigote. También participa en las etapas de diferenciacion del
ciclo vital del parasito. Estas importantes funciones la convierten en una diana perfecta

para el disefio de nuevos compuestos anti-T. cruzi.

Existen inhibidores selectivos de esta proteasa que bloquean la proliferacion de
epimastigotes extracelulares y amastigotes intracelulares y ademas son capaces de
detener, in vitro, el ciclo vital del parasito en el punto en el que los epimastigotes se
transforman en tripomastigotes metaciclicos. De esta forma, se obtuvieron buenos
resultados en modelos de raton, donde se observé una importante reduccién de la

parasitemia y un fuerte aumento del tiempo de supervivencia 2432,

En 2002, el instituto One World Health y el National Institutes of Health de Estados Unidos
de Norte América, iniciaron el desarrollo de la vinilsulfona K777 (Figura 12) como nuevo
tratamiento antichagasico 3334, Sin embargo, en 2005 el desarrollo se tuvo que detener
ya que se detectd hepatotoxicidad y su sintesis era muy complicada como para llevar a

cabo un escalado. Actualmente K777 sigue siendo estudiado por el National Institute of
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Allergy and Infectious Diseases (NIAID, www.niaid.nih.gov) y se esta planteando el

escalado y estudios en fase clinica | en humanos.

En los dltimos afios se han identificado nuevas moléculas con grupos tiosemicarbazona

con actividad inhibitoria frente a cruzipaina.

Recientemente, han sido identificadas una serie de nuevas quinoxalinas-N-
acilhidrazonas inhibidoras de cruzipaina pero que todavia estan en los primeros pasos

de desarrollo. 33
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Figura 12.- Estructura del K777.

2.4.4.- INHIBIDORES DE LA SINTESIS Y EL METABOLISMO DE LA TRIPANOTIONA.
Otra ruta bioquimica especifica identificada en protozoos quinetoplastidos es la sintesis
y el metabolismo redox de la tripanotiona (N1,Ns-bis (glutationil)-espermidina). La
tripanotiona cumple funciones similares a las del glutation de mamiferos ya que participa
en reacciones redox dependientes de NADPH para regular el balance tiol-redox y
enfrentarse a especies reactivas de oxigeno. Las enzimas involucradas en esta ruta
representan una diana terapéutica muy interesante y muchos grupos de investigacion
estan trabajando sobre ellas %371, La estructura tridimensional de enzimas como
tripanotiona reductasa y tripanotiona sintasa ha sido determinada por cristalografia de

rayos X [38],
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En los dltimos afios se han identificado muchos grupos de moléculas inhibidoras de

tripanotiona reductasa que han resultado activas in vitro, sin embargo, muy pocos

estudios demuestran actividad selectiva in vivo. Esto ocurre por ejemplo con la tioridazina

(Figura 13), que muestra inhibicion de tripanotiona reductasa y actividad tripanocida in

vitro, pero en modelos in vivo no mostro ningun tipo de cura parasitologica.

Otro ejemplo es el clomipramine (Novartis) (Figura 13), un antidepresivo triciclico con

actividad inhibitoria sobre tripanotiona reductasa y calmodulina. Es efectivo en cuanto al

aumento de supervivencia y prevencion

de dafos miocardicos en modelos de ratén, sin

embargo, el mecanismo molecular de accién no esta claro por lo que no se puede concluir

gue se deba a una inhibicién especifica de la tripanotiona reductasa.
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Figura 13.- Tioridazina y Clomipramine,

inhibidores del metabolismo de la tripanotiona.
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2.4.5.- INHIBIDORES DE LA CAPTACION DE PURINAS.

Los parasitos tripanosomatidos son incapaces de sintetizar purinas de novo, por lo tanto,
deben captarlas del medio donde se encuentren, ya sea el medio de cultivo o el
hospedador. Una vez captadas las incorporan al metabolismo de sus acidos nucleicos.
En esta ruta metabdlica se ha conseguido identificar y validar una diana terapéutica, la
enzima hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HGPRT). El farmaco mas estudiado
como inhibidor de esta via es el allopurinol (Figura 14), usado desde hace muchos afios
para el tratamiento de la gota. En tripanosomatidos el allopurinol actia a modo de analogo
de purinas, el cual es incorporado por la HGPRT al ADN del parasito, causando una
interrupcion de la sintesis de ARN y proteinas 36, Se demostrd la actividad del allopurinol
en modelos de raton en fase aguda de la enfermedad, mostrando diferente
susceptibilidad por parte de diferentes cepas de T. cruzi. Sin embargo, los ensayos en
humanos no han demostrado los efectos terapéuticos del allopurinol. A raiz de la
obtencion de la estructura cristalina de la enzima HGPRT se disefiaron nuevos
inhibidores de la enzima pero que no dieron ningun tipo de actividad en ensayos sobre

amastigotes intracelulares en un cultivo de macrofagos de raton.
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Figura 14.- Estructura del allopurinol.

24



2.4.6.- INHIBIDORES DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANS-SIALIDASA.

La trans-sialidasa (TS) es una enzima que se encuentra en la superficie celular de T. cruzi
que tiene un papel determinante en la patogenicidad del parasito. Su funcion es la de
catalizar la transferencia de las glicocoproteinas y glicolipidos presentes en circulacion y
en los tejidos del hospedador hacia mucinas aceptoras en la superficie del parasito en
estado tripomastigote. Dado que la TS cumple un papel fundamental en el ciclo de vida
del parasito y es una proteina especifica de la familia Tripanosomatidae, se trata de una
diana terapéutica de gran interés para el desarrollo de nuevas quimioterapias e
inmunoterapias 9. Fruto de este interés han sido identificados numerosos inhibidores de
la trans-sialidasa de T. cruzi [40-42],

2.5. -NUEVAS PROPUESTAS EN LA SINTESIS DE ANTICHAGASICOS.

En la bdsqueda de nuevos compuestos para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas, se han identificado diversos grupos de farmacos con actividad contra T.
cruzi, dentro de los cuales se puede mencionar a los alquilisofosfolipidos (alps),
derivados de tiazidina, diamidinas aromaéticas, dinitroanilinas, derivados nitroimidazoles,
dialquilaminas, derivados de indazol I,

Sin embargo, es importante destacar que existe un tipo de molécula organica
heterociclica como lo es el caso de los benzotiazoles 21, que han dado resultados
importantes en el descubrimiento de nuevos agentes antichagasicos 3. Nuestro grupo
de investigacion ha sintetizado esta familia de compuestos obteniéndose resultados
importantes y amplia gama de actividad bioldgica ante diversas patologias, no s6lo como
antichagasicos, sino también como antitumoral, anticonvulsivo, antagonista del calcio,

antibacterial y tranquilizante 51,
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R: Diversos nitroimidazoles.

21

Tomando en consideracion la estructura de esta familia de compuestos y basandonos en
las modificaciones moleculares que surgen a partir de la sintesis planificada como una
estrategia quimico-medicinal eficaz en el disefio de farmacos, se llevo a cabo la
modificacion, modificando los sustituyentes en posicion 2 del benzotiazol (grupo amino
unido al grupo R), por grupos arilo-metoxis y nitro sustituidos, con el propadsito de evaluar,
como este tipo de sustituyentes modulan el potencial antichagasico en dichos
compuestos. Por tal motivo se propuso la sintesis de una serie de derivados de 2-
arilbenzotiazol con el fin de que estos compuestos fueran evaluados in vitro contra una

cepa de Trypanosoma, agente causante del mal de Chagas.
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3.- REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1.- ANTECEDENTES.

En 2013 Papadopoulou y col. 3], reportaron la sintesis y evaluacion de la actividad
tripanocida in vitro de una serie de derivados de benzotiazoles con el fin de evaluar
su potencial en contra del parasito Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de
Chagas. La sintesis de los compuestos se basé en la reaccidn de sustitucion
nucledfilica aromética entre los respectivos 2-Cloro-1,3-benzotiazol con las
respectivas nitro (triazol/imidazol) alquilaminas, con buenos rendimientos. Las
condiciones de reaccién que utilizaron fueron el 1-propanol como medio de reaccion
bajo reflujo por un tiempo entre 16 a 24 h. De los compuestos que preparo el equipo
de investigacién, casi todos presentaron actividad biol6gica de moderada a alta
(tomando como criterio un Clso < 0.5 yM y otros catalogados como moderadamente
activos (Clso = < 0.5-6.0 uyM), sin embargo se destacaron los compuestos 1y 2 siendo
activos y selectivos en contra del parasito Trypanosoma cruzi, y presentando un Cl so

=0.059 pM y 0.142 pM, respectivamente.

Cl
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En 2015 Bhausaheb y col. [*4, llevaron a cabo la sintesis y evaluacién de la actividad
antifngica de una serie de derivados de benzotiazoles. Inicialmente al 2-
aminobenzotiazol lo convirtieron en los derivados sustituidos en la posicion 6 del 2-
aminobenzotiazol mediante una reaccién de nitracién y bromacion para formar el 6-
nitro-2-aminobenzotiazol y el 6-bromo-2-aminobenzotiazol respectivamente. Los
derivados fueron tratados posteriormente con cloruro de cloroacetilo para formar los
derivados de cloroacetamido del benzotiazol. Los productos los trataron con diversas
aminas aromaticas y heterociclicas formandose finalmente los compuestos del tipo 3
y 4. El equipo observé que de los compuestos sintetizados, aquellos que poseian
grupos atractores de densidad electrénica como los grupos nitro (-NOz2) en posicion 6
y —Cl o —F en posicion 3 de la amina aromética, presentaron actividad moderada como

antifangico, en comparacion con los otros compuestos sintetizados.

N N
\>—NHCOCH2NH-R \ NHCOCH,NH-R
s R s

3 4

Ra1= Br, NO2.
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Presentando como sustituyentes R los compuestos siguientes:

\> cl

Cl

F cl F
R (3) R (4)

En 2012 Caputo y col. 9] sintetizaron y evaluaron la actividad biolégica como
anticancer de dos grupos de derivados de benzotiazoles conteniendo en el carbono 2
un grupo arilamida o arilurea. La sintesis de los derivados, la llevo a cabo para los
compuestos unidos a la amida mediante la conjugacién de benzotiazoles 2-amino-6-
sustituidos, soportando en los carbonos 7 u 8 diversos cloruros de acilo, esto en
condiciones basicas. En cuanto a los compuestos unidos a la urea, estos fueron
obtenidos mediante la reaccién de las anilinas respectivas con diversos aril-
isocianatos en diclorometano seco a temperatura ambiente. Los 6-sustituidos-2-
aminobenzotiazoles fueron a su vez, obtenidos a partir del comercialmente disponible
p-metoxi o p-trifluorometoxianilina. Los compuestos de tipo 5 fueron seleccionados y
evaluados in vitro como anticancer a través de un ensayo con lineas celulares de
tumor humano. Los compuestos 6 y 7 presentaron actividad anticAncer

representativa, especialmente el compuesto 7. Cabe destacar que todos los
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compuestos fueron sometidos a un ensayo preliminar in vitro como potencial inhibidor
de la enzima activadora de ubiquitina (E1), sin obtenerse actividad biolégica relevante

en este ensayo.

(@]
S \>7NH
/>7NH
N
R,R
Ri1: OCHs, OCFs3; R2: 4-F, 2-F, 4-OCHgs, 4-CN; Rs: H, 6F.

o]

F,CO
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En 2013 Catalano y col. 48], hicieron referencia a la sintesis y caracterizacion de una
serie de derivados de 6-sustituidos-2-aminobenzotiazoles y su evaluacion in vitro
como potenciales agentes antimicrobianos. La sintesis la llevaron a cabo, haciendo
reaccionar alcoholes arilicos y alquilicos con 4-nitrofenol bajo condiciones de
Mitsubonu, para generar los derivados nitrados, los cuales fueron reducidos mediante
hidrogenacion catalitica posteriormente para generar las respectivas anilinas.
Respecto a los derivados 2-aminobenzotiazoles, estos fueron obtenidos via
tiocianacion de las respectivas anilinas. En esta reaccion el tiocinato de amonio y el
bromo se utilizaron para generar el tiocianogeno in situ. Casi todos los compuestos
presentaron buena actividad antifungica, evaluados en contra de las especies
Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida tropicalis con valores de
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 4-8 mg/mL. En particular, los compuestos
8yo9.
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En 2009 Franchini y col. I, reportaron la sintesis y evaluacion de la potencial
actividad antimicrobiana de una serie de derivados de 2-mercapto-1,3-benzotiazoles.
La sintesis de estos ultimos la llevaron a cabo haciendo reaccionar las respectivas
anilinas con etil xantato de potasio en DMF obteniendo los 6-sustituidos-2-tiol-1,3-
benzotiazoles. Estos ultimos fueron tratados con bromuro de bencilo y K2COs
obteniéndose los derivados de los 6-sustituidos-2-benciltio-1,3-benzotiazoles con
buenos rendimientos. Para identificar los compuestos con perfil antimicrobiano, los
evaluaron in vitro ante diversas bacterias del tipo Gram positivo y Gram negativo,
donde los compuestos 10 y 11 mostraron actividad antimicrobiana representativa con
valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) de 3.12 pg/mL contra el

Staphylococcus aureus y 25 Ig/mL contra el Escherichia coli.
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En 2012 Shiy col. 8 |levaron a cabo la sintesis y evaluacién in vitro como potencial
agente anticancer de una seria de derivados del benzotiazol-2-tiol. La sintesis la
llevaron a cabo inicialmente haciendo reaccionar aminas comercialmente disponibles
con el cloruro de 2-cloroacetilo en presencia de carbonato de potasio como base y
usando como medio de reaccion diclorometano para generar los primeros
intermediarios. Estos los hicieron reaccionar posteriormente con el 6-
aminobenzotiazol-2-tiol y trietlamina usando como medio THF bajo reflujo,
formandose los segundos intermediarios. Estos ultimos, finalmente reaccionaron con
el cloruro de 3-cloropropilo, bromuro de 2-bromoacetilo, cloruro de 2-cloroacetilo y
cloruro de 2-metoxibenzoilo usando como base trietilamina formandose los productos
finales de tipo 12. Los compuestos sintetizados los evaluaron frente diversas lineas
celulares de diferentes tipos de cancer, mostrando una actividad inhibitoria potente el
compuesto 13, con un Clso= 44 nM en la linea celular SKRB-3, en la SW620 un Clso
=4.3nM, enla A549 un Clso = 44 nM) y en la HepG2 un Clso = 48 nM y se encontro

gue este compuesto induce apoptosis en las células cancerigenas HepG2.
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R1: bencil, 2-piridinil, 5-cloro-2- piridinil, 5-bromo-2-piridinil, 5-metil-2- piridinil, 3- piridinil,

2-cloro-4- piridinil, 2-cloro-4-metil-3- piridinil, 2 pirimidinil- 2 tiazolil.

R2: Bromoetil, cloroetil, 2-metoxifenil, clorometil.
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En 2014 Verma y col. 9 sintetizaron y caracterizaron una serie de derivados de
benzotiazoles con el fin de evaluar su potencial actividad antiinflamatoria y analgésica.
En el primer paso de la sintesis, llevaron a cabo la preparacion del intermediario N-
(2-aminobenzold]tiazol-6-il) acetamida partiendo de la p-aminoacetalida en presencia
de tiocianato de potasio en medio acido (acido acético) y una solucion de bromo con
agitacion durante 2h. Una vez formado el intermediario N-(2-aminobenzo[d]tiazol-6-il)
acetamida, procedieron a la sintesis de las bases de Schiff, compuestos tipo 14,
haciendo reaccionar el intermediario anteriormente mencionado con diversos
aldehidos aromaticos sustituidos mediante una reaccién de condensacion, esto en
medio acido (a4cido acético) por 10 h. Por otro lado, llevaron a cabo la sintesis de
derivados del tipo Acido 2-(6-aminobenzo[d]tiazol-2-ilcarbamoil) benzoico haciendo
reaccionar el intermediario N-(2-aminobenzo[d]tiazol-6-il) acetamida con anhidrido
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ftalico para asi formar el producto final 15. De los derivados sintetizados, este altimo
15, presentd un porcentaje representativo de actividad bioldgica (un porcentaje de
actividad analgésica del 75.34%), comparandose con la aspirina, que presento un
porcentaje de 84,33%. Por otro lado, presentd un porcentaje de actividad
antiinflamatoria de 70,5% comparandose con el 76,92% que presentd el

acetaminofen.

PP s

R: p-Cloro, p-Metoxi, 3-Nitro, p-Metil.

14
N
O
H N
H3C/\NH S //
(@]
O ——
OH
15

En 2011 Wang y col. Y%, llevaron a cabo la sintesis y caracterizacion de una serie de
derivados del benzotiazol-2-tiol y su evaluacién in vitro como antitumoral. La sintesis
de los primeros intermediarios 16, la llevaron a cabo usando cloruro de 2-cloroacetilo,

K2COsy usando como medio de reaccion el diclorometano bajo reflujo por 4h. Este
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producto en un segundo paso reaccion6 con el 5-amino-1,3-benzotiazol-2-tiol en
acetona, K2COs bajo relujo, formandose el segundo intermediario 17. El dltimo paso
dio lugar a los productos finales 18, éstos se formaron por la reaccion de los
intermediarios 17 con cloruro de benzoilo/ cloruro de 4-clorobenzoilo, cloruro de 2-
metoxibenzoilo/ cloruro de 2-nitrobenzoilo y cloruro de acetilo/ cloruro de 2-
cloroacetilo, esto usando como base NaHCOs y como medio de reaccion
diclorometano por 4-26 h a temperatura ambiente. De los derivados preparados, el
compuesto 19 y 20 presentaron buena actividad antitumoral frente a diversas lineas
celulares de cancer humano, con valores de Clso en el rango micromolar;
considerando también que el compuesto 20 indujo apoptosis en las células

cancerigenas HepG2.

NH Cl

16
NH—R,

o~

H,N

17

R1: Fenil, 4-Clorofenil, H, 4-metoxifenil.
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R1: Fenil, 4-Clorofenil, H, 4-metoxifenil.

R2: Fenil, 4-Clorofenil, 4-nitrofenil, 2-metoxifenil, metil, clorometil.

18

/\/NH
Cl

(0]
19
? NH
CH; NH N
H \>—s \o
0]
S
20

Cl
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En 2006 Charris y Col. 1, llevaron a cabo la sintesis de una serie de derivados del
acido 2-sustituido-benzotiazol-6-carboxilico, estableciendo una ruta sintética en
donde se utilizo el nitrobenceno como agente oxidante. La propuesta se bas6 en una
metodologia simple, pero a la vez eficiente que permite la conversion de sustratos
deficientes o ricos en electrones en los correspondientes derivados del acido 2-
sustituido-benzotiazol-6-carboxilico. La sintesis de los compuestos abarca tres pasos
lineales, en donde primero partieron del 4-aminobenzonitriio en presencia de
NH4SCNy Brz2para producir el 2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo, posteriormente
este intermediario lo hicieron reaccionar con KOH al 30%, y luego acidificaron con HCI
para formar el 4cido 4-amino-3-mercaptobenzoico. Este ultimo lo hicieron reaccionar
mediante una reaccion de condensacion con diversos aldehidos heterociclicos, en
nitrobenceno como solvente y agente oxidante, para generar los derivados finales 25.
Este protocolo es complementario a las metodologias existentes para la preparacion
de benzotiazoles, en donde la mayoria fracasa cuando sustratos deficientes de
electrones como el acido-4-amino-3-mercaptobenzoico y aldehido son usados. Esta
especie activa ha presentado diversidad de actividades biolégicas, tal como
antibacterial, antitumoral, antagonista del calcio, anticonvulsivo, antiparasitario y como

tranquilizante.

\ R

HO

o]
R: Diversos sustituyentes heterociclicos.
25
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3.2.- JUSTIFICACION.

En los ultimos afos, debido a los masivos movimientos migratorios, la enfermedad de
Chagas esta comenzando a ser una preocupacion de salud publica en varios paises por
la aparicion de la transmision no vectorial a través de transfusiones sanguineas,
trasplantes de 6rganos, alimentaria y transmision congénita. Las medidas de prevencion
y control de la transmision, llevadas a cabo en los ultimos afios mediante iniciativas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion Panamericana de la Salud
(PAHO) y diferentes gobiernos latinoamericanos, han aportado interesantes resultados
en cuanto a la disminucion de los niveles de transmision. Sin embargo, en cuanto al
tratamiento de la enfermedad, so6lo 2 farmacos, nifurtimox y benznidazol, han sido
comercializados desde los afios 60 hasta la actualidad. Las abundantes limitaciones que
presentan estos farmacos han llevado a la prohibicién de su uso en muchos paises y
ponen de manifiesto la imperante necesidad de desarrollar nuevos farmacos para el
tratamiento de la enfermedad 52531, Bajo la premisa de disefiar y desarrollar nuevos
farmacos con posible actividad antichagasica, y con los antecedentes expuestos
anteriormente, se propuso la sintesis de una serie de derivados del 2-arilbenzotiazol y la
evaluacion de su actividad in vitro contra una cepa de Trypanosoma, causante del mal
de Chagas, como un aporte en el disefio y sintesis de nuevas estructuras organicas

contra esta enfermedad.
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4.- OBJETIVOS.

4.1- OBJETIVO GENERAL.

Sintetizar y evaluar in vitro diversos derivados de 2-arilbenzotiazol.

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar el intermediario 2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo (23)

¢ Sintetizar el intermediario acido 4-amino-3-mercaptobenzoico. (24)

e Sintetizar los derivados acido-2-aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico (25a-25k)

e Caracterizar cada uno de los compuestos obtenidos mediante diferentes técnicas
espectroscopicas cono IR y RMN.

e Evaluar el potencial antichagasico in vitro de los compuestos en contra de una

cepa de Tripanosoma.
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5.-PARTE EXPERIMENTAL.
5.1.- CONSIDERACIONES GENERALES.

e Los espectros de IR fueron tomados en un espectrofotometro Schimadzu modelo
470, empleando pastillas de KBr. La absorbancia es reportada en cm-2.

e Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H, 3C, fueron tomados en un
espectrometro JEOL ECLIPSE 270 (270 MHz). Se emple6 como solvente DMSO-
ds. Los desplazamientos quimicos (&) son reportados en partes por millon (ppm),
empleando como patrdn interno trazas de DMSO. En cada caso se indico los
desplazamientos quimicos (d) en la escala parte por millén (ppm), el valor de las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz) y la asignacion estructural de las
mismas; las abreviaturas empleadas para indicar la multiplicidad de las sefiales
fueron: singlete (s), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd) y multiplete
(m).

e Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no fueron
corregidos.

e Elseguimiento de las reacciones se realiz6 por cromatografia en capa fina (CCF),
empleando cromatofolios de silica gel marca Merck tipo 60F25H, de un espesor
de capa de 0,2 mm. El analisis de las placas se hizo mediante una lampara de
UV de 254/365 nm.

e La purificacion de los compuestos se realizé mediante cristalizacion y lavados con

solventes segun fue el caso; se indico el disolvente empleado.
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5.2.- SINTESIS ORGANICA.

En este T.E.G se propuso la sintesis de una serie de derivados del 2-arilbenzotiazol. La
sintesis de los compuestos abarcé tres pasos lineales, en donde primero se partié del 4-
aminobenzonitrilo (22) en presencia de NH4SCN y Br2 disueltos en AcOH glacial, a
temperatura ambiente (i) produciéndose el 2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo (23),
posteriormente este intermediario se hizo reaccionar con KOH al 30% bajo reflujo y luego
se acidifico con HCI (ii) para formar el acido 4-amino-3-mercaptobenzoico (24). Este
altimo se hizo reaccionar mediante una reaccion de condensacion con diversos
benzaldehidos metoxilados y nitrados, en nitrobenceno como solvente y agente oxidante,
bajo reflujo por 12 h (iii) para generar los derivados finales 25a-25k. A continuacion se

presenta el esquema de sintesis propuesto.
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CN l i
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NH,
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OH
24

-

‘ ‘ 25a - 25k

R: o-metoxifenil; p-metoxifenil; m-metoxifenil; 3,4,5-trimetoxifenil; 2,4,6-trimetoxifenil;
3,4-dimetoxifenil; 3,5-dimetoxifenil, o-nitrofenil, p-nitrofenil, m-nitrofenil, 2,4-dinitrofenil.

Esquema 1.- Sintesis general para los compuestos 25a-25k.
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5.3.- METODOLOGIA DE SINTESIS.

5.3.1.- SINTESIS DE 2-AMINO-1,3-BENZOTIAZOL-6-CARBONITRILO (23).

3a

3
5 N
\>27NH2
6 7a S

1

NC
7

En un balén de fondo redondo, provisto de un embudo de adicion y de agitacion
magneética se colocaron 10 mmol de 4-aminobenzonitrilo, 20 mmol de tiocianato de
amonio, disueltos en acido acético glacial. Mediante el uso de un embudo de adicion, se
agregaron 20 mmol de bromo disueltos en acido acético glacial. La reaccion se realiz6 a
temperatura ambiente durante 3h. Se afiadié agua destilada, el precipitado obtenido se
filtr6 y descartd. A la solucidn resultante se le agreg6é carbonato de sodio hasta la
aparicion de un precipitado, el cual se filtré, secé y recristalizé en etanol, obteniendo el
2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo.

Rendimiento: 82 %. P.f.: 208-210 °C. IR (KBr, cm't): 3392, 3296, 2208,1622.

RMN H, DMSOus, & ppm: 7.41 (d, 1H, Ha J=8.41 Hz): 7.61 (dd, 1H, Hs J1=1.60 Hz, Jo=
8.41Hz); 8.05 (s, 2H, NH2); 8.18 (d, 1H, H7, J=1.60 Hz).
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5.3.2.- SINTESIS DE ACIDO 4-AMINO-3-MERCAPTOBENZOICO (24).

NH,

OH

En un bal6on de fondo redondo, provisto de refrigerante y agitacion magnética se
colocaron 15 mmol de 2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo 23 y 30 mL de hidréxido de
potasio al 30%, se procedi6é a calentar bajo reflujo durante 72 h. Finalizada la reaccién,
se colocé el balon en un bafio de hielo y se afiadié acido clorhidrico concentrado hasta

la aparicion de un precipitado. Este se filtré y recristalizé en etanol.

Rendimiento: 76 %. P.f.: 290 °C. IR (KBr, cm™): 3504, 3408, 2640, 1676, 1606.

RMN H, DMSOds, & ppm: 6.72 (d, 1H, Hs, J=8.35 Hz); 7.56 (d, 1H, Hz, J=1.86 Hz); 7.62
(dd, 1H, Hs, J1=1.86 Hz, J»=8.35 Hz); 11.90 (sa, 1H, OH). RMN 3C, DMSOuds, & ppm:
114.4; 115.4; 118.0; 133.3; 138.6; 154.1; 167.1 (C=0).
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5.3.3.- PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS ACIDOS 2-ARIL-
BENZOTIAZOL-6 CARBOXILICOS (25a-25k).

3
5 3a N\
>2iAriI
(@]
\ 6 7a S
7 1

OH

En un balon de fondo redondo, provisto de un refrigerante y de agitacion magnética se
colocaron 0.6 mmol del &cido 4-amino-3-mercaptobenzoico y 0.6 mmol del aldehido
correspondiente en nitrobenceno, se procedio a reflujar la mezcla por 12 h, finalizada la
reaccion se afadié heptano lentamente, entonces el precipitado resultante se filtro y se

lavd con éter etilico, obteniéndose de esta forma los compuestos deseados.

5.3.3.1.- SINTESIS DE ACIDO-Z-(Z-METOXIFENIL)-BENZOTIAZOL-6-CARBOXILICO
25a.

HO

~

@]
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Sélido crema. Rendimiento: 79 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1683, 1597, 1498, 1328.

RMN H, DMSOgs, & ppm: 3.86 (s, 3H, OCHa); 7.16 (d, 1H, Hz* J=7.41 Hz); 7.43 (m, 2H,
Ha5); 7.90 (d, 1H, He, J= 7.44 Hz ) ; 8.12 (dd, 1H, Hs, Ji= 1.36 Hz , Jo= 8.56 Hz ); 8.23
(d, 1H, Ha, J= 8.56 Hz); 8.75 (d, 1H, H7, J= 1.36 Hz ), 12.58 (sa, 1H, OH).

5.3.3.2.- SINTESIS DE ACIDO-2-(3-METOXIFENIL)-BENZOTIAZOL-6-CARBOXILICO
25b.

HO

@]

Sélido gris. Rendimiento: 73 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm): 1688, 1590, 1477, 1327.

RMN 'H, DMSOuds, & ppm: 3.88 (s, 3H, OCHg); 7.19 (dd, 1H, He- J1= 1.49 Hz , J»=7.13
Hz); 7.51 (t, 1H, Hs,, J=8.01 Hz); 7.64 (d, 1H, H2, J= 1.49 Hz); 7,68 (d, 1H, Hs-, J=8.01
Hz); 8.08 (dd, 1H, Hs, Ji= 1.19 Hz , J>=8.63 Hz ); 8.13 (d, 1H, H4, J= 5.64 Hz ); 8.75 (d,
1H, H7, J= 1.19 Hz ); 13.09 (sa,1H, OH). RMN *3C, DMSO s, & ppm: 55.9; 112.3; 118.6;
120.5; 123.1; 124.5; 127.9; 128,2; 131.1; 134.3; 134.9; 156.6; 160.2; 167.3; 171.1.
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5.3.3.3.- SINTESIS DE ACIDO-2-(4-METOXIFENIL)-BENZOTIAZOL-G-CARBOXILICO
25c.

HO

| :
o

Sélido crema. Rendimiento: 79 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1686, 1594, 1478, 1418.

RMN H, DMSOds, & ppm: 3.87 (s, 3H, OCHs); 7.13 (d, 1H, Hz'5 J=8.76 Hz); 8.06-8.08
(m, 4H, Ar);8.70 (d, 1H, Hz, J=1.81 Hz); 12.80 (sa, 1H, OH).

5.3.3.4.- SINTESIS DE ACIDO-2-(3,4,5-TRIMETOXIFENIL)-BENZOTIAZOL-6-
CARBOXILICO 25d.

HO

@]

Sélido marrén. Rendimiento: 36 %. P.f.. > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1685., 1586, 1479.,
1330.

49



RMN H, DMSO d6, & ppm: 3.83 (s, 3H, OCHa); 3.99 (s, 6H, 2 x OCHs); 7.44 (s, 2H, Hz"
&); 7.45-8.34 (m, 2H, Ar); 8.85 (s, 1H, H7), 12.87 (sa, 1H, OH).

5.3.3.5.- SINTESIS DE ACIDO-2-(2,4,6-TRIMETOXIFENIL)-BENZOTIAZOL-6-
CARBOXILICO 25e.

HO

‘ 7

H,C——O

o

Sélido naranja. Rendimiento: 32 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1702, 1611, 1462,
1378.

RMN H, DMSOgds, 8 ppm: 3.69 (s, 3H, OCHs); 3.81 (s, 6H, 2 x OCHa); 6.32 (s, 2H, Ha"
5); 7.63-8.19 (m, 2H, Ar): 8.62 (s, 1H, H7), 12.34 (sa, 1H, OH).
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5.3.3.6.- SINTESIS DE ACIDO-2-(3,4-DIMETOXIFENIL)-BENZOTIAZOL -6-
CARBOXILICO 25f.

CH,

HO

‘ 7
o

Sélido marrén. Rendimiento: 40 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1680, 1590, 1476,
1259.

RMN *H, DMSOus, 8 ppm: 3.89 (s, 3H, OCHa); 3.92 (s, 3H, OCHa); 7.20-7.44 (m, 2H, Ar);
7.71-8.09 (m, 3H, Ar); 8.75 (s, 1H, H7), 12.39 (sa, 1H, OH).

5.3.3.7.- SINTESIS DE ACIDO-2-(3,5-DIMETOXIFENIL)-BENZOTIAZOL -6-
CARBOXILICO 25¢g.

CH,

HO

~

O
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Soélido gris. Rendimiento: 42 %. P.f.: > 300 °C. IR (KBr, cm™): 1688, 1604, 1456, 1327.

RMN 'H, DMSOus, & ppm: 3.96 (s, 6H, 2 x OCHs); 6.76-6.91(s, 2H, Hzs); 7.24 (s, 1H,
Hs); 7.83-8.13 (m, 1H, Hs), 8.18 (d, 1H, Ha, J= 7.16 Hz), 8.78 (s, 1H, H7) 12.45 (sa, 1H,
OH).

5.3.3.8.-SINTESIS DE ACIDO-2-(2-NITROFENIL)-BENZOTIAZOL-6-CARBOXILICO
25h.

HO

O

Sélido negro. Rendimiento: 45%. P.f.: 250°C. IR (KBr, cm™): 1673, 1600, 1517, 1350.

RMN H, DMSOus, & ppm: 7,83-7,93 (m, 2H, Ar); 8,11 (m, 3H, Ar); 8.02 (dd, 1H, Hs, Ji=
1.73 Hz, J>= 7.01 Hz); 8.86 (s, 1H, H7); 13.13 (sa, 1H, OH).
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5.3.3.9.-SINTESIS DE ACIDO-2-(3-NITROFENIL)-BENZOTIAZOL-6-CARBOXILICO
25i.

HO

@]

Sélido marrén .Rendimiento: 43 %. P.f.: 290°C. IR (KBr, cm™): 1678, 1599, 1519, 1346.

RMN H, DMSOqds, & ppm: 7.89 (t, 1H, Hs, J=8.24 Hz); 8.09 (dd, 1H, He J1=4.35 Hz , Jo=
8.67 Hz); 8.18 (d, 1H, Hs, J= 8.67 Hz) ; 8.42 (dd, 1H, Hs, J1= 1.92 Hz, J>= 7.83 Hz); 8.50
(d, 1H, Ha, J= 7.83 Hz); 8.81 (m, 2H, H7, 2+,); 13.23 (sa, 1H, OH).

RMN 3C, DMSQuds, & ppm: 121.9; 123.7; 123.84; 125.3; 126.6; 128.35; 128.4; 131.9;
134.2; 134.4; 135.5; 148.9; 156.5; 168.9.
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5.3.3.10.-SINTESIS DE ACIDO-2-(4-NITROFENIL)-BENZOTIAZOL-6-CARBOXILICO
25j.

HO
6 7a

@]

Sélido amarillo. Rendimiento: 55 %. P.f.: >300 °C. IR (KBr, cm): 1689, 1598, 1520,
1342.

RMN !H, DMSO g6, & ppm: 8.13 (dd, 1H, Hs J1=1.70 Hz, Jo= 8.36 Hz); 8.21 (d, 1H, Ha
J=8.36 Hz): 8.38-8.44 (M, 4H, Hz3'5'6"); 8.86 (d, 1H, H7, J= 1.70 Hz); 13.10 (sa,1H, OH).
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5.3.3.11.- SINTESIS DE ACIDO-2-(2,4-DINITROFENIL)-BENZOTIAZOL-6-
CARBOXILICO 25k.

HO

Solido crema. Rendimiento: 56 %. P.f.: >300°C. IR (KBr, cm): 1678, 1553, 1350.

RMN 'H, DMSOuds, & ppm: 8.13 (dd, 1H, Hs- J1=0.9 Hz , J2= 8.44 Hz); 8.17 (d, 1H, He,
J=8.44 Hz) ; 8.32 (d, 1H, Has, J=8.44 Hz); 8.65 (dd, 1H, Hs, J1= 1.84 Hz, J.=8.44 Hz);
8.91-8.92 (m, 1H, Hs,7); 13.09 (sa, 1H, OH).

RMN 3C, DMSOds, & ppm: 120.7; 124.0; 125.4; 127.9; 128.4; 129.4; 131.5; 134.1; 136.3;
148.8; 149.3; 156.1; 164.6; 167.2.
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5.4.- METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Los ensayos bioldgicos fueron llevados a cabo mediante estimaciones con MTT en el
Instituto de Estudios Avanzados (IDEA), en la Ciudad de Caracas, Venezuela.

Se llevd a cabo la evaluacién preliminar del efecto citotéxico de compuestos derivados
de 2-arilbenzotiazol, sobre la viabilidad de epimastigotes de trypanosoma cruzi y para
este fin, estos se dispusieron en placas de 96 pozos, 5 x 10° epimastigotes por pozo y
se incubaron a 29 °C por 24 horas. Posteriormente, se agregaron los compuestos a
evaluar, disueltos en DMSO (0,1% final), a una concentracion unica de 50 yM mas un
control sin droga (control negativo). Para seleccionar aguellos compuestos activos sobre
los parésitos, se incubaron durante 72 horas luego de agregados los compuestos a
evaluar y posteriormente se agregé el MTT (3 mg/mL), disuelto en agua destilada,
incubandose por 4 horas en oscuridad. Finalmente se procedié a lisar las células con
isopropanol acidico y la placa se ley6 en un espectrofotometro a 570 nm.
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6.-RESULTADOS Y DISCUSIONES.
6.1.-SECCION QUIMICA.

La estrategia diseflada para la sintesis total de los derivados planteados 25a-25k, se
fundamento en un procedimiento que abarco 3 pasos lineales, con el fin de obtener como
resultado 11 compuestos finales; en el disefio de estos derivados se incorporé uno o
varios grupos metoxi, sobre la base de que este grupo funcional proporciona altas
propiedades electrénicas-lipofilicas, ademas de simular la estructura del &cido galico que
esta presente en un gran nimero de compuestos organicos de uso clinico, que presentan
diversas actividades biolégicas, queriéndose evaluar en este caso su potencial como
antichagasico, todo esto de acuerdo con los reportes encontrados en la literatura 54551,
Por otro lado, se incorporaron grupos nitro, en este caso fueron uno o dos unidades,
conociéndose de este grupo que posee una singular combinacion de propiedades, ya que
presenta una fuerte atraccion de electrones, es pequefio, polar y puede formar puentes
de hidrogeno. Adicionalmente, puede ser bioactivado por reducciones enzimaticas dando
especies reactivas, siendo en muchos casos estas especies las causantes de los efectos
bioldgicos de dicho grupo 8. De igual forma, se reporta que compuestos que presenten
grupos nitro son muy eficaces contra parasitos; esta eficacia esta influenciada por el
tiempo que tarda el grupo nitro en llevar a cabo la reduccion a su forma amina, ya que si
el proceso se llevara a cabo de forma lenta, la accion téxica contra el parasito no seria

representativa 571,

Por otra parte, en cuanto al estudio retrosintético realizado sobre las moléculas deseadas
(figura 15) revelo la necesidad del acido 4-amino-3-mercaptobenzoico, el cual al
momento del inicio de este proyecto, no era disponible comercialmente. En este sentido,

se plated la sintesis de este intermediario a partir del 4-aminobenzonitrilo.
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NH,

N\: 3
HOOC S HOOC SH
R=OCH,,NO, “

NH,

NH,

NC NC SH

Figura 15.- Andlisis retrosintético para la obtencion de los derivados de benzotiazol.

En la literatura, ya existen reportes de la sintesis de este compuesto. En 1955 Havlik y
col %81, Describe la sintesis del bis-(2-nitro-4-carboxifenil)-disulfuro:

Cl S *
O,N O,N
Na,S,
B ——
KOH, MeOH
/
(@] OH (@] OH
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Figura 16.- Sintesis del bis-(2-nitro-4-carboxifenil)-disulfuro. Havlik y col 58],

El bis-(2-nitro-4-carboxifenil)-disulfuro, sometido a condiciones de reduccion puede ser
precursor del acido 4-amino-3-mercaptobenzoico, sin embargo, el proceso para la
obtencién del disulfuro reportado por Havlik origina rendimientos en el orden del 47%
involucrando dos etapas. En 1997 Matsuoka y col 9, reportan la sintesis del clorhidrato
del acido 4-amino-3-mercaptobenzoico, mediante un procedimiento que implica la
formacion de un derivado de 2-amino-benzotiazol, el cual al ser hidrolizado en medio
bésico, origina el amino-tiol, correspondiente en dos pasos de sintesis, con un
rendimiento total de un 22%:

Nh, . HCI

HCI
_DKOH_
2) HCI

o

//

1) NH,SCN, Br2 Sh

2) HCI

Figura 17.- Sintesis del clorhidrato del &cido 4-amino-3-mercaptobenzoico. Matsuoka y

col 591,

En este sentido, el grupo de investigacion de la Unidad de Sintesis de medicamentos de
la Facultad de Farmacia, UCV, al cual pertenezco, hizo referencia a la sintesis de 2-
amino-benzotiazoles sustituidos en posicion seis 6% mediante un procedimiento analogo
al empleado por Matsuoka. En base a esta experiencia se empled este método para la
preparacion del acido 4-amino-3-mercaptobenzoico, utilizando como material de partida

el 4-amino-benzonitrilo. (Figura 18)
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NH,
NH4SCN, Br2 \> 1) KOH
—_—
AcOH HO 2) HCl
o
R

82% 0,
CN OH 6%

Figura 18.- Sintesis del acido 4-amino-3-mercaptobenzoico.

Después de dos etapas se obtuvo, el amino-tiol deseado, con un rendimiento total de
62%, tres veces superior al reportado en la literatura por parte de Matzuoka y col 59,

Es importante destacar, que en el segundo paso de la ruta de sintesis se llevan a cabo
simultdneamente, tanto la hidrélisis del 2-amino-benzotiazol, como la del nitrilo presente
en la estructura. La hidrélisis del nitrilo fue corroborada por IR, al desaparecer la sefal

presente en el material de partida a 2208 cm™.

Observando el mecanismo propuesto para la formacién del amino-benzotiazol (Figura
19) podemos sugerir una explicacion para el incremento del rendimiento de nuestra

sintesis en comparacion con la reportada con Matsuoka y col 159,
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Figura 19.- Mecanismo propuesto para la formacion del nicleo de 2-amino-benzotiazol.

Camacho, J 611,

El primer paso involucra el ataque del par de electrones libres por parte del nitrégeno de

la anilina al carbono del isotiocianato de amonio; cuando R es un grupo —COOH, este par

de electrones esta comprometido por resonancia en mayor grado que cuando R es un

grupo CN, debido en parte a la mayor electronegatividad que posee el atomo de oxigeno

(3,44 Pauling), en comparacion con el atomo de nitrégeno (3,04 Pauling).

oo +
(e

N

VS.

Z——0O

d

e
o

~

)
N P

HO

Figura 20.- Estructuras de resonancia presentes en el 4-aminobenzonitrilo y en el acido-

4-amino-benzoico.
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Estas consideraciones concuerdan con los rendimientos en la preparacion del acido 4-

aminomercaptobenzoico 59,

El disefio total de todos los compuestos sintetizados se realizé con la intencion de aportar
a la busqueda de nuevos compuestos activos contra la enfermedad de Chagas y la
Leishmaniasis, ademas de que puedan actuar como profarmacos, herramienta eficaz,
altamente utilizada en Quimica Medicinal para aumentar la potencia de los farmacos y

superar inconvenientes asociados a la formulacion y administracion de los mismos.

Es importante destacar que existen muy pocos derivados del tipo acido-2-aril-1,3-
benzotiazol-6-carboxilico reportados en la literatura. En base a lo anterior y en vista de la
eficacia del método empleado en esta investigacion para la sintesis de los compuestos
de este tipo, se procedio a la sintesis de esta familia de compuestos 25a-25k, en los
cuales el grupo aril representa un anillo fenilico portador tanto de grupos donadores de
densidad electronica (-OCH3) como de grupos atractores de densidad electronica (-NO2),
obteniéndose los compuestos deseados con rendimientos que oscilaron entre 32-79 %.
Con este resultado quedo demostrada la versatilidad de la metodologia sintética llevada

a cabo. Las moléculas obtenidas se reportan a continuacion en la tabla 1.
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Tabla 1.- Derivados del tipo acido-2-aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico.

N

A\

R

1

R

2

Rs
HO .
M R, R,

Compuesto R1 R2 Rs R4 Rs
25a OCHs H H H H
25b H H OCHs H H
25¢c H OCHs H H H
25d H OCHs OCHs OCHs H
25e OCHs H OCHs H OCHs
25f H OCHs OCHs H H
259 H OCHs H OCHs H
25h NO2 H H H H

25i H H NO:2 H H
25j H NO2 H H H
25k NO:2 H NO2 H H
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Las estructuras de los derivados 25a-25k fueron establecidas de mediante el analisis de
los espectros IR, RMN *H y RMN 13C (para algunos derivados).

Para la discusion espectroscopica de la serie, se seleccioné como modelo el compuesto
acido-2-(3-metoxi)-benzotiazol-6-carboxilico (25b), asi como también el acido-2-(3-
nitrofenil)-benzotiazol-6-carboxilico (25i), el resto de las estructuras presenta sefales

caracteristicas en cada espectro, que depende del patron de sustitucion.

HO

‘ 7
O

Figura 21.- Estructura general y numeraciéon del compuesto 25b.
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En el analisis del espectro IR del compuesto 25b (espectrol), se observan las bandas
entre 1590 y 1504 cm%, caracteristicas de la tensién -C=C- de los compuestos aromaticos
derivados de benceno. En 1688 cm™ se observa la banda caracteristica del estiramiento
C=0 del grupo carboxilo y en el intervalo 2944-2816 cm, se pueden identificar otras

bandas que carecen de importancia practica.
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Espectro 1.- Espectro de IR del compuesto 25b.
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En el espectro RMN H, (DMSQus, 270 MHz) (Espectro 2), se identifican las siguientes
sefales. Comenzando a campo alto; se aprecia un singlete en 3.88 ppm que integra para
3 protones correspondientes al grupo metoxi (OCHs). Seguidamente se observa un
doblete de doblete en 7.19 ppm que integra para un proton (Hs"), con una constante de
acomplamiento meta y orto Js-4= 1.49 Hz y Je-5= 7.13 Hz respectivamente. Avanzando
se encuentra en 7.51 ppm un triplete que integra para un protén (Hs?), con una constante
de acoplamiento orto Jus-He= 8.01 Hz. Luego a 7.64 Hz se aprecia un doblete que integra
para un protén (Hz?), con una constante de acoplamiento meta Juz-ns= 1.49 Hz.
Seguidamente en 7.68 ppm se observa un doblete que integra para un protén (Hs?), con
una constante de acoplamiento orto Jus-Hs'= 5.02 Hz y mas adelante se aprecia en 8.08
ppm un doblete de doblete que integra para un proton (Hs), con una constante de
acoplamiento orto y meta Jus-Ha= 6.83 Hz y Jns-v7= 1.19 Hz respectivamente. Por otro
lado se aprecia en 8.13 ppm un doblete que integra para un protén (Hs), con una
constante de acoplamiento orto Js4-5=5.64 Hz. Luego en 8.75 ppm se aprecia un doblete
que integra para un proton (Hz), con una constante de acoplamiento meta J7z.-s= 1.19 Hz.
Finalmente a 13.09 ppm se aprecia como un singlete ancho asignado al protén del grupo

hidroxi del grupo carboxilo.
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Espectro 2.- Espectro RMN *H de 25b y su ampliacion.
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En lo referente al espectro RMN 3C, (DMSQuds, 67.9 MHZz)(Espectro 3), se observan las
sefales caracteristicas de los 15 carbonos de la estructura 25b, correspondientes a 1
carbono metilico del grupo metoxi, 7 carbonos metinicos de la zona aromatica, 6 que son
carbonos cuaternarios y 1 sefial correspondiente al carbono carbonilico. Comenzando a
campo alto se aprecia a 55.9 ppm la sefal correspondiente al carbono del grupo metoxi,
luego se aprecia dentro de la zona aroméatica una serie de sefiales, comenzando a 112.3
ppm con la sefial correspondiente al carbono (C2”), luego a 118.6 ppm la sefal del
carbono (C4”), se tiene la sefial a 120.5 ppm para el carbono (C5”), se presenta a 123.1
ppm la sefal correspondiente al carbono (C6”), también se encontré la sefial a 124.5
ppm para el carbono (C7), luego la sefial en 127.9 ppm fué asignada al carbono (C5).
Las sefiales comprendidas entre 128.2-134.9 ppm fueron asignadas a los carbonos (C3”,
C4, C7ay C3a), respectivamente. A campo bajo, se apreciaron las sefales siguientes,
comenzando por 156.6 160.2 167.3 que fueron asignadas a los carbonos (C2, C6 y

C17), respectivamente. Finalmente se aprecia a 171.1 ppm el carbono carboxilico (C=0).
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Espectro 3.- Espectro RMN 13C de 25b.
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Para continuar la discusion espectroscopica de la serie, se describié el otro compuesto

seleccionado, acido-2-(3-nitrofenil)-benzotiazol-6-carboxilico (25i).

HO

‘ 7
O

Figura 22.- Estructura general y numeracion del compuesto 25i.

En el andlisis del espectro IR del compuesto 25i (espectro 4), se observan las bandas
entre 1599 cm* y 1519 cm, caracteristicas de la tensiéon -C=C- de los compuestos
aromaticos derivados de benceno. En 1678 cm™ se observa la banda caracteristica del
estiramiento C=0 del grupo carboxilo y otras bandas que carecen de importancia

practica.
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Espectro 4.- Espectro de IR del compuesto 25i.

En el espectro RMN *H, (DMSOus, 270 MHz) (Espectro 5), se identifican las siguientes
sefales. Comenzando a campo bajo; se aprecia un triplete en 7.89 ppm que integra para
un protén (Hs’), con una constante de acoplamiento orto Jus-He'= 8.24 Hz. Seguidamente
se observa un doblete de doblete en 8.09 ppm que integra para un protén (He’), con una
constante de acoplamiento meta y orto Je-4= 4.35 Hz y Js5= 8.67 Hz respectivamente.
Después se aprecia en 8.18 ppm un doblete que integra para un proton (Hs’), con una
constante de acoplamiento orto Jns-vs'= 8.67 Hz. Avanzando se encuentra en 8.42 ppm
un doblete de doblete que integra para un protén (Hs), con una constante de acoplamiento
meta y orto Jus-H7= 3.92 Hz y Jus-Ha= 7.83 Hz, respectivamente. Luego a 8.50 ppm se
aprecia un doblete que integra para un proton (H4), con una constante de acoplamiento
meta Jua-vs= 7.83 Hz. En 8.81 ppm se aprecia un multiplete, que integra para dos protones
( H7, H2) y finalmente en 13.23 ppm se aprecia como un singlete ancho, el protén

correspondiente al grupo hidroxi del grupo carboxilo.
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Espectro 5.- Espectro RMN *H de 25i y su ampliacion.
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En lo referente al espectro RMN 13C, (DMSO 46, 67.9 MHz)(Espectro 6), se observan las
sefales caracteristicas de los 14 carbonos de la estructura 25i, correspondientes a 7
carbonos metinicos de la zona aromética, 6 que son carbonos cuaternarios y 1 sefial
correspondiente al carbono carbonilico. Comenzando dentro de la zona aromatica, se
aprecian una serie de sefales, donde se tiene a 121.9 ppm la sefial correspondiente al
carbono (C2”), luego a 123.7 ppm la sefal del carbono (C4”) y mas adelante a 123.8 ppm
(C5”). También se tiene una sefial a 125.3 ppm para el carbono (C6”), seguidamente a
126.6 ppm una sefal asignada al carbono (C7), luego la sefal encontrada a 128.4 ppm
para el carbono (C5). Las sefiales comprendidas entre 128.4-134.4 ppm fueron
asignadas a los carbonos (C4, C2, C7a y C3a), respectivamente. A campo bajo, se
apreciaron las sefales siguientes, comenzando por 135,5 ppm, 148.9 ppm, 156.5 ppm
que fueron asignadas a los carbonos (C3”, C6 y C1”), respectivamente. Finalmente se

aprecia a 167.29 ppm el carbono carboxilico (C=0).
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Espectro 6.- Espectro RMN 13C de 25i y su ampliacion.
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6.2.- SECCION BIOLOGICA.

6.2.1.- ACTIVIDAD ANTICHAGASICA.

ESTIMACIONES CON MTT.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan) (esquema 2),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
meétodo ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular.

Este método es comunmente utilizado en la busqueda de farmacos con actividad
antichagasica y otras patologias, es rapido, eficiente y permite el estudio del efecto
citotoxico de esta familia de compuestos. Se realiz6 el estudio sobre la viabilidad de
epimastigotes de tripanosoma cruzi. Los resultados expresan el efecto que ejercen los
diferentes compuestos en el estudio sobre el crecimiento o proliferacion celular y se
expresa en términos de Clso.

En este sentido, a continuacion se muestra en la tabla 2, los resultados obtenidos como
antichagasicos, los derivados 25a—-25k.

zZ

*\% /x\%

Succinato

Z§

deshldrogenasa

Formazan

Esquema 2.- Paso de MTT a formazan con el uso de Succinato deshidrogenasa 62,
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Tabla 2.- Concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los compuestos 25a-25k como

antichagasicos sobre epimastigotes de tripanosoma cruzi.

Compuesto Clso (M)
Control negativo 100
Benznidazol (BZ) 48.12

252 51.92
25b 45.46
25¢c >60
25d >60
25e >100
25f >60
25¢ >60
25h >60
25i >60
25 >60
25K >60

Fueron evaluados 11 compuestos 25a-25k, reportandose los resultados para el ensayo
de citotoxicidad, presentdndose como se puede apreciar, mayor sensibilidad por parte de
los epimastigotes de tripanosoma cruzi frente a los compuestos 25b y 25a, con una
Cls0=45.46 uM y Cls0=51.92 uM respectivamente, destacandose el compuesto 25b con
una actividad por encima del compuesto BZ. El resto de los compuestos presento

actividad poco representativa con un Clso > 60 uM, en todos los casos.
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7.-CONCLUSIONES

e Se sintetizaron 11 derivados del tipo acido-2-aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico
25a-25k, con rendimientos que oscilaron entre 32-79 %, mediante una sustitucion

nucleofilica aromatica como paso final.

e Se estableci6 una ruta sintética en donde se utilizé el nitrobenceno como agente

oxidante.

e La eficiencia del método permitio la purificacion de los compuestos empleando

cristalizacion y lavados con solventes.

e La caracterizacion de todos los compuestos del tipo acido-2-aril-1,3-benzotiazol-
6-carboxilico 25a-25k,se llevo a cabo mediante métodos espectroscdpicos como
IR, RMN 'H y RMN 13C (para algunos derivados).

e Los compuestos 25b y 25a, presentaron buena actividad antichagasica in vitro
con Cls0=45.46 uM y Cls50=51.92 uM respectivamente.
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8.-RECOMENDACIONES

Realizar pruebas biolégicas sobre formas promastigotes de la enfermedad de
Chagas, asi como frente a otras patologias, para los compuestos del tipo acido-2-
aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico 25a- 25k, como por ejemplo su actividad

anticancer.

Plantear para los compuestos del tipo acido-2-aril-1,3-benzotiazol-6-carboxilico
25a- 25k, la adicion de otros tipos de sustituyentes en posicion arilica como
heterociclos con el propésito de evaluar, como este tipo de sustituyentes modulan

el potencial antichagasico en dichos compuestos.
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