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RESUMEN

Nombre: Annel Cruz Iztetzi. Fecha de Graduacion: Diciembre, 2016.
Universidad Autonomade Nuevo Ledn.
Facultad de Ciencias Quimicas.

Titulo del Estudio: SINTESIS, CARACTERIZACION Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Y ANTICANCERIGENA DE B-HIDROXIACETAMIDAS.

Numero de paginas: 129 Candidato para el grado de Maestriaen
Ciencias con orientacion en Farmacia.

Area del Estudio: Sintesis de moléculas con actividad biolégica.

Propdsito y Método del Estudio: El cincer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial, segunla Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2012 se presentaron 8.2
millones de defunciones debido a este padecimiento. Existen diferentes alternativas
para el tratamiento de esta enfermedad de entre las cuales destaca la quimioterapia,
que suele serlaprimeraopcionyen el cual se emplean sustancias quimicas para destruir
a las células cancerosas. Porlo que el objetivo principal de este trabajo fue realizar la
sintesis de nuevas B-hidroxiacetamidas partiendo de lasintesis de ésteres derivados de
diferentes heterociclos (pirazol, imidazol, bencimidazol y benzotriazol) via ultrasonido,
gue posteriormente se hicieron reaccionar con diversos aminoalcoholes [etanolaming,
(S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinoly (S)-fenilalaninol] viamicroondas. La purificaciéon de
los compuestos se llevd a cabo mediante cromatografiaen columnacon gel de silice; la
caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclearde *Hy *3Cy Espectrometria de Masas
de Baja y Alta Resolucion. Para determinar su citotoxicidad se evaluaron en lineas
celulares SiHa (cancer de cérvix), HT-29 (cancer de colon) y células de higado de Chang
utilizando latécnicade WST-1.

Contribuciones y Conclusiones: Se sintetizaron 5 ésteres de derivados de heterociclos, y 25 -
hidroxiacetamidas, todos estos compuestos caracterizados por las técnicas antes
mencionadas. Se evalud la actividad de 5 compuestos (HA6-HA10) en tres lineas
celulares: SiHa (cancerde cérvix), HT-29 (cancer de colon) y células de higado de Chang,
donde las moléculas HA6, HA8 y HA9 fueron las que mostraron actividad en células HT-
29, asi como una bajacitotoxicidad.
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CAPITULO|

INTRODUCCION

1.1 Cancer

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer es un
término genérico que se designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo', y se caracteriza por la interaccién
reciproca de oncogenes y genes supresores de tumores, y que conduce a un

crecimiento incontrolado de las células cancerosas y a su propagacion.

Existen muchos tipos de cancer, pero todos se originan debido al
crecimiento sin control de células anormales o cancerosas, este tipo de células

comparten dos propiedades fundamentales:

1. Un crecimiento y divisién anormales (proliferacién celular)
2. Anormalidades en las restricciones normales que evitan que las células

se propaguen e invadan otras partes del cuerpo (metastasis)

En las células normales, estas funciones estan fuertemente controladas
por genes que se expresan en el momento y lugar adecuado. En las células

cancerosas, estos genes estan mutados o se expresan de manera inadecuada.?

Son estas propiedades de las células cancerosas junto con su tendencia
a diseminarse a sitios distantes del cuerpo, lo que las convierte en una amenaza

tan grande para el bienestar de todo el organismo.3




De acuerdo con datos reportados por la OMS, en 2012 se presentaron
56 millones de defunciones, de las cuales 8.2 millones se debieron al cancer, lo
cual constituyd una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo

las de mayor incidencia las que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Tipos de cancer con mayor incidencia (OMS 2012).

Tipos de cancer Numero de defunciones

Pulmén 1590 000
Hepatico 745 000
Gastrointestinal 723 000
Colorrectal 694 000
Mama 521 000
Eso6fago 400 000

De acuerdo con estimaciones de la OMS, para 2030, el nUmero de muertes
aumentard a 13.1 millones. En México, segun la Unién Internacional Contra el
Cancer (UICC), este padecimiento es la tercera causa de muerte, solo después
de la diabetes y de las enfermedades cardiovasculares y se estima que cada afo
se detectan 128 mil casos nuevos. El departamento de Vinculacién Institucional
del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), reporté que el 60% de los casos
son detectados en etapas avanzadas. Entre los tipos de cancer mas comunes en
Meéxico destacan: céancer de préstata, mama, cervicouterino, pulmén vy

estomago.*

Datos de mortalidad del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), reportaron que el numero de defunciones por cancer incrementd, entre

los afios 2004 y 2013, en casi 20% al haber pasado de 64 333 en el primer afo




de referencia, a una suma de 78 582 en afo 2013, en el que se llegd al récord

histérico en el nimero de defunciones anuales por tumores (neoplasias).®

1.2 Causas

El cancer comienza con la transformacién de una célula normal en tumoral
mediante un proceso multifasico y suele consistir en la progresién de una lesion
en el material genético hasta generar un tumor maligno. Estas alteraciones son
el resultado de la interaccion entre factores genéticos y agentes externos, estos
ultimos pueden ser: fisicos, quimicos o biolégicos, algunos de estos factores se

muestran en la tabla 2.1 ©

Tabla 2. Ejemplos de agentes externos.

Agentes

Ejemplo
externos jemp
Fisicos Radlgm(_)p gltra}woleta,
radiacion ionizante
Quimicos Asbestosl, humo de :rqbaco,
aflatoxinas o arsénico

e e Infecciones causadas por

Bioldgicos P

virus, bacterias o parasitos

Ademas de los agentes mencionados anteriormente, el envejecimiento es
otro factor en la aparicidén del cancer, ya que la incidencia aumenta con la edad,
probablemente debido a la acumulacion de factores de riesgo de determinados
tipos de cancer; esto se combina con la tendencia que tienen los mecanismos de

reparacién celular a perder eficiencia con la edad.

—
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Otros factores de riesgo son el consumo de tabaco y alcohol, falta de

actividad fisica y una mala dieta. Algunas infecciones constituyen factores de

riesgo, principalmente en paises con ingresos econémicos medios y bajos.!

1.3 Tipos de cancer

Los tipos de cancer se clasifican de dos maneras: por el tipo de tejido en
el que se origina (tipo histolégico) y segun el lugar primario, o ubicacién en el
cuerpo donde se desarrolld por primera vez. A continuacion, hablaremos de la
primera que es la de tipo histolégico, segun la Clasificacion Internacional de
Enfermedades para Oncologia en su tercera edicion (ICD-O-3), que es el
estandar internacional para la clasificacion y nomenclatura de histologias, hay

cientos de tipos de cancer, que se agrupan en seis categorias principales (Figura

1):

Carcinoma: el carcinoma se refiere a un tumor maligno de origen epitelial
o cancer del revestimiento interno o externo del cuerpo. Es el tipo de cancer mas
comun, se divide en dos subtipos principales: adenocarcinoma, que se desarrolla
en un érgano o glandula, y carcinoma de células escamosas, que se origina en

el epitelio escamoso.

Sarcoma: se refiere al cancer que se origina en los tejidos conectivos y de
apoyo, tales como los huesos, tendones, cartlago, musculo y grasa.
Generalmente ocurre en adultos jovenes, el sarcoma mas comidn a menudo se

desarrolla como una masa dolorosa en el hueso.




Leucemia: el cancer "Liquido" o "cancer de la sangre" son el cancer de la
médula ésea (el sitio de produccidon de células sanguineas). La palabra leucemia
significa "sangre blanca" en griego. La enfermedad se asocia a menudo con la
sobreproduccion de gldébulos blancos inmaduros. Estos glébulos blancos
inmaduros no funcionan tan bien como deberian, por lo tanto, el paciente es a
menudo propenso a la infeccidn. La leucemia también afecta a los glébulos rojos

de la sangre y puede causar una mala coagulacion y la fatiga debido a la anemia.

Linfoma: Los linfomas se desarrollan en las glandulas o ganglios del
sistema linfatico, la red de vasos linfaticos, y algunos érganos (en concreto, el
bazo, las amigdalas, y el timo) que purifican fluidos corporales y producen
glébulos blancos que combaten las infecciones. A diferencia de las leucemias
que a veces son llamadas "canceres liquidos", los linfomas son "canceres
solidos." Los linfomas también pueden ocurrir en determinados 6rganos como el
estbmago, mama o cerebro. Estos linfomas se denominan linfomas
extraganglionares. Los linfomas se subclasifican en dos categorias: linfoma de

Hodgkin y linfoma no Hodgkin.

Mieloma: cancer que empieza en las células plasmaticas, otro tipo de
células del sistema inmunitario. Las células plasmaticas producen algunas de las

proteinas que se encuentran en la sangre.

Tipos mixtos: los componentes de este tipo de cancer pueden estar

dentro de una o de diferentes categorias que ya se han mencionado.’




Tipos de cancer

1. Carcinoma
2. Sarcoma
3. Leucemia

4. Linfoma

5. Mieloma

Figura 1. Clasificacién histolégica del cancer.

1.4 Tratamientos

El tratamiento puede ser muy variable y depende de varios factores
incluyendo el tipo, la localizacién del cancer, asi como las condiciones del

paciente y cual sea el objetivo.®

Dependiendo de todos estos factores, el paciente puede recibir uno o

varios de los tratamientos siguientes:

» Cirugia: primer tratamiento para tumores sélidos. Esta puede ser suficiente
en casos donde el cancer es detectado en una etapa temprana, pararemover
las células cancerosas. La cirugia puede usarse para eliminar una parte del

tumor, para dar mayor efectividad a la quimioterapia o la radioterapia.8 °




Radioterapia: utiliza particulas u ondas de alta energia, para eliminar o danar
las células cancerosas, es uno de los tratamientos mas comunes contra el
cancer. La radiacién puede ser administrada por si sola o junto con otros

tratamientos, como la cirugia o la quimioterapia.’®

Terapia fotodinamica: tratamiento que requiere un medicamento
(fotosensibilizador), oxigeno molecular y un tipo particular de luz. Cuando los
fotosensibilizadores son expuestos a una longitud de onda de luz especifica
en presencia de oxigeno molecular, se producen especies reactivas de

oxigeno que pueden eliminar las células cercanas.

Inmunoterapia: tratamiento que moviliza el sistema inmunitario del cuerpo
para combatir el cancer. Consiste principalmente en estimular al sistema
inmunitario para ayudarlo a funcionar de manera eficaz. Hay varios tipos de
inmunoterapia, incluidos los anticuerpos monoclonales, las inmunoterapias

no especfficas y las vacunas contra el cancer.

Quimioterapia: empleo de una gran variedad de medicamentos usados para
destruir células cancerosas, al detener su capacidad de crecer y dividirse.
Estos medicamentos circulan en el torrente sanguineo y dafan directamente
las células que estan creciendo en forma activa. Debidoa que, por lo general,
las células cancerosas creceny se dividen mas rapidamente que las células

normales, son mas susceptibles a la acciéon de estos farmacos.2




La quimioterapia es considerada una de las principales alternativas para
el tratamiento de las enfermedades neoplasicas. Las moléculas empleadas
actuan por diferentes mecanismos moleculares que pueden implicar la inhibicion

de la iniciacion, promocién, progresion y metastasis de las células cancerosas.'?

1.5 Farmacos antineoplasicos

Un mismo farmaco puede tener mas de un modo de accion sobre la célula
tumoral, aunque habitualmente predomina uno de ellos. La clasificacion que se
utiliza actualmente se basa en la diana o punto de accién del antineoplasico

(Figura 2).13. 14

— Agentes alquilantes

— Antibioticos

| antineoplasicos que

actuan enel ADN Antimetabolitos

— Compuestos de platino

— otros

algunos derivados de
origen vegetal

Medicamentos quimioterapéuticos

| Antineoplasicos que
actuan sobre lamitosis——
| sin afectarel ADN

Figura 2. Clasificacion de algunos farmacos antineoplasicos.

% Antineoplasicos que actuan sobre el ADN dentro de los cuales podemos

encontrar a los siguientes.




Agentes alquilantes: estos ejercen su efecto citotdxico mediante la

transferencia de sus grupos alquilo a diversos componentes celulares. La
alquilacién del ADN nuclear probablemente representa la principal
interaccion que da lugar a la citélisis. Estos también reaccionan con grupos
sulfhidrilo, amino, hidroxilo, carboxilo y fosfato de otros nucledfilos

celulares (Figura 3).!"

o
CHa N-C
o> N O=N HNO
Mecloretamina Lomustina
N7
X
(0]
NN HaC g/ o. P
PN G0N

g CHs

VN N N7

Trietilenemelamina Busulfan

Figura 3. Estructuras de los principales compuestos alquilantes.

Agentes antimetabolitos: estos son similares estructuralmente a los

metabolitos, pero no pueden ser usados por el cuerpo de una manera
productiva. En las células, los antimetabolitos son tomados en lugar de los
metabolitos a los cuales se parecen, y son procesados de una manera
similar a los compuestos normales. La presencia de los antimetabolitos
previene a las células de realizar sus funciones vitales y las células son
entonces incapaces de crecer y sobrevivir. Varios de los antimetabolitos
usados interfieren con la produccion de los acidos nucleicos, ARN y ADN.
Si el ADN no puede ser producido, las células no pueden dividirse

correctamente (Figura 4).1°




-2

0]
H. F
? N SH
0 PN
NH, (o) [}] NZ N\
H OH
IpeN ” e

A~ CH - i ;

NT N 3 5-Fluorouracilo H

HzN (Antagonista de la Pirimidina)

Metotrexato 6-mercaptopurina
(Antagonista de Folato) (Antagonista de la purina)

Figura 4. Ejemplos de agentes antimetabolitos.

Antibioticos antitumorales: muchos de estos antibidéticos se unen al

ADN a través de la interaccién entre bases especificas y bloquean la
sintesis de ARN, ADN o de ambos; producen escision de la cadena de
ADN, e interfieren en la replicacién celular. Todos los antibidticos
antineoplésicos que actualmente se utilizan son productos de diversas
cepas de Streptomyces, €stos comprenden las antraciclinas, bleomicina y

mitomicina (Figura 5)."°

Doxorrubicina
(Antraciclina)

Figura 5. Ejemplo de antibidticos antitumorales

10
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% Antineoplasicos que actuan sobre la mitosis sin afectar el ADN

Derivados de productos naturales: entre los principales farmacos

derivados de productos naturales se encuentran los alcaloides de la Vinca
rosea, cuyo mecanismo de accion implica la inhibicion de la polimerizacion
de la tubulina, lo que altera el ensamble de los microtdbulos. Otros
farmacos son los taxanos derivados de Taxus brevifolia y del Taxus
baccata, estos funcionan como sustancias tdxicas para el huso mitético, y
por ultimo se encuentran las epipodofilotoxinas derivados de la
Podophyllum peltatum y cuyo principal mecanismo de accién implica la

inhibicién de la topoisomerasa II.°

Como puede observarse, existen diversos compuestos que pueden ser

empleados como agentes antineoplasicos, la mayoria de origen sintético; sin

embargo, muchos de ellos no son especificos para las células cancerosas, sino

que también dafnan a las células sanas provocando la aparicion de efectos

adversos, tales como:

la depresidn inmunoldgica y de la médula 6sea.
disminucién en el nimero de plaquetas (trombopenia).
reduccion del nimero de leucocitos (leucopenia).
reacciones en la piel.

dafo hepatico.

pérdida de cabello.

11
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e nauseas y vomito.

e entre otros.!

Por lo anterior, es necesario el diseno y sintesis de nuevos agentes
antineoplasicos que presenten efectos menos nocivos para el paciente y con una

mejor eficacia en comparacidn con los tratamientos actualmente disponibles.

Un ejemplo de ello son las moléculas que incorporan en su estructura
diversos heteroatomos como son nitrégeno, azufre y oxigeno, las cuales podrian
formar complejos con el ADN, y dichos heteroatomos incrementar la fuerza del
complejo mediante la formacion de puentes de hidrégeno con el ADN. Dicha
fuerza de interaccion entre el compuesto y el ADN se correlaciona con la actividad
anticancerigena. Con base en ello, se cree que la presencia de heteroatomos en
la molécula juega un rol importante en la exhibicibn de la actividad
anticancerigena.'® Ejemplos de este tipo de moléculas son las acetamidas y

algunos azoles.

12
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CAPITULOII

ANTECEDENTES

Los compuestos que incorporan en su estructura diversos heterodtomos
son de gran importancia en quimica medicinal, debido a que muchos de ellos
presentan diversas propiedades biolégicas. Dentro de este tipo de moléculas
encontramos a las amidas o acetamidas, las cuales juegan un papel muy
importante en la composicion de diversos sistemas bioldgicos. Las amidas son
un grupo importante dentro de la quimica organicay constituye un grupo funcional
clave en péptidos, polimeros y varios productos naturales y farmacéuticos. Un
analisis mostrd que el grupo carboxiamida aparece en mas del 25% de los

farmacos conocidos.!”

Por su parte algunos azoles como el imidazol, pirazol, benzimidazol y
benzotriazol se encuentran formando parte de numerosos productos
farmacéuticos, mostrando una amplia gama de actividades bioldgicas tales como:

antimicobacterial, antifingica y antihipertensiva.®1°

En anos recientes tanto las acetamidas como los azoles han mostrado

actividad en diferentes lineas tumorales.®

13
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2.1 Imidazol

En el afio 2010, Ozkay'® y colaboradores llevaron a cabo la sintesis de
derivados de imidazol-(benzo)azoles e imidazol-piperazinas. Los compuestos
fueron disenados para contener dos grupos farmacélogos diferentes que ya han
reportado su actividad anticancerigena de manera individual. La subestructura N-
[4-(4,5-difenil-1 H-imidazol-2-il)fenillacetamida se fijé en todos los compuestos, y
se sustituyd la posicién 2 de la fraccidn acetamida con el fin de clasificar los
compuestos en dos grupos diferentes (Figura 6). El primero contendria en su
estructura diferentes azoles y benzoazoles (imidazol-(benzo)azoles); por su parte
el segundo grupo estaria formado por derivados de piperazina (imidazol-
piperazinas). Ademas, el compuesto del cual se partié (1) también se incluyé en
los ensayos de citotoxicidad con el fin de determinar la contribucién de los grupos

en la actividad.

Figura 6. Estructura del compuesto 1.

A estos compuestos se les realiz6 el screening en dos lineas celulares
tumorales HT-29 (colon) y MCF-7 (mama) empleando la técnica de MTT, en

concentraciones de 0.64, 1.6, 6.4, 16, 32 y 80 ug/mL y usando cisplatino como

control positivo.

14
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Del grupo de los tiol(benzo)azoles, los compuestos 2, 3, 4, 5 y 6 con
sustituyentes como benzoxazol, benzotiazol, triazol, tetrazol y tiadiazol (Figura 7)
mostraron una mayor actividad que el compuesto 1 con valores de ICso de 1.6
para el compuesto 5, y 2.6 ug/mL para el compuesto 6 en células HT-29, mientras

que en células MCF-7 los valores de ICso fueron de 3.2 para los compuestos 4 y

6 (Tabla 3).

Figura 7. Estructuras de los compuestos 2, 3, 4,5y 6.

Tabla 3. Valores de ICso para los compuestos 1-6.

Compuestos  HT-291Cs  MCF-71Cs

(ng/mL) (ng/mL)
1 28.7 42.6
2 11 11.2
3 18 15.8
4 10.7 3.2
5 1.6 4.5
6 2.7 3.2
Cisplatino 1.7 2.6
(]



Mientras que los tio-(benzo)azoles 3, 4 y 9, con sustituyentes como cloro-
benzoxazol, metilbenzoxazol y tiazol presentaron citotoxicidad aproximada a la
del compuesto 1; sugiriendo que el benzoxazol-2-tiol, benzotiazol-2-tiol, 1,2,4-
triazol-5-tiol, 1,2,3,4-tetrazol-5-tiol y 1,2,4-tiadiazol-3-tiol contribuyen al aumento

de la citotoxicidad.

Por su parte el compuesto 10, el cual posee como sustituyente un metil-

imidazol, la actividad se vio disminuida.

En el segundo grupo la mayoria de los compuestos mostraron menor
citotoxicidad en ambas lineas celulares comparando la actividad con el

compuesto 1, revelando que los sustituyentes derivados de piperazina no tienen

efecto importante en la actividad.

2.2 Benzotriazol

El benzotriazol es un compuesto heterociclico que consiste de un anillo de
benceno en el que dos atomos de carbono adyacentes estan covalentemente
unidos a tres atomos de nitrdgeno en un anillo de cinco miembros; un gran
nimero de sus derivados han mostrado actividad biolégica.?® Ejemplo de ello es
lo reportado en 2011 por Carta®! y colaboradores, quienes identificaron una serie
de nuevos agentes antiproliferativos durante una selecciéon de compuestos que
podrian actuar contra Mycobacterium tuberculosis, estos compuestos pertenecen

a derivados de 3-aril-1-benzotriazol-1-il-acrilonitrilo.
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Los ensayos de actividad citotéxica fueron llevados a cabo en diferentes
lineas celulares de tumores hematol6gicos humanos (CCR-FCCM, WIL-2NS vy
CCPRSB) y de tumores sélidos (SKMEL28, MCF-7, SKMES-1, HepG2, DU145);

empleando 6-mercaptopurina (6MP) y etopbésido como farmacos de referencia.

Se observd que el compuesto 11 (Figura 8), fue el que mejor actividad
citotoxica presentd en las lineas celulares evaluadas, con CCsode 0.09 uM para

las células CCR FSB hasta 0.08 uM para las células HepG2 (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antiproliferativa del compuesto 11.

Lineas CCso (uM)
celulares 11 6MP Etoposido
CCRFCCM 0.2 1 0.09
WIL2 NS 0.1 3 0.2
CCRFSB  0.09 1.1 0.1
SKMEL28 0.2 15 1.2
MCF7 01 32 1
SKM ES1 0.6 58 0.3
HepG2 0.8 8 0.7
DU145 0.6 2 04
@N\\
/N
N H
N// -
OCHj3

Figura 8. Estructura del compuesto 11.
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Con el fin de comprender el mecanismo de accion de esta clase de
compuestos se llevd a cabo un extenso analisis de la literatura cientifica para
detectar posibles analogias estructurales con otras moléculas dotadas de
actividad antiproliferativa similar. Similitudes parciales fueron encontrados con
diversas moléculas, pero las mas convincentes fueron aquellas con derivados de
resveratrol y trimetoxi-aril-tiofeno, agentes antimitéticos bien conocidos que

actlan en el sitio de unién a la colchicina de la tubulina.

Estudios recientes llevados a cabo por otros grupos sobre estos derivados
han confirmado su capacidad para inhibir la polimerizacién de tubulina evitando
de este modo la formacion de células fusiformes mediante el bloqueo de la

replicacion celular en su metafase.

2.3 Benzimidazol

El benzimidazol, posee un amplio espectro de aplicaciones bioldgicas y
clinicas debido a su estructura parecida a los nucleétidos naturales que se
encuentran en los sistemas vivos, este también se encuentra en una variedad de
compuestos de origen natural como lo es la vitamina B12. El benzimidazol y sus
derivados representan una clase de compuestos que poseen diversas
actividades bioldgicas??, entre las cuales destaca la actividad anticancerigena,
como lo muestra un estudio por parte de Alkahtani?® y colaboradores en el afio
2012, quienes prepararon derivados de benzo[d]imidazol (Figura 9) y compararon

la actividad contra benzimidazol 5,6-dicloro-1-p—b-ribofuranosil (DRB), el cual es
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un analogo de adenosina que ha demostrado inhibir la ARN polimerasa Il tanto

in vitro como in vivo.

R N
e
R N

HO

HO

1 (13)

~, OH
HO
DRB (12)

R N
Ly
R N

~,, _OH

R2

11 (14)

Figura 9. Estructura del DRB y disefo de los derivados.

Tabla 5. Sustituyentes de los derivados de benzimidazol tipo Il.

Rs3 N
oy
R N

3

R
R1 R2 R3
H H Cl
Me Me F
Et Et OMe
CF3 H Cl
CFs i-Pr H
i-Pr Alil Me
o-Cl-fenil  Ciclopropilmetil H
o-F-fenil Bencilo H
SMe m-CFs-bencil H
SOMe p-CF3-bencil H
SO2Me 0-NO2-bencil H
CF3 p-NO2-bencil H
()



De los compuestos sintetizados por este equipo de investigaciéon se

seleccionaron los de tipo Il (Tabla 5) para ser evaluados contra las lineas

celulares HCT-116 (carcinoma colorrectal) y MCF-7 (carcinoma de mama).

Se observo que el compuesto 15 (Figura 10) mostrd una buena actividad
tanto en las células HCT-116 y MCF-7 con IGso de 7 y 6 uM, respectivamente,
siendo de 3.5 a 6 veces mas potente que DRB, sugiriendo que el anillo de ribosa
puede ser prescindible. Posteriormente se llevd a cabo la modificacion estructural
del compuesto 15 mediante la sustitucién del 5,6- dicloro y eliminando el

trifluorometilo, sin embargo, se redujo drasticamente la actividad en comparacién

con 15. Se probaron diferentes sustituyentes en la posicién R1 (Me, Et, i-Pr y
fenilos sustituidos), sin embargo, tuvieron poco efecto en la viabilidad celular, por
lo que se identifico el trifluorometilo como un sustituyente eficaz en la posicion

Ri.

15

Figura 10. Estructura del compuesto 15.

Manteniendo la porcién 5,6-dicloro-2-(trifluorometil)-1H benzo [d] imidazol,
se llevd a cabo la introduccion de sistemas ciclicos y aciclicos en la posicion Rz
(Figura 11); sin embargo, en los derivados 16-19, donde Rz es alquilo (Me, Et, /-

Pr o alilo) se not6 la pérdida de actividad, no obstante, el derivado 21 (R2 =
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bencilo) exhibié una potencia comparable a 15, y aumenté en comparacidén con

el DRB. Otro de los derivados que mostré una mejora fue el compuesto 22, donde

un resto de o-nitrobencilo en la posicion Rz se tradujo en una mejora de la

actividad, con valores de IGso 5.9 y 1.5 en uM para células HCT-116 y MCF-7

respectivamente; lo que indicaba la tolerancia de un gran anillo en la posiciéon Rz

del esqueleto de benzo[d]imidazol.

Cl N
Lo
of N
Me
16

Cl N
C|ji>:N\>_CF3
A

19

Cl N
Lo
Cl N
\\©\N02

22

Cl N
TLem
Cl N

\

Et
17

prsgt
N

20

Cl N
Ij: S—soMe
Cl N

23

Cl N
TL e
Cl N
i-Pr
18

Cl N
Ij: H—s0,Me
of N

24

Figura 11. Estructura de derivados tipo Il con diferentes grupos R.

Posteriormente se sustituyd la ribosa por un ciclopentilo; sin embargo, se

redujo ligeramente la actividad, pero se decidié mantener la porcidén 5,6-dicloro-

1-ciclopentil-1H benzo [d] imidazol y modificar R1 con SOMe y SO2Me, dando asi
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los compuestos 23 y 24, aumentando el potencial con valores de Glso =0.5 uM y

0.6 uM para cada compuesto.

2.4 Pirazol

El pirazol es un heterociclo de cinco miembros, que contiene dos enlaces
dobles y dos atomos de nitrégeno en las posiciones adyacentes, es un isbmero
estructural del imidazol y posee aromaticidad.?* Esta clase de compuestos son
muy importantes ya que se consideran estructuras prometedoras en quimica

medicinal.

Una revision de la literatura reveld que varios derivados de pirazol N-
sustituidos se han implementado como antitumorales, antiproliferativos,
antiangiogénicos, proapoptéticos, y como agentes antitubulina. Ademas, estos
compuestos son capaces de ejercer notables efectos contra el cancer mediante
la inhibicion de diferentes tipos de enzimas, proteinas, y receptores, que

desempefan papeles criticos en la division celular.

Ademas, el compuesto V (Figura 12), el cual tiene un nucleo N-fenilpirazol
fue desarrollado por Vertex Pharmaceuticals como un inhibidor de quinasas Src

y quinasas c-Jun N-terminal (JNKs).2®
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Figura 12. Compuesto V

Otro ejemplo de esto es el de Reddy y colaboradores?® en el afio 2015, quienes
sintetizaron una serie de hibridos de pirazol que contienen benzimidazol en su
estructura (Figura 13), ambas moléculas bioactivas, y evaluaron su actividad
antiproliferativa contra tres lineas tumorales humanas: pulmén (A549), mama

(MCF-7), y cervical (HeLa); y emplearon 5-fluorouracilo como control positivo.

Figura 13. Estructura de los hibridos de pirazol.

De las moléculas evaluadas, los compuestos 25, 26 y 27 mostraron

inhibicion potente en las lineas tumorales evaluadas, con valores de ICso de 0.83

— 1.81 uM, superiores a los mostrados por el 5-Fluorouracilo (2.13 - 4.16 uM).

Los resultados fueron mas notorios en la linea celular MCF-7, en donde el
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compuesto 25 fue el mas potente (ICso 0.83 uM), seguido del compuesto 26 (ICso

0.95 uM) y el 27 (ICs0 1.17 uM) (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad anticancerigena de los derivados de pirazol.

Compuesto R R1 R2 'Cs0 (kM)
A549 MCF-7 Hela
25 H Br H 1.82+04 0.83+03 1.76+0.7
26 F F H 1.183+02 095+03 15703
27 Cl Cl H 1.34+02 117+£02 1.63+0.3
Nocodazol 1.87+05 1.6+£02 2.83+0.3
5-Fluorouracilo 213+0.3 236+02 4.6%0.9

En cuanto a las células A549 y Hela, los tres compuestos también

mostraron valores de ICso aceptables con concentraciones de no mas de 1.82

uM.

2.5 Acetamidas

Dentro del grupo de investigacién se ha trabajado en la obtencién de
diferentes hidroxiacetamidas, ejemplo de ello es que en 2012 Ontiveros?’ llevo a
cabo la sintesis de (S)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-2-(1 H-imidazol-1 -
ilJacetamida, partiendo de diferentes clorhidratos y cloruro de bromoacetilo en
una mezcla de diclorometano/agua (4:1) y empleando carbonato de potasio
(K2CO3) como base para obtener las bromoamidas correspondientes, las cuales
se hicieron reaccionar con imidazol utiizando K2COs en acetonitrilo vy

calentamiento, obteniendo asi el imidazol acetamida en forma de éster; para
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finalmente llevar a cabo una reduccién con borohidruro de sodio (NaBH4) en
tetrahidrofurano/agua a reflujo, obteniendo asi las hidroxiacetamidas

correspondientes (Esquema 1).

R\‘)J\OMe + Br\)cj)\ KZCOB \)J\ /H‘/OMe

Cl CH2C|2/H20

NH,HCI (4:1)
28 29 30
R= Bn (90%) SN K2COs
R=j-Pr (98%) X~ ""H | CH4CN
3

R= i-Bu (84%) 51 A

MR NaBH R= Bn (82%)
abHy n (]

K/N\)J\N/H - N\)J\ OMe R=j-Pr (85%)
THF/MeOH R= I-BU 80%)

H OH A

32
R= Bn (18%)

Esquema 1. Ruta de sintesis para la obtencion de acetamidas (Ontiveros).

Sin embargo, los porcentajes de rendimientos obtenidos fueron muy bajos.
Cabe mencionar que las moléculas obtenidas en este trabajo se les realizaron
ensayos biolégicos para determinar su actividad antibacteriana en E. coliy S.

aureus observando concentraciones minimas inhibitorias de 250 pug/mL para

ambas cepas.

Por otra parte, Hernandez-Fernandez® y colaboradores en 2015 llevaron
a cabo la sintesis de B-hidroxiacetamidas bajo irradiacion en microondas, a partir
de ésteres y condiciones libres de base. Para lo cual se partié de derivados de

acetato de etilo y amino alcoholes quirales, como se muestra en el esquema 2.

—
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’

1

|

v 0 R TN o R
N\)J\N)\ — N HzN)\
H OH OH

Esquema 2. Analisis retrosintético para la obtencidén de hidroxiacetamidas.

Los ésteres se sintetizaron a partir de la sustitucion nucleofilica del
bromoacetato de etilo con diferentes azoles ciclicos en presencia de K2COs en
CHsCN a reflujo. Posteriormente los derivados obtenidos se sometieron a una
reaccion de sustitucion empleando varios amino alcoholes bajo las siguientes
condiciones: tolueno (PhMe) bajo irradiacién en microondas a 180 °C durante 10
minutos, obteniendo rendimientos que van del 83-96 %, mostrando con esto que
la sintesis via microondas es una opcion rapiday eficiente para la obtencién de

este tipo de moléculas (Esquema 3).

R

oo 0 PhMe SN 00 R

\ + — T e

N%OEt H2N)\ MW, 180°C - NJJ\N)\
OH 10 min H

Esquema 3. Sintesis de B-hidroxiacetamidas via microondas.

Ademas, en el afio 2014 Ali?°® y colaboradores llevaron a cabo la sintesis
de algunos derivados de 1- [H] benzotriazol (Esquema 4), partiendo de la
formacién del éster de benzotriazol utilizando dimetilformamida (DMF) como
disolvente, en agitacion y a temperatura ambiente, mientras que en los pasos 2
y 3 se requirié llevar a cabo las reacciones a reflujo y tiempo de reaccion de 20-

24 h, generando rendimientos entre 82-86%.
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N, BrCH,COOC,Hg ©IN\N
N > .
. K,COs, DMF, t.a. N

N
34 35
EtOH
Reflujo -
NH,NH,.H,0
Cl
o O Cl 0
/)< N < Acido acetico /J<N/NH2
N Cl . N /
N, H Reflujo @I 'y H
| N o Ci N

37 36

Esquema 4. Sintesis de derivados de benzotriazol.

Considerando que el cancer es un problema de salud a nivel mundial y
que moléculas como las acetamidas y azoles presentan actividad sobre algunas
lineas celulares tumorales se propuso llevar a cabo la sintesis de moléculas, que
incorporen en su estructura tanto la parte acetamida como la del azol, utilizando
irradiaciéon de microondas como energia de activacion; y evaluar su actividad

anticancerigena y citotoxica. Para lo cual se propuso la siguiente hipotesis.
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CAPITULO Il

3.1 Hipétesis

La actividad anticancerigena in vitro de B-hidroxiacetamidas es mayor que
la actividad mostrada por la Doxorrubicina, asi como menos citotoxica ante las

lineas celulares normales.

3.2 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar las B-hidroxiacetamidas, y evaluar la actividad

anticancerigena en células SiHa y HT-29 comparar su actividad con el farmaco
doxorrubicina y evaluar la actividad citotoxica en células de higado de Chang in

vitro.

3.3 Objetivos Especificos

» Sintetizar los ésteres derivados de azoles.

» Sintetizar las B-hidroxiacetamidas via microondas.

» Caracterizar los nuevos compuestos obtenidos por medio de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN 'H, '3C) y Espectrometria de Masas de Alta

Resolucién (EMAR).
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» Evaluar la anticancerigena de los compuestos de interés en las lineas
celulares SiHa (A TCC®HTB-35™) y HT-29 (ATCC® HTB-38™) mediante

el ensayo de WST-1.

» Evaluar la actividad citotdxica de los compuestos de interés en células de

higado de Chang (ATCC® CCL-13™) mediante el ensayo de WST-1.

> Llevar a cabo el andlisis de datos obtenidos de la actividad

anticancerigena y citotoxica.

—
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CAPITULO IV

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 informacién general

4.1.1 Métodos sintéticos

El material de vidrio y las barras de agitacién magnética que se emplearon
en las reacciones, se secaron en una estufa a una temperatura de 120 °C. Todas
las materias primas utilizadas fueron adquiridas en Aldrich, Fluka y otros

distribuidores de materiales, reactivos y equipos de laboratorio.

El curso de las reacciones se siguié por cromatografia en capa fina,
empleando como fase estacionaria gel de silice, diferentes mezclas de
disolventes (AcOEt, Hex, MeOH, EtOH) como fase movil y como revelador se

utilizd luz ultravioleta y vapores de yodo.

La purificacibn de los productos obtenidos se llevd a cabo por
cromatografia en columna utilizando gel de silice Merck 60 (230-400 mm) como

fase estacionaria y diversas mezclas de disolventes como fase movil.

Los puntos de fusion se determinaron en el equipo Electrothermal 1101D,
los espectros de RMN se obtuvieron de un espectrometro Varian MERCURY 200
a 200MHz para 'H, Varian INOVA 400 a 400MHz para 'H y 100MHz para '3C.
Los desplazamientos quimicos (3) se reportan en partes por millébn (ppm) con

respecto a la referencia interna de tetrametilsilano (TMS) para 'H; las constantes

—
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de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefales
se denotb con las siguientes abreviaturas: s paraindicar una sefial simple, d para
indicar una sefal doble, dd para indicar una sefal doble de dobles, t para indicar
una senal triple, dt para indicar un doble de triples, ¢ para indicar una senal
cuadruple, m para indicar una senal multiple, a para indicar una sefal ancha y
sistema AB. Los disolventes deuterados empleados en las determinaciones

fueron CDClsy DMSO-ds.

Los analisis de masas de alta resolucién (EMAR) se llevaron a cabo en un equipo

JEOL MStation JMS-700.

4.1.2 Métodos Biolégicos

Para el trabajo de manipulacion de las lineas celulares y la técnica de

evaluacién de la actividad citotdxica, se empled lo siguiente:

> Lineas celulares obtenidas de la American Type Culture Collection

(ATCC):

Células HelLa [Chang Liver] (ATCC® CCL-13™)

Caracteristicas: Esta linea se deriva de tejido hepatico normal,
posteriormente fue encontrado, basado en el andlisis de isoenzimas,
cromosomas marcadores Hela y huellas dactilares de ADN, que se han
establecido a través de la contaminacion de células HelLa. Se trata de

células epiteliales adherentes, y su nivel de bioseguridad es 2.3°
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Células HT-29 (ATCC® HTB-38™)

Caracteristicas: Esta linea celular se deriva de tejido de colon de un
paciente masculino de 72 anos, caucasico con adenocarcinoma colorectal.

Se trata de células epiteliales adherentes, y su nivel de bioseguridad es
1.30

Células SiHa (ATCC® HTB-35™)

Caracteristicas: Esta linea celular se deriva de fragmentos de tejido
primario de cérvix obtenido después de una cirugia de un paciente asiatico
de género femenino de 55 afnos. Se trata de células epiteliales adherentes,

y su nivel de bioseguridad es 2.30

Los materiales, reactivos y equipos que se emplearon se describen a
continuacion:

Balanza analitica

Cémara de Neubauer

Desionizador de agua Millipore

Frasco de cultivo T25 costar 3055

Membranas de filtracién de 0.22 um de diametro de poro (Millipore)
Pipetas automaticas y puntillas de 10-100 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL
Pipetasde 5y 10 mL

Pipetas Pasteur

Placa de calentamiento y agitador magnético

Placas para cultivo celular de 96 celdillas (Corning)

Potenciometro

Reservorios

Vasos de precipitados de diferentes capacidades (Pyrex)

Agua bidestilada

Alcohol etilico

2-(4-lodofenil)-3- (4-nitrofenil)-5- (2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1)
Cloruro de sodio (Sigma)

Medio Esencial Minimo (Sigma)

—
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- Fosfato de sodio monobasico (Sigma)
- Fosfato de sodio dibasico (Sigma)

- Suero Fetal bovino (SFB) (Sigma)

- Tripsina (Sigma)

La esterilizacion del material se realizd en dos autoclaves marca All
American modelo 75Xy 25X. Se trabajé en una campana de flujo laminar modelo
SG-303 marca The Baker Company. Se utiliz6 una incubadora con CO2 modelo
3403 marca Thermo SCIENTIFIC y una mini incubadora modelo 15110 marca
LABNET. Se emple6 una centrifuga modelo Sorvall ST 16R y un microscopio
invertido modelo TLM400 marca LABOMED. La lectura de las placas se realizé

en un lector de microplacas ELISA modelo ELX800 marca BIOTEK.

4.2 Métodos sintéticos

4.2.1 Procedimiento general para la preparacion de ésteres E1-E3.

Para la preparacion de los ésteres se llevd a cabo una reaccion de
sustitucién nucleofilica entre el bromoacetato de etilo con diferentes azoles
ciclicos (imidazol, pirazol y benzimidazol), empleando carbonato de potasio
(K2CO3) como base, acetonitrilo (CH3CN) como disolvente y ultrasonido como

fuente de activacion; obteniendo asi los compuestos E1-3 (Esquema 5).

Il/—\\‘ \)OJ\ K2COg '/—\\\ 0O
. N. + B — >\
T H ' OEt  CH3;CN NQJ\OEt
). 4h 13
50 °C

Esquema 5. Sintesis de ésteres.
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Se colocd en un matraz redondo de 250 mL el azol correspondiente
(pirazol, imidazol o benzimidazol) (1 Eq), K2COs (2.1 Eq) y CH3CN (30 mL),
posteriormente se agregd gota a gota bromoacetato de etilo (1.3 Eq), se tapd y
se coloco en el bafo de ultrasonido durante 4 h. Transcurrido ese tiempo se
agregaron 15 mL de agua y se realizaron extracciones con AcOEt (3 x 30 mL); la
fase organica se seco utilizando Na2SOa4 anhidro, el cual se filtrd; y se evapor6 a
presion reducida. El producto obtenido se purificé por cromatografia en columna

empleando diversas mezclas de disolventes (AcOEt, Hex, MeOH).

4.2.1.1 Preparacion del compuesto E1.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 2 g (29.3 mmol)

Ci
N\ N\)J\OEt

de pirazol; 8.53 g (61.7 mmol) de K2COs,en 30 mL de CHsCN;

y 6.38 g, 4.23 mL (38.2 mmol) de bromoacetato de etilo. El

producto obtenido se purific6 por cromatografia en columna empleando un

sistema AcOEt:Hex (7:3).

4.2.1.2 Preparacion del compuesto E2.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 2 g (29.3 mmol)

NQ\ 0 de imidazol; 8.53 g (61.7 mmol) de K2COs; en 30 mL de

G,

etilo. El producto obtenido se purificd por cromatografia en columna empleando

CHsCN; y 6.38 g, 4.23 mL (38.2 mmol) de bromoacetato de

un sistema AcOEt:Hex:MeOH (5:4:1).

—
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4.2.1.3 Preparacion del compuesto E3.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 2 g (16.9 mmol)

N

Ns\ 0 de benzimidazol; 4.91 g (35.6 mmol) de K2CQOs;en 30 mL
< j}/ OEt

de CH3CN;y 3.68 g, 2.44 mL (22.0 mmol) de bromoacetato

de etilo. El producto obtenido se purificé por cromatografia en columna

empleando un sistema AcOEt:Hex (9:1).

4.2.2 Procedimiento para los derivados de benzotriazol.

Para la sintesis de los ésteres derivados de benzotriazol se modificé el
tiempo (3 h) y el disolvente (Dimetilformamida, DMF) basandose en la
metodologia empleada por Ali et al.?% obteniendo asi el éster correspondiente

(Esquema 6).

N:[\\l o

N 0
\ K,COs
N. , + 208 N
®/ : Br\)J\OEt DMF ®/ \)J\OEt
), 3h

50 °C

Esquema 6. Sintesis de éster derivado de benzotriazol.

En un matraz redondo de 250 mL se colocé el benzotriazol (1 Eq), K2COs
(2.1 Eq) y DMF (30 mL), posteriormente se agreg6 gota a gota bromoacetato de
etilo (1.3 Eq), se tapd y se colocd en el bafo de ultrasonido durante 4 h.
Transcurrido ese tiempo se agregaron 100 mL de agua, se filtr6 a vacio; el
producto obtenido se purificd por columna cromatografica, empleando un sistema

Hex:AcOEt (3:1).
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4.2.3 Procedimiento general para la preparacion de hidroxiacetamidas.

A fin de obtener las hidroxiacetamidas se tomd como base la reaccidon
descrita por Hernandez-Fernandez et al.?® Esta vez cambiando el medio de
reaccién, PhMe por etanol (EtOH); modificando la temperatura a 100 °C y
aumentando el tiempo de reaccién a 20 minutos (Esquema 7). Obteniendo asi

las hidroxiacetamidas con los diferentes sustituyentes (HA1-25).

T R
’ Ay

SN0 EtOH SN 0 R
\ + _— "
- N%oa H2NJ\ MW, 100 °C - NQJ\N)\
OH 20 min H
E1-5 OH

R=H, Me, i-Pr, i-Bu, Bn

Esquema 7. Preparacion de pB-hidroxiacetamidas.

En un vial para microondas de 10 mL provisto de agitador magnético se
agrego el éster correspondiente (E1-5) (1EQ), seguido de un equivalente molar
del correspondiente 1,2-aminoalcohol [etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-
leucinol y (S)-fenilalaninol] y 3 mL de etanol como disolvente. Se llevaron las
reacciones al microondas y se ajustaron los parametros de agitacion (600 rpm),
temperatura (100 °C) y el tiempo (20 min) para obtener el mayor porcentaje de
rendimiento en cada uno de los compuestos. Se realizd cromatografia en capa
fina para comprobar la formacion del producto usando una mezcla
AcOEt:Hex:MeOH (5:4:1, v/v). La mezcla de reaccién se filtrd, se lavé con etanol
y el licor madre se concentré por evaporacion a presion reducida, el crudo de

reaccion se purificé por cromatografia en columna (para los que asi lo requirieron)
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usando un sistema AcOEtHexMeOH (5:4:1, v/v) para obtener asi las

correspondientes hidroxiacetamidas.

4.2.3.1 Preparacion del compuesto HA1.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de pirazolil acetato de etilo; 0.12 g, 0.12 mL (1.9

|
QNQJ\N/\ mmol) de etanolamina y 3 mL de etanol como disolvente.
H
OH

Se ajustaron los parametros del microondas de agitaciéon

(600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.2 Preparacion del compuesto HA2.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de pirazolil acetato de etilo; 0.15 g, 0.15 mL (1.9

|
QNJJ\N mmol) de (S)-2-aminopropan-1-ol; y 3 mL de etanol como
H
OH

disolvente. Se ajustaron los parametros del microondas de

agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.3 Preparacion del compuesto HA3.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9
mmol) de pirazolil acetato de etilo; 0.2 g, 0.22 mL (1.9
C QJ\ I mmol) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol; y 3 mL de etanol

como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).
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4.2.3.4 Preparacion del compuesto HA4.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de pirazolil acetato de etilo; 0.23 g, 0.25 mL (1.9
C JJ\ /i\ mmol) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol; y 3 mL de

etanol como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.5 Preparacion del compuesto HAS.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de pirazolil acetato de etilo; 0.29 g (1.9 mmol)
=N 0 de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol y 3 mL de etanol
Ch A | |
” como disolvente. Se ajustaron los parametros del
OH

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100

°C) y tiempo (20 min).

4.2.3.6 Preparacion del compuesto HAG.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

N mmol) de imidazolil acetato de etilo; 0.12 g, 0.12 mL (1.9

= O
xNJJ\N/\ mmol) de etanolamina y 3 mL de etanol como disolvente.
H

OH , . : o
Se ajustaron los parametros del microondas de agitacion

(600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

—
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4.2.3.7 Preparacion del compuesto HA7.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.25 g (1.6

mmol) de imidazolil acetato de etilo; 0.12 g, 0.13 mL (1.6

N
= O
&NQJ\NJ\ mmol) de (S)-2-aminopropan-1-ol; y 3 mL de etanol como

H
OHJ disolvente. Se ajustaron los parametros del microondas de

agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.8 Preparacion del compuesto HAS.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de imidazolil acetato de etilo; 0.2 g, 0.22 mL (1.9

= O
&NQJ\N mmol) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol; y 3 mL de etanol
H
OH

como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.9 Preparacion del compuesto HA9.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9
mmol) de imidazolil acetato de etilo; 0.23 g, 0.25 mL (1.9
mmol) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol; 3 mL de

\ NJJ\ /i\ (S) P y

etanol como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).
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4.2.3.10 Preparacion del compuesto HA10.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.9

mmol) de imidazolil acetato de etilo; 0.29 g (1.9 mmol)
N= 0 de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol; y 3 mL de etanol
A | |
H como disolvente. Se ajustaron los parametros del
OH

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100

°C) y tiempo (20 min).
4.2.3.11 Preparacion del compuesto HA11.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzimidazolil acetato de etilo; 0.09 g, 0.09

®/NJJ\N/\ mL (1.5 mmol) de etanolamina y 3 mL de etanol como
H
OH

disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.12 Preparacion del compuesto HA12.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzimidazolil acetato de etilo; 0.11 g, 0.12

@N%NJ\ mL (1.5 mmol) de (S)-2-aminopropan-1-ol y 3 mL de
H
OH

etanol como disolvente. Se ajustaron los parametros

del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).
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4.2.3.13 Preparacion del compuesto HA13.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

N mmol) de benzimidazolil acetato de etilo; 0.15 g, 0.16
= O
®/NQJ\N mL (1.5 mmol) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1-ol y 3 mL
H
OH

de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

4.2.3.14 Preparacion del compuesto HA14.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzimidazolil acetato de etilo; 0.17 g, 0.19
f QJ\ /i\ (1.5 mmol) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol y 3

mL de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

4.2.3.15 Preparacion del compuesto HA15.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzimidazolil acetato de etilo; 0.22 g (1.5

N o mmol) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol y 3 mL de
NI
®/ H etanol como disolvente. Se ajustaron los
OH

parametros del microondas de agitacion (600 rpm),

temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

—
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4.2.3.16 Preparacion del compuesto HA16.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzotriazolil acetato de etilo; 0.12 g, 011 mL
N=N O

@N%Nﬁ (1.5 mmol) de etanolamina y 3 mL de etanol como
H oK

disolvente. Se ajustaron los pardmetros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.17 Preparacion del compuesto HA17.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5 mmol)

Nen O de benzotriazolil acetato de etilo; 0.11 g, 0.12 mL (1.5
h |

NJJ\NJ\ mmol) de (S)-2-aminopropan-1-ol y 3 mL de etanol
H
OH

como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.18 Preparacion del compuesto HA18.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzotriazolil acetato de etilo; 0.15 g, 0.16

N=N ©
@J\IQJ\,\I mL (1.5 mmol) de (S)-2-amino-3-metiloutan-1-ol y 3 mL
H
OH

de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y

tiempo (20 min).

—
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4.2.3.19 Preparacion del compuesto HA19.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzotriazolil acetato de etilo; 0.17 g, 0.19
(1.5 mmol) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol y 3
NQL J\* ) de () p y

mL de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

4.2.3.20 Preparacion del compuesto HA20.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de benzotriazolil acetato de etilo; 0.22 g (1.5

N=N O mmol) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-ol y 3 mL de
|
®/ NJJ\H etanol como disolvente. Se ajustaron los
OH

parametros del microondas de agitacion (600 rpm),

temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.2.3.21 Preparacion del compuesto HA21.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato de etilo; 0.09 g,

Q'\l‘ 0 0.09 mL (1.5 mmol) de etanolamina y 3 mL de etanol
H

oH| como disolvente. Se ajustaron los parametros del

microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

—
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4.2.3.22 Preparacion del compuesto HA22.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.25 g (1.2

mmol) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato de etilo; 0.09 g,

=N )
Q \ 0.10 mL (1.2 mmol) de (S)-2-aminopropan-1-ol y 3 mL
N’N%NJ\

H (0]

H| de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

4.2.3.23 Preparacion del compuesto HA23.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.3 g (1.5

mmol) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato de etilo; 0.15

=N O -2_amino-3-meti -
QNQJ\ g, 0.16 mL (1.5 mmol) de (S)-2-amino-3-metilbutan-1
N~ N
H

OH ol y 3 mL de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

4.2.3.24 Preparacion del compuesto HA24.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.25 g (1.2

mmol) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato de etilo; 0.14 g,

QN 0 0.16 mL (1.2 mmol) de (S)-2-amino-4-metilpentan-1-ol
LR
W N

y 3 mL de etanol como disolvente. Se ajustaron los

parametros del microondas de agitacion (600 rpm), temperatura (100 °C) vy

tiempo (20 min).

—
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4.2.3.25 Preparacion del compuesto HA25.

Siguiendo el procedimiento general, se hicieron reaccionar 0.25 g (1.2

mmol) de 2-(2H-benzotriazolil) acetato de etilo;

QN 0 0.18 g (1.2 mmol) de (S)-2-amino-3-fenilpropan-1-
N\

” ol y 3 mL de etanol como disolvente. Se ajustaron

los parametros del microondas de agitacién (600

rpm), temperatura (100 °C) y tiempo (20 min).

4.3 Pruebas de actividad citotoxica y anticancerigena.

Para llevar a cabo los ensayos, se seleccionaron los compuestos HA6-
HA10, teniendo como sustituyentes un anillo de imidazol y diferentes
aminoalcoholes, las cuales se obtuvieron mediante sintesis organica. Los
compuestos seleccionados para esta etapa son los que se muestran en la

siguiente figura:
=9 =9 S
ARSI VP N L
H on H o oH H on

HA6 HA7 HAS8

thﬁ@&

HA9 HA10
Figura 14. Estructura de las moléculas evaluadas.
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4.3.1 Preparacion de los compuestos evaluados para la realizacion de las

pruebas bioldgicas.

Para preparar las distintas diluciones a probar de los compuestos, se
prepard una solucion “stock” de 1 mg/mL en dimetilsulféxido (DMSQO) de cada
uno de ellos, de ahi se tomo la cantidad correspondiente de solucion y se diluyd
a 2 mL con medio esencial minimo (MEM). Cada uno, fue esterilizado por
filtracion utilizando membranas Millipore® con tamafio de poro de 0.22 um. Se
probaron 3 compuestos por cada microplaca que se utilizd (cada dilucién por
triplicado), llevando a cabo tres repeticiones bajo las mismas condiciones de

estudio.

4.3.2 Seleccion de lineas celulares y método de analisis.

La actividad biolégica de los compuestos seleccionados se probd en
células de higado de Chang, para evaluar la citotoxicidad y para la actividad
anticancerigena en células SiHa (cancer de cérvix) y células HT-29 (cancer de
colon). La técnica empleada fue el ensayo de reduccion de WST-1 siguiendo el

protocolo descrito a continuacion.

4.3.3 Proliferacion celular y cultivo en placa de 96 pocillos.

Se utilizaron cultivos confluentes de cada linea celular para obtener una
suspensién de células, empleando tripsina al 0.5%. Se colocaron las células en
un tubo eppendorf, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos a 25 °C, se

elimind el sobrenadante, y se resuspendid la pastilla celular con 3 mL de medio

46

—
| —



MEM. Se contaron las células en una camara de Neubauer utilizando un

microscopio invertido.

Una vez conocido el numero total de células, se prepard una suspension
celular para colocar 10000 células en cada uno de los pozos (100 ulL/pozo) de la
microplaca de 96 pocillos. La placa asi preparada se incubd por 24 horas a 37

°C, bajo una atmésfera de COz al 5%.

4.3.4 Exposicion de los compuestos sobre lineas celulares

Posteriormente se adicionaron a las células los compuestos a evaluar a
diferentes concentraciones (concentraciones 500, 250, 125, 62.5, 31.25y 15.625

pug/mL) por triplicado y se incubaron por 24 horas bajo las mismas condiciones

(Figura 15).

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4
1 2 3 4 5 b 7 8 9 0 1 12

500 pg/mlL
250 pg/ml
125 pg/ml
615 pg/mL
31.2 pg/mlL

15.6 pg/mL

Doxorubidna/
Triton X

Medio de Cultivo DMSO

Figura 15. Modelo para los ensayos bioldgicos.
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4.3.5 Ensayo con WST-1

Una vez transcurrido ese tiempo, se retird el medio de cultivo de la placa

de 96 pocillos y se colocaron 10 uL del reactivo WST-1 a cada uno de los pozos

y se incubd la microplaca por 2 horas mas bajo las mismas condiciones.
Finalmente se realiz6 la lectura de la densidad Optica a 450 nm utilizando un

lector de ELISA (Esquema 8).

Este procedimiento se llevd a cabo tanto en las células de higado de

Chang como en las células cancerigenas.

; N . Se anadieronlas Se incubaron
- oo Se incubaron de 24 muestra a analizara por 24 horas
. el o :
& Zj% 9 horasa 37°Cen ——,  lasconcentraciones ——> enlas
25 L A A ’ .
Pl LLLANCR atmffi;r; hé‘gle‘ia deseadas, asicomo mismas
, al 570 de LUy, los controles. condiciones
Se colocaran 10,000
células/pozo.
4
S
Controles g 28838
Doxorrubicina R P
Tritén X
Se mediola Se incubaron Se cambié el medio
densul%d opticaa por 24 horas por medio nuevoy
450 nm. mas en las se anadieron 10 uL
mismas de reactivo WST-1.

condiciones

Esquema 8. Metodologia para la evaluacion de la actividad bioldgica.

La técnica de citotoxicidad mediante el reactivo WST-1 [2-(4-lodofenil)-3-(4 -
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio] permite analizar de una forma directa
la viabilidad celular y de una manera indirecta, medir la proliferacion celular. Se
trata de un ensayo colorimétrico, de cuantificacion espectrofotométrica que se
basa en la degradacién de las sales de tetrazolium WST-1 a sales de formazan,

mediante la accion de las deshidrogenasas mitocondriales, que se producen de
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forma natural cuando las células son viables. Esta técnica es sensible, rapida y

sencilla cuando la comparamos con otras técnicas de medida de la proliferacidon

celular (Figura 16).

Q 0
| N=0 I ll\ll
o o, g
N—N hj Hl}l
+ p—
[\i' /N Reduccion por - NN
O, o deshidrogenasas \é//O
\S// \O +
o Na
Na
— - O:S_O +
0=8S-0 5 Na
Na
Formazan
WST-1

Figura 16. Reduccién del WST-1.

4.3.6 Calculo del porcentaje de viabilidad

Para el célculo del porcentaje de viabilidad se consider6 como el 100% de
viabilidad celular el promedio de la absorbancia de las celdillas control (la cual
contenia células con medio de cultivo) y se utiliz6 para calcular la viabilidad de

las células expuestas a los compuestos.

4.4 Seguridad en el laboratorio y disposicion de residuos.
El mantenimiento de la seguridad en el laboratorio y la disposicion de cada uno

de los residuos generados en el presente proyecto de investigacién se realizd de

acuerdo a lo sefalado en el Reglamento Interno de Seguridad e Higiene de la

Facultad.
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Se manejaron residuos tanto quimicos como bioldgicos, los cuales se dispusieron
en diversos contenedores (Tabla 7); el material bioldégico restante y el fisico

reusable se esteriliz6 mediante calor himedo.

Tabla 7. Disposicionde residuos.

Contenedores
Soluciones salinas de pH .
A . . P Oxidantes
6-8, sales, acidos y bases.
Sélidos inorganicos, sales . .
B ; g . Residuos de cianuro
inorganicas.

Toéxicos e inflamables,

aminas, solventes colorante y lugol
organicos no halogenados.

L. ) C . Contenedores, frascos vacios
Téxicos e inflamables, Vidrio impregnado - .
aminas, solventes con sustancias de vidrio o que hayan sido
L . quebrados que contuvieron
organicos halogenados. peligrosas

reactivos o residuos peligrosos.

Plastico .
Muy téxicos, cancerigenos impregnado con Contenedores o frascos vacios
E oryénicos é inor éni%:os psuiancias (RICELE A
g 9 ' . residuos peligrosos.
peligrosas

Arena o diaper (sanitas, papel,
magitel) impregnado con
residuos peligrosos.
Absorbente que se utiliza para
contener derrames. Guantes de
plastico y latex.

F Reciclo de sales de

. Basura industrial
metales preciosos.

Combinaciones organicas sélidas.
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CAPITULO YV

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se muestran los resultados de la sintesis y la
caracterizacién de los compuestos obtenidos, ademas de la actividad citotoxica

y anticancerigena de los mismos.

5.1 Sintesis organica

Para cumplir con los objetivos planteados, inicialmente se llevd acabo el

analisis retrosintético (Esquema 9) para obtener las moléculas de interés.

NG R
I’—‘\\ \\ N
oo g - \)J\OEt + HzN/'\
\_N\)J\N)\ : E1-5 OH
H on R=H, Me, i-Pr, i-Bu, Bn
HA1-25 U
o
+
Br\)J\OEt N.

=N N:\
QNH \_-NH

Pirazol Imidazol

N= N.

) SN
o O

Benzimidazol = Benzotriazol

Esquema 9. Andlisis retrosintético para la obtencién de las azolil-

hidroxiacetamidas.

Como se puede observar en el esquema anterior, las azolil-

hidroxiacetamidas (HA1-25) pueden obtenerse a partir de la reaccion de los
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azolil-acetatos de etilo (E1-5) con diversos aminoalcoholes [etanolamina, (S)-
alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-fenilalaninol]. A su vez los azolil-acetato de

etilo (E1-5) pueden obtenerse mediante la reaccién de sustitucion nucleofilica del
bromo acetato de etilo con los azoles ciclicos correspondientes (pirazol, imidazol,

benzimidazol y benzotriazol).

5.1.1 Sintesis de azolil-acetatos de etilo E1-3.

Para la preparacién de los azolil-acetatos de etilo (E1-3) se hizo reaccionar
el azol correspondiente (pirazol, imidazol, benzimidazol) con bromoacetato de
etilo empleando K2COs como base y acetonitrilo como disolvente, asistido por

ultrasonido a 50 °C por 4 horas (Esquema 10).

JJ\ KeCOs _ /™ O
“._N. * B T
T H r OEt CH3CN p N\)J\OEt
). 4h E1-3
50 °C

Esquema 10. Sintesis de ésteres E1-3.

Los resultados se muestran en la tabla 8, donde se puede observar que

los compuestos E1y E2 se obtuvieron como liquidos y con rendimientos quimicos

del 75y 42%, respectivamente. Mieniras que el compuesto E3 se obtuvo como

un solido blanco con punto de fusion de 63-65 °C y con un rendimiento del 80%.
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Tabla 8. Resultados de la sintesis de ésteres E1-3.

Compuesto Azol Rend:;mento Apariencia P.f. (°C)
(o]
E1 Pirazol 75 Liquido amarillo
E2 Imidazol 42 Liquido amarillo
E3 Benzimidazol 80 Salido blanco 63-65

Los compuestos fueron caracterizados por RMN 'H'y 13C. A continuacién,
a modo de ejemplo, se describen las sefales mas importantes para el compuesto
E2 (Figura 17): en un desplazamiento de 1.29 ppm una sefal triple con una
constante de acoplamiento de 7.2 Hz e integra para tres protones y corresponde
al metilo; en 4.24 ppm se observa un cuarteto con una constante de acoplamiento
de 7.2 Hz, e integra para dos protones correspondientes al CH2 vecino al metilo;
en 4.70 ppm una senal sencilla que integra para dos protones correspondientes
al CHz vecino al carbonilo; en 6.96, 7.09 y 7.50 ppm tres sefnales sencillas
correspondientes a los protones del anillo de imidazol, lo anterior se resume en

la tabla 9.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de E2.

S (ppm) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)

1.29 t 3H CHs3-CHz 7.2
4.24 c 2H CH2-CHs 7.2
4.70 S 2H CH2-C=0
6.96 S 1H NCH=CH
7.09 S 1H NCH=CH
7.50 S 1H N=CHN
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Por su parte en el espectro de RMN '3C (Figura 18) se observan las

sefnales correspondientes a los siete carbonos del compuesto E2. La sefal que
aparece en 14.0 ppm corresponde al carbono del metilo; en 48.0 y 62.0 ppm dos
sefales correspondientes a los carbonos del grupo metileno (CH2C=0 y OCH2-
CHzs). Las sefiales en 120.0, 129.0 y 137.9 ppm correspondientes a los carbonos
del anillo de imidazol. Por dltimo, en 167.4 ppm se aprecia una sefal que
pertenece al carbono del grupo carbonilo (C=0). Enla tabla 10 se resumen estos

resultados.

Tabla 10. Desplazamientos quimicos en RMN '3C de E2.

5 (ppm)  Asignacion

14.0 CHs
48.0 CH2C=0
62.0 OCH2-CHs
120.0 CH-N
129.6 CH=CHN
137.9 N=CH
167.4 c=0
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El espectro de fragmentacion obtenido en el andlisis de espectrometria de
masas de baja resolucion (ionizacion FAB*), mostré la relacion masa/carga (m/z)
del ion molecular. La masa molecular del compuesto E2 ionizado [M+H]* es de
155.0821 y la relacién masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]* en masas de
alta resolucién fue de 155.0822, por lo cual se puede afirmar que el compuesto

sintetizado y purificado corresponde al compuesto E2.

5.1.2 Sintesis y caracterizacion de los derivados de benzotriazol.

Para la preparacion del benzotriazolil-acetato de etilo (E4) se hizo
reaccionar benzotriazol con bromo acetato de etilo empleando K2COs como base
y N,N-dimetilformamida como disolvente, asistido por ultrasonido a 50 °C por 3
horas; obteniendo el 2-(1 H-benzo[d|[1,2,3]triazol-1-il)acetato de etilo, asi como
también su isémero, el 2-(2H-benzo[d|[1,2,3]triazol-1-il)acetato de etilo (Esquema

11).

O+_ OEt
N< N
=N 0] K,CO =N N
1 + _emEs ] O NN
Q/NH Br\)J\OEt OME N\/Z(oa + Q"l‘
). 3h
50 °C E4 E5

Esquema 11. Sintesis de derivados de benzotriazol.

Lo anterior puede explicarse debido a las formas tautoméricas del
benzotriazol?®® (Esquema 12), ya que los sustituyentes podrian unirse por el
nitrégeno en posicion 1 o por el nitrdgeno en posicion 2, dando lugar a una mezcla

de dos isbmeros, favoreciendo al isomero de la posicion 1.
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1H-Benzotriazol 2H-Benzotriazol

Esquema 12. Formas tautoméricas del benzotriazol.

Para ambos casos se obtuvieron sélidos blancos, con rendimientos de 58
y 12% para el E4 y E5, respectivamente; asi como factores de retencion de 0.31
para el compuesto E4 y de 0.62 para el compuesto E5 (Figura 19), empleando

una mezcla de disolventes Hex:AcOEt (3:1).

_______________ 3:1
Hex:AcOEt
. -« R=0.62
. <«——— R;=0.31
I e
E4 E5

Figura 19. Cromatografia en capa fina de los compuestos E4 y E5.

Ambos compuestos fueron caracterizados por RMN 'H y 13C, a
continuacion se describen las sefales mas importantes para el compuesto E4
(Figura 20): en un desplazamiento quimico de 1.26 ppm se observa una senfal
triple que corresponde al grupo CHsdel etilo, con una constante de acoplamiento
de 7.1 Hz, e integra para tres protones; en 4.25 ppm se puede apreciar un
cuarteto que corresponde al CHzdel etilo, con una constante de acoplamiento de

7.1 Hz, e integra para dos protones; en 5.42 ppm se presenta una sefal sencilla
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correspondiente al CH2 unido al nitrdgeno del benzotriazol, e integra para dos
protones; posteriormente en 7.36-7.44 ppm se observa una senal multiple, que
integra para un protdn, el cual corresponde al proton a del anillo aromatico; de
7.44-7.56 ppm una sefal mdltiple, que integra para dos protones, el cual
corresponde a los protones b del anillo aroméatico; y finalmente en 8.09 ppm una
senal doble que corresponde al protén ¢ del anillo aromatico, con una constante

de acoplamiento de 8.04 Hz, e integra para un proton (Tabla 11).

Tabla 11. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de E4.

& (ppm) Multiplicidad Integracion Protdn J(Hz)

1.26 t 3H CH2-CHs 7.1
4.25 c 2H CH2-CHs 7.1
5.42 s 2H CH2-C=0
7.36-7.44 m 1H &%
i
7.44-7.56 m 2H Hb@;_
HE
He, o
8.09 d 1H {@;:g- 8.4
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Figura 20. Espectro de RMN 'H del compuesto EA4.
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Por otro lado en el espectro de RMN de '3C (Figura 21) se observan las
diez sefales correspondientes a los carbonos del compuesto E4, la sefal que
aparece en 14.06 ppm corresponde al carbono del grupo metilo (CH3CHz); las
dos senales que aparecen en 49.09 y 62.33 ppm corresponden a los carbonos
del grupo metileno (CH2C=0 y OCH2-CH3); mientras que las sefales

correspondientes a los carbonos aromaticos del benzotriazol aparecen en

109.24, 120.19, 124.12, 127.91, 133.38 y 146.03 ppm; y finalmente en 166.37

ppm aparece la sefal correspondiente al carbono del grupo carbonilo (Tabla 12).

Tabla 12. Desplazamientos quimicos en RMN '3C de EA4.

5 (ppm)  Asignacion

14.06 CHs
49.09 CH2C=0
62.33 OCH2-CHs
109.24 C-1
120.19 C-2
124.12 C-3
127.91 C-4
133.38 C-5
146.03 C-6
166.37 Cc=0
(o)
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Figura 21. Espectro de RMN '3C del compuesto E4.

Para el caso del compuesto E5 las senales mas importantes se describen

a continuacién: en un desplazamiento quimico de 1.28 ppm se observa una senal
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triple que corresponde al CHs del etilo con una constante de acoplamiento de 7.1
Hz, e integra para tres protones; en 4.28 ppm un cuarteto que corresponde al
CHz del etilo con una constante de acoplamiento de 7.1 Hz e integra para dos
protones; en 5.54 ppm se observa una senal sencilla que corresponde al CH2
unido al nitrégeno del benzotriazol, e integra para dos protones; hasta este punto
las sefales tanto para el compuesto E4 como E5 son las mismas, sin embargo
en la region de los aromaticos solo aparecen dos sefiales simétricas, la primera
de 7.37-7.45 ppm y la segunda de 7.85-7.94 ppm, ambas integran para dos
protones correspondientes a los protones ay b respectivamente, a diferencia del

compuesto E4 que en la region de los aromaticos se presentan tres sefales;

comprobando la simetria de la molécula (Tabla 13, Figura 22).

Tabla 13. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de E5.

8 (ppm) Multiplicidad Integracion Proton J (Hz)

1.28 t 3H CH2-CH3 7.1

4.28 c oH CH2-CHs 7.1

5.54 s oH CH2-C=0

7.37-7.45 m oH e

7.85-7.94 m oH "
HbQ
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 23) se observan las siete sefales
correspondientes a los carbonos del compuesto ES5, la sefal que aparece en
13.92 ppm corresponde al carbono del grupo metilo (CHsCH2); las dos senales
que aparecen en 56.98 y 61.69 ppm corresponden a los carbonos del grupo
metileno (CH2C=0 y OCH2-CHzs); mientras que las sefiales correspondientes a
los carbonos aromaticos del benzotriazol aparecen en 117.95, 126.84 y 144.05
ppm; y finalmente en 166.70 ppm aparece la sefal correspondiente al carbono

del grupo carbonilo (Tabla 14).

Tabla 14. Desplazamientos quimicos en RMN '3C de ES5.

5 (ppm)  Asignacion

13.92 CHzs
56.98 CH2C=0
61.69 OCH2-CHs
117.95 C-1
126.84 C-2
144.05 C-3
166.70 C=0
(=)
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Figura 23. Espectro de RMN '3C del compuesto E5.
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5.1.3 Sintesis y caracterizacion de las hidroxiacetamidas

Una vez obtenidos los compuestos E1-5, éstos se hicieron reaccionar con
diferentes amino-alcoholes [etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y
(S)-fenilalaninol], empleando EtOH como disolvente a 100 °C, bajo irradiacién de
microondas por 20 min, obteniendo asi las correspondientes azolil-

hidroxiacetamidas (Esquema 13).

. R
SN0 EtOH ! ‘QOJ\ R
" + S— \\ N
NQJ\OEt HZN)\ MW, 100 °C - NJ\
OH 20 min H  on

E1-5

R=H, Me, i-Pr, i-Bu, Bn

Esquema 13. Condiciones de reaccidn para la obtencién de las
hidroxiacetamidas

5.1.3.1 Sintesis y caracterizacion de pirazolil-hidroxiacetamidas

Una vez obtenido el pirazolil acetato de etilo (E1) se llevd a cabo la
preparacién de las hidroxiacetamidas, empleando diferentes aminoalcoholes
[etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-fenilalaninol], en EtOH
como medio de reaccién, 600 rpm, a 100 °C bajo irradiacion en microondas por

20 minutos (Esquema 14).
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OH 20 min 57-61

Esquema 14. Preparacion de las pirazolil-hidroxiacetamidas.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla, en la cual es posible
observar que las pirazolil-hidroxiacetamidas se obtuvieron como sélidos blancos,
con rendimientos quimicos de 81, 85,91 y 97% para los compuestos HA4, HA1,

HA5 y HA3, respectivamente. Mientras que para el compuesto HA2 se obtuvo un

rendimiento mas bajo (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de la sintesis de pirazolil-hidroxiacetamidas.

Compuesto R Remz‘i,/r:\)iento Apariencia P.f. (°C)
HA1 H 85 Solido blanco  108-110
HA2 Me 42 Sélido blanco  119-121
HA3 I-Pr 97 Sélido blanco  124-126
HA4 i-Bu 81 Solido blanco 85-88
HA5 Bn 91 Sélido blanco 113-114

Las pirazolil-hidroxiacetamidas HA1-5 fueron caracterizadas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '3C y Espectrometria de Masas de

Alta Resolucién (EMAR).

Las sefiales mas importantes de RMN de 'H para la pirazolil-

hidroxiacetamida HA1 (Figura 24) son las siguientes: en un desplazamiento
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quimico de 3.35 ppm se aprecia una sefial triple con una constante de
acoplamiento de 5.6 Hz que integra para dos protones correspondientes a los
protones vecinos al grupo amina; en 3.61 se observa otra sefal triple que integra
para dos protones con una constante de acoplamiento de 5.6 Hz y que
corresponde a los protones del metileno unido al hidroxilo; en 4.89 ppm una sefal
sencilla que integra para dos protones correspondientes al metileno vecino al
carbonilo; en 6.36 una senal triple con una constante de acoplamiento de 2.2 Hz
que integra para un proton correspondiente al proton a del anillo de pirazol; en
7.56 una sefal doble que integra para un proton, con una constante de
acoplamiento de 1.8 Hz correspondiente al protén b del anillo de pirazol; y
finalmente en 7.70 una sefal doble que integra para un protdn con una constante

de acoplamiento de 2.2 Hz correspondiente al proton ¢ del anillo de pirazol, en la

tabla 16 se resumen estos resultados.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de HA1.

8 (ppm) Multiplicidad Integracion Proton J(Hz)
3.35 t 2H CH2NH 5.6
3.61 t 2H CH20H 5.6
4.89 S 2H CH2C=0
6.36 t 1H CH=CHN 2.2
7.56 d 1H CH=N 1.8
7.70 d 1H CH-N 2.2
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 25) se observan las siete sefales
correspondientes a los carbonos del compuesto HA1, las sefiales que aparecen
en 41.7, 53.6 y 59.9 corresponden a los carbonos de los grupos metileno
(CH2NH, CH2C=0 y CH20H); en 105.7, 131.7 y 139.9 aparecen los carbonos
correspondientes al anillo de pirazol; y finalmente en 168.4 la sefal
correspondiente al carbono del grupo carbonilo, en la tabla 17 se resumen estos

resultados.

Tabla 17. Desplazamientos quimicos en RMN 3C de HA1.

d (ppm)  Asignacion

47 CHeNH
53.6 CH2C=0
59.9 CH20H

105.7 CH=CHN

131.7 CH-N

139.9 N=CH

168.4 C=0

()
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Figura 25. Espectro de RMN '3C del compuesto HA1.
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El espectro de fragmentacion obtenido en el andlisis de espectrometria de
masas de baja resolucion (ionizacion FAB*), mostré la relacion masa/carga (m/z)
del ion molecular. La masa molecular del compuesto HA1 ionizado [M+H]* es de
170.0930 y la relacién masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]* en masas de
alta resolucion fue de 170.0927, mostrando un porcentaje de error de +4.5 ppm,

por lo cual se puede afirmar que el compuesto sintetizado y purificado

corresponde al compuesto HA1.

5.1.3.2 Sintesis y caracterizacion de las imidazolil-hidroxiacetamida

Una vez obtenido el imidazolil-acetato de etilo (E2) se llevé a cabo la
preparacién de las hidroxiacetamidas, empleando diferentes aminoalcoholes
[etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-fenilalaninol], utilizando
EtOH como medio de reacciéon, a 100 °C, 600 rpm y bajo irradiacion en

microondas durante 20 minutos (Esquema 15).

N T EtOH =7 f
@ O + HoN —_ > &\/NQJ\N)\
N\ N\)J\OEt 2 MW, 100 °C H
OH 20 min OH
E2 HA6-HA10

Esquema 15. Sintesis de las imidazolil-hidroxiacetamidas

Se obtuvieron las imidazolil-hidroxiacetamidas HA6-10 como soélidos

blancos, con rendimientos quimicos que van desde el 100% para el compuesto

HAG6 al 43% para el compuesto HA8. Asi mismo, se llevd a cabo la determinacién

de sus puntos de fusidén. Todos estos resultados se resumen en la tabla 18.
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Tabla 18. Resultados de la sintesis de imidazolil-hidroxiacetamidas.

Compuesto R Renc:‘i)/r‘:‘l)iento Apariencia P.f. (°C)
HAG6 H 99 Solido blanco  124-126
HA7 Me 70 Sélido blanco  172-173
HAS8 I-Pr 43 Solido blanco  174-176
HA9 i-Bu 88 Sélido blanco  162-164
HA10 Bn 62 Soélido blanco  189-190

Los compuestos HA6-10 fueron caracterizados por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H, '3C y Espectrometria de Masas de Alta Resolucién
(EMAR). A modo de ejemplo se describen las sefales mas importantes de RMN
de 'H para el compuesto HA7 (Figura 26): en 1.14 ppm se observa una sefal
doble con una constante de acoplamiento de 6.8, que integra para 3 protones y
que corresponde para los protones del grupo metilo; en 3.47 y 3.51 dos senales
doble de dobles con constantes de acoplamiento de 11.2 y 5.2 Hz, que integran
para un protén cada una, y que corresponden a los protones del metileno vecino
al grupo hidroxilo; en 3.95 aparece una sefal mdltiple que integra para un protén
correspondiente al grupo metino; en 4.72 una sefal sencilla que integra para dos
protones correspondiente al CHz vecino al carbonilo; en 6.97, 7.10 y 7.65 tres
senales anchas que integran para un protén cada una y que corresponden a los

protones del anillo de imidazol. Estos resultados se muestran en la tabla 19.
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de HA7.

8 (ppm) Multiplicidad Integracion Proton J(Hz)
1.14 d 3H CHsCH 6.8
3.47 dd 1H CH20H 11.2,5.2
3.51 dd 1H CH->0OH 11.2,5.2
3.95 m 1H CHCHs --
4.72 S 2H CH2C=0
6.97 a 1H CH-N -
7.10 a 1H CH=CH-N —
7.65 a 1H N=CH-N --

(=)
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Figura 26. Espectro de RMN 'H del compuesto HA7.
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 27) se pueden observar las ocho
sefales de los carbonos correspondientes al compuesto HA7, la sefal que
aparece en 17.1 ppm corresponde al carbono del metilo (CH3); en 30.0 ppm la
sefal correspondiente al carbono del metileno vecino al carbonilo (CH2C=0); en
50.4 aparece la sefal del metino vecino al CHs; en 66.0 la sefal del carbono
correspondiente al metileno vecino al hidroxilo; en 121.9, 129.0 y 139.6 las
sefiales correspondientes a los carbonos del anillo de imidazol; y finalmente en
169.0 la senal del carbono correspondiente al carbonilo, el resumen de estos

resultados se muestra en la tabla 20.

Tabla 20. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de HA?.

d (ppm)  Asignacion

17.1 CHs
30.0 CH2C=0
50.4 CHCHs
66.0 CH20H
121.9 CH-N
129.0 CH=CHN
139.6 N=CH
169.0 Cc=0
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El espectro de fragmentacion obtenido en el andlisis de espectrometria de
masas de baja resolucion (ionizacion FAB*), mostré la relacion masa/carga (m/z)
del ion molecular. La masa molecular del compuesto HA7 ionizado [M+H]* es de
184.1086 y la relacién masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]* en masas de
alta resolucién fue de 184.1092, por lo cual se puede afirmar que el compuesto

sintetizado y purificado corresponde al compuesto HA7.

5.1.3.3 Sintesis y caracterizacion de las benzimidazolil-

Hidroxiacetamidas

Una vez obtenido el benzimidazolil acetato de etilo (E3) se llevd a cabo la
preparaciéon de las benzimidazolil-hidroxiacetamidas, empleando diferentes
aminoalcoholes [etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-
fenilalaninol], con EtOH como medio de reaccion, a 100 °C, 600 rpm, bajo

irradiaciéon en microondas durante 20 minutos (Esquema 16).

R
N— _ EOH
T8 S P )\
N 2 MW, 100°C
OEt OH 20 min
E3

HA11-15

Esquema 16. Preparacion de las benzimidazolil-hidroxiacetamidas.

Se obtuvieron los compuestos HA11-15 como sélidos blancos, con
rendimientos quimicos que van desde 78% para el caso del compuesto HA15;

hasta el 39% para el compuesto HA13. También se llevé a cabo la determinacién

de los puntos de fusién para cada uno de los compuestos (Tabla 21).
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Tabla 21. Resultados de la sintesis de benzimidazolil-hidroxiacetamidas.

Rendimiento

Compuesto R Apariencia p-f. (°C)

(%)
HA11 H 68 Sélido blanco  208-210
HA12 Me 53 Solido blanco  208-209
HA13 I-Pr 39 Sélido blanco 214-217
HA14 i-Bu 68 Solido blanco  185-187
HA15 Bn 78 Solido blanco  225-226

Las Benzimidazolil-hidroxiacetamidas HA11 -15 fueron caracterizadas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '3C y Espectrometria de Masas de

Alta Resolucién (EMAR).

A continuacion, a modo de ejemplo, se describen las sefales mas
importantes de RMN de 'H para la benzimidazolil-hidroxiacetamida HA12 (Figura
28): en un desplazamiento quimico de 1.07 ppm se observa una sefial doble con
una constante de acoplamiento de 6.7 Hz, e integra para tres protones, que
corresponde al CHs; en 3.30 ppm y 3.38 ppm se aprecian dos sefales dobles de
dobles que integran para un proton cada una, y corresponden al CHz vecino al
OH; de 3.73-3.85 ppm aparece una sefnal mdltiple, la cual integra para un protén
y corresponde al CH; en 4.91 se observa un sistema AB que integra para dos
protones, los cuales corresponden al CH2 vecino al carbonilo; de 7.17-7.28 ppm
aparece una sefal multiple, que integra para los dos protones a del anillo
aromatico; en 7.43-7.48 ppm una sefial multiple correspondiente al proton b del

anillo aromatico; en 7.63-7.68 ppm un multiplete correspondiente al protén ¢ del

—
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anillo aromatico; en 8.17 una senal sencilla que integra para un protén, el cual
corresponde al CH del benzimidazol; y finalmente en 8.28 una sefal doble con
una constante de acoplamiento de 7.9 Hz que integra para un protén y que
corresponde al protdn del grupo amino, los resultados anteriores se muestran en

la tabla 22.

Tabla 22. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de HA12.

& (ppm) Multiplicidad Integracion Protén J (Hz)
107 d 3H CHaCH 6.7
3.30 dd 1H CH.OH 106,58
3.38 dd 1H CHwOH 10.6, 5.8

3.73-3.85 m 1H CHCHs —
4.91 = 2H CH2C=0 16.3

7.17-7.28 m oH H)\f;i‘ﬁ; B

7.437.48 m 1H "

Hb
7.63-7.68 m 1H Hcix\firi 3
N H
81 7 S 1 H -\.‘%;N .
8.28 d 1H NH 79
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 29) se pueden observar once
sefnales de los carbonos correspondientes al compuesto HA12, la sefal que
aparece en 17.04 ppm corresponde al carbono del metilo (CHs); en 46.89 la
sefial correspondiente al carbono del metileno vecino al carbonilo (CH2C=0); en
64.18 la sefal del carbono correspondiente al metileno vecino al hidroxilo; en
110.20, 119.29, 121.42, 122.25, 134.24, 143.19 y 144.86 las sefales
correspondientes a los carbonos del benzimidazol; y finalmente en 165.84 la
senal del carbono correspondiente al carbonilo, los resultados anteriores se

resumen en la tabla 23.

Tabla 23. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de HA12.

3 (ppm)  Asignacion

17.04 CHs
46.89 CH2C=0
64.18 CHCHs
110.20 C-1
119.29 C-2
121.42 C-3
122.25 C-4
134.24 C-5
143.19 C-6
144.86 C-7
165.84 C=0
(=)
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El espectro de fragmentacion obtenido en el analisis de espectrometria de
masas de baja resolucion (ionizacion FAB*), mostré la relacion masa/carga (m/z)
del ion molecular. La masa molecular del compuesto HA12 ionizado [M+H]* es
de 234.1243 y la relacion masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]* en masas

de alta resolucion fue de 234.1251.

5.1.3.4 Sintesis y caracterizacion de las 1H-benzotriazol-

hidroxiacetamidas

Una vez obtenido el 1H-benzotriazolil-acetato de etilo (E4) se llevd a cabo
la preparacion de las 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas, empleando diferentes
aminoalcoholes [etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-
fenilalaninol], empleando EtOH como medio de reaccion, a 100 °C, 600 rpm, bajo

irradiacién en microondas durante 20 minutos (Esquema 17).

N= R
T\\IJJ\ )\ EtOH
+
OEt H2N MW, 100°C
OH
E4 20 min HA16- 2o

Esquema 17. Sintesis de las 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas.

Los compuestos HA16-20 se obtuvieron como sdélidos blancos con
rendimientos aceptables que van desde 94% para el compuesto HA19 hasta 60%

como es el caso del compuesto HA20, a todos los compuestos obtenidos se les

determiné el punto de fusidén (Tabla 24).
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Tabla 24. Resultados de la sintesis de 1 H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas.

Compuesto R Renc:‘i)/lz‘l)iento Apariencia p-f. (°C)
HA16 H 91 Solido blanco  187-190
HA17 Me 83 Sélido blanco  197-200
HA18 I-Pr 93 Sélido blanco  226-228
HA19 i-Bu 94 Sdlido blanco  150-154
HA20 Bn 60 Sélido blanco  208-209

Las 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas HA16-20 fueron caracterizadas
por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 13C y Espectrometria de Masas
de Alta Resolucién (EMAR). A modo de ejemplo se describen las sefiales mas
importantes de RMN de 'H para la 1H-benzotriazolil-hidroxiacetamida HA16
(Figura 30): en un desplazamiento quimico de 3.20 ppm se aprecia una senal
multiple correspondiente al CHz2 unido al grupo amina; en 3.47 se observa otra
sefnal multiple que corresponde al CH2 unido al grupo hidroxilo; posteriormente
en 4.81 una senal triple, con una constante de acoplamiento de 5.3 Hz, que
integra para un protdn y corresponde al OH; en 5.46 aparece una sefal sencilla
que integra para dos protones correspondientes al CH2 vecino al carbonilo; de
7.36 a 7.46 se observa una senal multiple que corresponde a los protones del
anillo aromatico (Ha); en 7.55 una sefal doble de dobles, con constantes de
acoplamiento de 17.3 y 10.0 Hz correspondiente a los protones aromaticos (Hb);
en 7.77 y 8.04 dos senales dobles, con constantes de acoplamiento de 8.31 y 8.3
Hz respectivamente que integran para un protén cada una correspondiente a los

protones aromaticos (Hey Hd); y finalmente en 8.52 una sefal ancha que integra
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para un protdn correspondiente al grupo amino. Los datos se resumen en la tabla

25.

Tabla 25. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de HA16.

d (ppm)  Multiplicidad Integracion Proton J(Hz)
3.20 m 2H CH2NH
3.47 m 2H CH20H
4.81 t 1H OH 5.3
5.46 S 2H CH2C=0 —

7.36-7.46 m 1H ““@;\
7.55 dd 1H Qf 17.3
\H{
7.77 d 1H Qf‘ 8.31
8.04 d 1H Qﬁ- 8.3
Hy \
8.52 a 1H NH
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 31) se pueden observar once
sefnales de los carbonos correspondientes al compuesto HA16, la sefnal que
aparece en 41.76 ppm corresponde al carbono del metileno (CHz2-NH); en 49.94
la sefal correspondiente al carbono del metileno vecino al carbonilo (CH2C=0);
en 59.64 la sefal del carbono correspondiente al metileno vecino al hidroxilo; en
110.98, 119.01, 123.85, 127.27, 133.75 y 145.09 ppm las sefales
correspondientes a los carbonos del anillo aromatico; y finalmente en 165.65 la
senal del carbono correspondiente al carbonilo, lo anterior se resume en la tabla

26.

Tabla 26. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de HA16.

3 (ppm)  Asignacion

41.76 CHz-NH
49.94 CH2C=0
59.64 CH20H
110.98 C-1
119.01 C-2
123.85 C-3
127.27 C-4
133.75 C-5
145.09 C-6
165.65 c=0
(=)
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5.1.3.5. Sintesis y caracterizacion de las 2H-benzotriazolil-

hidroxiacetamidas

Una vez obtenido el 2H-benzotriazolil acetato de etilo (E5) se llevd a cabo
la preparacién de las 2H-benzotriazol-hidroxiacetamidas, empleando diferentes
aminoalcoholes [etanolamina, (S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-
fenilalaninol], empleando EtOH como medio de reaccion, a 100 °C, 600 rpm, bajo

irradiacion en microondas durante 20 minutos (Esquema 18).

R
=N O R
QN T - QNQL
\N/N\)J\OEt HaN MW, 100 °C N~ N/'\
OH
E5

HA21-25

Esquema 18. Sintesis de las 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas.

Los compuestos HA21-25 se obtuvieron como sdélidos blancos con
rendimientos quimicos que van del 99% para el compuesto HA24, hasta 25%

para el compuesto HA25. A todos los compuestos se les determiné su punto de

fusion (Tabla 27).
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Tabla 27. Resultado de la sintesis de las 2H-benzotriazolil hidroxiacetamidas.

Rendimiento

Compuesto R (%) Apariencia pf. (°C)
HA21 H 58 Sélido blanco 149-150
HA22 Me 46 Sélido blanco 170-173
HA23 -Pr 47 Sélido blanco 166-169
HA24 FBu 99 Sélido blanco 140-142
HA25 Bn 22 Solido blanco 110-112

Las 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamidas HA21-25 fueron caracterizadas
por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 13C y Espectrometria de Masas

de Alta Resolucién (EMAR).

A continuacion a modo de ejemplo se describen las sefiales mas
importantes de RMN de 'H para la 2H-benzotriazolil-hidroxiacetamida HA23
(Figura 32): en un desplazamiento quimico de 0.88 aparece una sefal doble con
una constante de acoplamiento de 6.8 Hz, que integra para seis protones
correspondientes a los metilos; en 1.78 a 1.94 una sefal multiple que integra para
un proton, correspondiente al CH base del i-Pr; en 3.44 una senal triple con una
constante de acoplamiento de 5.5 Hz, que integra para dos protones
correspondientes al CHz vecino al hidroxilo; en 3.54 a 3.65 se observa una sefal
multiple que integra para un proton correspondiente al CH vecino al grupo amina;
en 4.70 un triplete con una constante de acoplamiento de 5.4 Hz, que integra
para un proton y corresponde al proton del hidroxilo; a 5.51 un sistema AB que

integra para dos protones correspondientes al CH2 vecino al carbonilo; en 7.42 a
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7.50 un multiplete que integra para dos protones correspondientes a los protones
del anillo aromatico; de 7.89 a 7.98 otra sefial multiple correspondiente a los
protones del anillo aromatico; en 8.16 una senal doble, con una constante de 8.9

Hz, que integra para un protdén correspondiente al grupo amino (Tabla 28).

Tabla 28. Desplazamientos quimicos en RMN 'H de HA23.

8 (ppm) Multiplicidad Integracion Proton J(Hz)
0.88 d 6H (CH3)2CH
1.78-1.94 m 1H CH(CHs)2
3.44 t 2H CHz0H 5.3
3.54-3.65 m 1H CH-NH
4.70 t 1H OH
5.51 AB 2H CH2C=0 17.3
7.42-7.50 m 2H O 8.31
7.89-7.98 m 2H jo% 8.3
8.16 d 1H NH
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 33) se pueden observar las nueve
sefnales de los carbonos correspondientes al compuesto HA23, la sefnal que
aparece en 19.57 ppm corresponde al carbono de los metilos ((CHs)2CH); en
28.24 la senal correspondiente al carbono del metino base del i-Pr ((CH3)2CH);
en 56.21 la senal del carbono correspondiente al metileno vecino al carbonilo
(CH2C=0); en 58.38 el carbono correspondiente al metino vecino al grupo
amino; en 61.12 aparece la sefnal correspondiente al carbono del metileno
vecino al hidroxilo (CH20H) 117.85, 126.43 y 143.91 ppm las sefales
correspondientes a los carbonos del anillo aromatico; y finalmente en 164.73 la

senal del carbono correspondiente al carbonilo (Tabla 29).

Tabla 29. Desplazamientos quimicos en RMN 13C de HA23.

3 (ppm)  Asignacion

19.57 (CHa)2CH
28.24 (CHa)2CH
56.21 CH20H
58.38 CH-NH
61.12 CH20H
117.85 C-1
126.43 C-2
143.91 c-3
164.73 c-0
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Con estos resultados, se puede confirmar que cada uno de los compuestos
planteados en el presente proyecto fueron obtenidos de forma satisfactoria. De
los veinticinco compuestos sintetizados se eligieron cinco para llevar a cabo la
evaluacion bioldgica con base a lo reportado en la literatura, donde se describe
que los compuestos que incorporan en su estructura el anillo de imidazol

presentan actividad anti-cancer.6: 32
5.2 Pruebas de actividad bioldgica.

Con base en lo anterior se eligieron cinco hidroxiacetamidas HA6-HA10
(Figura 34) correspondientes a la serie con imidazol, para llevar a cabo la
evaluacion de su actividad biolodgica en las lineas celulares: HT-29 (cancer de
colon), SiHa (cancer de cérvix); y una no transformada (células de higado de
Chang) utilizando doxorrubicina como farmaco de referencia para la actividad

anti-cancer y tritbn X como control de muerte celular.

= 8 2§
Q\/N\)J\N/\ Q\/N\)J\N
H H
OH OH
HA6 HA7
N:\ fo)
R,
" OH OH
HAS8 NH,
Doxorrubicina
\j N\j (0] Bn
. .
H OH H OH
HA9 HA10

Figura 34. Estructura de los compuestos evaluados y doxorrubicina.
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Para llevar a cabo la evaluacion anti-cancer se decidié utilizar diferentes

concentraciones (diluciones seriadas) 500, 250, 125, 62.5 y 31.625 pug/mL, de

los cinco compuestos a evaluar.
5.2.1 Evaluacion de la actividad anticancerigena

Después de la exposicién de los compuestos HA6-HA10 sobre células

SiHa a las diferentes concentraciones, se determind la viabilidad celular mediante

la prueba de reduccién del WST-1. A continuacién se muestran los resultados de

viabilidad en esta linea celular (Tabla 30, Figura 35).

Tabla 30. Porcentajes de viabilidad en células SiHa.

Concentraciones (ug/mL)

Compuesto

15.625 31.25 62.5 125 250 500
HA6 954+1.7 91.7+06 923+04 90.0+0.7 90.0+0.4 90.0+1.5
HA7 939+09 959+22 934+0.7 875*11 90.2+13 89.1+1.8
HAS8 90.2+0.6 899+09 904+15 91.0+2.0 89.7+0.7 852+1.1
HA9 884 +4.4 90.2+4.6 893+3.7 839+28 86.1+04 832+1.7
HA10 98.0+1.3 962+20 972+13 96.7+3.7 96.7+16 93.5+1.8

Doxorrubicina 67.3+2.7 643+1.4 664+06 654+02 701+1.0 80.1+22

En la tabla 30 puede observarse que los compuestos muestran
porcentajes de viabilidad entre 83.2 a 98% en las diferentes concentraciones
evaluadas. Esto puede apreciarse mejor en la figura 35, donde observamos que
los compuestos que mostraron mayor citotoxicidad fueron los compuestos HA8 y
HA9, moléculas que incorporan en su estructura los grupos isopropilo e isobutilo,
respectivamente, con porcentajes de viabilidad celular de 85.2'y 83.2% a la mas

alta concentracion evaluada (500 pg/mL).
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Efecto de las hidroxiacetamidassobre la viabilidad en
celulas SiHa.

120

100 x ’ ii

—e—————

— He— .

—— S A W— Y
80 —o— HA6
O— PS —0— / —8— HA7

60

HA8

% de viabilidad

40 HA9

—¥—HA10
20

—@&— Doxo

15,625 31,25 62,5 125 250 500

Concentracién (pg/mL)

Figura 35. Efecto de las hidroxiacetamidas sobre células SiHa a 24 horas de
exposicion.

Por otro lado, el compuesto HA10 fue el que presentd menor citotoxicidad
con porcentajes viabilidad que van de 93.5 a 98.0% bajo las mismas
concentraciones y condiciones de estudio. En la figura 36 se presentan las

estructuras de estos tres compuestos.

N
= o N fo)
X\ _N =
H Q\/N\)J\N
OH H
OH
HAS8
HA9

HA10

Figura 36. Estructura de los compuestos HA8-HA10.
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Con estos resultados obtenidos, se decidio evaluar la actividad anti-cancer

de estos mismos compuestos en la linea celular HT-29. Los resultados se

muestran en la tabla 31 y figura 37.

Tabla 31. Porcentajes de viabilidad en células HT-29.

Concentraciones (ug/mL)

Compuestos
15.625 31.25 62.5 125 250 500
HA6 77.7+0.90 79.0+0.50 59.6+0.45 60.9+0.45 59.3+0.70 59.0%+0.70
HA?7 82.6+0.60 73.7+040 72.8+0.95 74.4+0.65 73.7+0.40 68.7+2.71
HA8 94.3+0.65 95.2+0.50 83.1+1.15 81.0+0.65 76.2+0.32 62.8+2.65
HA9 843+155 86.5+0.42 84.6+032 779+090 72.1+188 58.6+0.15
HA10 84.8+3.35 87.2+0.65 83.8+0.15 78.1+1.30 77.7+0.15 72.5+2.55

Los resultados mostrados en la tabla anterior indican que el compuesto

HAG6 presenta porcentajes de viabilidad del 59-60% a las concentraciones de
62.5, 125, 250 y 500 pg/mL. Por otro lado, el compuesto HA9 muestra un 58.6%
de viabilidad a la concentracién mas alta probada (500 pug/mL), mientras que el

compuesto HA8 mostrd un 62.8% de viabilidad a la misma concentracion. Un

mayor porcentaje de viabilidad se observa con los compuestos HA7 y HA10 con

valores de 68.7 y 72.5 a la mas alta concentracion evaluada. Podemos notar que

los compuestos HA8 y HA9, una vez mas resultan ser de los compuestos que

muestran mayor actividad.
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Efecto de las hidroxiacetamidas sobre la
viabilidad de celulas HT-29
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Figura 37. Efecto de las hidroxiacetamidas sobre células HT-29 a 24 horas de
exposicion.

A continuacién, se muestran las estructuras de los compuestos mas activos en

las células HT-29 (Figura 38).

N
Q\ o N— fo)
Q\/N\)J\H/\ @\)J\N
OH H  on
HAG6 HAS8

HA9

Figura 38. Estructura de los compuestos HA6, HA8 y HA9.
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5.2.2 Evaluacion de la actividad citotoxica

Una vez evaluada la actividad anti-cancer de estos compuestos, el
siguiente paso consistié en evaluar la toxicidad de los mismos utilizando células
de higado de Chang, con la finalidad de evaluar el efecto citotoxico en otro tipo
de células que no son tumorales mediante la prueba de WST-1. Los resultados

se presentan en la tabla 32 y en la figura 39.

Tabla 32. Porcentajes de viabilidad en células de higado de Chang.

Concentraciones (ug/mL)

Compuestos
15.625 31.25 62.5 125 250 500
HA6 88.9+2.77 87.0x0.99 80.2+1.30 86.6+0.86 76.2+1.37 85.8+3.71
HA?7 79.9+0.10 80.7+0.95 789+2.69 73.0+0.50 73.9+0.30 83.2+1.20
HAS8 78.8+0.06 78.4+0.45 78.0+2.05 81.5+0.80 88.2+1.15 89.2+0.30
HA9 89.2+195 885175 775+£255 7231217 69.1+£1.05 75.3+2.80

HA10 93.3+0.79 924+1.00 81.8+041 84.3+218 98.3+0.46 85.6+0.47

Como se puede observar en la tabla anterior, los porcentajes de viabilidad
a la concentracion mas alta alcanzaron valores desde 75.3 hasta 89.2%, es
importante considerar que los compuestos con porcentajes de viabilidad por
encima del 80% pueden considerarse como no citotoxicos, y esto ocurre en los

compuestos HA6, HA7, HA8 y HA10 (Figura 39).
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Efecto de las hidroxiacetamidas sobre la
viabilidad de las celulas de higado de Chang

100,0

M e—%
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®
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5 HA7
=
o 400 HAS
X
HA9
20,0
—x—HA10
0,0
15.625 31.25 62.6 125 250 500

Concentraciones (ug/mL)

Figura 39. Efecto de las hidroxiacetamidas sobre células Chang a 24 horas de
exposicion.

Analizando los resultados de las pruebas realizadas, podemos observar
que las moléculas HA8 y HA9, fueron las que presentaron la mejor actividad anti-
cancer en las células HT-29 y SiHa; mientras que el compuesto HAG6 resulté ser
de los mas activos solo en la linea celular HT-29. Es importante hacer notar que
la actividad citotoxica de los compuestos HA6 y HA8 en las células de higado

Chang fue menor a la concentracion de 500 ug/mL (Tabla 33).

Tabla 33. Resultados de los compuestos HA6, HA8 y HA9.

500 pg/mL
Compuestos -
SiHa HT-29 Chang
HAG6 90.0 59.0 85.8
HAS8 85.2 62.8 89.2
HA9 83.2 58.6 75.3
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Analizando la estructura de los compuestos HA6, HA8 y HA9 observamos
que éstos poseen como sustituyente un H, un grupo isopropilo e isobutilo,
respectivamente, sustituyentes pequefios comparados con los reportados por
Ozkay'® (compuesto 5 y 6) (Figura 40), en los que los carbonos del anillo de
imidazol estan sustituidos y ademas dentro de la estructura se encuentra un anillo
de tetrazol o un tiazol, asimismo los valores de ICs0 de estos compuestos en

células HT-29 fue de 1.6 y 2.7 ug/mL, valores mucho menores a los presentados

por las hidroxiacetamidas HA6, HA8 y HA9 (500 ug/mL).

SN

OH

HAG O N : N>|\4—/ N
"

N= o]
@UQ;
H on

5
HAS O \
S
= o e
SEUQIIE
H  OH

HA9

Figura 40. Comparacién estructural entre los compuestos HA6, HA8 y
HA9vs 5y 6.

Es importante notar que los compuestos HA6, HA8 y HA9 mostraron una
actividad moderada en las células HT-29, mientras que en las células SiHa la

actividad no fue relevante. Estos resultados son similares a los encontrados por
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Wang et al.,33 quienes realizaron la sintesis y evaluacién de derivados de imidazol
en 5 lineas celulares tumorales, mostrando que el compuesto mas activo
presentaba actividad citotéxica selectiva solo en dos de las cinco lineas celulares

evaluadas MCF-7 (cancer de mama) y SMMC-7721 (cancer de higado).

Asimismo, Yang et al.,®* realizaron la sintesis y evaluaciéon anti-cancer de
compuestos hibridos entre imidazol y 2-fenilbenzofurano, encontrando que el
compuesto mas activo exhibia una actividad selectiva solo en las células SMMC-

7721 de entre cinco lineas evaluadas.

Tomando en cuenta lo anterior se propone como trabajo a futuro la
evaluacion de las hidroxiacetamidas HA6, HA8 y HA9 en otras lineas celulares,
tales como MCF-7, lo cual, segun lo reportado por diversos autores, es una de
las lineas celulares en las que los compuestos que incorporan el anillo de
imidazol dentro de su estructura muestran una actividad selectiva. También se
propone evaluar las hidroxiacetamidas que poseen en su estructura otros
sustituyente azo (pirazol, benzimidazol y benzotriazol) y mantener los
sustituyentes H, isopropilo e isobutilo, que estan presentes en las moléculas HAG,
HA8 y HA9, anteriormente descritas, y observar si la actividad anti-cancer mejora

de forma considerable.

También se ha observado que compuestos similares a los descritos en el
presente trabajo poseen actividad como radiosensibilizadores, tal es el caso de
Uto et al.®® quienes sintetizaron y evaluaron derivados de 2-nitroimidazol,

observando que el compuesto TX-2036 posee una fuerte actividad como
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readiosensibilizador, por lo que una opcion alterna sera llevar a cabo

modificaciones estructurales en el anillo de imidazol y observar si la actividad

incrementa notoriamente.

il

Figura 41. Estructura del compuesto TX-2036.

Ademas, no hay que dejar de lado los compuestos HA1-HA5 y HA11-
HAZ25, que incorporan los anillos de pirazol, benzimidazol y benzotriazol en su
estructura; los cuales también han mostrado poseer actividad, no solo como
anticancerigenos como lo reportan autores como Alkatahni (benzimidazol)23,
Carta (benzotrizol)2' y Reddy (pirazol)?8; sino que también se han evaluado este
tipo de derivados sobre diferentes microrganismos, ejemplo de ello es lo
reportado por Ahn et al.,3® quienes sintetizaron moléculas con pirazol en su
estructura y evaluaron su actividad sobre E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidisy

S. aureus, mostrando buenos resultados.

Por otro lado, He et al.,® llevaron a cabo la sintesis de nuevos inhibidores
de DGAT1 de tipo benzimidazol, para el tratamiento de diabetes mellitus tipo II.
Asimismo, algunos derivados de benzotriazol han sido evaluados para estudiar
su actividad sobre diferentes virus (Loddo et al)?°, como agente

antimicobacterial, antihelmintico y como activador de los canales de potasio,
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entre otros.38 Por lo que una alternativa, para las moléculas que no se evaluaron
en el presente estudio, seria llevar a cabo su evaluacion en alguna de las
actividades biolégicas mencionadas anteriormente y observar su

comportamiento.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

» Se sintetizaron cinco ésteres derivados de diferentes azoles (imidazol,
pirazol, benzimidazol y benzotriazol) (E1-E5), empleando como método
de activacién ultrasonido, obteniendo porcentajes de rendimientos que
van desde 42 al 80%, por lo que emplear este método de activacién es

una buena opcidn para la obtencion de este tipo de compuestos.

» Se obtuvieron dos ésteres derivados de benzotriazol (E4 y E5) debido a
las formas tautoméricas del benzotriazol, ya que los sustituyentes pueden
unirse al nitrdgeno en posicion 1 o 2 del anillo de triazol, dando lugar a
una mezcla de isémeros, favoreciendo al isémero de la posicién 1. Lo
anterior se puede comprobar a partir de los porcentajes de rendimiento
que fueron de 58 y 12%, para el compuesto E4 y E5, respectivamente; y
por caracterizacion de cada uno de los compuestos por resonancia
magnética nuclear tanto de 'H como de '3C, en los que se pueden
observar las sefales caracteristicas correspondientes a los sustituyentes

en las posiciones tanto 1 como 2 del anillo de triazol.

» Se sintetizaron 25 hidroxiacetamidas empleando como precursores los

ésteres E1-E5; con diferentes aminoalcoholes, tales como etanolamina,

(S)-alaninol, (S)-valinol, (S)-leucinol y (S)-fenilalaninol, via microondas y
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empleando etanol como disolvente, obteniendo porcentajes de
rendimientos que van desde el 22 al 99%. Anteriormente este tipo de
reacciones se han llevado a cabo empleando tolueno como disolvente,
por lo que el uso de etanol es una alternativa para la obtencidén de este
tipo de moléculas con buenos resultados, ademas de ser un método mas

amigable con el medio ambiente.

Por otro lado, se seleccionaron 5 hidroxiacetamidas (HA6-HA10)
correspondientes a la serie de imidazol y se evalu6 la actividad
anticancerigena sobre dos lineas celulares SiHa y HT-29, cancer de
cérvix y cancer de colon, respectivamente; observando que en las células
SiHa los compuestos no mostraron actividad relevante, ya que los
porcentajes de viabilidad solo alcanzaron un 83.2% a una concentracion

de 500 pg/mL.

En cuanto a la evaluacion en las células HT-29, los compuestos que

presentaron una mejor actividad fueron HA6, HA8 y HA9 con porcentajes
de viabilidad que van del 59.0 al 62.8% a una concentracion de 500
ug/mL, ademas los compuestos HA6 y HA8 fueron los que presentaron
menor citotoxicidad a esa misma concentracion en las células Chang con
porcentajes de 85.8 y 89.2%, respectivamente. Por lo que se sugiere que

estos compuestos poseen actividad selectiva por las células HT-29.

Ademas, los compuestos HA7 y HA10 tampoco mostraron mayor

citotoxicidad en las células de higado de Chang. Tomando en
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consideracion lo anterior se propone la evaluaciéon de estas moléculas
sobre algun tipo de microorganismo, ya que esta ampliamente reportado
que este tipo de anillos poseen actividad sobre varios tipos de bacterias,

asi como algunos hongos.
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ANEXOS

2-(1H-pirazol-1-il) acetate de etilo (E1).

Rendimiento: 75%, liquido viscoso de coloracién amarilla,

=N (0]
Qr‘w&koa RMN 'H (400 MHz, CDCl): & 128 (t, J = 7.2 Hz, 3H,

CH3CH20), 4.23 (c, J = 7.1 Hz, 2H, OCH2CHg), 4.92 (s, 2H, CH2C=0), 6.33 (dd,
J=22,J=2.1 Hz, 1H, CH=CH-N), 7.48 (d, J= 2.3 Hz, 1H, CH=N), 7.56 (d, J =
1.8 Hz, 1H, CH-N). RMN 3C (100 MHz, CDCls): 6 14.1 (CHsCH20), 53.1
(CH2C=0), 61.8 (CH3CH20), 106.5 (CH=CH-N), 130.6 (CH-N), 140.1 (CH=N),
168.0 (C=0). EMAR (FAB*): calculado para C7H11N202 [M+H]*, m/z 155.0821;

encontrado [M+H]*, m/z155.0815.

2-(1H-imidazol-1-il) acetato de etilo (E2).

Rendimiento: 42%, liquido viscoso ligeramente amarillo, RMN

N
= o
&NQ&OH 'H (400 MHz, CDCls): § 1,29 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3CH-0),

4.24 (c, J=7.2 Hz, 2H, OCH2CHs), 4.70 (s, 2H, CH2C=0), 6.96
(s, 1H, NCH=CH), 7.09 (s, 1H, NCH=CH), 7.50 (s, 1H, N=CHN). RMN *3C (100
MHz, CDCls): & 14.0 (CHs), 48.0 (CH2C=0), 62.0 (OCH2CHs), 120.0 (CH-N),
129.6 (CH=CHN), 137.9 (N=CH), 167.4 (C=0). EMAR (FAB-): calculado para

C7H11N202 [M+H]*, m/z 155.0821; encontrado [M+H]*, m/z 155.0822.
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2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il) acetato de etilo (E3).

Rendimiento: 80%, sélido blanco, p. f.: 63-65 °C, RMN 'H

N
= @ _
@NQ&OB (400 MHz, CDCls): 5 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHaCHz0),
4.20 (¢, J = 7.1 HZ, 2H, OCH2CH), 4.83 (s, 2H, CH2C=0),

7.26-7.33 (m, 3H, Harom), 7.78-7.83 (m, 1H, Harom), 7.88 (s, 1H, N=CH-N). RMN
13C (100 MHz, CDCls): 6 14.1 (CHs), 46.1 (CH2C=0), 62.2 (OCH2CHzs), 109.3,
120.5, 122.5, 1234, 143.5, 167.3 (C=0). EMAR (FAB*): calculado para
C11H13N202 [M+H]*, m/z 205.0977; encontrado [M+H]*, m/z205.0977.
2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il) acetato de etilo (E4).

Rendimiento: 58%, solido blanco, p. f.:. 77-79 °C, r.f.

N
~N
@N\/}Z (Hex:AcOEt, 3:1 vv): 0.31, RMN 'H (400 MHz, CDCls): &
OEt

1.26 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CH3CHz) 4.25 (c, J = 7.1 Hz, 2H,

CH2CHa), 5.42 (s, 2H, CH2C=0), 7.36-7.44 (m, 1H, Harom), 7.44-7.56 (m, 2H,
Harom), 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Harom). RMN 13C (100 MHz, CDCla):  14.06 (CHa),
49.09 (CH2C=0), 62.33 (OCH2-CHs), 109.24, 120.19, 124.12, 127.91, 133.38,

146.03, 166.37 (C=0).

2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il) acetato de etilo (E5).
Rendimiento: 12%, sélido blanco, p. f.: 116-119 °C, r.

Qh‘ Q f.(Hex:AcOEt 3:1 vv): 0.62, RMN 'H (400 MHz, CDCl3): §
SN A
OEt

1.28 (t, J= 7.1 Hz, 3H, CH3CH2), 4.28 (c, J= 7.1 Hz, 2H,
CH2CHs), 5.54 (s, 2H, CH2C=0), 7.37-7.45 (m, 2H, Harom), 7.85-7.94 (m, 2H,
Harom). RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 13.92 (CHs), 56.98 (CH2C=0), 61.69

(OCH2-CHs), 117.95, 126.84, 144.05, 166.70 (C=0).
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N-(2-hidroxietil)-2-(1 H-pirazol-1-il) acetamida (HA1).

Rendimiento: 85%, sélido blanco, p.f.: 108-110 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

Qﬁj §3.35 (t, J = 5.6 Hz, 2H, CH2NH), 3.61 (t, J = 5.6 Hz, 2H,

H 4| CH20H), 4.89 (s, 2H, CH2C=0), 6.36 (t, J = 2.2 Hz, 1H,

CH=CH-N), 7.56 (d, J=1.8 Hz, 1H, CH=N), 7.70 (d, J=2.2 Hz, 1H, CH-N). RMN
13C (100 MHz, CD30OD): 6 41.7 (CH2NH), 53.6 (CH2C=0), 59.9 (CH20H), 105.7,
131.7, 139.9, 1684 (C=0). (FAB®): calculado para C7H12N3O2 [M+H]*, m/z
170.0930; encontrado [M+H]*, m/z 170.0927.

(S)-N-(1-hidroxipropan-2-il)-2-(1 H-pirazol-1-il) acetamida (HA2).
Rendimiento: 42%, sélido blanco, p.f.: 119-121 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

=N (@] _ —
QNQL §1.14 (d, J = 6.8 HZ, 3H, CHs), 3.49 (d, J = 4.8 HZ, 2H,
N

H OH| CH20H), 3.94 (m, 1H, CHCHs), 4.84 (s, 2H, CH2C=0),

6.33 (m, 1H, CH=CH-N), 7.53 (d, J = 1.6 Hz, 1H, CH=N), 7.67 (d, J= 2.0 Hz, 1H,
CH-N). RMN '3C (100 MHz, CDsOD): 6 17.2 (CHs), 48.9 (CHCHs), 55.2
(CH2C=0), 66.0 (CH20H), 107.1, 133.2, 141.2, 169.1 (C=0). EMAR (FAB*):
calculado para CsH14N3O2 [M+H]*, m/z 184.1086; encontrado [M+H]*, m/z
184.1084.

(S)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)-2-(1 H-pirazol-1-il) acetamida (HAS3).
Rendimiento: 97%, soélido blanco, p. f.: 124-126 °C, RMN 'H (400 MHz, CD3sOD):

C %\/Q 5 0.89 (d, J = 6. Hz, 3H, (CHs)2CH), 0.93 (d, J = 6.8 Hz,
OH

, (CH3)2CH), 1.86 (m, 1H, CH(CHa)2), 3.54 (dd, J = 11.6,

5.2 Hz, 1H, CH20H), 3.59 (dd, J= 11.2, 4.4 Hz, 1H, CH20H), 3.68 (m, 1H, CHN),
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4.88 (sistema AB, J = 13.2 Hz, 2H, CH2C=0), 6.34 (2d, 1H, CH=CH-N), 7.53 (d,
J =1.6 Hz, 1H, CH=N), 7.68 (d, J = 2.0 Hz, 1H, CH-N). RMN '3C (100 MHz,
CDs30D): 5 18.8 (CHs), 20.1 (CHs), 30.1 (CH(CHa)2), 55.2 (CHiPr), 58.4
(CH2C=0), 63.1 (CH20H), 107.2 (CH-CH=N), 133.2 (CH-N), 139.9 (CH=N), 169.7
(C=0). EMAR (FAB®): calculado para C1oHi1sN3O2 [M+H]*, m/z 212.1399;
encontrado [M+H]*, m/z212.1406.

(S)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)-2-(1H-pirazol-1-il) acetamida (HA4).
Rendimiento: 81%, soélido blanco, p. f.: 85-88 °C, RMN 'H (400 MHz, CDCls):

5 0.86 (dd, J = 6.5, 1.9 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.24-1.33 (m,
N
Jk 2H, CH2CH), 1.43-1.55 (m, 1H, (CHa)2CH), 3.45 (dd, J =

11.2, 3.5 Hz, 1H, CH20H), 3.62 (dd, J=11.3, 3.4 Hz, 1H,

CH20H), 4.00 (a, 1H, CHCHz), 4.83 (sistema AB, J = 16.9 Hz, 2H, CH2C=0), 6.33
(t, J= 1.9 Hz, 1H, CH=CH), 6.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NH), 7.50 (d, J = 2.1 Hz, 1H,
CH=N), 7.58 (d, J = 2.1 Hz, 1H, CH=N). RMN 3C (100 MHz, CD3sOD): & 22.11
(CHa), 22.96 (CHs), 24.78 (CH(CHs)2), 39.89 (CH2CH), 50.23 (CHCHz), 54.90
(CH2C=0), 65.06 (CH20H), 106.66 (CH=N), 131.31 (CH-N), 140.97 (CH=N),
167.66 (C=0).

(S)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-2-(1 H-pirazol-1-il) acetamida (HA5).
Rendimiento: 91%, sélido blanco, p.f.: 113-114 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

§2.73 (dd, J=13.6, J = 8.4 Hz, 1H, CH2Ph), 2.89 (dd,
=N 0]
C‘ = 13.6, 6.4 Hz, 1H, CHzPh), 3.4 =112, J=
\N\)J\” J = 13.6, 6.4 Hz, 1H, CH2Ph), 3.49 (dd, J ,J
OH

5.6 Hz, 1H, CH20H), 3.54 (dd, J= 11.2, J= 4.8 Hz, 1H,

CH20H), 4.11 (m, 1H, CHBn), 4.79 (sistema AB, J = 13.6 Hz, 2H, CH2C=0), 6.31

—

118

—



(m, 1H, CH-CH=N), 7.18-7.27 (m, 5H, Harom), 7.52 (d, J= 1.2 Hz, 1H, CH=N), 7.56
(d, J= 2.4 Hz, 1H, CH-N). RMN '3C (100 MHz, CD30OD): 5 38.0 (CHzPh), 54.60
(CHBn), 55.1 (CH2C=0), 63.9 (CH20H), 107.2 (CH-CH=N), 127.6, 129. 6 (2C),
130.5 (2C), 139.7 (Carom), 133.1 (CH-N), 141.2 (CH=N), 169.2 (C=0). EMAR
(FAB*): calculado para C14H18N3O2 [M+H]*, m/z 260.1399; encontrado [M+H]*,
m/z 260.1398.

N-(2-hidroxietil)-2-(1 H-imidazol-1-il) acetamida (HAG).
Rendimiento: 99%, sélido blanco, p.f.: 124-126 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

it
N\ _N
N
OH
Hz, 2H, CH2C=0), 6.86 (d, J = 7.5 Hz, 1H, CH-N), 7.02 (d, J = 7.5 Hz, 1H,

53.41 (t, J=4.4 Hz, 1H, CH2NH), 3.52 (t, J= 4.4 Hz, 1H,

CH2NH), 3.85 (t, J= 4.4 Hz, 2H, CH20H), 4.62 (d, J=15.7

CH=CH), 7.22 (s, 1H, N=CH). RMN '3C (100 MHz, CDs0OD): § 41.64 (CHz2NH),
47.59 (CH2C=0), 60.68 (CH20H), 125.34 (CH-N), 128.30 (CH=CH), 138.39
(N=CH), 167.97 (C=0). EMAR (FAB"): calculado para C7H12N3O2 [M+H]*, m/z
170.0930; encontrado [M+H]*, m/z 170.0934.

(S)-N-(1-hidroxipropan-2-il)-2-(1 H-imidazol-1-il) acetamida (HA7).
Rendimiento: 70%, sélido blanco, p.f.: 172-173 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

N
I,
&NQLH

81.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3CH), 3.47 (dd, J= 11.2, 5.2

on!| Hz 1H, CH20H), 3.51 (dd, J=11.2,5.2 Hz, 1H, CH20H),

3.95 (m, 1H, CHCHs), 4.72 (s, 2H, CH2-C=0), 6.97 (a, 1H, CH=CH-N), 7.10 (a,
1H, CH=CH-N), 7.65 (a, 1H, N=CH-N). RMN 13C (100 MHz, CD3OD): & 17.1

(CHs), 30.0 (CH2C=0), 50.4 (CHCHzs) 66.0 (CH20H), 121.9, 129.0, 139.6, 169.0
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(C=0). EMAR (FAB*): calculado para CsH14N3O2 [M+H]*, m/z 184.1086;

encontrado [M+H]*, m/z184.1092.

(S)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)-2-(1 H-imidazol-1-il) acetamida (HAS).
Rendimiento: 43%, sélido blanco, p.f.: 174-176 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

o j; §0.91 (d, J = 7.2 Hz, 3H, (CH3)2CH), 0.94 (d, J = 7.2 Hz,

3H, (CH3)2CH), 1.86 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.55 (dd, J=11.2,

6.4 Hz, 1H, CH20H), 3.63 (dd, J = 11.6, 4.4 Hz, 1H,
CH20H), 3.71 (m, 1H, CHN), 4.76 (sistema AB, J= 13.2 Hz, 2H, CH2C=0), 6.98
(s, 1H, CH=CH-N), 7.12 (s, 1H, CH=CH-N), 7.67 (s, 1H, N=CH-N). RMN '3C (100
MHz, CD3OD): 8 18.9 (CHs), 20.1 (CHs), 30.2 [CH(CHs3)2], 50.5 (CH2C=0), 58.5
(CHNH), 63.1 (CH20H), 121.9, 129.1, 139.6, 169.5 (C=0). EMAR (FAB*):
calculado para CioH18N3O2 [M+H]*, m/z 212.1399; encontrado [M+H]*, m/z
212.1393.

(S)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)-2-(1 H-imidazol-1-il) acetamida (HA9).
Rendimiento: 88%, sélido blanco, p.f.: 162-164 °C, RMN 'H (400 MHz, CD3sOD):

§ 0.94 (dd, J= 13.7, 6.6 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.32-1.48 (m,
\ NQ& 2H, CH2CH), 1.57-1.72 (m, 1H, CH(CHa)2), 3.51 (ddd, J =

16.8, 11.1, 5.3 Hz, 2H, CH20H), 4.01 (dc, J = 10.2, 5.2

Hz, 1H, CHCH2), 4.77 (sistema AB, J = 16.1 Hz, 2H, CH2C=0), 7.01 (s, 1H,
N=CH), 7.12 (s, 1H, CH-N), 7.69 (s, 1H, N-CH). RMN 3C (100 MHz, CD3OD):
§ 21.00 (CHs), 22.33 (CHa), 24.58 (CH(CHa)z), 39.70 (CH2CH), 49.00 (CH2C=0),

49.72 (CHCH2), 63.95 (CH20H), 120.33 (CH-N), 127.90 (CH-N), 138.00 (N=CH),
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167.58 (C=0). EM (FAB*): calculado para C1iHeoNsOz [M+H]*, m/z 226;

encontrado [M+H]*, m/z 226.

(S)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)-2-(1 H-imidazol-1-il) acetamida (HA10).
Rendimiento: 62%, sélido blanco, p. f.: 189-190 °C, RMN 'H (400 MHz, CD3OD):

§2.72 (dd, J = 13.6, 8.4 Hz, 1H, CH2Ph), 2.92 (dd, J =
N= 0
&N%N 14.0, 6.0 Hz, 1H, CH2Ph), 3.52 (dd, J = 10.8, 5.6 Hz,
H OH

1H, CH20H), 3.58 (dd, J = 10.8, 4.8 Hz, 1H, CH20H),

414 (m, 1H, CHBn), 4.63 (sistema AB, J = 16.0 Hz, 2H, CH2C=0), 6.94 (a, 2H,
CH=CH-N), 7.19-7.28 (m, 5H, Harom), 7.53 (s, 1H, N=CH-N). RMN '3C (100 MHz,
CD30D): 6 38.0 (CH2-Ph), 50.3 (CH2C=0), 54.5 (CHBn), 64.0 (CH20H), 121.6,
127.5 (2C), 128.9, 129.5 (2C), 130.3 (2C), 139.6, 168.9 (C=0). EMAR (FAB*):
calculado para Ci14H18N3O2 [M+H]*, m/z 260.1399; encontrado [M+H]*, m/z
260.1398.

2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(2-hidroxietil) acetamida (HA11).
Rendimiento: 68%, solido blanco, p. f.: 208-210 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

N

= o0 db): 5 3.18 (c, J= 5.8 Hz, 2H, CH2NH), 3.38 (a, 1H, OH),
@NJ&
N

H/\OH 3.44 (m, 2H, CH20H), 4.93 (s, 2H, CH2C=0), 7.18-7.26

(m, 2H, Harom), 7.44 — 7.46 (m, 1H, Harom), 7.64 — 7.66 (m, 1H, Harom), 8.17 (s, 1H,
N=CH-N), 8.40 (t, J = 5.4 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-dk): & 42.2
(CHzNH), 47.3 (CH2C=0), 60.1 (CHz-OH), 110.6, 119.8, 121.9, 122.8, 13428,
143.7, 145.3, 167.1 (N=CH) (C=0). EMAR (CI*): calculado para C11H14N3Oz2

[M+H]*, m/z220.1086; encontrado [M+H]*, m/z220.1085.
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(S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-hidroxipropan-2-il) acetamida (HA12).
Rendimiento: 53 %, sélido blanco, p.f.: 208 - 209 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

% dk): 5 1.07 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHas), 3.30 (dd, J = 10.6,
OH

5.8 Hz, 1H, CH20H), 3.38 (dd, J = 10.6, 5.3 Hz, 1H,

CH20H), 3.79 (m, 1H, CHCHBs), 4.91 (sistema AB, J = 16.3 Hz, 2H, CH2C=0),
717 —7.29 (m, 2H, Harom), 7.43 — 7.46 (m, 1H, Harom) 8.17 (s, 1H, N=CH-N), 8.28
(d, J = 7.9 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-adk): & 17.0 (CHs), 46.9
(CH2C=0 y CHNH), 64.2 (CH20H), 110.2, 119.3, 121.4, 122.3, 134.2, 143.2,
144.9, 165.84 (C=0). EMAR (FAB*): calculado para Ci2H16N3O2 [M+H]*, m/z

234.1243; encontrado [M+H]*, m/z 234.1251.

(S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il) acetamida
(HA13).

Rendimiento: 39 %, sélido blanco, p.f.: 214 -217 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-
% \/g ): 5 0.85 (d, J = 6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.76 — 1.92
@ (M, 1H, CH(CHa)2), 3.52 -3.65 (m, 2H, CH20H), 4.73 (a,

1H, NH), 4.96 (sistema AB, J= 16.1, 2H, CH2C=0), 7.16 — 7.29 (m, 2H, Harom),

7.46 (dd, J=7.3, 1.3 Hz, 1H, Harom), 7.66 (dd, J= 8.0, 0.9 Hz, 1H, Harom), 8.17 (s,
1H, N=CHN). RMN *3C (100 MHz, DMSO-dk): 5 18.13 (CHs), 19.60 (CHs), 28.20
(CH(CHzg)2), 46.95 (CH2C=0), 56.11 (CHNH), 61.21 (CH20H), 110.16, 119.32,
121.47,122.26, 134.19, 143.22. 144.90 (N=CH-N), 166.38 (C=0). EMAR (FAB):
calculado para Ci14H20N3O2 [M+H]*, m/z 262.1556; encontrado [M+H]*, m/z

262.1562.

—

122

—



(S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-il)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il) acetamida
(HA14).

Rendimiento: 68 %, solido blanco, p. f.: 185 - 187 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

5 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, (CH3)2CH), 0.95 (d, J=6.7

@ JK Ji\ Hz, 3H, (CH3)2CH), 1.32 — 1.50 (m, 2H, CH2CH), 1.59

—1.70 (m, 1H, CH(CHs)2), 3.52 (dc, J = 11.1, 5.4 Hz,

2H, CH20H), 4.03 (dc, J = 10.1, 5.1 Hz, CH-NH), 5.02 (sistema AB, J = 16.4 Hz,
2H, CH2C=0), 7.26 — 7.36 (m, 2H, Harom), 7.46 — 7.51 (m, 1H, Harom), 7.67 (m, 1H,
Harom), 8.18 (s, 1H, N=CH). RMN '3C (100 MHz, CD3OD): § 20.82 ((CHs)2CH),
22.30 (CH(CHa)2), 24.57 (CH2CH), 39.67 (CHCHz), 49.79 (CH2C=0), 64.00
(CH20H), 109.84, 118.75, 122.29, 123.02, 133.91, 142.49, 144.32 (N=CH),
167.40 (C=0). EMAR (EI"): calculado para C1sH22N3Oz2 [M+H]*, m/z 276.1712;

encontrado [M+H]*, m/z276.1696.

(S)-2-(1H-benzo[d]imidazol-1-l)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il) acetamida
(HA15).

Rendimiento: 78 %, sélido blanco, p. f.: 225 - 226 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

dk): & 2.67 (dt, J = 15.1 Hz, 1H, CH2Ph), 2.88 (dt, J

= 0]
@:I\\JQJ\ = 12.1 Hz, 1H, CH2Ph), 3.19 (dd, J = 10.4, 6.5 Hz,

OH 1H, CH20H), 3.29 (dd, J = 104, 4.8 Hz, 1H,

CH20H), 3.88 — 4.01 (m, 1H, CH-NH), 4.90 (sistema AB, J = 16.2 Hz, 2H,
CH2C=0), 7.15 — 7.24 (m, 5H, Harom), 7.23 — 7.32 (M, 2H, Harom), 7.57 — 7.67 (m,
2H, Harom), 8.09 (s, 1H, N=CH-N), 8.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100
MHz, CDsOD): & 36.59 (CHzPh), 46.88 (CH2C=0), 54.44 (CH-NH), 65.60

(CH20H), 110.18, 119.23, 121.41, 122.25, 125.79, 125.98, 129.10, 134.10,
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138.92, 139.72, 143.17, 144.79 (N=CH), 165.96 (C=0). EMAR (FAB"): calculado

para C18H20N3O2 [M+H]*, m/z310.1556; encontrado [M+H]*, m/z310.1544.

2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(2-hidroxietil) acetamida (HA16).
Rendimiento: 91 %, sélido blanco, p.f.: 187 - 190 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

% dk): 5 3.20 (m, 2H, CH2-NH), 3.47 (m, 2H, CH2-OH),
@ OH 4.81 (t, J=5.3Hz, 1H, OH), 5.46 (s, 2H, CH2C=0), 7.38

- 742 m 1H Harom) 7.52 -7.56. (m, 1H, Harom), 7.77 (d, J=28.3 HZ, 1H, Harom),

8.04 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Harom), 8.52 (a, 1H, NH). RMN *3C (100 MHz, DMSO-db):
§ 41.76 (CHz2-NH), 49.94 (CH2-OH) 59.64 (CH2-CO), 110.98, 119.01, 123.85,
127.27, 133.75, 145.09, 165.65 (C=0). EMAR (EI): calculado para C1oH13N4O2

[M+H]*, m/z221.1039; encontrado [M+H]*, m/z221.1046.

(S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxipropan-2-il) acetamida
(HA17).

Rendimiento: 83 %, sélido blanco, p. f.: 197 - 200 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

f % db): 8 1.09 (d, J= 6.7 Hz, 3H, CHa-CH), 3.28 - 3.45 (m,
OH

2H, CH2-OH), 3.73 — 3..88 (m, 1H, CH-CHs), 5.43 (AB,

=16.6 Hz, 2H, CH2C=0), 7.34 - 7.45 (m, 1H, Harom), 7.55 (dd, J = 17.1, 9.5 Hz,
1H, Harom), 7.76 (d, J= 8.4 Hz, 1H, Harom), 8.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Harom), 8.36 (d,
J=7.9 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-dk):  17.06 (CHzs), 47.00 (CH),
50.04 (CH2-CO), 64.2 (CH20H), 110.98, 119.90, 123.84, 127.75, 133.74, 145.09,
164.93 (C=0). EMAR (EI"): calculado para C11H15sN4O2 [M+H]*, m/z 235.1195;

encontrado [M+H]*, m/z235.1208.
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(S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)
acetamida (HA18).

Rendimiento: 93 %, sélido blanco, p. f.: 226 - 228 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-
% j; ):5 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.75 — 1.96
@ (m, 1H, CH-(CHa)2), 3.45 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH2-OH),

3.53 - 3.66 (M, 1H, CH-CH2), 5.48 (AB, J = 16.3 Hz, 2H, CH2-CO), 7.40 (t, J=7.6

Hz, 1H, Harom), 7.54 (t, J= 7.6 Hz, 1H, Harom), 7.76 (t, J = 9.0 Hz, 1H, Harom), 8.04
(t, J=9.0 Hz, 1H, Harom), 7.76 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Harom), 8.04 (dd, J = 8.3, 8.4 Hz,
1H, Harom), 8.22 (d, J= 9.0 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-dk): 5 18.60
(CHs), 20.06 (CHs), 28.73 (CH-(CHs)2), 50.50 (CH2-CO), 56.66 (CH-NH), 61.64
(CH2-OH), 111.36, 119.45, 124.26, 127.65, 134.12, 145.56, 165.88 (C=0). EMAR
(FAB*): calculado para C13H20N4O2 [M+H]*, m/z 264.1586; encontrado [M+H]*,
m/z 264.1597.

(S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)
acetamida (HA19).

Rendimiento: 94 %, sélido blanco, p.f.: 150 - 154 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

):50.82 (d, J= 6.5 Hz, 3H, (CH3)2-CH), 0.89 (d, J =
Q Qk 6.6 Hz, 3H, (CH3)2-CH), 1.34 (t, J= 7.2 Hz, 2H, CHo-

, 1.55 — 1.71 (m, 1H, CH-(CHa)2), 3.28 - 3.44 (m,

2H, CH2-OH), 3.76 — 3.87 (m, 1H, CH-NH), 4.77 (t, J = 5.6 Hz, 1H, OH), 5.44
(sistema AB, J = 16.3 Hz, 2H, CH2-CO), 7.34 — 7.45 (m, 1H, Harom), 7.50 — 7.58
(m, 1H, Harom), 7.74 (d, J=84 HZ, 1H, Harom), 8.04 (d, J=8.6 HZ, 1H, Harom), 8.25

(d, J = 8.6 Hz, 1H, NH). RMN 3C (100 MHz, DMSO-db): 5 21.85 (CHs), 23.32
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(CHs), 24.26 (CH-(CHs)2), 39.97, (CH2-CH), 49.26 (CH-NH), 50.06 (CH2C=0),
63.63 (CH2-OH), 110.91, 119.01, 123.83, 127.20, 133.68, 145.10, 165.10 (C=0).

(S)-2-(1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-il)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)
acetamida (HA20).

Rendimiento: 60 %, sélido blanco, p. f.: 208 - 209 °C, RMN 'H (400 MHz, CDsOD):

5 2.68 (dd, J=13.3, 8.7 Hz, 1H, CH2Ph), 2.89 (dd, J

\ = 13.4, 5.1 Hz, 1H, CH2Ph), 3.42 (m, 2H, CH20H),
QNﬁu 2Ph), 3.42 ( 20H)

OH 3.96 (m, 1H, CHNH), 494 (a, 1H, OH), 5.38

(sistema AB, J=16.3, 2H, CH2C=0), 7.23 — 7.47 (m, 8H, Harom), 8.03 (d, J=8.2
Hz, 1H, Harom), 8.47 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, CDsOD):
8 36.6 (CH2Ph), 50.0 (CHBn), 52.9 (CH2C=0), 62.5 (CH20H), 110.8, 119.0,
123.8, 126.0, 127.2, 128.2, 129.2, 133.5, 139.0, 145.1, 165.0 (C=0). EMAR
(FAB*): calculado para C17H20N4O2 [M+H]*, m/z 312.1586; encontrado [M+H]*,
m/z 312.1587.

2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(2-hidroxietil) acetamida (HA21).
Rendimiento: 58 %, sélido blanco, p.f.: 149 - 150 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

QN . dk): 8 3.21 (¢, J= 5.8 Hz, 2H, CH2NH), 3.47 (¢, J= 5.7

NN AL
N~ N/\ Hz, 2H, CH20H), 4.80 (t, J =5.3 Hz, 1H, OH), 5.48 (s,

1H, CH2C=0), 7.40 - 7.50 (m, 2H, Harom), 7.87 — 7.98
(m, 2H, Harom), 8.47 (t, J = 5.1 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-ak): 5
41.79 (CHzNH), 58.35 (CH2C=0), 59.58 (CH20H), 117.87, 126.49, 143.95,
164.95 (C=0). EMAR (EI"): calculado para C1oH13N4O2 [M+H]*, m/z 221.1039;

encontrado [M+H]*, m/z221.0884.
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(S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-yl)-N-(1-hidroxipropan-2-il) acetamida
(HA22).

Rendimiento: 46 %, sélido blanco, p.f.: 170 - 173 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-
Q d6): 5 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 3.44 (dd, J = 6.5,
=N O
N\

|
N J\ 5.4 Hz, 2H, CH20H), 3.55 — 3.64 (m, 1H, CH-CHa),
OH

5.51 (sistema AB, J = 15.5 Hz, 2H, CH2C=0), 7.40 —
7.51 (m, 2H, Harom), 7.86 — 8.00 (m, 2H, Harom), 8.16 (d, J= 8.9 Hz, 1H, NH). RMN
13C (100 MHz, DMSO-dk): 5 18.13 (CHs), 56.22 (CH3-CH), 58.39 (CH2C=0), 61.12
(CH-OH), 117.85, 126.44, 143.92, 164.75 (C=0).

(S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-3-metilbutan-2-il)
acetamida (HA23).

Rendimiento: 47 %, sélido blanco, p.f.: 166 - 169 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-
Q d6): 5 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 6H, (CH3)2CH), 1.78 — 1.94
N\

N (0]
\
N’NQJ\H (m, 1H, CH(CHa)2), 3.44 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH20H),
OH

3.54 — 3.65 (m, 1H, CH-NH), 4.70 (t, J = 5.4 Hz, 1H,
OH), 5.51 (sistema AB, J = 15.5 Hz, 2H, CH2C=0), 7.42 — 7.50 (m, 2H, Harom),
7.89 — 7.98 (m, 2H, Harom), 8.16 (d, J = 8.9 Hz, 1H, NH). ). RMN '3C (100 MHz,
DMSO-ds): & 19.57 (CHs)2CH), 28.29 (CHs)2CH), 56.21 (CH2C=0), 58.38 (CH-

NH), 61.12 (CH20H), 117.85, 126.43, 143.91, 164.73 (C=0).
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(S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-4-metilpentan-2-il)
acetamida (HA24).

Rendimiento: 99 %, sélido blanco, p.f.: 140 - 142 °C, RMN 'H (400 MHz, DMSO-

Q 06): 5 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, (CH3)2CH), 0.89 (d, J =

=N (0]

NN 6.6 Hz, 3H, (CH3)2CH), 1.29 — 1.38 (m, 2H, CH2-iPr),
H

OH

156 — 1.72 (m, 1H, CH(CHa)2), 3.24 — 3.43 (m, 2H,
CH20H), 3.75 — 3.87 (m, 1H, CH-NH), 4.77 (t, J = 5.6 Hz, 3H, OH), 5.46 (sistema
AB, J = 15.5 Hz, 2H, CH2C=0), 7.41 — 7.48 (m, 2H, Harom), 7.88 — 7.97 (m, 2H,
Harom), 8.18 (d, J = 8.6 Hz, 1H, NH). RMN '3C (100 MHz, DMSO-dk): 5 21.89
((CHs)2CH), 23.29 ((CHs)2CH), 24.22 (CH(CHs)z), 39.98 (CH-iPr), 49.30 (CH-NH),
58.35 (CH2C=0), 63.55 (CH20H), 117.85, 126.44, 143.92, 164.42 (C=0).

(S)-2-(2H-benzo[d][1,2,3]triazol-2-il)-N-(1-hidroxi-3-fenilpropan-2-il)
acetamida (HA25).

Rendimiento: 22 %, sélido blanco, p. f.. 110 - 112 °C, RMN 'H (400 MHz,

CDs30OD): 6 2.80 (dd, J = 13.7, 7.9 Hz, 1H, CH2Ph),

=N 0o
Q ‘ 2.94 (dd, J=13.7, 7.6 Hz, 1H, CH2Ph), 3.58 (dc, J
\N/NQJ\H ( ) (

OH ] =112, 5.2 Hz, 2H, CHz0H), 4.09 - 4.20 (m, 1H,

CHBn), 5.43 (sistema AB, J= 15.6 Hz, 2H, CH2C=0), 7.14 — 7.28 (m, 5H, Harom),
7.46 (dd, J=6.6, 3.1 Hz, 2H, Harom), 7.88 (dd, J = 6.6, 3.1 Hz, 2H, Harom. RMN '3C
(100 MHz, CDsOD): & 36.38 (CH2Ph), 53.28 (CH2C=0), 58.01 (CHBn), 62.30
(CH20H), 117.58, 126.00, 127.99, 128.90, 138.00, 144.53, 165.85 (C=0). EMAR
(EF): calculado para C17H19N4O2 [M+H]*, m/z311.1508; encontrado [M+H]*, m/z

311.1334.
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