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Resumen

Se preparar6 una nueva serie de derivados de 3-aril-4H-1,4-benzotiazina 1,1-di6xido 3a-e. Estos compuestos
se obtuvieron por la reaccién de oxidacion de la correspondiente 4H-1,4-benzotiazina 2a-e con peréxido de
hidrégeno en acido acético. Las 4H-1,4-benzotiazinas 2a-e se sintetizaron empleando 2-aminotiofenol y de-
rivados de 2-bromoacetofenonas como materiales de partida. La actividad antimalarica de los compuestos
fue determinada por medio de la evaluaciéon de su capacidad de inhibir la falcipaina.
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Abstrac

A new series of 3-aryl-4H-1,4-benzothiazine 1,1-dioxide derivatives 3a-e was prepared. These compounds
were obtained by oxidation reaction with hydrogen peroxide in acetic acid of the corresponding 4H-1,4-ben-
zothiazine 2a-e. The 4H-1,4-benzothiazines were synthesized employing 2-aminothiofenol and 2-bromo-ace-
tophenone derivatives 2a-e as starting material. The antimalarial activity of those compounds was determined
by means of the evaluation of its capacity to inhibit the falcipain.

Key words: Synthesis, 4H-1,4-benzothiazine, falcipain.

Introduccion

El Plasmodium falciparum causa la forma mas
severa de malaria humana, provoca alrededor de
80% de los casos y aproximadamente 90% de las
muertes (Pan American Health Organization, 2005).
La resistencia del Plasmodium a los farmacos an-
timalaricos disponibles como la cloroquina, amo-
diaquina y sulfadoxina-pirimetamina es un grave
problema que esta en ascenso (Cox-Singh 1995,
Méndez 2005). Por consiguiente, la investigacion
de quimioterapias nuevas para bloquear las vias
metabdlicas de los parasitos constituye una nece-
sidad inminente.
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Una de estas investigaciones consiste en identi-
ficar las enzimas que cumplen un papel esencial
en el ciclo de vida del parasito. Se ha identificado
una serie de proteasas especificas del parasito impli-
cadas en las etapas cruciales del desarrollo del Plas-
modiun, incluyendo protedlisis de la hemoglobina
(las hemoglobinasas), liberaciéon de merozoitos, y/
o invasién de nuevas células rojas por estos mero-
zoitos (Klemba 2002, Eksi 2004). En P. falciparum
se han distinguido las plasmepsinas, una aspartato
proteasa (Banerjee 2002, Liu 2005); la falcipaina,
una cisteina proteasa (Rosenthal, 1988, Shenai 2001)
y la falcilisina, una metaloproteasa (Eggkson 1999).
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La falcipaina es requerida para la degradacion
de la hemoglobina a los aminoacidos correspondien-
tes para ser utilizados como fuente para la sintesis
de proteinas por parte del parasito; la inhibicién de
este proceso resulta letal. Igualmente, proteinas
del eritrocito también son degradadas durante el
proceso de invasiéon y ruptura (Gonzalez 2005). Inhi-
bidores de estas enzimas constituyen blancos poten-
ciales antimalaricos y se han realizado numerosos
estudios con el fin de intentar identificar inhibidores
exclusivos que sean activos en modelos murinos
de la enfermedad (Rosenthal 1998, 2004). Entre los
blancos potenciales para la busqueda de nuevos
agentes antimalaricos se encuentran los inhibidores
especificos de la falcipatna. Asi por ejemplo se han
descrito una serie de vinil sulfonas peptidicas 1 (figu-
ra 1) (Rosenthal 1996), que son inhibidores de la
falcipaina y presentan una elevada actividad in vitro,
aunque presentan limitaciones debido a su toxicidad
y propiedades farmacocinéticas, como inestabilidad
al pH fisiolégico del grupo peptidico (Rosenthal
2002). Debido a estas limitaciones, surgi6 la nece-
sidad de desarrollar estructuras mas estables que
contengan el grupo vinil sulfona (R-HC=CHSO,). Co-
mo resultado de esta exploracion, se ha reportado
la sintesis de derivados de benzotiazina-2-ona-1,1-
dioxido 2, que mostraron importante actividad inhi-
bitoria in vitro de falcipaina (Dominguez 1997).
Continuando con esta investigacion, en este trabajo
se reporta un avance de la sintesis de derivados
de 3-aril-4H-1,4-benzotiazina-1,1-diéxido 3 y su
efecto sobre la falcipaina de cepas resistentes a
la cloroquina.

Materiales y métodos
Quimico

Los puntos de fusién de los s6lidos obtenidos
fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y
estan sin corregir. Los espectros de infrarrojo (IR)
se tomaron usando pastillas de KBr, en un espectro-
fotbmetro Shimadzu 470; las absorciones mas

importantes son senaladas y designadas en cm'!.
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de
protones y carbono 13 (‘H RMN, '*C RMN) fueron
registrados en un espectrometro JEOL Eclipse 270
Mhz. El desplazamiento quimico (d) esta reportado
en ppm con relacion al CHCl; y DMSO residual como
referencia interna. El complejo hidrobromuro piridi-
nio fue preparado de acuerdo con un procedimiento
reportado (Krohnke, 1963). Los reactivos 2-amino-
tiofenol, tiocianato de amonio y las diferentes aceto-
fenonas fueron obtenidos de Aldrich Chemical Co.
Milwauke, USA.

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS
DE LOS DERIVADOS BROMOACETOFENONAS (1a-€)

A una solucién de la acetofenona correspondien-
te (2 mmoles) en acido acético (2 mL) se le anadié
en pequenas porciones y con agitacion el complejo
bromuro de priridinio (2.2 mmoles). Terminada la
adicion del complejo se dejo agitando a temperatura
ambiente por varias horas y se siguid la reaccion
por cromatografia de capa fina hasta que se consu-
mio la acetofenona de partida. La mezcla de reacciéon
se vertié sobre hielo, el sdlido formado se filtré y
lavé con abundante agua fria y se dejoé secando al
aire y se obtuvo un soélido limpio para el que no
fue necesaria posterior recristalizacion. El espectro
de 'H RMN para cada compuesto se ajusto sin duda
alguna con la estructura esperada.

2-bromoacetofenona 1a. Rendimiento: 95%,
pf: 50-52 °C, reportado: 49-50 °C. IR cm™:
1684(C=0). RMN 'H (CDCIl;) d ppm: 7.97 (m, 2H,
ar.), 7.85-7.82 (m, 2H, ar.), 7.65-7.61 (m, 1H, ar.),
4.38 (s, 2H, CH,). RMN '3C (CDCIl5) 8 ppm: 190.00,
134.90, 129.80, 32.00.

4-bromo-2-bromoacetofenona 1b. Rendimiento:
68%, pf: 110-112 °C, reportado: 111°C, IR cm™:
1680(C=0). RMN 'H (CDCls) 8 ppm: 7.82 (d, 2H,
J=8.66 Hz, ar), 7.68 (d, 2H, J=8.66 Hz, ar.), 4.39
(s, 2H, CH,;). RMN !'3C (CDCl;) d ppm: 191.20,
133.00, 130.20, 129.90, 31.50.
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4-cloro-2-bromoacetofenona 1c. Rendimiento:
75%, pf: 94-96 °C, Reportado: 97 °C. IR cm™:
1680(C=0). RMN 'H (CDCl;)  ppm: 7.85 (d, 2H,
J=8.03 Hz, ar), 7.64 (d, 2H, J=8.03 Hz, ar), 4.38
(s, 2H, CH,). RMN '3C (CDCl5)  ppm: 190.00, 130.50,
130.12, 129.90, 31.50.

3,4-dicloro-2-bromoacetofenona 1d. Rendi-
miento: 80%, pf: 44-46 °C. Reportado 54-55 °C.
IR cm': 1680(C=0); RMN 'H (CDCl;) 8 ppm: 8.10
(d, 1H, J=2.70 Hz, ar.), 7.84 (d, 1H, J=8.06 Hz, ar.),
7.86 (d, 1H, J=2.70 Hz, ar.), 4.38 (s, 2H, CH,). RMN
15C (CDCl3) & ppm: 191.00, 136.50, 135.45, 133.07,
132.95, 129.50, 31.75.

4-metil-2-bromoacetofenona 1e. Rendimiento:
68%. Pf: 50-52 °C, reportado: 48-51 °C. IR cm™:
1680 (C=0); RMN 'H (CDCl;) 8 ppm: 7,86 (d, 2H,
J=8.06 Hz, ar), 7.37 (d, 2H, J=8.06 Hz ar), 4.38 (s,
2H, CH,). RMN '*C (CDCIl;) 6 ppm: 190.00, 145.50,
131.20, 129.40, 128.80, 32.10, 22.00.

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS DE LOS
DERIVADOS DE 3-ARIL-1,4-BENZOTIAZINAS (2a-€)

A una solucion de hidréxido de sodio (4 mmoles)
en metanol seco (10 mL), 2-aminotiofenol (2 mmo-
les) se agrego la respectiva 2-bromo acetofenona
la-e (2 mmoles) y se dejo bajo reflujo por 24 horas,
o hasta que se formo6 un sdlido anaranjado indi-
cando la formacion del producto. El sélido se filtré
y recristalizé en una mezcla EtOH/DMF. Los datos
espectroscopicos de cada uno de los compuestos
concordaron con las estructuras esperadas 2a-e.

3-fenil-4H-1,4-benzotiazina 2a. Rendimiento:
80%, pf: 220-222 °C; IR cm™: 3408 (NH). RMN 'H
(DMSO-dg) 6 ppm: 11.49 (sa, 1H, NH), 7.77-7.35 (m,
8H, Hes,10.14), 6.97 (d, 1H, J=8.03 Hz, Hs), 5.73 (s,
2H, H,). RMN !3C (DMSODg) 6: 160.00, 142.12,
130.02, 128.40, 127.50, 125.00, 115.00, 122.00,
107.00. m/z: 225(M*), 70%.

3-(4-bromofenil)-4H-1,4-benzotiazina 2b. Ren-
dimiento: 75%, pf: 218-220 °C; IR cm™': 3450 (NH);
RMN 'H (DMSO-d¢) 6 ppm: 11.48 (sa, 1H, NH), 7.83-
7.82 (m, 3H, Hg1,,15), 7.29 (d, 2H, J=8.02 Hz, H,0,14),
7.28-7.12 (m, 2H, H6,7), 6.81 (d, 1H, J=8.01 Hz,
Hs), 5.72 (s, 1H, H,). RMN '3C (DMSO-d¢) 6 ppm:
157.89, 142.22, 131.10, 129.94, 127.90, 126.17,
125.60, 121.89, 121.20, 115.15, 107.40. m/z:
306(M*"+2), 25%.

3-(4-clorofenil)-4H-1,4-benzotiazina 2c. Rendi-
miento: 90%, pf: 256-258 °C, IRcm™': 3450(NH); RMN
'H (DMSO-ds) & ppm: 11.48 (sa, 1H, NH), 7.85 (d,
1H, J=7.89 Hz, Hg), 7.55 (d, 2H, J=8.06 Hz, H11,13),
7.35 (d, 1H, J= 8.06 Hz, Hyo,4), 7.26-7.16 (m, 2H,
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H;s). 6.81 (d, 1H, J=8.06 Hz, Hs). RMN '°C (DMSO-
de) d ppm: 162.00, 133.12, 130.00, 129.80, 128.00,
122.13, 114.50, 107.40; m/z: 260(M*+1), 15%.

3-(3,4-diclorofenil)-4H-1,4-benzotiazina 2d. Ren-
dimiento: 85%, pf: 280-284 °C, IR cm™': 3450(NH);
RMN 'H (DMSO-d¢) & ppm: 7.87(dd, 1H, J=8.06 Hz,
Hg), 7.64 (d, 1H, J=8.06 Hz, H,5.), 7.50 (d, 1H, J=
2.07 Hz, Hyo), 7.42-7.12 (m, 3H, H6,7,8), 6.81 (d,
1H, 8.06 Hz, Hs), 5.75 (s,1H, Hy); RMN '*C (DMSO-
de) 6 ppm: 156.12, 142.12, 132.90, 130.80, 130.65,
127.92, 125.01, 122.00, 117.60, 115.55, 107.37.
m/z: 296(M*+2), 10%.

3-(4-metilfenil)4H-1,4-benzotiazina 2e. Rendi-
miento: 80%, pf: 242-246 °C; IR cm™: 3450(NH);
RMN 'H (DMSO-dg) 8 ppm: 11.87 (sa, 1H, NH), 7.85
(d, 1H, J=8.03 Hz, Hg), 7.58 (d, 2H, J=8.03 Hz, H,, 5),
7.29-7.12 (m, 5H, Hg 710.14), 6.81 (d, J=8.03 Hz, Hs),
5.73 (s, 1H, Hy), 2.35 (s, 3H, CH;). RMN '>C (DMSO-
de) 6 ppm: 159.45, 142.22, 138.60, 129.09, 127.90,
125.60, 122.90, 121.89, 117.46, 107.37, 22.00.
m/z: 139(M*), 100%.

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA SINTESIS
DE 3-ARIL-(4H)-1,4-BENZOTIAZINA-1, 1-DIOXIDO 3a-€

A una solucion de la 3-aril-benzotiazina 2a-e (0.5
mmoles) en acido acético (1 mL) en reflujo se le
adicionaron porciones (0.1 mL) de peréxido de hidro-
geno hasta completar 1 mLy se dejé bajo agitacion
hasta la apariciéon de un sélido que adyvirtié la for-
macion del producto. El sélido se filtr6 y recristaliz6
con una mezcla de EtOH/DMF, obteniéndose los
compuestos deseados 3a-e.

3-fenil-4H-1,4-benzotiazina-1,1-diéxido 3a.
Rendimiento: 75%, pf: 248-250 °C, IR cm™:
3280(NH), 1500(S0O,), 1460(SO,); RMN 'H (DMSO-
ds) & ppm: 7.79-7.35 (m, 8H, Heg,10.4), 6.97 (d, 1H,
J=7.99 Hz, Hs), 6.32 (s, 1H, H,). RMN '*C (DMSO-
ds) d ppm: 159.98, 135.13, 131.20, 130.53, 130.18,
127.12, 126.48, 124.01, 123.90, 123.55, 113.98,
96.00; m/z: 259 (M*-1), 10%.

3-(4-bromofenil)-4H-1,4-benzotiazina-1,1-dio-
xido 3b. Rendimiento: 87%, pf: 230-232 °C. IR
cm~': 3250(NH), 1485(S0;), 1459(50,). RMN 'H
(DMSO-dg) § ppm: 13.08 (sa, 1H, NH), 7.87 (d, 2H,
J=8.06 Hz, H,,,5), 6.97 (d, 1H, J=8.03 Hz, H;), 6.30
(s, 1H, H2). RMN '*C (DMSO-d¢) 6 ppm: 160.01,
135.13, 128.99, 124.08, 123.59, 121.20, 114.60,
95.80. m/z: 338 (M* + 2), 15%.

3-(4-clorofenil)-4H-1,4-benzotiazina-1,1-didxido
3c. Rendimiento 80%, pf: 220-224 °C, IR cm™:
3250(NH), 1483(S0O,), 1450(S0,), RMN 'H (DMSO-
ds) d ppm: 7.65-7.54 (m, 7H, Hesg10.14), 6.97 (d, 1H,
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J=8.06 Hz, Hs), 6.32 (s, 1H, H2). RMN '*C (DMSO-
de) 6 ppm: 159.9, 135.13, 131.20, 131.00, 130.18,
129.78, 123.90, 131.92, 114.50, 95.8. m/z:
291(M7), 50%

3-(3,4-diclorofenil)-4H-1,4-benzotiazina-1,1-di6-
xido 3d. Rendimiento: 75%. pf: 284-286 °C. IR
cm™': 3250(NH), 1464(S0O,), 1440(SO,). RMN 'H
(DMSO-dg) d ppm: 7.70-7.54 (m, 3H, Hy4.14), 7.39-7.35
(m, 3H, Hgg), 7.00 (d, 1H, J=7.98 Hz, Hs), 6.30 (s,
1H, H;), RMN '*C (DMSO-ds) 6 ppm: 160.12, 134.91,
133.20, 131.53, 128.92, 126.51, 123.13, 124.6,
123.59, 114.60, 95.8(C;). m/z: 327(M* + 1), 10%.

3-(4-metilfenil)-4H-1,4-benzotiazina-1,1-diéxido
3e. Rendimiento: 79%. Pf: 247-250 °C, IR cm™:
3250(NH), 1488(S0,), 1449(S0O,). RMN 'H (DMSO-
ds) & ppm: 7.65-7.35 (m, 7H, Heg1011.1514), 6.97
(d, 1H, J=8.03, Hs), 6.32(s, 1H, H,), 2.38(s, 3H, CH3).
RMN '*C (DMSO-dg) 6 ppm: 158.9, 138.2, 135.1,
130.1, 129.7, 125.5, 124.0, 114.6, 95.8, 21.1.
m/z: 271(M*), 80%.

EFECTOS SOBRE LA FALCIPAINA

La actividad inhibitoria de los compuestos sin-
tetizados sobre la falcipaina presente en los extrac-
tos de trofozoitos de P. plasmodium fue realizada
de acuerdo con el procedimiento de (Rosenthal y
col. 1996). Los extractos contentivos de la falcipaina
fueron inoculados en una mezcla que contiene buf-
fer acetato 0.1 M pH 5.5, ditiotreitol (30 nM), y dife-
rentes concentraciones de los compuestos de la
serie 3a-e preparadas a partir de una solucién patréon
disuelta en DMSO. Las mezclas fueron incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente antes de
agregar el sustrato fluorescente peptidico Z-Phe-
Arg_AMC. Los experimentos para evaluar la actividad
sobre la falcipaina de los compuestos 3a-e a diferen-
tes concentraciones, fueron realizados por triplica-
do. El valor de 1C5y de cada compuesto se muestra
en la Tabla I.

Tabla I
Efectos de 3-aril-4H-1,4-benzotiazina-1,1-
diéxido 3a-e sobre falcipaina

Compuesto R IC50 (mM)
3a H >10
3b 4-Br 10
3c 4-Cl 10
3d 3.4-(Cl), 1,98
3e 4-CHs >10
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Resultados y Discusion
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Los compuestos finales 3a-e se obtuvieron si-
guiendo el esquema de sintesis propuesto (fig. 2).
Para la preparacion de diferentes derivados con el
nucleo 4H-1,4-benzotiazin-1,1-didéxidos, en la litera-
tura se encuentra una variedad de metodologias de
sintesis (Filacchioni, 1976; Lopez, 2005, Shou,
2005). Esencialmente, para la sintesis de los deri-
vados de o-bromoacetofenonas 4a-e, se intenté en
un principio con el procedimiento mas empleado
industrialmente, que consiste en una reaccion de
sustitucion electrofilica a al grupo carbonilo utilizan-
do bromo molecular y cloruro de aluminio como
catalizador en solventes como éter, tetracloruro o
disulfuro de carbono (Cowper, 1943). Ahora bien,
el rendimiento bajo estas condiciones es muy bajo
ya que se producen reacciones colaterales, principal-
mente sustitucién electrofilica en el anillo aromatico
dando a-bromoacetofenonas con el sustituyente
bromo en la posicion meta en mayor proporcion
(Pearson, 1973). Por otra parte, se ha reportado un
método mas limpio y especifico para la bromaciéon
de compuestos carbonilicos en la posicion o mini-
mizando reacciones colaterales utilizando bromuro
de piridino perbromuro (PSPBP) en un soporte de
polimeros en tolueno (Habermann, 1999). Restrin-
giendo esta metodologia, es decir, sin utilizar el so-
porte de polimeros del procedimiento original, se
hizo reaccionar la acetofenona respectiva disuelta
en acido acético con el complejo bromo piridinio,
obteniéndose eficientemente los derivados 4a-e
en buenos rendimientos tan limpios que no fue nece-
sario posterior recristalizacion. Los puntos fusiéon
de las bromoacetofenonas obtenidas fueron com-
parados con los reportados (Chemada, 2001;
ChemiDPlus, 2006; Chemexp, 2006). Para la prepa-
racion de derivados que contienen el nticleo 3-aril-
4H-1,4-benzotiazinas de 5 existe en la literatura una
gran variedad de estrategias de sintesis (Cechetti,
1987; Steiner, 1993; Vysokov, 1993; Grandolini,
1999; Giannopoulos, 2000). Ademas, el intermedia-
rio 5a se encuentra descrito en la literatura como
previamente preparado por una estrategia diferente
en tres etapas a partir del nitrotiofenol y bromoace-
tofenona (Babudri, 1984). Ahora bien, siguiendo
el esquema de sintesis propuesto, los derivados
5a-e fueron preparados adaptando un método
reportado para la sintesis de 1,5-benzotiazepinas
(Stephen, 1959; Trapani, 1995; John Bull, 2000)
a partir de aminotiofenol mediante una reacciéon SN,
donde el grupo -HS del aminotiofenol sustituye al
bromo de 4a-e y subsiguiente ciclacién por ataque
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intramolecular del grupo NH, al grupo carbonilo de
las bromoacetofenonas respectivas, dando los deri-
vados 3-aril-4H-1,4-benzotiazinas 5a-e exclusiva-
mente y no una mezcla de isdbmeros. Finalmente,
de acuerdo con el procedimiento general reportado
(Kabayad, 2003) para oxidacion del atomo de azufre
de los compuestos 5a-e utilizando perdxido de hi-
drégeno en acido acético, fueron generados los com-
puestos deseados 3a-e.

Figura 2
Esquema de la sintesis de los derivados
3-aril-4H-1,4-benzotiazina-1,1-diéxido 3a-e

o] o]
Br S
R (@ R (®) @:[ |
N
la-e H
2a-e

©

(@) Sal de bromopiridinio, AcOH
(b) Aminotiofenol, EtOH, NaOH
(c) H,0, AcOH

PARTE BlOLOGICA

En la tabla 1 se presenta el porcentaje de inhibi-
cion de los compuestos sintetizados 3a-e. Se obser-
va que el compuesto 3d fue el mas activo (IC5, 1.8
uM) al compararlo con los resultados previamente
reportados para compuestos analogos, donde los
compuestos mas activos mostraron un IC5, de 4-6
uM (Dominguez, 1997). Es de particular interés resal-
tar que el compuesto 3d presenta el sustituyente
cloro en las posiciones meta y para en uno de los
anillos aromaticos y como result6 ser el mas activo,
este compuesto puede ser considerado como lider
para el desarrollo de nuevas estructuras con una
serie de sustituyentes que permitan establecer una
relacién estructura-actividad.
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