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Somos nuestra memoria,  

somos ese quimérico museo de formas inconstantes,  

ese montón de espejos rotos. 

 

Elogio de la sombra (1969), Jorge Luis Borges 
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Resumen 
El Alzheimer es la forma más frecuente de demencia, siendo el coste asociado a estas 

enfermedades una carga creciente para las economías mundiales.  Su tratamiento actual es 

meramente sintomático por lo que la búsqueda de nuevos fármacos capaces de alterar el curso 

de la enfermedad resulta de gran interés. Fármacos en la terapéutica actual para otras 

enfermedades neurodegenerativas como el riluzol cuentan con un esqueleto común de 2-

aminobenzotiazol que les confieren de interesantes propiedades neuroprotectoras mediante 

captación de ROS o antagonismo NMDA. Se llevó a cabo la síntesis y caracterización de una 

familia de 14 compuestos con estructura de 2-amidobenzotiazol mediante la reacción de 

Schotten-Baumann y diferentes metodologías en una o dos etapas de formación de amidas, y se 

evaluaron 51 compuestos en un modelo fenotípico de células SH-SY5Y diferenciadas con ácido 

retinoico y péptido similar al glucagón tipo 1 y transfectadas con las mutaciones MAPT P301L y 

APP V717I para comprobar su actividad protectora frente al daño inducido por la agregación de 

b-amiloide y tau hiperfosforilada mediante cribado de alto rendimiento. Se estudió la actividad 

de dichos compuestos en un ensayo de excitabilidad neuronal tras despolarización con KCl 

mediante la medida de los niveles de calcio intracelular. La formación de amidas vía cloruro de 

acilo constituyó un método eficaz de síntesis obteniéndose productos con rendimientos 

superiores al 30% y grados de pureza superiores al 95%. Dos compuestos de los 51 evaluados 

fueron capaces ejercer un efecto neuroprotector frente al daño inducido preservando la 

capacidad de excitabilidad celular. 

Palabras clave: Benzotiazol, neuroprotección, Alzheimer, cribado de alto rendimiento, 

Schotenn-Baumann, células SH-SY5Y 

 

 

 

 

 



 8 

Abstract 
Alzheimer’s disease is the most common cause of dementia, and the cost associated to 

these diseases represents a staggering weight for world economies. Its current treatment is 

merely symptomatic, thus making the search for new drugs capable of altering the course of the 

disease of great interest. Drugs currently in therapeutics for other neurodegenerative diseases 

such as riluzole share a common scaffold of 2-aminobenzothiazole that confers them interesting 

neuroprotective properties through ROS scavenging or NMDA antagonism. The synthesis and 

chemical characterization of a family of 14 compounds with 2-amidobenzothiazole structure was 

carried out using the Schotten-Baumann reaction and one-pot/two-step amide formation 

methodologies and 51 compounds were evaluated in a phenotypic model of SH- SY5Y cells 

differentiated with retinoic acid and glucagon-like peptide 1 and transfected with MAPT P301L 

and APP V717I mutations to test their protective activity against b-amyloid and 

hyperphosphorylated tau aggregation-induced damage by high-throughput screening. The 

activity of these compounds was studied in a neuronal excitability assay after depolarization with 

KCl by measuring intracellular calcium levels. The formation of amides via acyl chloride 

constituted an efficient method of synthesis obtaining products with yields higher than 30% and 

purities higher than 95%. Two compounds out of the 51 evaluated were able to exert a 

neuroprotective effect against the induced damage by preserving the cellular excitability 

capacity. 

Keywords: Benzothiazole, neuroprotection, Alzheimer’s disease, high-throughput screening, 

Schotten-Baumann, SH-SY5Y cells. 
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INTRODUCCIÓN 

Enfermedad de Alzheimer: Patogénesis y tratamientos actuales  

La enfermedad de Alzheimer es la causa más común de demencia, representando entre el 

60% y el 70% de todos los casos de demencia a nivel mundial. Las diferentes formas de demencia 

suponen un coste para las economías mundiales de alrededor de 1,3 trillones de dólares anuales 

[1]. Sus causas principales son la acumulación extracelular de placas de β-amiloide (Aβ) y la 

formación de ovillos neurofibrilares (ON) intracelulares formados por tau hiperfosforilada con 

una pérdida progresiva de neuronas y gliosis (Figura 1).  

La proteína precursora de amiloide (APP) es una proteína transmembrana presente en varios 

tipos celulares, entre ellos las neuronas y que se procesa mediante dos vías, la amiloidogénica 

que lleva a la formación de placas de Aβ y la antiamiloidogénica. En la vía amiloidogénica, APP 

se escinde por la β-secretasa y posteriormente por la γ-secretasa dando lugar a varios péptidos 

Aβ, principalmente Aβ42 y Aβ40. Aβ42 es más propenso a agregarse y formar placas neurotóxicas 

debido a su baja solubilidad. Las unidades catalíticas de la γ-secretasa son las presenilinas 

(PSEN1 y PSEN2) y mutaciones en ellas pueden aumentar la producción de péptidos Aβ por la vía 

amiloidogénica. En la vía antiamiloidogénica primero actúa la α-secretasa y posteriormente la γ-

secretasa no produciéndose Aβ42 ni Aβ40 [2].  

Tau es el principal componente de los ON. Se trata de una proteína que regula la estabilidad 

de los microtúbulos y el tráfico vesicular normal dentro de la neurona. El gen MAPT codifica para 

tau y su splicing alternativo da lugar a 6 isoformas que sufren modificaciones postraduccionales 

(fosforilación, ubiquitinación, acetilación, metilación y glucosilación). La hiperfosforilación en 

los residuos S199, S202, S205, T231, y S262 se asocia con una mayor carga de la enfermedad por 

formación de ON ya que produce su traslocación al compartimento somatodendrítico donde, 

debido a su baja solubilidad, se agrega y forma ON impidiendo que pueda estabilizar los 

microtúbulos [2].  

Se ha demostrado también que en la enfermedad de Alzheimer se produce una 

desregulación de la función mitocondrial debido, entre otros, a la edad. El estrés oxidativo es un 

desequilibrio entre moléculas prooxidantes y antioxidantes debido a una alteración en 

reacciones redox que lleva a daño de macromoléculas [3]. Algunas especies prooxidantes son 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) y especies reactivas de nitrógeno (NOS) entre las que se 
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encuentran el radical superóxido (O2·-), peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH·), 

óxido nitroso (NO) y peroxinitrito (ONOO-). Químicamente se consideran radicales libres a 

átomos, moléculas o iones que presentan un electrón desapareado en su capa de valencia por 

lo que no todas las ROS o NOS son radicales libres, aunque si son capaces de dar lugar a ellos 

mediante reacciones catalizadas generalmente por iones metálicos como la reacción de Fenton 

que produce OH· a partir de H2O2 y un catalizador de Fe, generalmente Fe2+ [4]. Otros metales 

involucrados en este tipo de reacciones y que se acumulan en neuronas afectadas por Alzheimer 

son el Zn, Mn y el Cu [3]. Existen enzimas como la superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y 

catalasas que eliminan ROS transformándolos en especies menos reactivas. En la enfermedad 

de Alzheimer se produce un desbalance entre la producción y eliminación de ROS y NOS, 

llevando a la acumulación de estas especies altamente reactivas que producen la peroxidación 

de lípidos, oxidación de proteínas y daños en el DNA [4].  

Por último, se producen alteraciones a nivel de la sinapsis. El Ca2+ juega un papel 

fundamental en la mediación de la transmisión sináptica. La entrada de Ca2+ en la neurona a 

través de canales dependientes de voltaje lleva a la liberación de vesículas con 

neurotransmisores al espacio sináptico. La acumulación de Aβ, tau hiperfosforilada y ROS 

produce alteraciones en los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) de glutamato, receptores 

ionotrópicos asociados a un canal de Ca2+ y activados por el glutamato [3]. Los péptidos Aβ son 

capaces de activar estos receptores llevando a una entrada masiva de Ca2+ en la neurona que 

desregula la homeostasis de este ion produciendo muerte neuronal por excitotoxicidad. Otra vía 

neuronal afectadas es el sistema colinérgico, sobre todo las células colinérgicas del 

prosencéfalo basal que proyectan al cortex y el hipocampo, implicadas en la memoria, atención 

y emociones [5].  

Existen dos tipos de enfermedad de Alzheimer, la familiar o también conocida como de inicio 

temprano y la esporádica o de inicio tardío. El Alzheimer familiar es el más raro y afecta entre un 

1-5% de los pacientes. Se manifiesta entre los 35-50 años y se debe a mutaciones que alteran 

principalmente la agregación de proteínas [6]. La mutación APP V717I es la mutación de APP más 

común y supone el cambio de una valina por una isoleucina en el sitio 717 de la proteína, cerca 

del lugar de corte de la g-secretasa lo que lleva a un aumento de la ratio de Ab42/40 [7]. El 

Alzheimer esporádico afecta a pacientes a partir de los 65 años y no presenta un patrón 

hereditario claro. Existen factores de riesgo como la presencia de una copia del gen ApoE ε4 que 

aumenta hasta 3 veces la posibilidad de desarrollar Alzheimer, subiendo a 8-12 veces si se 
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presentan las dos copias de este gen. No obstante, la existencia de estas formas de ApoE no 

asegura el desarrollo de Alzheimer en un futuro [8].  

Existen un total de 6 fármacos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para el 

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Figura 1): 

Los anticuerpos monoclonales lecanemab-irmb y donanemab-azbt son capaces de alterar 

la progresión de la enfermedad por su unión a las protofibrillas de Ab solubles evitando su 

agregación lo que previene la formación de placas [9]. Estos tratamientos anti-amiloideos 

pueden tener efectos adversos como reacciones alérgicas o anomalías de imagen relacionadas 

con amiloide y su eficacia observada en los ensayos clínicos tiene baja relevancia clínica [10]. 

Estos son los únicos dos fármacos destinados a evitar el avance de la enfermedad de Alzheimer 

aprobados por la FDA. Sin embargo, esta es un área de constante investigación lo que se refleja 

en la existencia de 156 ensayos clínicos en enero de 2023 que buscan terapias modificadoras de 

la enfermedad [11].  

El resto de los fármacos aprobados (donepezilo, rivastigmina, galantamina, y memantina) 

solo tratan los síntomas de la enfermedad, pero no son capaces de evitar su progresión. 

Donepezilo, rivastigmina y galantamina son inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE) y en el 

caso de la rivastigmina también de la butirilcolinesterasa (BuChE). Según la hipótesis colinérgica 

de la enfermedad, el Alzheimer se produce por una disminución de la síntesis del 

neurotransmisor acetilcolina por lo que el bloqueo las enzimas que lo degradan, las 

colinesterasas, constituye una estrategia que permite mejorar la función cognitiva y neuronal. 

Algunos de sus efectos adversos son de tipo colinérgico como nauseas, hipotensión, 

bradicardia, sialorrea o incontinencia urinaria [12]. La memantina es un antagonista no 

competitivo del receptor NMDA y un agonista dopaminérgico que solo se encuentra aprobado 

para pacientes con Alzheimer moderado a severo (valores de mini-mental state examination 

MMSE>15) como monoterapia o en combinación con donepezilo. La memantina es capaz de 

evitar el declive neuronal al proteger a las neuronas del efecto sobreexcitatorio del glutamato 

sobre el receptor NMDA [12].   
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Figura 1. Mecanismos y tratamientos de la enfermedad de Alzheimer.  

Bases del diseño de nuevos fármacos 

El diseño de fármacos es una etapa esencial en el descubrimiento temprano de nuevas 

terapias. Entre las estrategias más empleadas destaca el diseño racional que consiste en partir 

del conocimiento de la estructura de la diana terapéutica para diseñar moléculas capaces de 

interactuar con ella de manera específica y selectiva. Otra estrategia es el cribado de alto 

rendimiento (HTS) que consiste en la evaluación de miles de compuestos mediante ensayos 

automatizados para identificar posibles hits sin necesidad de conocer a priori la estructura de la 

diana. El diseño basado en ligandos es otra estrategia que no depende del conocimiento de una 

diana, sino que se basa en analizar compuestos bioactivos ya conocidos para diseñar y sintetizar 

nuevas moléculas activas mediante estudios de relación estructura-actividad o la identificación 

de farmacóforos. Por último, la hibridación molecular consiste en combinar fragmentos de 

diferentes fármacos o moléculas activas en una sola entidad química para obtener una nueva 
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molécula más potente o capaz de actuar sobre varias dianas simultáneamente. A menudo en el 

proceso de diseño de fármacos conviven una combinación de varias técnicas (Figura 2) 

incluyendo técnicas de química asistida por ordenador [13]. 

 

Figura 2. Técnicas de diseño de fármacos más empleadas en química farmacéutica.  

Interés del esqueleto benzotiazólico en el diseño de nuevos fármacos 

El benzotiazol es un biciclo formado por un anillo aromático de 6 miembros fusionado con un 

anillo de 5 miembros heteroaromático que cuenta con un átomo de azufre y un átomo de 

nitrógeno en posiciones 1 y 3 respectivamente (benzo[d][1,3]tiazol). 

Las estructuras bicíclicas se encuentran de manera muy habitual en compuestos tanto de 

origen natural como sintéticos con interés biológico, siendo el indol el anillo más común. El indol 

está presente en neurotransmisores como la serotonina o melatonina que derivan del triptófano 

y en un gran número de alcaloides. Sin embargo, la alta nucleofilia del anillo indólico (energía 

HOMO elevada, sistema p excedente) hace que tenga una gran inestabilidad metabólica, 

interferencia en ensayos (compuestos PAINS) y en algunos casos el dador de enlaces de 

hidrógeno NH puede ser innecesario en función de las necesidades de la unión con la diana. Por 

ello habitualmente se recurre a isosterías de anillo en las que el indol se intercambia por un anillo 

equivalente siendo el 1,3-benzotiazol una de las alternativas menos exploradas. El 1,3-
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benzotiazol presenta una mayor electrofilia (energía LUMO más baja, sistema p deficiente) (Tabla 

1) por lo que tiene una mayor unión a proteínas plasmáticas y estabilidad metabólica que el indol 

lo que aumenta, generalmente, los tiempos de vida media de los fármacos que lo contienen [14].  

Tabla 1. Características químicas de los heterociclos indol y 1,3-benzotiazol. Mapas de potencial 

electrostático en el rango -0.1 a 0.1 obtenidos con MolCalc®, siendo los colores cálidos mayor y azul menor 

densidad electrónica. 

 

Realizando una búsqueda en la base de datos DrugBank se encuentran un total de 3 fármacos 

aprobados en el mercado europeo (riluzol, flutemetazol y lurasidona) (Figura 3) y 10 en el 

mercado estadounidense que contienen este heterociclo en su estructura. Existen también un 

total de 53 compuestos en investigación o de uso experimental con este esqueleto, muchos de 

ellos para enfermedades neurodegenerativas como Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), 

Alzheimer y Párkinson.  
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Figura 3. Estructura de los fármacos aprobados por la EMA que presentan un heterociclo 

benzotiazólico. Fuente: DrugBank 

El riluzol y la edaravona son los únicos fármacos aprobados para el tratamiento de la ELA en 

Europa. El primero se considera un neuroprotector no específico con un mecanismo de acción 

desconocido. Se hipotetiza que actúa inhibiendo canales de sodio dependientes de voltaje, 

reduciendo la liberación de neurotransmisores como antagonista no competitivo del receptor 

NMDA, inhibiendo la liberación de glutamato y aumentando la reabsorción de glutamato por los 

astrocitos [15]. Este fármaco es capaz de alargar la vida de los pacientes unos meses y retrasar 

el uso de terapias de soporte invasivas como traqueotomías o ventilaciones mecánicas, pero 

tiene una baja eficacia en el aumento de la fuerza muscular [16]. 

Benzotiazoles en investigación frente a la enfermedad de Alzheimer 

Una de las características más destacadas de los benzotiazoles como agentes terapéuticos 

en investigación para la enfermedad de Alzheimer es su habilidad de interactuar con las placas 

de Ab. De hecho, la tioflavina-T (Figura 4) es un conocido marcador neurohistológico para Ab y 

presenta una estructura de 2-arilbenzotiazol [17]. Cuando la tioflavina-T se une a las placas de 

Ab es capaz de aumentar su fluorescencia sirviendo así de marcador in vitro de la agregación. No 

obstante, la selectividad de la tioflavina-T no es muy elevada pudiéndose unir a otros péptidos 

amiloidogénicos distintos de Ab como a-sinucleina o proteínas priónicas [18]. Realizando 

cambios estructurales se ha conseguido aumentar su selectividad lo que ha permitido elaborar 

algunos radiotrazadores de Aβ con interesantes aplicaciones in vivo [19–21]. Esta capacidad de 

los benzotiazoles de interactuar con Aβ ha demostrado ser efectiva a nivel terapéutico en 

modelos in vitro [22]. En otro estudio, Asgarshamsi et al. sintetizaron compuestos híbridos 
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benzotiazol-resveratrol que eran capaces de reducir la agregación de Aβ a concentraciones de 

50 µM [23]. 

En la actualidad se están buscando compuestos que no solo sean capaces de reducir la 

agregación de Aβ, sino que también sean capaces de quelar los iones de cobre, hierro y zinc que 

promueven la agregación de Aβ, así como la formación de ROS, es lo que se denominan 

quelantes bifuncionales. Sharma et al. han desarrollado compuestos de estructura 

benzotiazólica (Figura 4) capaces de actuar con una afinidad moderada como quelantes de Cu2+ 

y Zn2+ así como de controlar la formación de placas y oligómeros neurotóxicos de Aβ42 [24]. 

Otros compuestos bifuncionales en investigación son los inhibidores de AChE combinados 

con el esqueleto de benzotiazol para conseguir un efecto antiagregante de Aβ. Por ejemplo, en 

un trabajo de Telpoukhovskaia et al. se incluyó un sustituyente con el grupo funcional carbamato 

(presente en inhibidores de la AChE como rivastigmina) con este objetivo (Figura 2). Además, la 

rotura del carbamato liberaría un anillo fenólico con grupos hidroxilo libres, el 2-(2-hidroxifenil)-

benzotiazol, que ha demostrado ser capaz de quelar iones de Zn2+ y Cu2+. Por tanto, estos 

compuestos tendrían una triple funcionalidad, inhibir la agregación de Aβ42 por ser 

arilbenzotiazoles, inhibir la AChE por el carbamato y quelar metales. Sin embargo, los resultados 

de estas moléculas no fueron excepcionales, pudiendo solo ejercer un efecto sinérgico positivo 

leve [25].  

En un trabajo de Zaldivar-Diez et al. se llevó a cabo la síntesis de derivados de 2-

amidobenzotiazol con una cola de fenilmorfolina como inhibidores de la kinasa LRRK2 (Figura 4). 

La inhibición de LRRK2 de estos compuestos resultó en un aumento de la neurogénesis. Algunos 

compuestos demostraron además aumentar la oligodendrogénesis en ensayos posteriores [26].  
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Figura 4. Algunas moléculas en investigación para el tratamiento de Alzheimer basadas en el anillo de 

benzotiazol. 

Interés de los sustituyentes trifluorometil y trifluorometoxi en el diseño de 

fármacos 

El átomo de flúor suscita un gran interés en química farmacéutica por ser un sustituyente 

pequeño (1,47 Å) capaz de remplazar al hidrógeno (1,20 Å) en enlaces C-H debido a su semejanza 

estérica. Su elevada lipofilia unida a su elevada electronegatividad (4.0 en la escala de Pauling) 

que le permite actuar como un potente atractor de electrones son parte de la explicación de su 

gran uso en el diseño de nuevos fármacos. En la actualidad, alrededor de un 10% de los fármacos 

comercializados contienen flúor [27]. En este trabajo se han realizado sustituciones con dos 

grupos que contienen flúor, el grupo trifluorometil (CF3) y el grupo triluorometoxi (OCF3) debido a 

su interés químico y biológico.  

Actualmente existen un total de 5 fármacos con el grupo OCF3 en su estructura, el riluzol 

(para ELA), el sonidegib (para cáncer), el delamanid y el pretomanid (para tuberculosis) y el 

celikalim (para hipertensión arterial). Además, está presente en compuestos agroquímicos 

como pesticidas, herbicidas y fungicidas [28]. Este sustituyente presenta grandes ventajas 
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metabólicas frente al grupo metoxilo pues su elevado impedimento estérico dificulta que 

enzimas como el CYP450 puedan acceder y oxidar el enlace O-C reduciendo las posibilidades de 

que se produzca una desmetilación oxidativa. Además, el efecto electroatractor de los átomos 

de flúor reduce la densidad electrónica del átomo de oxígeno reduciendo su susceptibilidad a 

ser oxidado. Este efecto reduce así mismo, la capacidad del oxígeno de ser aceptor de enlaces 

de hidrógeno lo que reduce su interacción con enzimas metabólicas [29]. Tiene un gran interés 

por ser uno de los sustituyentes más lipófilos con un parámetro p de Hansch de +1,04 [30]. 

El grupo CF3 es de los grupos con flúor más utilizado en fármacos. Su adición aumenta la 

lipofilia de las moléculas, aunque en una menor medida que el grupo OCF3, con valores de p = 

+0,88 [30]. De nuevo, el enlace C-F es uno de los más fuertes debido a su alta polaridad, con 

valores de energía de enlace de 485,3 KJ/mol frente a 414,2 KJ/mol del enlace C-H lo que explica 

la elevada resistencia metabólica de este sustituyente. El grupo CF3 se emplea habitualmente 

como bioisostero de átomos de cloro debido a su semejanza estérica, 1,30 Å y 0,99 Å 

respectivamente [30]. La adición de este grupo ha permitido mejorar la solubilidad, lipofilia, perfil 

farmacocinético y selectividad de la unión de moléculas en múltiples ocasiones [31].  

Interés de las amidas en el diseño de fármacos  

Las amidas son un grupo funcional que presenta un gran interés en la química farmacéutica 

pues se encuentran en un número elevado de moléculas con actividad biológica, entre las que 

destacan péptidos y proteínas, así como fármacos en investigación y comercializados. Algunos 

de estos fármacos son la lidocaína, el paracetamol, la atorvastatina, las penicilinas, el captoprilo 

y el metotrexato. Se considera un grupo farmacofórico en un gran número de fármacos como por 

ejemplo los anticonvulsivantes [32]. 

Las amidas cuentan con dos formas tautoméricas (ceto-imidol) siendo la predominante el 

tautómero ceto que contiene dos lugares de formación de enlaces de hidrógeno, la amina que 

actúa como dador y el carbonilo que actúa como aceptor. El par de electrones libres de la amina 

no puede actuar como aceptor de enlaces de hidrógeno pues se encuentra en resonancia con el 

grupo carbonilo. 

En trabajos previos del grupo la inclusión del grupo amida al esqueleto cumarínico dio lugar 

a una familia de potentes y selectivos inhibidores de la monoaminooxidasa A (MAO-A) [33] así 

como inhibidores de la AChE y MAO-B [34].  
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Figura 5. Antecedentes del grupo GI-1606 I+D de Fármacos en el diseño de fármacos para el 

tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central y nuevas perspectivas. 

Reacciones de formación de amidas 

La formación de amidas a partir de una amina primaria o secundaria y un ácido carboxílico 

resulta complicada pues la reacción que es termodinámicamente más favorecida es la reacción 

ácido/base en la que se produce la formación de un carboxilato y una sal de amonio (Esquema 

1). Para que la formación de la amida ocurriese, el O- del carboxilato debería actuar como grupo 

saliente formando O2- que no es un buen grupo saliente. La única manera de formar una amida a 

partir de un ácido carboxílico es calentando la mezcla a temperaturas mayores de 100 °C 

mediante una reacción de pirólisis que permite la transferencia protónica de la sal de amonio al 

carboxilato dando lugar a la liberación de un equivalente de agua y la formación de la amida 

(Esquema 1) [35].  
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Esquema 1. Reacción de pirólisis para la formación de amidas a partir de aminas y ácidos carboxílicos. 

Esta reacción resulta muy poco eficiente ya que calentar a temperaturas extremas puede 

suponer la degradación de algunos de los reactivos. Es por ello por lo que existen las alternativas 

que se presentan a continuación. 

Uso de cloruros de acilo: Reacción de Schotten-Baumann 

En esta reacción se emplean disolventes apróticos, una base adecuada, un cloruro de acilo 

y una amina primaria o secundaria. Las bases más empleadas son las aminas terciarias como la 

trietilamina o la piridina. La base permite desplazar el equilibrio hacia la formación de la amida 

debido a que, como consecuencia de la reacción, se forma HCl que puede reaccionar con la 

amina que aún no ha reaccionado y formar una sal de amonio, menos nucleofílica que la amina 

inicial y por tanto menos reactiva lo que reduciría los rendimientos (Esquema 2). La reacción 

transcurre a través de un mecanismo de sustitución nucleofílica acílica en la que se produce el 

ataque de la amina, que actúa como nucleófilo, y la eliminación del ion cloruro, que actúa como 

como grupo saliente. La electronegatividad de los halógenos de los haluros de acilo hace que 

sean muy buenos grupos salientes y por tanto el derivado de ácido carboxílico más reactivo. 

Además, su elevada electronegatividad aumenta la electrofilia del carbono carbonílico, 

aumentando su reactividad. Sin embargo, esta elevada reactividad supone un problema en su 

manejo en el laboratorio pues se hidrolizan con facilidad en presencia de humedad ambiental 

dando el ácido carboxílico correspondiente [36]. Es por ello por lo que es importante trabajar en 

condiciones anhidras empleando, por ejemplo, montajes en atmósfera inerte (nitrógeno o argón) 

[37].  
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Esquema 2. Mecanismo de reacción simplificado de la reacción de Schotten-Baumann. Importancia 

de la adición de una base para el avance de la reacción. 

Formación de cloruro de ácido empleando cloruro de tionilo: Estrategia one-pot y two-step 

Aunque los haluros de acilo se pueden obtener comercialmente, estos también se pueden 

sintetizar a partir de sus correspondientes ácidos carboxílicos y un agente halogenante. La 

formación de amidas a partir de ácidos carboxílicos a través de la formación de haluros de acilo 

(generalmente cloruros de acilo) se lleva a cabo habitualmente en dos etapas (two-step). En una 

primera reacción se convierte el ácido en el haluro de acilo haciéndolo reaccionar en una 

segunda reacción tipo Schotten-Baumann con la amina correspondiente para formar la amida. 

Para formar los cloruros de acilo se usan agentes clorinantes como cloruro de pivaloilo, cloruro 

de oxalilo o cloruro de tionilo (SOCl2) [38,39]. El más usado es el SOCl2 ya que es volátil por lo que 

se puede eliminar fácilmente por destilación y es coste-efectivo. Para la formación del cloruro 

de acilo se añade además piridina (Py) para acelerar la reacción y se calienta a reflujo hasta 

obtener el cloruro de acilo (Esquema 3). 
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Esquema 3. Formación de amidas empleando cloruro de tionilo como agente halogenante en dos 

etapas. 

Sin embargo, se ha descrito que además de actuar como agente clorinante, el SOCl2 es capaz 

de actuar como agente acoplante activando in situ el grupo carboxílico del ácido haciendo que 

aminas presentes en el medio puedan reaccionar con este intermedio reactivo generando la 

amida correspondiente. Esto permite que la reacción ocurra en una sola etapa de manera one-

pot (Esquema 4) [37]. Inicialmente se forma el carboxilato que reacciona rápidamente con el 

SOCl2 para dar el cloruro de acilo que, a su vez, reacciona rápidamente para dar la amida 

correspondiente. Se ha descrito que esta reacción transcurre a temperatura ambiente 

consiguiendo rendimientos cercanos al 100% con tiempos de reacción inferiores a 30 minutos 

[37].  

 

Esquema 4. Formación de amidas a partir de ácidos carboxílicos usando cloruro de tionilo como agente 

acoplante en una sola etapa.  

Modelos de enfermedad de Alzheimer en el descubrimiento de fármacos 

En la evaluación preclínica de fármacos contra el Alzheimer, es esencial el uso de modelos 

que reproduzcan de forma fiel los procesos patológicos de esta enfermedad tan compleja. Se 

distinguen dos grandes grupos: modelos in vitro e in vivo, cada uno con ventajas e inconvenientes 

(Figura 6).  
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Los modelos in vitro, relevantes para este estudio, contribuyen a la regla de las tres R 

propuesta por Russel y Burch en 1960 que promueven reemplazar, reducir y refinar el uso de 

animales [40]. Entre ellos se encuentran las líneas celulares inmortalizadas, las células madre 

pluripotentes inducidas (iPS) y los cultivos en 3D. 

Las líneas celulares inmortalizadas pueden dividirse indefinidamente, a diferencia de las 

normales. Proceden de tumores, como la SH-SY5Y, o son modificadas artificialmente mediante 

la inducción de algunos genes. Las más usadas en Alzheimer son SH-SY5Y (neuroblastoma 

humano), PC12 (feocromocitoma de rata) y LUHMES (mesencéfalo humano). Se emplean 

ampliamente en HTS por ser accesibles, coste-efectivas y reproducibles. Muchas son de origen 

humano y pueden diferenciarse en células tipo neuronal (neuron-like cells), lo que da mayor valor 

traslacional a los resultados. Sin embargo, no alcanzan las propiedades de las neuronas adultas, 

como la conectividad funcional, y su origen tumoral puede limitar su representatividad genética 

y fenotípica [41]. 

Las iPS son células pluripotentes, es decir, con capacidad de diferenciarse en las tres capas 

germinales del embrión (endodermo, mesodermo y ectodermo) que surgen de la conversión de 

células somáticas diferenciadas mediante técnicas de reprogramación genética, como los 

factores de Yamanaka [42]. Existen modelos derivados de iPS humanas para ELA, Párkinson y 

Alzheimer [43–45]. Sin embargo, la reprogramación puede alterar factores epigenéticos como la 

metilación del DNA. En el caso del Alzheimer, podría restaurarse el epigenoma a un estado 

juvenil, perdiendo fenotipos clave del envejecimiento, como alteraciones mitocondriales o 

acortamiento de telómeros, fundamentales para modelar la enfermedad [46]. Además, la gran 

variabilidad genética que existe entre poblaciones humanas puede tener un cierto impacto en la 

variabilidad de los resultados obtenidos en ensayos con este tipo de células en función del 

paciente del que se hayan obtenido [42].  

Los cultivos en 3D surgen ya que en los cultivos 2D se pierde muchas veces la formación de 

agregados proteicos aberrantes en el espacio extracelular debido, sencillamente, a la ausencia 

de un espacio intersticial. Además, algunos metabolitos de interés difunden en el medio de 

cultivo de los modelos 2D, ejerciendo efectos difusos. Se desarrollan incorporando células iPS o 

inmortalizadas en hidrogeles o Matrigel generando cultivos con andamiajes [47,48] o 

autoensamblados como organoides [49,50]. Sin embargo, su complejidad impide su uso en 
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cribado masivo. La heterogeneidad en su formación y la distribución desigual de fármacos a 

través del organoide [51] o matriz [52] afecta a la reproducibilidad y traslacionalidad.  

 

Figura 6. Ventajas y desventajas de los modelos in vitro e in vivo en el descubrimiento de nuevos 

fármacos.  

Uso de la línea celular SH-SY5Y diferenciada como modelo de Alzheimer para HTS  

Una de las líneas celulares inmortalizadas más empleadas en investigación es la línea SH-

SY5Y obtenida por subclonación de la línea padre SK-N-SH. Está formada por células tipo 

neuroblasto, similares a neuronas catecolaminérgicas con pequeñas neuritas incipientes y que 
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expresan algunos marcadores neuronales tempranos, y células epiteliales. Aunque expresan 

algunos marcadores neuronales, son diferentes de las neuronas adultas afectadas en el 

Alzheimer. Por ello, se suelen diferenciar con tratamientos como ácido retinoico (RA), el péptido 

similar al glucagón de tipo 1 (GLP-1), ésteres de forbol o BDNF [53–55].  

El RA estimula el crecimiento de neuritas, inhibe la proliferación de las células epiteliales, 

incrementa la supervivencia celular de las neuronas e incrementa las características de 

neuronas dopaminérgicas incluyendo la expresión de genes relacionados con la dopamina y su 

transportador DAT [55]. El GLP-1, hormona incretina promotora de la secreción de insulina, tiene 

un efecto neurotrófico vía PI3K-AKT, favoreciendo la diferenciación glutamatérgica y 

aumentando la expresión de receptores AMPA, NMDA y de dopamina [54].  

Tras la diferenciación con RA y/o GLP-1 obtenemos cultivos celulares que representan de 

manera más fiel neuronas sanas humanas que las células SH-SY5Y sin diferenciar. Con el 

objetivo de inducir un proceso patológico que imite el Alzheimer en estas células existen dos 

métodos principales: 

- Métodos químicos: Empleo de compuestos neurotóxicos como el ácido okadaico que 

induce la hiperfosforilación de tau [56], la colchicina que induce la muerte neuronal y 

disrupción del transporte axonal por alteración del ensamblaje de los microtúbulos [57] 

o péptido Ab sintético (por ejemplo, Aβ1-42) que se agrega y forma placas neurotóxicas 

[58].  

- Métodos biológicos: Inducción de la expresión de proteínas mutadas mediante 

transfección, técnica que introduce de DNA o RNA foráneo en células eucariotas. En 

células SH-SY5Y debe realizarse por un método suave como la transfección química con 

liposomas (ej. lipofectamina), electroporación o vectores virales como lentivirus 

(transducción) [59]. La transfección puede ser estable (integración del DNA) o transitoria 

(expresión temporal). 

En el presente trabajo se ha optado por una transfección transitoria química con dos vectores 

de DNA con las mutaciones APP V717 y MAPT P301L respectivamente (Figura 7). La mutación del 

gen que codifica para la APP V717 favorece el proceso amiloidogénico. La mutación del gen que 

codifica para la proteína Tau asociada a los microtúbulos (MAPT) P301L aumenta la fosforilación 

en Ser262, favoreciendo la agregación y formación de ON, pérdida de proyecciones neuronales 

y estrés oxidativo [60]. Ambas mutaciones fueron escogidas por dar lugar a isoformas de los 
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péptidos más comunes en enfermedad de Alzheimer y ser ampliamente usados en modelos in 

vitro [61].  

 

Figura 7. Protocolo de diferenciación y transfección de células SH-SY5Y utilizado para generar el 

modelo de enfermedad de Alzheimer para el cribado de los compuestos sintetizados.  

  



 27 

OBJETIVOS 
- Diseño de nuevas moléculas basadas en el esqueleto de 2-aminobenzotiazol presente 

en fármacos comercializados en España como el riluzol para obtener compuestos con 

actividad frente a la enfermedad de Alzheimer.  

- Optimización de rutas sintéticas para la obtención de amidas derivadas del esqueleto 2-

aminobenzotiazol: Schotten-Baumann, one-pot y two-step. 

- Caracterización de los compuestos sintetizados mediante técnicas de rutina 1H RMN, 13C 

RMN, HPLC-UV, punto de fusión y ESI-MS.  

- Evaluación teórica de propiedades de absorción, distribución, metabolismo y excreción 

(ADME) mediante herramientas computacionales. 

- Puesta a punto de un modelo fenotípico de células inmortalizadas SH-SY5Y de 

enfermedad de Alzheimer que permita el cribado de las moléculas sintetizadas para la 

identificación de hits.  

- Análisis e interpretación de los resultados biológicos para establecer una relación 

estructura-actividad (REA) preliminar. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Síntesis de los compuestos 

Todas las síntesis se realizaron bajo atmósfera inerte de N2 y en condicione anhidras. Para 

ello el material de vidrio se secó en estufa a 125 °C durante al menos 24 horas antes de utilizarlo. 

Posteriormente se purgó el material con N2 (g). Los materiales de partida y reactivos se obtuvieron 

de proveedores comerciales (Sigma-Aldrich, Merck) y fueron empleados sin purificación 

adicional. La piridina empleada fue previamente destilada y secada sobre tamices moleculares 

4 Å. Todos los productos sólidos puros obtenidos se secaron en línea de vacío conectada a una 

trampa de disolvente con nitrógeno líquido hasta eliminación completa del disolvente, previo a 

la caracterización (Figura 8).  

 

Figura 8. Procedimiento sintético de los compuestos (simplificado).  
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Procedimiento general de síntesis a partir de los cloruros de acilo comerciales: 

Reacción de Schotten-Baumann 

En un matraz de fondo redondo provisto de agitador magnético se disuelven 150 mg de la 

amina correspondiente (benzo[d]tiazol-2-amina, 6-trifluorometoxibenzo[d]tiazol-2-amina, 6-

trifluorometilbenzo[d]tiazol-2-amina) en 2 mL de CH2Cl2. Se añade 1,1 equivalentes de piridina y 

la mezcla se enfría a 0 °C en un baño de hielo (Esquema 5). Tras la completa disolución, se añade 

en frío y lentamente por goteo 1,1 equivalentes del cloruro de acilo correspondiente. La mezcla 

se agita toda la noche. El progreso se evalúa por cromatografía en capa fina (TLC), empleando 

placas de gel de sílice (Merck 60 F254) y mezclas de isohexano:acetato de etilo (7:3 o 8:2).  

Finalizada la reacción, se extrae con 3x20 mL de CH2Cl2 y 20ml de disolución saturada al 10% 

(p/v) de NaHCO3. Se lava con 20 mL de agua destilada, y se seca sobre Na2SO4 anhidro. La fase 

orgánica se filtra y se concentra mediante el uso de un evaporador rotatorio (AdvionInterchim 

puriFlash® R-Vap) a presión reducida (200-400 mmHg) y a 40ºC.  

El producto crudo se purifica por cromatografía flash en columna con 40 g de gel de sílice 

(Merck 60, 230-400) como fase estacionaria, y mezcla 9:1 de isohexano:acetato de etilo como 

fase móvil. 

 

 

Esquema 5. Condiciones de reacción para la síntesis de derivados de 2-aminobenzotiazol mediante 

reacción de Schotten- Baumann. 

Procedimiento de síntesis a partir de los ácidos carboxílicos comerciales: Reacción 

two-step para la obtención de 5-bromo-N-(6-(trifluorometoxi)benzo[d]tiazol-2-

il)nicotinamida 

En un matraz de fondo redondo provisto de agitador magnético se disuelven 1 equivalente 

del ácido carboxílico correspondiente (ácido 2-bromonicotínico) en 0,5 mL de acetonitrilo 
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(Esquema 6). Se añade 1 equivalente de piridina y 1 equivalente de SOCl2. La mezcla se calienta 

a reflujo 82 °C durante 3 horas (Esquema 6). El producto obtenido se evapora a vacío en 

evaporador rotatorio (AdvionInterchim puriFlash® R-Vap) y se emplea sin purificación intermedia 

(producto muy inestable). 

En un matraz de fondo redondo provisto de agitador magnético se disuelven 150 mg de 6-

trifluorometoxibenzo[d]tiazol-2-amina en 2mL de CH2Cl2. A continuación, se añade 1,1 

equivalentes de piridina y la mezcla se enfría en un baño de hielo hasta los 0 °C (Esquema 6). Una 

vez alcanzada la completa disolución de los reactivos se añade, en frío y lentamente el cloruro 

de 5-bromonicotinoilo sintetizado en el paso anterior (Esquema 6). La reacción se deja toda la 

noche en agitación. El progreso de la reacción se monitoreó al día siguiente mediante TLC, 

empleando placas de sílice gel pre-recubiertas (Merck 60 F254) y mezclas de isohexano:acetato 

de etilo 1:1 como fase móvil. 

Se procede con una extracción líquido-líquido y purificación en columna flash de la misma 

manera que la descrita en el apartado anterior.  

 

Esquema 6. Condiciones de reacción para la síntesis de derivados de 2-aminobenzotiazol mediante 

reacción en dos etapas. 

Procedimiento de síntesis a partir de los ácidos carboxílicos comerciales: Reacción 

one-pot para la obtención de N-(benzo[d]tiazol-2-il)benzamida 

En un matraz de fondo redondo provisto de agitador magnético se disolvieron 150 mg de 

benzo[d]tiazol-2-amina en 2ml de CH2Cl2. A continuación, se añade 3 equivalentes de 

trietilamina. Una vez alcanzada la completa disolución de los reactivos se añade 1 equivalente 
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de ácido benzoico (Esquema 7). Añadimos, por último, 1 equivalente de SOCl2 muy lentamente 

(por goteo) observándose un cambio de color (de blanco a marrón oscuro).  La reacción se deja 

30 minutos en agitación a temperatura ambiente. El progreso de la reacción se monitorea 

mediante TLC, empleando placas de sílice gel pre-recubiertas (Merck 60 F254) y mezclas de 

isohexano:acetato de etilo 7:3 como fase móvil.  

Se procede con una extracción líquido-líquido y purificación en columna flash de la misma 

manera que la descrita en el apartado anterior. Tras columna, el producto obtenido mostró una 

pureza inferior al 95% por lo que se realizó purificación mediante recristalización con etanol 

absoluto.  

 

Esquema 7. Condiciones de reacción para la síntesis de derivados de 2-aminobenzotiazol mediante 

reacción en una etapa (one-pot). 

Caracterización estructural de los compuestos y determinación de la pureza 

Resonancia magnética nuclear de  1H y 13C 

Los espectros de RMN 1H (500 MHz) y RMN 13C (126 MHz) se obtuvieron con un espectrómetro 

Bruker AVIII-500 con software de control: TopSpin 3.5 bajo sistema operativo Linux CENTOS; 

sonda para RMN en disolución PA-BBO (1H-19F/ X) con un sistema de sintonía y matching 

automáticos y gradientes PFG en eje z usando DMSO-d6 como disolvente. Los desplazamientos 

químicos (δ) se expresan en partes por millón (ppm) utilizando tetrametilsilano (TMS) como 

estándar interno. Las constantes de acoplamiento J se expresan en hercios (Hz). Las 

multiplicidades de espín se dan como s (singlete), d (doblete), t (triplete) y m (multiplete).  

Espectrometría de masas y puntos de fusión 

La espectrometría de masas se realizó con un espectrómetro Bruker MicroTOF, con 

ionización por eletrospray (ESI-MS), en modo positivo. Se refleja el valor del pseudoion molecular 

[M+H] +. Los puntos de fusión no están corregidos y fueron determinados mediante un aparato 

Gallenkamp. 
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Determinación del grado de pureza por HPLC 

La determinación del grado de pureza de los compuestos sintetizados se realizó mediante 

HPLC-UV con un equipo Agilent 1100/1200 dotado de una bomba cuaternaria acoplado a una 

columna en fase reversa Eclipse XDB-C18 (5 µm, 4.6 x 150 mm) como fase estacionaria y una 

mezcla de disolventes agua (A) y metanol (B) en gradiente de concentraciones siguiendo los 

valores de la (Tabla 2). La longitud de onda de medida fue 230 nm con un ancho de banda de 4 

nm.  

Tabla 2. Gradiente y flujo de disolventes agua (A) y metanol (B) empleado para la determinación de la 

pureza mediante HPLC-UV. 

 

Evaluación biológica: Modelo fenotípico de enfermedad de Alzheimer 

Línea celular SH-SY5Y 

Se empleó la línea celular humana inmortalizada SH-SY5Y obtenida de Innoprot. El 

procedimiento se resume en la Figura 9 [62]. 
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Figura 9. Resumen del protocolo para el cribado de la familia de compuestos en el modelo fenotípico 

de Alzheimer.  

Mantenimiento de la línea celular y sembrado 

Se mantuvieron a 37 °C con un 5% de CO2 y humedad a saturación en frascos de cultivo de 

75 cm2 (T75; Corning) usando medio RPMI 1640 con GlutaMAX™ (Gibco) suplementado con un 

10% de suero fetal bovino (FBS; Sigma-Aldrich), 1% Penicilina-Streptomicina (Milipore) y 50 

μg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich) usando pases <18. Para el ensayo de calcio las células se 

sembraron en placas de 384 pocillos negras con fondo plano transparente (Greiner) pretratadas 

2 horas con laminina 2 μg/mL (Sigma-Aldrich). Tras lavar con PBS y secar, se sembraron 2500 

células/pocillo en 50 μL, ajustadas con un contador automático (Vi-Cell CR, Beckman-Coulter). 

Diferenciación celular  

A las 24 horas (día 1) se cambió el medio de diferenciación 1 (MD1), igual que el medio de 

crecimiento, pero con 2% FBS y 10 μM RA (Sigma-Aldrich). Se cambia el medio el día 3 

manteniendo las células un total de 6 días en MD1. El día 7 se cambió al Medio de diferenciación 

2 (MD2), sin FBS, con suero B27 1:50 y GLP-1 a 100 nM hasta el día 10. El stock de RA (5 mM en 

DMSO) se almacenó 2 semanas a -20 °C, realizando los pesajes y almacenaje del sólido en 

atmósfera inerte de N₂. El GLP-1 se diluyó a 100 μM en DMSO para stock. 



 35 

Transfección química  

El día 7 se realizó una transfección química antes del cambio al MD2. Se utilizó Lipofectamine 

LTX™ (Thermo-Fisher) como agente de transfección. En un tubo Eppendorf® se mezclaron 2,5 μg 

de los plásmidos codificantes de las mutaciones MAPT P301L y APP V717I con 125 μL de OPTI-

MEM (Gibco) y 5 μL de Plus Reagent® (PortoMedica). En otro tubo, se añadieron 10 μL de 

lipofectamina y 125 μL de OPTI-MEM. Tras 5 minutos de incubación, se combinó el primer tubo 

en el segundo y se incubaron otros 20 minutos. Esta mezcla se diluyó en 2,5 mL de OPTI-MEM y 

se añadieron 20 μL a cada pocillo. Pasadas 5-6 horas, se sustituyó por el MD2. 

Adición de los compuestos 

En el día 8 se añadieron los compuestos a ensayar, previamente disueltos en DMSO a una 

concentración madre de 10 mM y almacenados en placas de 384 pocillos a -20 °C. Se realizó un 

nuevo cambio de medio con 50 μL de MD2 por pocillo. La dispensación se efectuó mediante el 

dispensador acústico Echo 525 (Labcyte inc.) para alcanzar concentraciones finales de 1 μM y 

10 μM y se equilibraron los volúmenes de DMSO. Los compuestos se incubaron durante al menos 

72 horas con las células. 

Ensayo de calcio intracelular 

Para la evaluación el efecto neuroprotector de los compuestos sobre el modelo se empleó el 

ensayo de calcio intracelular. Este ensayo consiste en el empleo de una disolución de KCl que 

lleva a la excitación de las células de tipo neuronal y una posterior medición de los niveles de 

Ca2+ intracelulares (Figura 10). Es un ensayo extensamente empleado en el cribado de fármacos 

debido a la facilidad que tiene de ser adaptado a HTS [63,64]. 
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Figura 10. Funcionamiento de un kit para la determinación de concentraciones de calcio 

intracelulares. 

En detalle, el día 11 se realizó el ensayo de calcio utilizando el kit FLIPR® Calcium-6®. Se 

reemplazó el medio de cada pocillo por 25 μL de RPMI sin aditivos y se añadió 25 μL de la sonda 

reconstituida en 10 ml de buffer HBSS + 20 mM HEPES (Sigma-Aldrich). Tras 2 horas de 

incubación a temperatura ambiente y oscuridad se emplea una solución 330 mM de KCl en 3ml 

de agua y 15 ml de buffer HBSS + 20 mM de HEPES para la estimulación. Se añaden 25 μL de esta 

disolución a una placa intermedia de compuestos de 384 pocillos. La disolución de KCl se añade 

de manera automática a las células por el lector de placas cinético FDSS 7000EX® (Hamamatsu 

Photonics) hasta alcanzar una concentración final en cada pocillo de 30 mM. Las medidas de 

fluorescencia se realizan con el mismo aparato empleando el software FDSS v3.4 con excitación 

l=470-495 nm y emisión l=515-575 nm. Los datos fueron procesados empleando el software 

FDSS7000EX/μcell® en unidades relativas de fluorescencia (rfu). La respuesta de calcio se 

expresa como la media de rfu durante los 10 segundos inmediatamente posteriores tras la 

adición de KCl (lo que se corresponde con el pico de entrada de calcio) con respecto a la línea de 
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base (Figura 11). La fluorescencia de base se definió como la señal media durante los 60 

segundos anteriores a la adición de KCl. Las señales se normalizaron respecto a la línea base 

(F/F₀ = 1). 

 

Figura 11. Gráficas de medida de fluorescencia obtenidas en FDSS7000EX. Las gráficas representan 

la respuesta intracelular de calcio tras exposición a una disolución 30 mM de KCl en células SH-SY5Y 

diferenciadas no transfectadas (rojo), transfectadas expuestas a vehículo (verde) y transfectadas 

expuestas a un compuesto ensayado (amarillo). El tiempo de adición de KCl se representa con una línea 

punteada azul. 

Análisis de resultados 

Para cada experimento los datos se normalizaron con la respuesta observada en células 

transfectadas con los plásmidos MAPT P301L y APP V717I tratadas con vehículo, DMSO (50 nL) a 

la que se le asignó el valor de 100%. El resto de los resultados se expresan como % con respecto 

a esa línea de base. La normalización se realizó de forma independiente para cada réplica 

experimental con el fin de controlar la variabilidad entre ensayos.  

El análisis estadístico se llevó a cabo con GraphPad Prism (versión 10.5.0). Los resultados 

del ensayo de calcio se representan como la media ± la desviación estándar de la media de 3 

experimentos independientes, cada uno de ellos por duplicado. Las comparaciones se 

evaluaron usando un análisis de varianza de dos factores (two-way ANOVA), seguido de un test 

post hoc de Dunnett. Las diferencias se consideran estadísticamente significativas cuando el 

valor de p<0,05. 
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Predicción de propiedades ADME 

Se empleó la plataforma online ADMET-AI seleccionando como referencia todos los 

fármacos de la base de datos (all) (2579 moléculas) y el código ATC N06D (69 moléculas) 

correspondiente con los psicoanalépticos para analizar los 51 compuestos incluidos en el 

cribado biológico.  

Figuras, gráficas y esquemas 

Los esquemas de reacción y estructuras moleculares fueron elaborados con ChemDraw 

23.1.2 de Revity Signals®. Para el procesamiento de los FID y generar las figuras de RMN se 

empleó el programa informático MestReNova 14.2.2 de Mestrelab Research®. Las figuras fueron 

elaboradas con BioRender®. Los datos de HPLC fueron tratados con el software ChemStation de 

Agilent®. Las propiedades moleculares calculadas computacionalmente fueron obtenidas 

usando Molinspiration Cheminformatics® y MolCalc®. Otro software específico para el manejo 

de los equipos se especifica en cada caso. 
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Resultados 

Síntesis y caracterización de derivados 2-amidobenzotiazol 

Se diseñaron, sintetizaron y caracterizaron un total de 14 nuevas moléculas con la estructura 

general mostrada en la Tabla 3. Se partió del esqueleto 2-aminobenzotiazol sustituido en 

posición 6 con un grupo OCF3, CF3 o no sustituido, y se formaron amidas en posición 2 con ciclos 

aromáticos o heteroaromáticos mediante las reacciones de Schotten-Baumann (MJM779, 

MJM785, MJM786, MJM787, MJM788, MJM789, MJM792, MJM793, MJM833, MJM834, MJM835, 

MJM817, MJM810), one-pot (MJM810) o two-step (MJM783). Para todos ellos se llevó a cabo una 

determinación inicial de la pureza mediante HPLC-UV estableciendo como punto de corte un 

95% de pureza. Además, se confirmó la obtención del producto deseado mediante la 

interpretación de los espectros de RMN de 1H (500 MHz) y RMN 13C (126 MHz) y obtención del 

valor del pseudoión molecular [M+H]+ en ESI-MS. También se determinaron los puntos de fusión 

y factores de retención (Rf) en TLC.  

Tabla 3. Compuestos derivados del 2-amidobenzotiazol sintetizados y sus sustituyentes. 

 

 
 

 R1 R2 

MJM779   

MJM785   

MJM810   

N

S
NH

R2
O

R1
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CF3

H
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MJM786   

MJM787   

MJM788  

 

MJM789  

 

MJM792   

MJM793   

MJM833  

 

MJM834  

 

OCF3 CH3

CF3 CH3

OCF3

CH3

CH3

CF3

CH3

CH3

OCF3

CF3

OCF3

OMe

OMe

OCF3

OMe

OMe
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MJM835  

 

MJM817   

MJM783  
 

 

A continuación, se presentan los resultados del proceso sintético y de caracterización. 

  

H
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H OMe

OCF3

N

Br
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Cribado biológico de los fármacos sintetizados. 

Se llevó a cabo un ensayo de determinación del calcio intracelular en un modelo fenotípico 

de células SH-SY5Y diferenciadas con RA y GLP-1 y transfectadas con las mutaciones MAPT 

P301L y APP V717I tratadas con un total de 51 compuestos, incluidos los 14 sintetizados ya 

comentados que se presentan en la Tabla 4. Este ensayo se realizó por triplicado (3 replicados 

biológicos) y en cada replicado los compuestos se ensayaron por duplicado (2 replicados 

técnicos por placa) a dos concentraciones, 10 µM y 1 µM.  

Tabla 4 Compuestos derivados del 2-amidobenzotiazol empleados en el HTS. 
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MJM792 MJM793 MJM809 

 
MJM780 MJM805 MJM818 

 
MJM816 MJM804 MJM815 

 

MJM783 - - 
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MJM821 MJM827 MJM797 

 

MJM823 MJM829 MJM799 

 

MJM825 MJM831 MJM811 
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AC_MJM_2A - - 

 

De los 51 compuestos probados, MJM806 y MJM787 presentan un efecto protector 

estadísticamente significativo (p<0,05 y p<0,01 respectivamente) a concentración 1 µM en el 

ensayo de calcio intracelular. Este efecto protector solo se produce a una concentración de 1 

µM. No se observó efecto protector para ninguno de los dos compuestos a 10 µM (Figura 12). 

Br
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Figura 12. MJM787 y MJM806 ejercen un efecto protector frente a la reducción del flujo de entrada de 

calcio por despolarización con KCl en células SH-SY5Y transfectadas. Gráficos de barras que muestra el 

efecto de los 51 compuestos (A) y MJM787 y MJM806 (B) en la entrada de calcio a concentraciones 10 y 1 

µM. Cada punto representa la media de dos replicados técnicos de un ensayo biológico independiente 

(N=3). Las barras representan la media ± desviación estándar de los experimentos. *p<0,05 **p<0,01 (two-

way ANOVA seguido de test post hoc de Dunnet) 
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Predicción de propiedades ADME 

De estos 51 compuestos (Tabla 4) se llevaron a cabo estudios computacionales para predecir 

su toxicidad y biodisponibilidad por vía oral, así como el paso de la barrera hematoencefálica 

(BHE) (Figura 13). 

  

  
Figura 13. Comparación de propiedades ADME de los compuestos de la Tabla 4 (estrellas en rojo) con 

los compuestos de la base de datos completa (izquierda) de ADMET-AI (círculos en azul) y con los 

correspondientes al código ATC N06D (derecha). Valores expresados como probabilidad 0,0-1,0, estimada 

computacionalmente. 
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Discusión 

Síntesis y caracterización de los compuestos 

La reacción de Schotten-Baumann ha demostrado ser una reacción eficiente para la 

obtención de amidas a partir del cloruro de acilo comercial alcanzando rendimientos moderados 

(30-52%) y grados de pureza superiores al 95%. La reacción de formación de amidas a partir del 

ácido carboxílico en dos etapas también resultó efectiva para la síntesis de MJM783, 

obteniéndose un rendimiento del 46% con una pureza del 100%. El factor que más altera el 

rendimiento final es la presencia de humedad en el matraz de reacción pues lleva a la hidrólisis 

del cloruro de acilo y a la formación del ácido carboxílico, mucho menos reactivo [36]. Los 

subproductos más habituales en la mezcla de reacción son el ácido carboxílico/cloruro de acilo 

y el esqueleto principal (2-aminobenzotiazol o sus derivados). En la Figura 14, el primero muestra 

un tiempo de retención en HPLC bajo debido a su elevada polaridad y se observa como una 

banda más ancha. 

 

Figura 14. MJM779 antes (izquierda) y después (derecha) de la extracción líquido-líquido básica.  

La separación del ácido carboxílico mediante columna cromatográfica resultó compleja 

como se comprobó durante la puesta a punto de la reacción. Por ello se realizó una extracción 

líquido-líquido empleando una disolución acuosa saturada de NaHCO3 al 10% (p/v) (Esquema 

8). Esta permite la hidrólisis del cloruro de acilo al ácido que, por acción de la base se convierte 

en el carboxilato, soluble en la fase acuosa y muy poco soluble en la orgánica. Obtenemos así 

una fase orgánica libre de este subproducto. El 2-aminobenzotiazol de partida, por el contrario, 

se separa exitosamente mediante columna cromatográfica. 
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Esquema 8. Eliminación de subproductos de reacción (cloruro de acilo y ácido carboxílico) mediante 

extracción líquido-líquido. En azul los productos mayoritariamente en la fase acuosa y en amarillo 

mayoritariamente en la fase orgánica. 

La reacción one-pot empleada en la síntesis de MJM810 resultó poco efectiva, obteniéndose 

un rendimiento con las condiciones descritas del 9%, mucho menor que mediante la reacción 

de Schotten-Baumann, que permitió un rendimiento del 47%. Además, la pureza con la que se 

obtuvo inicialmente el producto (tras extracción líquido-líquido y columna cromatográfica) fue 

de un 60%, con una gran cantidad de impurezas (Figura 15). Es por ello por lo que se realizó una 

recristalización del producto, consiguiendo finalmente una pureza del 98,5%.  

 
 

 
 

Figura 15. Resultados de la determinación de la pureza de MJM810 mediante HPLC-UV, sintetizado 

por el método one-pot, antes (izquierda) y después (derecha) de purificación por recristalización.  

Se hipotetiza que este bajo rendimiento unido a la alta cantidad de impurezas se pueda deber 

a las condiciones ácidas de reacción. En presencia de la humedad ambiental, el SOCl2 puede 

hidrolizarse y dar lugar a HCl y SO2 [65]. El HCl así formado puede protonar la amina del 2-

aminobenzotiazol haciéndolo menos nucleofílico, lo que impide el avance de la reacción como 

ya se ha descrito (Esquema 9). La bibliografía describe además la hidrólisis del anillo de 

benzotiazol en condiciones ácidas por rotura del enlace C-S, lo que explicaría la formación de 

otros subproductos observados en el cromatograma (Figura 15) [66–69]. Por tanto, esta 

metodología sintética no sería adecuada para nuestro esqueleto químico.  
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Esquema 9. Hipótesis que explica el bajo rendimiento obtenido en la reacción one-pot por hidrólisis 

del SOCl2. 

Los puntos de fusión son característicos de cada compuesto y permiten una identificación 

preliminar si se volviesen a sintetizar en un futuro. Además, el rango informa de la pureza del 

compuesto, siendo mayor cuanto menor sea la pureza. En nuestro caso se obtuvieron con un 

rango máximo de ± 2 °C. Los valores de temperatura de fusión dependen de la energía de fusión 

para cada sólido que viene determinada por la intensidad de las fuerzas intermoleculares 

existentes en cada caso. Si comparamos MJM779, MJM786 y MJM788 se aprecia que la adición 

de un grupo metilo aumenta la temperatura de fusión ya que aumenta la formación de enlaces 

de Van Der Waals por aumento de la superficie molecular lo que incrementa el 

empaquetamiento molecular dentro del cristal (Tabla 5). Además, la adición de metilos en 

posición para (MJM786) aumenta la simetría de empaquetamiento. Estos dos factores aumentan 

la energía de red cristalina y por tanto la entalpía de fusión lo que se traduce en un aumento de 

las temperaturas de fusión. 

Cl
S
Cl

O H2O
S OO +

N

S
NH2

HCl

HCl

N

S
NH3 Cl

O

Cl



 66 

Tabla 5. Comparación de las temperaturas de fusión experimentales de MJM779, MJM786 y MJM788 

en función del número de grupos metilo que presenta la molécula. Volumen molecular predicho 

computacionalmente usando Molinspiration. 

 

La RMN 1H nos informa del entorno químico de los protones, número de protones 

equivalentes, acoplamientos espin-espin y, en general, la estructura molecular. El 

desplazamiento químico de los protones (d), medido en ppm nos informa del tipo de protón. 

Protones cercanos a ambientes más electronegativos se encuentran más desapantallados lo 

que hace que el campo magnético local efectivo necesario para que entren en resonancia sea 

menor y por tanto su d sea mayor en ppm (campo bajo), como se aprecia en MJM810 en el que el 

H-5 tiene un valor de 7,48 ppm mientras que H-6 tiene un valor de 7,35 ppm. H-5 está más 

próximo del N que tiene un valor de electronegatividad de Pauling de 3,04, mayor que la del S de 

2,58 al cual se encuentra más próximo el H-6. El protón de la amida es el que presenta mayores 

desplazamientos químicos (12-13 ppm), al ser el más desapantallado por estar unido a un 

nitrógeno (electronegatividad 3,04) y no a un carbono (electronegatividad 2,55) como el resto. El 

área bajo la curva de los picos nos informa del número de protones equivalentes que existen, por 

ejemplo, el pico correspondiente a los protones de los dos grupos OCH3 del MJM834 integra para 

6 protones pues son todos ellos equivalentes al tener un mismo ambiente químico. La 



 67 

multiplicidad de los picos y la constante de acoplamiento (J) nos informan del número de 

protones vecinos equivalentes con los que un protón interacciona (siguiendo la regla n+1) y la 

fortaleza de la interacción (constante de acoplamiento). Así pues, por ejemplo, el H-4’ de 

MJM833 da lugar a un triplete pues interacciona con 2 protones equivalentes (n+1=3) con una J = 

2,3 Hz, pues es un acoplamiento a través de dos enlaces. Por el contrario, el H-4 del mismo 

compuesto da lugar a un doblete por interaccionar con un único protón equivalente (n+1=2) con 

una J = 8,8 Hz por ser solo a través de un enlace. Teniendo estas consideraciones en cuenta 

podemos interpretar los resultados y caracterizar con exactitud todos los compuestos 

sintetizados (Ap. Resultados).  

La RMN de 1H también resultó útil en la determinación de la pureza e identificación de las 

impurezas de los compuestos. Si comparamos el espectro de RMN de MJM786 antes y después 

de la extracción (Figura 14) podemos observar que, en el caso de antes de la extracción se 

observan picos que no se corresponden con los del producto. Por ejemplo, en la Figura 16 

observamos una ampliación de la región correspondiente a los metilos (2,43 ppm y 2,46 ppm). 

Previa a la extracción se observan dos picos con una relación de integración 1:0,1. Tras la 

extracción, solo se mantiene el pico a 2,46 ppm correspondiente al CH3 en posición 4’ del 

compuesto final. El pico a 2,43 ppm se debe por tanto a una impureza que se encuentra en un 

porcentaje aproximado del 10%. Considerando las impurezas más comunes podemos 

hipotetizar que se trate de restos del ácido 4-metilbenzoico. En la región cercana al pico 

correspondiente del H-3’ y H-5’ del producto, 7.39 ppm (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’, H-5’), también se 

observa el pico equivalente correspondientes al ácido 4-metilbenzoico 7.36 ppm (d, J = 7.72 Hz 

H-3, H-5), en una proporción 1:0,1.  
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Figura 16. Comparación de espectros de RMN 1H de MJM786 antes (verde) y después (rojo) de la 

extracción líquido-líquido con NaHCO3.  

La RMN de 13C nos informa del tipo y número de átomos de carbono en la molécula y el 

entorno químico de cada carbono. Así pues, si nos fijamos en compuestos como el MJM788 

observamos que los carbonos alifáticos de los metilos aparecen a 22 ppm aproximadamente. 

Los carbonos aromáticos aparecen a 125-150 ppm. Se observa además un pico correspondiente 

al carbono carbonílico de la amida a 167 ppm aproximadamente y el pico del carbono del grupo 

OCF3 a 145 ppm aproximadamente. 

El espectro ESI-MS muestra en todos los casos la masa del pseudoion molecular 

monoprotonado [M+H]+ que se obtiene cuando la molécula forma un aducto con el ión H+. La 

técnica de ESI-MS es una técnica suave que no produce apenas fragmentación de la molécula, 

a diferencia de otras como la ionización por impacto electrónico, lo que nos permite observar la 

masa del pseudoion molecular íntegra, sin fragmentaciones. En el caso de MJM835 se observa 

además la masa del aducto dimérico con un protón 628,0 [2M+H]+ (PM=314,36). En el caso del 

MJM793 ocurre lo mismo, pero con un ion Na+ en lugar del protón 678,9 [2M+Na]+ (PM=328,35). 

Predicción de propiedades ADME  

La predicción ADME de los compuestos nos permite determinar su potencialidad de 

convertirse en fármacos. En nuestro caso buscamos compuestos que sean efectivos a nivel del 

sistema nervioso central por lo que deben atravesar la BHE. La plataforma ADMET-AI emplea una 

inteligencia artificial generativa para predecir las propiedades ADME de manera in silico. Esta 

plataforma fue entrenada con 41 sets de datos de la base de datos Therapeutics Data Commons 
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y usa la red neuronal Chemprop-RDKit. Los resultados obtenidos para nuestras moléculas se 

comparan con los de una base de datos de 2579 fármacos aprobados por la FDA obtenidos de 

DrugBank [70]. Sin embargo, también se compara con fármacos del código anatómico-

terapéutico químico (ATC) N06D (piscoanalépticos) debido a las propiedades específicas que 

buscamos. La probabilidad de paso de BHE de todos los compuestos analizados es 0,784-0,991. 

El compuesto con la probabilidad más baja de paso de barrera es MJM826 (P=0,784), seguido de 

MJM794 (P=0,823). Ambos tienen en común la presencia de un metoxilo en posición 4’ así como 

un sustituyente trifluorometoxi en posición 6. La presencia de sustituyentes en posición 6 parece 

afectar al paso de la BHE siendo los compuestos con un H los que presentan mayores 

probabilidades, por ejemplo, MJM809 con un H en posición 6 tiene una probabilidad de paso de 

barrera de 0,991 mientras que si tiene un OCH3 (MJM792) tiene una probabilidad menor, de 

0,977. Además, se predice que todos los compuestos tengan una biodisponibilidad oral muy 

elevada (83%-97%) y baja toxicidad clínica (probabilidad entre 0,012 y 0,085). Esta 

biodisponibilidad oral no parece estar condicionada por una baja absorción intestinal pues todos 

ellos presentan probabilidades de absorción intestinal muy elevadas, de 0,9986-1,000. 

Ensayo de flujo de entrada de calcio en modelo fenotípico de Alzheimer  

En el Alzheimer temprano se produce un estado de hiperexcitabilidad que lleva a que los 

niveles de calcio intracelulares estén elevados. Sin embargo, en el Alzheimer tardío ocurre lo 

contrario observándose estados de hipoexcitabilidad en los que los niveles de calcio se 

encuentran disminuidos debido al elevado daño neuronal inducido por la hiperexcitabilidad 

prolongada que impide el correcto funcionamiento de los canales de calcio dependientes de 

voltaje [5]. Nuestro modelo fue capaz de replicar el estadio de hipoexcitabilidad propio del 

Alzheimer tardío (Figura 11). 

El estudio del flujo de entrada de calcio inducido por KCl en células SH-SY5Y transfectadas 

con las mutaciones MAPT P301L y APP V717I demostró efectos estadísticamente significativos 

de neuroprotección de los compuestos MJM806 y MJM787 (Tabla 7) a concentración 1 µM pero 

no a 10 µM. Ambos fueron capaces de aumentar los niveles de Ca2+ intracelular tras 

despolarización con KCl en células SH-SY5Y transfectadas comparado con las tratadas con 

vehículo (Figura 12 B). 
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Tabla 6. Resultados del ensayo de calcio en células SH-SY5Y transfectadas y tratadas con 1 µM de 

MJM786, MJM787 y MJM806. Respuesta (R) expresada como media ± SD de N=3 con respecto a la 

respuesta obtenida en células SH-SY5Y transfectadas y diferenciadas tratadas con vehículo DMSO 

(100%).  

 

Ambos compuestos presentan estructuras muy similares, diferenciándose tan solo en el 

sustituyente en posición 6, H en el caso de MJM806 y CF3 en el caso de MJM787. En el caso de 

MJM786, estructura similar, pero con OCF3 en esta posición, estos efectos neuroprotectores no 

fueron estadísticamente significativos (Figura 12). Puede ser que la mayor lipofilia del 

sustituyente OCF3 ya discutida en el apartado Introducción dificulte su entrada a nivel 

citoplasmático, quedando acumulado a nivel de la bicapa lipídica y ejerciendo un efecto 

“detergente” que puede llevar a cierta toxicidad celular. También puede ser que dificulte la 

solubilidad en los medios de cultivo celular llevando a su cristalización y reducción de la 

biodisponibilidad real en el medio de cultivo.  

El grupo metilo, común en ambos, confiere a las moléculas de actividades biológicas 

interesantes debido a sus propiedades fisicoquímicas, lo que se conoce como el denominado 

“metilo mágico”. Este grupo permite, entre otros, el desplazamiento de moléculas de agua del 

lugar de unión de la diana, así como un aumento de las interacciones van der Waals (Tabla 5) con 

aminoácidos de las dianas. Además, permite regular el metabolismo de las moléculas evitándolo 

por efecto estérico o promover rutas metabólicas que den lugar a metabolitos suaves y menos 

tóxicos. Por ejemplo, anillos fenílicos libres como los de MJM785 pueden oxidarse por CYP450 y 

generar epóxidos como el óxido de benceno, altamente reactivos. La adición del metilo dirige el 

metabolismo a esta posición ya que es más sencilla la oxidación de un carbono sp3 que la 

epoxidación de un anillo aromático, dando lugar a una oxidación que produce alcohol bencílico 

y finalmente ácido benzoico, mucho menos tóxico que los epóxidos [71]. Las propiedades 

fisicoquímicas del metilo vienen representadas en el diagrama de Craig (Figura 17) en el que se 

compararan los parámetros p de Hansch (relacionado con la lipofilia) y s de Hammett 

(relacionado con efectos electrónicos). El cuadrante correspondiente al metilo es el inferior 
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derecho pues es electrodonador por efecto inductivo (s de Hammett -) y lipofílico (p de Hansch 

+) [72]. Podríamos cambiar el metilo por otro sustituyente del mismo cuadrante para dar lugar a 

bioisosteros que se puedan ensayar en un futuro proyecto dando lugar a un proceso de hit to 

lead.  

 

Figura 17. Diagrama de Craig con algunos ejemplos de sustituyentes y sus parámetros p de Hansch 

(abscisas) y s de Hammett (ordenadas). Fuente: Adaptado de: [13] 
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Conclusiones  
- La síntesis de amidas mediante la reacción de Schotten-Baumann a partir del cloruro de 

acilo comercial o mediante estrategia en dos etapas a partir del ácido carboxílico es 

efectiva para generar amidas derivadas del esqueleto 2-aminobenzotiazol con 

rendimientos moderadamente elevados del 40%.  

- La estrategia de síntesis en una etapa (one-pot) no es un método efectivo para la 

obtención de amidas derivadas de 2-aminobenzotiazol debido a la degradación del anillo 

benzotiazólico.  

- La técnica de extracción líquido-líquido empleando como fase acuosa una disolución al 

10% (p/v) de NaHCO3 seguido de purificación mediante columna cromatográfica es un 

método efectivo para la purificación de estos compuestos obteniéndose grados de 

pureza superiores al 95%. 

- Los 51 compuestos ensayados presentan propiedades ADME muy favorables para 

convertirse en fármacos capaces de actuar sobre el sistema nervioso central, 

comprobado en ensayos in silico de Inteligencia Artificial.  

- MJM787 y MJM806 ejercen un efecto protector frente a la reducción del flujo de entrada 

de calcio por despolarización con KCl en células SH-SY5Y transfectadas con las 

mutaciones MAPT P301L y APP V717I siendo por tanto potenciales hits para el 

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.  
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