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Introduccién

1. INTRODUCCION.

A pesar de los avances tecnolégicos y cientificos en materia de salud, ias infecciones parasitarias,
causadas por helmintos y protozoarios, continian siendo una de las causas mas frecuentes de
morbilidad. Estas infecciones aquejan principalmente a la poblacion infantil de nuestro pais y de otros
paises en vias de desarrollo. Aunque la mortalidad ocasionada por estas infecciones es relativamente

baja, las complicaciones no son raras y constantemente requieren atencion hospitalaria.!

La frecuencia con que se presentan estas parasitosis varia notablemente en los diversos grupos de la
poblacion; pero al igual que otras enfermedades, la prevalencia esta determinada por las condiciones
sanitarias. Se observa mayor incidencia en poblaciones marginadas, de bajo nivel socioeconémico,
con maia disponibilidad de agua y deficiente eliminacion de excretas. En términos generales, mala
higiene comunal, familiar y personal.2 También son mas frecuentes en climas tropicales; ademas, su
importancia se ve incrementada, con el crecimiento de los nuevos problemas de salud publica, de los

cuales el sida es un ejemplo. 3

El impacto significativo de estas infestaciones sobre el desamrrollo econdmico del pais se ha
manifestado, de manera sobresaliente, en el sector veterinario, con la consecuente pérdida en la
produccién animal, contribuyendo a la vez con ello, a la introduccion de nuevos parasitos en la
poblacion humana. Es por esta razén, probablemente, que los avances mas importantes en la
quimioterapia de las helmintiosis ha venido del area veterinaria, ya que se sabe que el tratamiento de
las infecciones helminticas mejora las defensas inmunitarias de los animales y por consecuencia su
peso.*

Actuaimente se dispone de diversas altemativas terapéuticas para combatir estas infecciones. El
tratamiento meédico con farmacos antiparasitarios, principaimente derivados bencimidazolicos, sigue
siendo el método mas eficaz y barato para controlar este tipo de infecciones; sin embargo,
actualmente se conoce que los fammacos disponibles presentan ciertas desventajas que disminuyen
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su eficacia cuando se han administrado por tiempo prolongado en algunas poblaciones, ya sean

animales o humana.

Se ha sefnalado, por ejemplo, que la toxicidad y rapido metabolisma5€ que presenta el Tiabendazol, la
baja absorcion de los carbamatos bencimidazolicos (CB), que limita su uso a parasitosis
gastrointestinales,5 los efectos colaterales que presentan los farmacos antiprotozoarios; asi como la
resistencia’ que han desarrollado algunos parasitos por determinados farmacos, son algunos de los
problemas que se han observado en este tipo de compuestos; y es por tanto, io que hace necesario la
presencia de nuevos o mejores productos para combatir las infecciones, principalmente sistémicas,
como la cisticercosis, filariosis, triquinosis, entre otras enfermedades.8

Es por eso que los estudios en el campo de la investigacion Quimica-Famacéutica estan dirigidos a
la busqueda de nuevos agentes antiparasitarios: que ofrezcan un mayor espectro terapéutico,
con mejores propiedades intrinsecas de las moléculas; y que a su vez, sean menos toxicos y mas
economicos a los ya existentes. Es por tal motivo que esta tesis presenta la sintesis de nuevos
compuestos bencimidazolicos 1-metilados y su evaluacion bioldgica, sobre Trichinella spiralis.
Giardia lamblia y Tricomonas vaginalis. Con este trabajo se pretende contribuir a la investigacion
sobre los requerimientos estructurales para la actividad antihelmintica y antiprotozoaria, y con ello,
acrecentar una base de datos ya existente para el disefio racionalizado de farmacos antiparasitarios.

[¥]
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2. MARCO TEORICO
2.1. Panorama actual de las parasitosis en México

Las parasitosis intestinales constituyen un grupo muy variado de padecimientos causados por
diversos, nematodos, cestodos y protozoarios.2® Se estima que alrededor de 3,500 millones de
habitantes en el mundo se ven afectados, 450 millones de los cuales se enfi 3 Lapr lencia de
estas infecciones, en la Repuablica Mexicana, muestra que los helmintos mas cc que se pueden
encontrar infectando al hombre son: Ascaris lumbricoides, Trichuris frichiura y Ancylostorna
duodenale. En c > a los protozoarios que causan fa mayoria de {as infecciones estan: Giardia

lamblia y Entamoeba histolytica (Tabla 1).1°

Tabla 1. Casos estudiados de parasitosis en 5935 nifios en el Hospital infantil de México.2

e —————

RERe 0 - %
Giardia lamblia 18.7
Ascans lumbricoides 18.2
Trichuris trichiura 15.1
Ancylostoma duodenale 13.2
Hymenolepis nana 123
Entamoeba histolytica 7.2
Uncinarias 1.9

Ascaris lumbricoides, agente etioldgico de la ascariosis, es obro parasito, que junto con Necafor
americanus (uncinarias) causan el 40% de infecciones helminticas a nivel nacional. Su incidencia es
un aspecto importante, ya que provocan grandes problemas de desnutricion y anemia. Su
distribucion, en la Repdblica Mexicana, se concentra en los grupos de individuos menores de 15 afios,
siendo los mas afectados los nifios de 1 a 4 afios de edad.™®

Las infecciones ¢ das por el helminto Trichinella spiralis bién han sido reportadas en animales
carnivoros (incluyendo roedores) y h >s, debido al c« de came de cerdo mal cocida.
Aunque no son de gran incidencia con respecto a las demas parasitosis, durante el periodo de 1952 a
1997, se han reportado 758 casos de triquinelosis en toda la Republica Mexicana. Los estados mas

afectados por este helminto fueron Durango, Zacatecas, Distrito Federal y el Estado de México.!

TESIS CON | ?
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La giardiosis es una de las infecciones con mas alta prevalencia distribuida homogéneamente en toda
la Republica Mexicana. Aunque no es una causa de mortalidad importante, su fisiopatologia tiene
graves implicaciones en las tasas de crecimiento de la poblacion infantil, presentandose desde
cuadros de diarreas agudas, e incluso cronicas, hasta sintomas relacionados con la anemia.21* Se
estima que mas de 200 casos por cada 100,000 habitantes estan infectadas con este parasito.

La amebiosis intestinal es una infeccion producida por el protozoario Entamoeba histolytica. Esta se
aloja en el humano y puede vivir como comensal en el intestino grueso, causando infecciones
generaimente asintomaticas que liegan a adquirir importancia clinica.’? El estudio epidemiologico para
el aflo 2002 en la Republica Mexicana, sefiala 662,752 casos hasta la semana 33, siendo Chiapas,
Guerrero, Oaxaca y Veracruz los estados mas afectados por este parasito.”?

Ofra de las infecciones causadas por protozoarios, que resulta de interés para nuestro estudio, es la
Trichomonas wvaginalis, ya que al no ser un protozoario intestinal, su importancia como parasito
extraintestinal se ve reflejada causar importantes infecciones urogenitales. La prevalencia de este
flagelado en los paises desarrollados oscila del 5 al 20%, entre las mujeres, y del 2 al 10% entre los

hombres. 13

En la Grafica 1 se muestran las estadisticas sobre la incidencia de algunas parasitosis en nuestro
pais, en los Gltimos dos afios. Se aprecia una ligera disminucion de la tasa de morbilidad para el afio
2002; aunque esto es favorable, la incidencia sigue siendo un problema preocupante por el
comportamiento de persistencia con el transcurso de los afios, a pesar del incremento en medidas
higiénicas, sanitarias y tratamientos masivos con farmacos antiparasitarios. En un principio, esta
uitima medida ha sido de gran utilidad en el control de las infecciones parasitarias; sin embargo, a
ultimas fechas, su uso ha favorecido la persistencia de parasitos resistentes.
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Nimero de casos

[m Giardiosis B Otras pr OA i @ Otras in

Grifico 1. Casos de morbilidad por infecciones intestinales en México reportados hasta la semana 26
del 2002.14

2.2. Evolucion de los farmacos antiparasitarios

2.2.1. Farmacos antihelminticos
Desde hace varios aiios, la quimioterapia de las infecciones parasitarias ha estado asistida por un
gran numero de farmacos con di idad de estrn, qQuimi El uso de agentes terapéuticos en

el siglo pasado dio origen a numerosos compuestos de di naturaleza, como las piperazinas y el
tetracloruro de carbono para el tratamiento de las helmintiosis, como las salicilanilidas, derivados
pirimidicos, nitroimidazoles y derivados bencimidazolicos entre otros (Tabla 2), siendo estos ultimos

los de mayor uso comun actuaimente (Figura 1).'%

La trascendencia de los farmacos bencimidazdlicos, a lo largo del tiempo, comenzé con el
descubrimi del Tiabendazol.5 A pesar de tener un alto indice terapéutico contra nematodos
gastroif inak dios posteriores mostraron su poca utilidad ya que éste se metaboliza

rapidamente por hidroxiliacion en Ia posicion 5 del anillo bencimidazaloico, lo cual lleva a una

inactivacion y pronta eliminacion. 6
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Tabla 2. Diversas c; de agent péuticos utilizados como antiparasitarios.
Grupo Quimico - Férwnacos
Salicilanilidas Cilosantel, Niclosamida, Diamfenetide
Acridinas Quinacrina
Bencimidazles Albendazol, Tiabendazol, Mebendazol,
Levamisol, Flubendazol, Triclabendazol
Pirimidinas Pamoato de Pirantel, Pamoato de Oxantel
Nitroimidazoles Metronidazol, Tinidazol, Nimorazol
Avermectinas Ivermectinas
Otros Nitazoxanida, Prazicuantel, Furazolidona,
Diyodohidroxiquinoleina

e}
N N o.__N N
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R N G @ R
N N
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s N !
D—nNHco,cH e ° N
2 3
H ct N
FENBENDAZOL - NOAZOL

Figura 1. Algunos farmacos bencimidazolicos utilizados en el tratamiento de infecciones helminticas
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Ademas, estudios posteriores demostraron que la utilidad del Tiabendazol, para enfermedades
helminticas, se vio limitada a la medicina veterinaria, por la alta toxicidad que este compuesto

presenta en los humanos.

Con la finalidad de enfrentar la inactivacion metabolica, “Merck” desarrolld una serie de tiabendazoles
5-sustituidos, de los cuales el Cambendazol, 2-(4-tiazolil)-5[(isopropilcarbonil)amino]bencimidazol,
mostré una mejor actividad antihelmintica, pero con la limitante de presentar efectos teratogénicos en
varios animales.> Esto motivo a otros grupos a la busqueda de nuevos compuestos antihelminticos,
hasta encontrar posteriormente a los 2-carbamatos bencimidazolicos 5-sustituidos, de los cuales el
Albendazol, Mebendazol y Fenbendazol son los mas representativos de este grupo (Tabla 3).5¢ EI
uso de estos farmacos para combatir tas helmintiosis, es, todavia, una buena alternativa terapéutica
para la erradicacion de parasitos que habitan en el tracto gastrointestinal.

Tabla 3. Caracteristicas de algunos bencimidazoles de mayor uso en la terapéutica

Faérmaco = S . Ventajas - - .

e Anthelmintico de amplio ] Cortotiempo de vida media.
Tiabendazol espectro. e Mayor frecuencia de efectos
{Mintezol)'? e Alta biodisponibilidad. secundarios.

e Ampliamente usado en el e Toxico parael humano.

e Anth ~ antipot W e Baja solubilidad en agua y
Mebendazol de amplio espectro. por o tanto baja absorcion.

(Vermox,Vermicol)!? e E fecto darios. § ¢ Dosis muttiple.

e Uso limitado a parasitosis
gastrointestinales.
Biodisponibilidad baja.

e Antiheimintico antiprotozoario § e Baja solubilidad en agua y

de amplio espectro. por lo tanto baja absorcion.
Albendazol e Escasos efectos secundarios. | ¢ Biodisponibilidad baja.
(Zentel, Vermin-plus, e Utilizado tanto en parasitosis
Vermilan)'? gastrointestinales como
sistémicas.

e Dosis unica.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 7
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Otro compuesto bencimidazolico, ampliamente usado en la medicina veterinaria, es el
Triclabendazol. Este antihelmintico surgid en 1978, y ahora es considerado como el fasciolicida de
excelencia, ya que actua contra los estados maduros e inmaduros de la Fasciola hepatica (Figura

1).18.09

2.2.2. Farmacos antiprotozoarios

Existen otros farmacos, no bencimidazdélicos, que actuan contra diversos protozoarios. A pesar de ser
eficaces, resultan ser tdxicos a dosis terapéuticas; tal es el caso del Metronidazol y la Nitazoxanida.
los cuales se utilizan actualmente (Figura 2). El surgimiento de estos agentes, para el tratamiento de
las protozoosis nacid en 1955 con la sintesis de la Azomicina (2-nitroimidazol), el cual mostro

actividad contra Tricomonas vaginalis. 2°

o
N s NO,
S, —
)
O,N N HoN
2 1 ()
CH,CH,OH
le)
METRONIDAZOL NITAZOXANIDA

Figura 2. Agentes antiprotozoarios cominmente empleados en la terapéutica.

Posteriormente, se demostrd que el Metronidazol, un derivado nitroimidazolico, también tenia
actividad contra el protozoaric Trichomonas vaginalis en el tratamiento de las infecciones
urogenitales. Después se encontrdé que era efectivo contra protozoarios anaerobicos patogenos,
como Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, agentes causales de la amibiosis y la giardiosis
respectivamente. Es por este motivo que actualmente se le considera como el farmaco de eleccion en
el tratamiento de la amibiosis, giardiosis y tricominiosis, asi como de algunas infecciones

bacterianas.?'-
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La Nitazoxanida es otro farmaco con amplio espectro terapéutico, que se utiliza tanto en la amibiosis
intestinal aguda, como en el tratamiento de fa giardiosis y de la tricomoniosos sintomatica; también se
ha probado contra el nematodo Fasciola hepatica; sin embargo, no se usa en la terapéutica de este
parasito.2? Su actividad antiprotozoaria se debe a la reduccion de su grupo nitro, lo que le permite
introducirse y atacar el ciclo del DNA del parasito, conduciendo finalmente a la destruccion del

mismo. 721,

Recientemente se ha demostrado que el Albendazol y el Mebendazol son tan efectivos in vitro. como
el Metronidazol, contra protozoarios tales como Giardia lamblia y Tricomonas vaginalis.24-25 Estudios
in vitro, realizados con Giardia lamblia en presencia de estos carbamatos bencimidazolicos, mostraron
que el Albendazol y Mebendazol son 30 y 50 veces mas activos que el Metronidazol, y a su vez se
demostrd que el Albendazol es 6 veces mas efectivo que el Mebendazol, por lo que en la actualidad,
este altimo farmaco se ha reemplazado por el Albendazol en el tratamiento de diversas parasitosis.

La participacion de estos farmacos para combatr las enfermedades parasitarias ha sido de gran
apoyo, sin embargo pocas innovaciones se han hecho al respecto para incrementar su eficacia,;
ademas, nuevos problemas se han presentado debido a la resistencia que determinados parasitos
han desarrollado por algunos farmacos.”-2” Es por tal motivo que nuevas propuestas las cuales seran
descritas en las siguientes secciones, estan llevandose a cabo para mejorar las propiedades
intrinsecas de las mokéculas actuales y de esta forma conftribuir a la preparacion de nuevos agentes

terapéuticos.
2.3. Modificaciones estructurales de los bencimidazoles

Actualmente, no solo se conoce que el nicleo bencimidazélico ejerza actividad antihelmintica y
antiprotozoaria, sino que también se ha visto que esta molécula puede tener propiedades
antibacterianas, anticancerigenas, insecticidas y antifingicas, entre otras actividades. Es por tal
motivo que este heterociclo, con amplia funcionalidad, ha despertado el interés a muchos

investigadores a enfocarse a su estudio.?®
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Algunas propiedades de los bencimidazoles ya han sido revisadas ya anteriormente. Se conoce que
la solubilidad limitada de éstos afecta con elio la absorcion del farmaco una vez que ha sido
administrado, tal es el caso de los CB, los cuales muestran escasa solubilidad acuosa que limita su
uso a parasitosis intestinales; y poseen altos puntos de fusién.5

En este sentido se han realizado una gran cantidad de modificaciones al anillo de bencimidazol
principalmente en las posiciones 1, 2, 5y 6, con la finalidad de encontrar la relacion estructural que
permita obtener un farmaco con mejor actividad antiparasitaria y amplio espectro de accion. De un
gran numero de derivados probados, se encontré que la modificacion de! grupo carbamato de metilo
de los CB por un metiltio, tal como se observa en el Triclabendazol, ha permitido mejorar la solubilidad
y con ello |a absorcion de este farmaco (Figura 1).'27? Por otro lado, con la sustitucion isostérica del
grupo diclorofenoxi de esta molécula por un grupo naftiloxi, se ha logrado obtener a un compuesto
denominado ALFA, el cual ahora resulta ser una nueva alternativa para el tratamiento de la Fasciola

hepatica en animales (Figura 3).2°

() i
H
o N N N
T T e T o
c N HC N
ALFA

CDRI 87-144

Figura 3. Ejemplos de algunas modificaciones estructurales realizadas al anillo bencimidazolico.

Otras modificaciones han sido realizadas en la posicion 5 con la finalidad de evitar el metabolismo en
esta posicién y para incrementar la respuesta antihelmintica con parasitos que habitan tanto en el
tracto gastrointestinal, como aquellos que tienen diseminacion sistémica. De esta forma se encontro
gue con la introduccion de un grupo aminocarbonil en la posicion 5 del carbamatos bencimidazolico,
se obtenia un compuesto de amplio espectro antihelmintico in vitro ilamado CDRI 87-144 (Figura 3).%°
Con estos antecedentes se estructuré un proyecto de investigacion en nuestro laboratorio,
encaminado a la obtencion de nuevos derivados bencimidazolicos, que pudieran brindar informacion
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basica sobre los requerimientos estructurales para la accion antihelmintica y antiprotozoaria. En una

parte de este proyecto amplio de i igacion se disefiaron y sintetizaron los compuestos que se
muetran en la Tabla 4. En ellos se aprecia un grupo metiltio en la posicion 2 del anilio bencimidazolico
y un grupo aminocarbonil en la posicion 5(6). El grupo metiltio se consideré por la capacidad de
aumentar la liposolubilidad y absorcion, como el Triclabendazol, asi como la de poder formar el
sulfoxido, que en el caso del tri dozol, es la especi tiva. El grupo amino carbonil se considerd
por el espectro amplio de actividad mostrado por el compuesto CDRI 87-144. La actividad
antiheimintica in vitro contr 7. spiralis también se muestra en la Tabla 4. Los resultados de estos
estudios indican que los derivados de piperazina (I y ) y los de piperidina (V y VI) tuvieron una
actividad antihelmintica equiparable a la del Albendazol. 3

Tabla 4. Actividad antihelmintica de carboxamidas 2-(metilthio)- 1 H-bencimidazélicas.

61

10

L Cl CH 48 15 12
i H CH 27 2] 0
v Cl CH 35 18 9
v H N 45 17 0
\L Cl N 40 21 o]
Vi H N 27 17 (1]
Vil Ci N 30 0 3]

ABZ* 46 25 18

I

S —
ABZ = Albendazol.

La introduccién de un grupo metilo en la posicion 1 del anillo de bencimidazol también ha sido
reportada por nuestro grupo de investigacion.3233 F| disefio de estos copuestos se baso en la mejora
de las propiedades intrinsecas de la molécula, como solubilidad, disminucibn de la polaridad y
ademas de evitar el efecto tautomérico que sufre el anillo de bencimidazol. Como resuitado de estos

11
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estudios se observd actividad antiprotozoaria en algunos casos, con mejor actividad que el
Metronidazol, Aibendazol y Nitazoxanida (Tabia 5).

Tabla §. Actividad antiprotozoaria de 1-metilbencimidazoles sobre 7. vaginalis y G. lamblia.
GHs

R, N,
T
R N

g
: g . A G lambills
X [e] H 3.277 0.044
X [o]] H 142.760 0.132
xi Cl H 0.505 0.020
X (o] H 1.094 0.122
X Ct Ci 17.705 0.056
XV cl Cl 4.883 0.074
XV Cl Cl 26.426 0.008
Xvi [o] (o] 8.455 0.024
Nitazoxanida 0.110 0.013
Albendazol 1.592 0.037
Metronidazol 0.216 1.228
2.4. Mecanismos de accién de los bencimidazoles
Para explicar el modo de ion de los bencimidazoles se han #evado a cabo extensos estudios. Se

ha encontrado para que estos compuestos ejercen la actividad antiheimintica es a través del enlace
directo de la molécula de bencimidazol con la tubulina de los parasitos, una proteina que forma parte
del citoesqueleto de estos organismos. Se ha visto que esta union altera la formacion de los
microtibuios citoplasmaticos de los helmintos, incluso 1a inhibicion de la polimerizacion de la tubulina,
ocasionando con elio la pérdida de las funci celul. la disminucion de los niveles energéticos y
finalmente la inmovilizacion y muerte posterior del parasito.’*% Se ha sugerido que para que la
moiécula del carbamato bencimidazolico ejerza su efecto sobre la tubulina, éste debe tener un
hidrégeno en ta posicion 1.
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Los 1H-bencimidazoles existen como mezcla de dos compuestos debido al equilibrio tautomeérico que
presenta este heterociclo. Este fenomeno, que se explica por la migracion del hidrogeno 1 a la
posicion 3 afecta las posiciones 5 y 6 de la molécula (Figura 4);4 sin embargo estudios recientes
realizados por nuestro grupo de investigacion han demostrado la actividad antihelmintica y
particularmente antiprotozoaria de compuestos 1-metilbencimidazolicos, lo que sugiere un mecanismo
de accion diferente al de los carbamatos bencimidazélicos (CB).32

3, 3 7 'T'
Ry 5 N, R, 8 7a_ g1
\>_ —_— \>
[ R \<j[ 7 R4
~"7a Y?l1 5 aa N
4 3
H

Figura 4. Tautomeria que sufre el anillo bencimidazolico

Existen otros postulados que ponen de manifiesto el mecanismo de accion de estos compuestos,
algunos incluyen Ia inhibicion de la enzima fumarato reductasa la cual se encuentra involucrada en el
metabolismo de la glucosa, el bloqueo irmeversible de la captacion de este mismo monosacarido, asi
como la inhibicion del metaboiismo de lipidos de estos parasitos.3” Sin embargo, algunas hipotesis
revelan que estos transtornos bioquimicos podrian ser consecuencia de la interaccion de algunos
compuestos bencimidazélicos con la tubulina (Figura $), por lo que faltaria por establecer, de manera
precisa, el mecanismo dependiente de estos efectos bioquimicos y fisiologicos con esta proteina. s

TUBULINA
INHIBICION DE LA RECAPTURA DE GLUCOSA,
BENCIMIDAZOLES LA ACTIVIDAD DE LA FUMARATO REDUCTASA
Y OTROS PROCESOS BIOQUIMICOS
MICROTUBULOS DISMINUCION
DE LAS FUNCIONES TRANSTORNOS

CELULARES BioaQuiMicos

REDUCCION DE LA SECRECION

DE ACETILCOLINESTERASA —soviioi ™~ MUERTEO EXPULSION DE HELMINTOS

REDUCIDA

Figura 5. Mecanismo de accion de los bencimidazoles
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2.5. Trichinella spiralis como modelo de helminto

Trichinella spiralis es el agente etiologico de 1a trichinelosis, una enfermedad zoonética y tisular, que
se presenta como resuitado de la ingestion de carne cruda, 0 mal cocida, infectada con larvas
enquistadas.3® La importancia de este nematodo como modelo de helminto, para el estudio de la
evaluacion biologica de compuestos con potencial antiparasitario, radica en las caracteristicas
biolégicas poco comunes que este organismo presenta sobre otros. Las ventajas principales
provienen del ciclo de vida del parasito, ya que un solo huésped cubre las funciones de huésped
definitivo e intermediario, permitiendo con ello que no se presenten estadios de vida libre, facilitando
la localizacion de las larvas en diferentes regiones del huésped.?

La Figura 6 ilustra el ciclo de vida de este parasito, en el cual se muestra que la infeccién comienza
con el huésped definitvo que ingiere came con larvas enquistadas, las cuales se liberan en el
intestino delgado y penetran a la mucosa intestinal donde se realizan los procesos de desarrolio,
maduracion, y copulacion en un periodo no mayor de 48 horas. Tras la liberacion de la nueva
generacion de larvas, en menos de siete dias, éstas pasan al tofrente sanguineo, sistemna linfatico
diseminandose en el cuerpo. Posteriormente, las larvas se ubican en los musculos estriados de mayor
actividad, adoptando una forma espiral que esta en continuo movimiento dentro de la celula muscular.
Hacia la tercera semana estas larvas empiezan el cuarto estadio de desarrolio, donde se convierten
en quistes y resultan potenciaimente infectantes para otro huésped.2.39

Debido a su gran capacidad metabdlica y a que su ciclo de vida puede ser mantenido en animales de
laboratorio en un tiempo relativamente corto, es de interés particular el estudio de este helminto como
modelo para evaluaciones bioldgicas; ademas, las fases de desarrolio del parasito se pueden obtener
faciimente, lo que permite evaluar {a susceptibilidad del parasito a compuestos recién sintetizados,

tanto a nivel enteral, como parenteral.®
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Figura 6. Ciclo de vida de 7. spiralis

Xy

Para la determinacion del efecto antihelmintico sobre este parasito se plea c 1 el >
colorimétrico de MTT. En esta técnica se caicula el porcentaje de reduccion de la capacidad
metabdlica, tanto de la larva muscular (fase sistémica), como de la larva adulta (fase intestinal), det
parasito. Este método, el cual se basa en la reduccion de la sal de tetrazotio (MTT) a formazan por
deshidrogenasas de células viables, es faciimente cuantificado por espectrofolometria; ademas con el
objetivo de disminuir iempos de incubacion, se utiiza el acameador metasulfato de fenazina (PMS)
como catalizador de la reaccion (Figura 7).4

H,C H,C

3 CH, >\|/CllJ
S S
N N\ NH
3 }/N" NAD' NADH

=N~

N
S
N
MTT Formashe

Figura 7. Reaccion de la reduccion celular del MTT catalizada por PMS
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2.6. Giardia lamblia como modelo de potozoario

Giardia lamblia es el parasito flagelado mas comun que causa la mayoria de las infecciones por
protozoarios.#? Al ser uno de los organismos de mayor incidencia patogénica intestinal en el mundo,
representa una buena alternativa como modelo de estudio para la evaluacion biologica de
compuestos con potencial antiprotozoario. La deteccion del parasito por microscopia electronica de
barrido ha sido una herramienta Gtil para saber que éste puede existir en la forma de trofozoito o
como quiste, siendo este uitimo la forma infectante para un hospedero.’2 Una de las estructuras mas
importantes del trofozoito es el disco adhesivo, que se encuentra en la superficie ventral, con el que
se adhiere a la mucosa del intestino delgado.2 Ademas, se ha visto que su estructura en general esta
constituida por un prominente citoesqueleto formado principalmente por tubulina. Actuaimente se ha
evaluado la eficacia que muestra el Albendazol con este parasito, y se ha encontrado que a bajas
concentraciones se altera el citoesqueleto y desaparece el disco adhesivo, alterando por lo tanto la

formacion de los microtitbulos.2?

Alternativamente a este estudio microscopico se utiliza la técnica de subcultivos para evatuar el efecto
de compuestos recién sintetizados sobre este parasito, donde se emplea como patron de referencia al
Metronidazol, por ser el farmaco de eleccion en el tratamiento de la giardiosis. La informacion
proporcionada por este método, y mediante analisis Probit, es la concentracion inhibitoria 50 (Clso) (a
cual es referida a la concentracion en la que la mitad de la poblacion de un sistema en estudio pierde
viabilidad.*

Estas razones muestran que la disponibilidad de las técnicas para evaluar alteraciones estructurales
asi como viabilidad del organismo y el tiempo relativamente corto de incubacion para realizar
subcultivos en un estudio in vitro, proporcionan una ventaja mas para evaluar la actividad y la eficacia

que podrian mostrar nuevos agentes antiparasitarios.
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27.

Métodos de sintesis de 1-metilbencimidazoles

Para la preparacion de 1-metilbencimidazoles se han establecido varias secuencias de sintesis las
cuales dependen de la naturaleza y diversidad de los grupos sustituyentes presentes en el anillo
bencimidazolico, de esta forma encontramos que se pueden sintetizar a partir del bencimidazol mismo

y de 2-nitroanilinas como se muestra a continuacion.

2.7.1. A partir de bencimidazoles

1

La sintesis de N-metilbencimidazoles se puede lograr cuando una vez obtenido el anilio
bencimidazélico sustituido.Este se hace reaccionar con yoduro de metilo en medio basico

generando a una mezcla de isbmeros en relacion 1:1 (Figura 8).44
R
R N, CH,l R N N
TS —ee— "oy + T
'?I ase ’:‘ N
H CH,
Figura 8. Metilacion de bencimidazoles 5(6)-sustituidos

La mezcla de isdmeros solo se obtiene cuando los sutituyentes en 5 y 6 son diferentes; de lo
contrario, cuando la molécula de bencimidazol es étrica, la metilacion directa lleva a la

formacion de un solo derivado.

La N-metilacion directa del anillo bencimidazélico utilizando acetales dimetilados de
dimetilformamida bajo condiciones anhidras, representa otra alternativa cuando la molécula de

bencimidazol es simétrica (Figura 9).45

OMe OMe
H N
N H,C, tolueno
S>—r  + N OMe —— — = S>—r
4 N
N{ H,C OMe \
H OMe CHs
OMe

Figura 9. Metilacion de bencimidazoles con acetales dimetilados
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Esta técnica puede resultar con gran ventaja, ya que se alcanzan mayores rendimientos que
cuando se usa sulfato de dimetilo o yoduro de metilo en medio basico; ademas la preparacion

del acetal se realiza sin dificuitad o incluso estan comercialmente disponibles.

La reaccion de metilacion via aminacion reductiva, usando paraformaldehido vy
3 cianoborohidruro de sodio en acido acético, es otra alternativa atractiva para la formacion de
4 1-metilbencimidazoles con rendimientos aceptables (Figura 10).4¢

R N (HCHO)N/NaBH,CN R N
Xy Iy
R N CH,COOH R N

Figura 10. Metilacion de bencimidazoles via aminacion reductiva

2.7.2. A partir de 2-nitroanilinas

Otros métodos constituyen la preparacion de precursores adecuadamente sustituidos para
posteriormente ser ciclocondensados y formar el anillo de bencimidazol. Tal es el caso de las N-metil-
o-fenilendiaminas, cuyo precursor inmediato son las N-metil-2-nitroanilinas. Los métodos de
preparacion mas representativos se describen a continuacion.

La metilacién de las 2-nitroanilinas con suflfato de dimetilo en medio basico, sin catalizador de
I transferencia de fases, es una de las reacciones mas usadas que da buenos rendimientos
(Figura 11).47

oHs
Base
R NO, R NO,

Figura 11. Metilacion directa de 2-Nitroanilinas
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Una variante a 1a técnica anterior es la metilacion de las acetanilidas, seguidas de nitracion,
2 usando catalizador de transferencia de fases y sulfato de dimetilo en medio basico (Figura

12).48
CH,
8 R N
R N Y (CH;), SO, j@/ \n/
R o Base/H,O R o

Figura 12. Metilacion usando catalizador de transferencia de fases

La versatilidad de esta reaccion depende tanto de los sustituyentes presentes asi como del
manejo de la técnica, ya que cuando aun se tengan las cantidades adecuadas de los
reactivos, la adicion de la base y del reactivo son un punto critico para que la reaccion se lleve
a cabo faciimente. Otra consideracion importante es la seleccion correcta del disolvente.

Otro método lo conforma la N-metilacion del 2-cloronitrobenceno sustituido mediante la

3 sustitucion nucleofilica aromatica (SNAr) con metilamina. Aunque es un método ciasico, no es
una reaccién que de buenos rendimientos, ya que generalmente se obtienen productos
secundarios, dificiles de separar, ademas su preparacion requiere tiempos reaccion
prolongados (Figura 13).4°

[el] CH,NH, NHCH,
EtOH
NO, NO,
Figura 13. Metilacion por sustitucion nucleofilica aromatica
Un método mas reciente y selectivo reportado por Katritzki y cols.(1994) es la reaccion de
benzotriazoliimetilacion 4¢ donde utiliza como sustrato a una nitroanilina sustituida con un
4 grupo electrodonador en la posicién 4 y como reactivos al benzotriazol y formaldehido para la

formacion de un intermediario clave XVIll, que posteriormente por medio de una secuencia de
reacciones como se muestra en la Figura 14 da como resuitado el bencimidazol N-metilado.
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El rendimiento global reportado para esta ruta de sintesis es de 62%, realizada en una serie

de cuatro pasos.

Una modificacion a esta secuencia de sintesis consiste en hacer inicialmente una secuencia
de reacciones, como la bencensulfonacién del grupo amino con clorurc de bencensuifonilo y la
reduccion del grupo nitro con cloruro estanoso para generar a la amina XXIV, que
inmediatamente reacciona con el benzotriazol y formaldehido para dar el intermediario ya
ciclado (XXV), que finalmente se reduce con borohidruro de sodio para dar al 6-metoxi-1-
metilbencimidazol (XXVI). El rendimiento global para esta ruta es del 50% en cuatro pasos.

N
R NO. ©I\:V R, NO. R NO
. NO, NO2
T —~ T e
CHO ! EtoH
o 2 ’ = T ovm i
CH, XXy,

PhSOCI x~|1
N,
C e,
4
lso,Ph R N R NHy
o \C[\> HCOOH
Snct, } N ?

XU CH, |
R NH CS EtoH

SO,Ph

12
) R N
XV N
. \©:N>_sn
| T 3| g
' MO N=N o \r:H,
13 /
CH
R R, N
| NaBH, l >
Dioxano, reflujo N/
XXV xXXv1

Figura 14. Secuencia reportada por Katritzki y cols. para la preparacion de 1-metilbencimidazoles.
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2.8. Meétodos de sintesis de carboxamidas

Las amidas son compuestos cuya representacion estructural se denota por —CONR:z. siendo éste el
grupo funcional clave en la estructura de las proteinas. La importancia de estos compuestos no soio
se ve reflejada en la sintesis de peptidos, sino también en la preparacion de muchos compuestos de
interés farmacéutico y productos naturales.5® Las carboxamidas, que es el término involucrado para
referirnos a este trabajo, es utilizado como sufijo en la formacion de la nomenclatura sistematica para
denotar el grupo —CONHa.

La elaboracion de estos compuestos resulta un poco dificil cuando directamente se hace reaccionar
4cidos carboxilicos y aminas, debido a que la reaccion acido-base entre ellos da como resultado la
formacion de la sal.5! Entre los procedimientos reportados para la preparacion de carboxamidas se
han adoptado las condensaciones entre acidos carboxilicos y aminas, via la activacion del acido.
Estas reacciones involucran el aislamiento o formacion /n situ de derivados de acidos reactivos, por
ejemplo halogenuros de acido, anhidridos, amidas activadas y ésteres activados.52

2.8.1. A partir de halogenuros de acilo

El método mas comun consiste en |a reaccion de halogenuros de acilo con amoniaco o aminas. Su
preparacion involucra el empleo de dos equivalentes de la amina, o alguna otra base, como piridina, o
NaOH para captar el acido producido en la reaccion (reaccion de Schotten-Bauman). En general, ia
reaccion entre el cloruro de acilo y la amina tiene lugar a temperatura ambiente y produce un buen
rendimiento (Figura 15).53

o o

R —Ry R -
(o] XN N Teyus €
NH | IIIH-_,
R, Ra R,

Figura 15. Formacion de carboxamidas a partir de halogenuros de acido
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2.8.2. A partir de ésteres

Los ésteres sufren sustitucion nucleofilica en sus carbonos acilicos cuando se les trata con amoniaco
o con aminas primarias y secundarias. Estas reacciones ocurren con mas lentitud que las de que las

de los cloruros y anhidridos de acilo, por lo que generalmente no se utiliza (Figura 16).52
o

o
OCH, NH, NH,
o + CH,OH

Figura 16. Formacion de carboxamidas a partir de ésteres

2.8.3. A partir de acidos utilizando un agente acoplante

Un método excelente para la preparacion de amidas a partir de aminas y acidos carboxilicos utiliza
N,N’-dicliohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo activante. Los rendimientos son generalmente
elevados y las condiciones sumamente suaves como para permitir {a utilizacion de este reactivo muy
costoso en muchas sintesis de péptidos complejos (Figura 17).52.53

O 3.0
o

R—C—OH

Ry—NH,

g
—C— N
i ) ,N~<3
i R=TCe ‘:\\7
R—C-—NHR, - N

Figura 17. Formacion de carboxamidas utilizando el agente acoplante DCC
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Otro método de preparacion de carboxamidas, utilizando un agente acoplante, consiste en la reaccion
de acidos carboxilicos con 1,1-carbonildiimidazol (CDl). Se forma un intermediario Ilamado
imidazdlido, al cual posteriormente se le adiciona la amina para finalmente obtener la amida
correspondiente. Este método reporta buenos rendimientos y es relativamente facil (Figura 18).5¢

[e]

Imidazdlido

[e]
R)'l\z/kl + [::g

2

Figura 18. Formacion de carboxamidas utilizando CDI.
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Planteamiento del Problema

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien es cierto que existen actualmente farmacos disponibles, principalmente derivados
bencimidazolicos, para combatir diversas enfermedades causadas por helmintos y protozoarios en
nuestro pais, desafortunadamente los estudios relacionados con las propiedades biofarmacéuticas de
estos farmacos han revelado que presentan ciertas desventajas; tal es el caso de los problemas de
solubilidad de los 2-carbamatos bencimidazolicos y el rapido metabolismo que presenta el

Tiabendazol.

Basandose en esto, y en las modificaciones estructurales que se han llevado a cabo en el anillo de
bencimidazol, hoy se conoce por nuestro grupo de investigacion, que los compuestos 1H-
bencimidazoles han mostrado actividad contra el heiminto 7. spiralis; sin embargo, aunado a esto,
también se sabe que estos compuestos pueden existir como mezcla de tautbmeros. Por consiguiente,
es importante contar con estructuras bien definidas como los 1-metilbencimidazoles, para saber si es
necesario el hidrogeno para la actividad biologica, y si no es asi, conocer también cual de los dos

isémeros es responsable de la actividad antihelmintica.

Por otro lado, a lo que concieme con la actividad antiprotozoaria, se conoce que los derivados 1-
metilbencimidazoles, sintetizados por nuestro grupo de investigacion, han mostrado tener importante
actividad antiprotozoaria, por lo que habria de hacerse las siguiente preguntas ¢;los nuevos
compuestos 1-metilados a sintetizar en este trabajo presentaran actividad contra ios protozoarios G.
lamblia y T. vaginalis?, ;existe la posibilidad de que la introduccion de! grupo metilo en la posicion 1,
asi como el patréon de sustitucion en las posiciones 2,5 y 6 del anillo bencimidazolico mejore la
actividad a los compuestos ya reportados?. Es por este motivo que se pretende evaluar la sintesis de

dos nuevos compuestos considerando las siguientes variables:




Planteamiento del Problema

Cambios para evitar

el efecto tautomérico
y para |la actividad
antiprotozoaria

Camblos para_
! tividad SCH
S M O j,ji:E ? ’

Camhlos para
impedir la
desactivacion metabdlica

Carnblns para
mejarar |a solubilidad

1. La introduccion de un grupo voluminoso tipo carboxamida (piperidina o metilpiperidina) en la
posicion 6 tomando en consideracion la actividad antihelmintica presentada por el CDRI 87-144
(Figura 3).

2. Un grupo metiltio en la posicion 2, para mejorar las caracteristicas de solubilidad y por tanto la
absorcion del farmaco basandonos en el disefio del Triclabendazol (Figura 1).

3. Un atomo de cloro en la posicion 5 para definir los requerimientos estereoelectronicos e impedir la

desactivacion metabdlica.

4. La introduccion de un grupo metilo en la posicion 1, con la finalidad de evitar el efecto tautomeérico
que sufre la molécula de! bencimidazol, ademas de incrementar la solubilidad y de conocer su
importancia con respecto a sus analogos 1H-bencimidazoles que han mostrado actividad
antihelmintica (Tabla 4). Ademas, para conocer su importancia antiprotozoaria con respecto a otros 1-
metilbencimidazoles ya reportados por nuestro grupo de investigacion.




Objetivos e hipotesis

4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1. Hipotesis

Siendo los compuestos 1H-bencimidazoles (Tabla 4) la base del disefio para la sintesis de las dos
nuevas carboxamidas 1-metilbencimidazolicas en este trabajo, y que ademas los derivados 1-
metilbencimidazolicos han presentado actividad antiprotozoaria (Tabla 5):

a) Es posible que mediante una secuencia de sintesis que nos lleve a la preparacion de estas
carboxamidas bencimidazolicas, estructuralmente diferentes en la posicion 1 de los 1H-
bencimidazoles, se pueda tener compuestos con estructuras definidas, que permitan mostrar
una buena actividad antihelmintica sobre el parasito T. sipiralis, preferentemente un isémero
sobre otro.

b) Se espera que con la introduccion del grupo metilo en la posicion 1 se logre, mediante la
técnica de subcuitivos, una buena actividad antiprotozoaria preferentemente un isébmero sobre
otro.

4.2. Objetivos
Los objetivos que se pretenden alcanzar en este trabajo de tesis son los siguientes:
¥ Realizar la sintesis del 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-6-[(1-piperidinil)carbonii]-1H-bencimidazol

(13) y 5-cloro-1-metil-6-[(4-metilpiperidinil)carbonil}-2-(metiltio)- 1 H-bencimidazol (15) a partir
del acido 5-cloro-1-metil-2-metiitio-1H-bencimidazol-6-carboxilico (11).

v Purificar y caracterizar los intermediarios y productos finales mediante el empleo de las

diferentes técnicas de separacion y purificacion convencionales, asi como las técnicas
espectroscopicas y espectrométricas, con la finalidad de comprobar su estructura quimica.
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v’ Evaluar la actividad antihelmintica y antiprotozoaria, utilizando como modelo de helminto a
Trichinella spiralisy como modelo de protozoarios a Giardia lambliay Tricomonas vaginalis.

v’ Analizar y comparar los resultados de la actividad antiparasitaria con sus analogos 1H-
bencimidazoles y otros bencimidazoles 1-metilados reportados por nuestro grupo de

investigacion.

v~ Adquirir experiencia en la preparacion de compuestos de interés biologico.




Desarvollo Experimental

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para una mejor comprension de las actividades llevadas a cabo, esta seccion se dividio en dos partes
donde primero se comprende la secuencia de sinfesis que nos llevdo a la preparacion de los
compuestos de interés, asi como una breve descripcion de la misma. En la segunda parte, se
presentan la descripcion de los ensayos preliminares de la actividad bioldgica a la que fueron
sometidos los compuestos sintetizados. Las metodologias involucradas para la preparacion de cada
uno de los intermediarios y productos finales, asi como ia comprobacion estructural realizada por
métodos espectroscopicos y espectromeétricos, se presentan en otra seccion.

5.1 Secuencia de sintesis para la preparacion de las dos carboxamidas
bencimidazolicas 1-metiladas

Con la finalidad de obtener las carboxamidas 13 y 15 fue necesario preparar el Acido 5-cloro-1-metil-
2-metiltio-1H-bencimidazol-6-carboxilico (11), Esquema 1. Para lo cual inicialmente se partid del
Acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1), el cual inicialmente se esterifico con sulfato de dimetilo en
medio basico para dar el producto 2, que posteriormente por medio de una reduccion catalitica del
grupo niro, se obtuvo al 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3). Este compuesto se acetilo
inmediatamente con Ac20 y se nitré con mezcla sulfonitrica a bajas temperaturas (0-5 °C) para dar el
4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). La posterior hidrolisis sélectiva del grupo
acetamido, y la reduccion del grupo nitro por medio de una hidrogenacion catalitica a temperatura
ambiente, generd a la o-fenilendiamina (7), que inmediatamente se ciclocondens® con disulfuro de
carbono en medio basico para dar el anillo de bencimidazot sustituido (8). E| tratamiento posterior de
este compuesto con yoduro de metilo en medio basico origind la metilacion tanto del nitrogeno como
del azufre del anillo bencimidazolico, obteniéndose la mezcla de isdmeros (9, 10) debido al efecto
tautomeérico que presenta el anillo de 1H-bencimidazol. Posteriormente, la mezcla isomérica como tal,
se sometio a la hidrélisis basica del éster para dar 1a mezcla de acidos bencimidazolicos (14, 12).
Finalmente, mediante el empleo del 1,1-carbonildiimidazol y las aminas correspondientes, ya sea
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piperidina o 4-metilpiperidina se obtuvieron los productos finales (13, 14, 15, 16) como mezcla de

isémeros los cuales fueron separados por cromatografia en columna flash (Esquemna 2).

COOH

OOCH, COOCH, COOCH,
CI\Q - a b c < cl
PR —— — b . . A——
1 2 3 -
NO, NO, NH, HN \n/ a9
o
OOCH, oocH, COOCH,
a . [=] - <
-— -—
. NH, NO, NO,
NH, 7 NH, ¢ HN \ﬂ/
5

o
H
H,CooC !

cH, cH,
N, sH n R, N, ' R, N
. N/>— —_— D>—scH, — = N/>—SC":
N
[ R, R,
® R,=Ci, R,= COOMe

10 R,=COOMe, R,=Cl

11 R,=Cl, R=COOH

12 R,=COOH, R =Ct

Donde: (a) (CH3):SOs, DMF/NaHCO,, calor; (b) Hz Ni-Raney, MeOH; (c) Ac;O, CH:COOH; (d) HNO»H,SO4; (e)
NaOHMeaOH; (f) Hz. Ni-Raney, MeOH; (g) CS2, EtOH, H;0, KOH, calor; (h) CHillKOHa:, EtOH ; (i) NaOH/MeOH.

Esquema 1. Secuencia de sintesis para la preparacion del acido Acido 5-cloro-1-metil-2-metittio-1H-
bencimidazol-6-carboxilico (11).
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HI

CH,
ct N
O >——scu, + C'!‘ D—SCH,
l c N
o 14
2
j@: D—SCH,
N

11 R,=Cl, R,=COOH
12 R,=COOH, R,=Cl

8,20

R )QJE@%—SC.., . Dg@c -

Donde: (§) DCI, piperidina, acetonitrilo; (k) DCI1, metilpiperidina, acetonitrilo.

Z-0

Esquema 2. Secuencia para la preparacion de las carboxamidas bencimidazdlicas 1-metiladas (13 y 15)
5.2. Pruebas de Susceptibilidad

5.2.1. Evaluacion in vitro de la actividad antihelmintica contra T. spiralis

La metodologia seguida en el ensayo preliminar contra el parasito T. spiralis se baso en la exposicion
de las tarvas a 5 concentraciones crecientes (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 ug/mL) de los compuestos
sintetizados, usando como control positivo al Albendazol a las mismas concentraciones y como
control negativo a las larvas musculares con el disolvente utilizado. Las larvas musculares de T.
spiralis se obtuvieron de acuerdo al procedimiento descrito por Denis y cols5® Posteriormente, éstas
fueron incubadas en el medio RPMI-1640, suplementado con 10% de suero de bovino, por tres dias a
37 °C en atmosfera de CO:z al 5%, con cambio diario del medio de cultivo y el compuesto. Después de
la incubacion, la determinacion de la viabilidad de los parasitos se realizé mediante un método
colorimeétrico reportado por Townson y cols. con algunas modificaciones.5¢- 4* El calculo del porcentaje
de reduccion de la viabilidad fue finaimente determinado comparandolo a través del control negativo.
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5.2.2. Evaluacion in vitro de Ja actividad antiprotozoaria contra G. lamblia y T. vaginalis

El ensayo biologico para la determinacion de fa actividad antiprotozoaria se lilevo a cabo por el método
descrito por Cedillo-Rivera y Muiioz,55.43 ei cual se baso en la incubacion de 4x10* trofozoitos/mL de
G. lamblia y 4x10* trofozoitos/mL de T. vaginalis a 37 °C por 48 horas, con concentraciones de 5, 10,
50, 100 y 500 ng/mL de los diferentes compuestos de prueba, ademas del Albendazol, Nitazoxanida y
Albendazol a las mismas concentraciones como controles positivos. Como control negativo se
emplearon trofozoitos en medio libre de farmacos. Después de la incubacion, los trofozoitos fueron
lavados y subcultivados en medio fresco por otras 48 horas mas. Al final de este periodo, los
trofozoitos se contaron para posteriormente realizar el calculo del porcentaje de inhibicion de
crecimiento con respecto al control. Finalmente la dosis fetal 50 (DLso) se determind por analisis
Probit.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Resultados de la parte Quimica

Los intermediarios y los productos finales sintetizados en este trabajo, asi como rendimientos se
muestran en las Tablas 6 y 7, donde también se resume la caracterizacion realizada para cada uno
de éstos, mediante las propiedades fisicas mas importantes, y elucidacion estructural por medio de

las técnicas espectroscopicas de IR, RMN 'H y espectrometria de masas.

Tabla 6. Cc tes fisk de los comp tos si izados
de
Compuesto  Rendimiento  Recristalizacién  Recristalizado pf (°C) Re

Crudo (%) (%) (sistema)
2 98.11 Etanol 95.32 76-77 0.24()
3 99.13 Agua 94.56 107-108 0.43 ()
4 89.10 Tolueno 86.70 113-114 0.23 ()
5 90.92 Acetato de etilo 83.49 140-141 0.65 (1)
6 96.69 Etano! 90.10 222.5-223 0.67 (1)
7 97.33 —_ —_ — 017 ()
8 99.22 Etanol-DMF 88.21 253.5-254.2 0.26 (1)
9 34.00° Etanol 8940 124-1245 0.32 ()
11 91.74* Etanol 87.14 252.5-254.4 0.44 (i)
13 25.00* AcCN-MeOH 93.27 207.7-208.1 0.53 (1)
15 18.00° AcCN-MeOH —_ 157.5-158.9 0.55 (1)

L __
*Ol i POT Cros en flash.

32



Resultados y Discusion

Tabla 7. Elucidacion estructural de los compuestos sintetizados

COMPUESTO
2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

COOCH,
ci .

NO,

4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

COOCH,

ci ,

3 5
NH,

4-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

OOCH,
ci .
3 s
HNY
le]

4-A ido-2-cloro-5-nitrob ) de

metilo (5)
COOCH,
ci .
3 NO,
HNY
o

SERALES
Espectro 1, IR (KBr) cm': 3099 (C-H aromatico); 2965 (CH;
de éster); 1720 (C=0 de éster); 1528 y 1356 (NO2); 1297 (C-
O de éster).
Espectro 2, EM (IEAD) mvz: M* 215 (32%); M+2 10%; 184
(100%).
Espectro 3, RMN 'H (TMS, CDCl,) ppm: 3.99 (s, 3H, CHjs de
éster); 7.97 (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-6); 8.16 (dd, J;= 8.7 Hz, L=
2.4 Hz, 1H, H-5); 8.32 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-3).

Espectro 4, IR (KBr) cm: 3426 y 3336 (NH.); 3221 (C-H
aromatica); 2951 (CH: de éster); 1703 (C=0O de éster); 1248
(C-O de éster).

Espectro 5, EM (IEND) mvz: M+ 185 (45%); M+2 15%; 154
(100%).
E 6, RMN 'H (TMS, DMSO-dk) ppm: 3.71 (s, 3H,
CH> de éster); 6.17 (sa, 2H, int. con D20, NHz); 6.49 (dd, Ji=
8.4 Hz, = 2.4 Hz, 1H, H-5); 661 (d, J = 2.4Hz, 1H, H-3);
7.62(d, J= 8.4 Hz, 1H, H-6).

Espectro 7, IR (KBr) cm*: 3260 (-NH-); 3089 (C-H
aromatico); 2951 (CHs de éster); 1730 (C=0 de éster); 1677
(C=0 de amida); 1249 (C-O de éster).

Espectro 8, EM (IEND) nvr: M* 227 (44%); M+2 15%; 154
(100%).

Espectro 9, RMN 'H (TMS, COCh) ppm: 2.07 (s, 3H, CHi de
amida); 3.80 (s, 3H, CHa de éster); 7.53 (dd, Ji= 8.7 Hz, k=
2.1 Hz, 1H, H-5); 7.82 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6); 7.89 (sd, 1H,
H-3); 10.38 (sa, 1H, int. con D20, -NH-).

Espectro 10, IR (KBr) cmr': 3342 (NH de amida); 3124 (C-H
aromatico); 2953 (CH; de éster); 1732 (C=0 de éster); 1716
(C=0 de amida); 1529 y 1336 (NO-2); 1230 (C-O de éster).
Esopoctm 11, EM (IEND) mvz: M+ 272 (15%); M+2 5%; 230
(100%).

Espectro 12, RMN 'H (TMS, COChL) ppm: 2.13 (s, 3H, CH;
de acetamida); 3.86 (s, 3H, CH3 de éster); 8.02 (s, 1H, H-3);
842 (s, 1H, H-6); 1053 (s, 1H, int. con D20, N-H de
acetamida).
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COMPUESTO
4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (8)

OOCH,
c .

NO,

NH,

4 ,5-Diamino-2-clorobenzoato de metilo (7)

COOCH,
c .

NH,,

NH,

5-Cloro-2-mercapto-1H-bencimidazol-6-
carboxilato de metilo (8)
H

7
H,cooC M
I e
(o] N

.

5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)- 1 H-bencimidazol-6-
carboxilato de metilo (9)
GHs

H,cooc.___~ o
T e
cl 5 N

SENALES

Espectro 13, IR (KBr) cmy': 3451 y 3341 (NH2); 3120 (C-
H aromatico); 2952 (CHs de éster); 1714 (C=0 de éster);
1549 y 1326 (NO2); 1286 (C-O de éster).

Espectro 14, EM (IE/CG) mvz: M* 230 (62%); M+2 21%;
199 (100%).

Espectro 15, RMN 'H (TMS, acetona-ck) ppm: 3.85 (s,
3H, CHs de éster); 7.21 (s, 1H, H-3); 7.58 (sa, 2H, int con
D20, NH); 8.70 (s, 1H, H-6).

Espectro 16, IR (KBr) crm': 3403 y 3325 (NH2); 3081 (C-H
aromatico); 2952 (CHs de éster); 1712 (C=O de éster);
1209 (C-O de éster).

Espectro 17, EM (IE/CG) m/z: M* 200 (100%); M+2 34%.
Espectro 18, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.70 (s, 3H,
CHa de éster); 4.84 (sa, 2H, int. con D:0, NH2); 548 (sa.
2H, int. con D20, NH2); 6.53 (s, 1H, H-3); 7.10 (s, 1H, H-6).

Espectro 19, IR (KBr) car: 3268 (N-H), 3116 y 3038 (C-H
aromatico); 2908 (CHs de éster); 2784 (SH); 1710 (C=0 de
éster); 1252 (C-O de éster).

Espectro 20, EM (IEND) mvz: M* 242 (100%); M+2 38%.
Espectro 21, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.82 (s, 3H,
CHj de éster); 7.22 (s, 1H, H-4); 7.52 (s, 1H, H-7); 12.91 (s,
2H, N-H).

Espectro 22, IR (KBr) cm': 3017 (C-H aromatico); 2942
(CHs de éster); 1726 (C=0 de éster); 1230 (C-O de éster).
Espectro 23, EM (IE/CG) mvz: M* 270 (100%); M+2 39%.
Espectro 24, RMN 'H (TMS, CDChL) ppm: 2.85 (s, 3H,
SCHa); 3.69 (s, 3H, NCH;s); 3.95 (s, 3H, CH; de éster); 7.73
(s, TH, H-4); 7.77 (s, 1H, H-7).
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COMPUESTO

Acido S-cloro-1-metil-2-metiitio- 1 H-bencimidazol-6-
carboxilico (11)
G

HoOC X N
P
Cl N

5-Cloro-1-metil-2-metitio-6-[{ 1-piperidinil)carbonif}-1H-
bencimidazol (13)

AT
3 N

. SCH
"I\s.).Cl N/>_ 3

5-Cloro-1-meti-6-{(4-metilpiperidinijcarbonil)-2-
{metiltio)-1H-bencimidazot (15)

/\

SERALES

Espectro 25, IR (KBr) cmrt: 2935 (OH de acido);
1726 (C=0 de éster); 1189 cm (C-O de éster).
Espectro 26, EM (IEAD) mvz: M- 256 (100%); M+2
42%

Espectro 27, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.70
(s, 3H, SCHa); 3.69 (s, 3H, NCHy); 7.64 (s, 1H, H-4);
7.96 (s, 1H, H-7); 13.12 (sa, 1H, int. con D20, O-H de
acido).

Espectro 28, IR (KBr) cmy?: 3035 (C-H aromatico);
2934 y 2852 (C-H alifatico); 1625 (C=0 de amida).
Espectro 29, EM (IEAD) nvz: M* 323 (40%). M+2
15%, 239 (100%).

Espectro 30, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 1.40-
1.43 (m, 2H, H-4); 1.56-1.62 (m, 4H, H-3' H-5"); 2.71
(s. 3H, S-CHa); 3.03-3.09 (m, 2H, H-2' 0 H-6); 3.53-
3.58 (m, 1H, H-2' 0 H-6"); 3.66 (s, 4H, N-CH;, H-2' 0
H-6'); 7.53 (s, 1H, H-4); 7.64 (s, 1H, H-7)

Espectro 31, IR (KBr) cnv': 2924 y 2856 (NCHs y
SCHs); 1614 (C=0 de amida); 1467 y 1421 (C=N).
Espectro 32, EM (IE/CG) nvz: M+ 337 (92%); M+2
35%., 239 (100%).

Espectro 33, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 0.89
(d. J = 6.3 Hz, 3H, CHs en 4°); 0.94-1.14 (m, 2H, H-3'
o H-5Y; 1.43-1.72 (m, 3H, H4', H-3 0 H-5); 2.71 (s,
4H, S-CHs, H-2' 0 H-6); 2.87-3.01 (m, 1H, H-2 o H-
67); 3.17-3.25 (m, 1H, H-2 0 H-6); 366 (d, J= 7.5
3H, N-CHs); 4.50 (sd, 1H, H2' 0 H6); 7.49 y 7.55 (s,
1H. H-4): 7.63y 7.64 (s. 1H. H-7).

Pa esterificar el acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1) se optd por empilear sulfato de dimetilo en
medio basico, en vez de metanol y acido inorganico, usados en al esterificacion de Fisher, ya que
cuando et acido es aromatico, la reaccion es lenta, plea grandes c de disolvente y da
bajos rendimientos. En nuestro caso, se obtuvo el compuesto 2 en poco tiempo (40 min) y con altos
rendimientos (98%). La confirnacion del cambio estructural fue facilmente identificado a través de la
espectroscopia de RMN 'H, donde se demostrd la presencia del metilo del éster por un singulete a

0 8.
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3.99 ppm. La espectrometria de masas confirmo el peso molecular del compuesto con m/z de 215
(32.5%), asi como el fragmento M*-31 correspondiente a la pérdida del O-CHi que originé el pico
base del espectro.

La hidrogenacion catalitica de 2 empleando Ni-Raney como catalizador a temperatura ambiente, dio
origen a la amina correspondiente (3) con un buen rendimiento del producto crudo. La seleccion del
catalizador fue un aspecto importante para la preparacion de este compuesto, ya que se ha visto que
al usar Pd/Carbono se promueve la hidrogendlisis parcial del sustrato dando rendimientos bajos. El
analisis espectroscopico de IR mostré dos bandas amplias a 3426 y 3336 cm-t caracteristicas de las
aminas primarias. El espectro de masas mostré el ion molecular con m/z 185 (45%) que concuerda
con la masa molecular esperada, también se observé 1a sefial de M+2 con una abundancia relativa
del 15%,. debida a la presencia del cloro y un pico base de m/z 154 generado por la pérdida det OCHa.
La espectroscopia de RMN 'H mostré una seflal amplia a 6.17 ppm debida ala amina
primaria, la cual desaparecio cuando se intercambié con D20.

La acetamida 4 se obtuvo a partir de 3 mediante la adicion de anhidrido acético a temperatura
ambiente. Esta reaccion procedio rapidamente dando buenos rendimientos. El espectro de IR mostro,
ademas del carbonilo del éster a 1730 cm, la banda caracteristica del carbonilo de la acetanilida a
1677 cm, asi como una banda intensa a 1591 cm™! correspondiente al N-H de la amida. En el
espectro de masas se observo el ion molecular con una relacion m/z de 227 y una abundancia relativa
del 44.5% que comrespondi¢ al peso molecular esperado. Asi mismo se observo el M+2 con un 15%
de abundancia relativa. El pico base del espectro aparecid en una relacion mv/z de 154 generado a
partir de la pérdida del acetilo de la amida y del OCHa del éster. E! espectro de RMN 'H mostré un
singulete a 3.80 ppm correspondiente al metilo de la acetanilida, asi como una sena! amplia a 10.38
ppm caracteristica del N-H de ta acetanilida, la cual desaparecid cuando se hizo el intercambio con
D20.

La nitracion del compuesto 4 con mezcla sulfonifrica entre 4 y 9 °C, se logro originando mezcla de
isomeros, los cuales se separaron mediante cristalizacion fraccionada con AcOEt. Se obtuvo asi el
compuesto Sun buen rendimiento para el producto esperado. En el espectro de IR se observaron las
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bandas caracteristicas al grupo nitro en 1529 y 1336 cm-'. E! espectro de masas mostro el ion
molecular con m/z de 272 (15%) confirmado por la pérdida del grupo nitro en m/z de 226. Ademas, el
pico base del espectro aparecio con m/z de 230, que equivale a la molécula cuando se ha roto el
enlace de la acetanilida. El analisis espectroscopico de RMN 'H ademas comprobd el cambio
estructural por la pérdida de la multiplicidad de las sefiales, apareciendo unicamente dos sefales
simples a 8.02 y 8.42 ppm correspondientes a fos hidrogenos H-3 y H-6 respectivamente.

La hidrolisis de la acetamida 5 se realizé por tratamiento basico a 5 °C, obteniéndose 6 con un buen
rendimiento. La elucidacion estructural por IR mostrd dos bandas intensas en 3451 y 3347 cm™
correspondientes a la amina primaria. La espectromefria de masas sefald la presencia del ion
molecular con m/z de 230 (62%), un M+2 del 21% de abundancia relativa y un pico base con un M*-
31 caracteristico de la pérdida del O-CHs. En el espectro de RMN 'H se comprobo la presencia de la
amina por medio de un singulete amplio a 7.58 ppm, que desapareci® cuando se realizo el
intercambio con D20. Ademas se observo un singulete a 3.70 ppm que comprobd que el éster no se
hidrolizo.

La diamina 7 se obtuvo con buen rendimiento (97.33%), a través de la reduccion catalitica del grupo
nitro en 6, a 32 °C. Cuando se obtuvo este compuesto fue importante procesario rapidamente para
evitar su oxidacion, por lo que una vez obtenido puro se sometio a la siguiente reaccion. Una pequefia
muestra fue rapidamente analizada por espectroscopia IR donde se observé dos bandas intensas a
3403 y 3325 cm™! correspondientes a la amina primaria; se observo también la desaparicion de las
sefnales caracteristicas del grupo nitro a 1549 y 1326 cm'. En espectromefria de masas se comprobo
la masa molecular del compuesto por el ion molecular con m/z de 200, que correspondié al pico base
del espectro; ademas se observd la sefial de M+2 con una abundancia relativa del 34%. En el
espectro de RMN 'H, |a presencia de las dos aminas se comprob6é por medio de dos singuletes
aislados a 4.84 y 5.48 ppm que integraron para dos hidrogenos y que desaparecieron cuando se
realizo el intercambio con Dz0O.

El tiol 8 se obtuvo de forma cuantitativa a través de la ciclocondensacion con disulfuro de carbono en
medio basico; la formacion del xantato de etilo fue importante para la obtencion del anilio
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bencimidazotico. Con la preparacion previa del xantato se evitd la hidrolisis del éster, aon a 67-72°C.
En el espectro de IR se observd una banda de intensidad débil a 3268 cm-? caracteristica del enlace
N-H; la sefal para C-H aromatico, a 3038 y 3116 cm; una banda debil se observd a 2784 cm™',
correspondiente al enlace S-H. El espectro de masas mostro el idbn molecular con m/z de 242, que
correspondio al pico base del espectro, ademas, la sefial de M+2 con una abundancia del 38%,
indicativo de los efectos sumados de los isotopos cloro y azufre para este compuesto. En el espectro
de RMN 'H apareciv a 7.21 ppm un singulete que integré para un hidrogeno, el cual comprobd la
presencia del H-4 del anillo bencimidazolico; de igual forma, en 7.52 ppm se observo otro singulete
que integré para un hidrégeno, indicativo del H-7; y a 12.91 ppm un singulete que integro para dos
hidrogenos y que desaparecio con el intercambio con D20, éste comprobo los hidrogenos unidos a
nitrogenos en posicion 1,3 del anillo de bencimidazol, cuando éste se encuentra en forma de tiona.

La metilacion del compuesto 8 con dos equivalentes de yoduro de metilo en medio basico origind una
mezcla de isomeros (9 y 10) debido al efecto tautomérico intrinseco del anillo bencimidazolico
(Figura 19). El producto, como mezcla, se obtuvo con un rendimiento aceptable (76.95%), el cual se
mejord cuando se recuperd de las aguas madres otra porcion (Rend. Total = 83.67%). Para
determinar las constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 9, una parte de la mezcla
isomérica se separd mediante {a técnica de cromatografia en columna flash,57 donde se obtuvo un
rendimiento muy bajo para cada isbmero obtenido. El de Rr menor (compuesto 10) se obtuvo en un
36%, mientras que e! de Ry mayor (el compuesto de interés, 9) se obtuvo en un 34%. La
espectroscopia de IR mostrd una banda débit para el enlace C-H de tipo aromatico a 3017 cm-?, la
banda correspondiente a los enlaces C-H de tipo alifatico se observo a 2942 cm'. En el espectro de
masas se comprobd la masa molecular del compuesto por el ibn molecular con m/z de 270 que
también originé al pico base del espectro. Se observd también el M+2 comrespondiente a la isotopia
presentada por el cloro y azufre. La doble alquilacion del compuesto se demostré por el M*-15
correspondiente a la perdida de un metilo. En el espectro de RMN 'H se observaron sefales aisladas
a 2.84 y 3.69 ppm, singuletes caracteristicos del grupo metiltio y N-metilo respectivamente.
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Figura 19. Mezcla de isomeros bencimidazolicos obtenidos.

Para confirmar la estructura det compuesto 9 y diferenciarta de su isbmero (10) se recurrit al
experimento NOESY de RMN (Efecto Nuclear Overh en dos di iones), donde se mostrd 1a
correlacion del H-7 del anillo aromatico con el N-metilo, como se muestra en la Figura 20. Ademas
esta correlacion se comprobd mediante CCF, donde se verificO que el producto separado de la
columna (9) fue diferente al compuesto 10 sintetizado por separado por nuestro grupo de
investigacion. 58
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Figura 20. Espectro NOESY para el compuesto 9
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El acido carboxilico 11 se obtuvo mediante la hidrolisis basica a 50-60 °C de la mezcla isomérica (9 y
10) obtenida de la reacciéon anterior. El producto nuevamente se obtuvo como una mezcla de
isbmeros con un buen rendimiento (91.74%). La determinacion de las constantes fisicas,
espectroscopicas y espectromeétricas del compuesto 11, se logré por la hidrolisis del producto de
metilacion puro (9). EI espectro de IR mostré una banda amplia a 2935 cm' que comprobo el grupo
hidroxilo del acido; asi mismo, se observé una banda intensa, caracteristica del carbonilo del grupo
COOQOH, a 1726 cm''. El espectro de masas mostrd el ion molecutar con m/z de 256 y correspondio al
pico base del mismo; también se observé el M+2 con un 42% de abundancia relativa. Ademas se
comprobo la presencia del acido bencimidazalico por el fragmento M*-18, caracteristico de la pérdida
de agua para los acidos carboxilicos. El analisis por RMN H mostré la presencia del grupo COOH,
por la sefial amplia observada a 13.12 ppm correspondiente al OH y que desaparecio cuado se

realizo el intercambio con D20.

La sintesis de la carboxamida 13 se obtuvo a partir de la mezcla de isomeros (11 y 12) obtenida de 1a
reaccion anterior. La técnica utilizada para su preparacion no involucré los reactivos comunes para ia
formacion de amidas, por ejemplo el uso de cloruro de tionilo. Como agente acoplante se utilizé 1,1-
carbonildiimidazo! (CDI), el cual tiene la ventaja de reaccionar rapidamente generando al imidazoélido
intermediario a una temperatura de 25-30 °C, para posteriormente hacerlo reaccionar con la piperidina
para dar el compuesto final con un buen rendimiento. Debido a que como materia prima se usé la
mezcla de acidos 11 y 12, también el producto se obtuvo como mezcla de carboxamidas (13 y 14).
Posteriommente estas carboxamidas se separaron por cromatografia en columna flash, dando un
rendimiento muy pequefio para cada compuesto. El de Rr menor (compuesto 14) se obtuvo en un
37.5%, mientras que el compuesto de interés (el de Rr mayor, 13) se obtuvo en un 25.0%. La
identificacion de este ultimo compuesto se basé principalmente en el analisis espectroscopico de
RMN 'H, donde se observod la desaparicion de la seilal debida al COOH en 13.12 ppm; asi mismo se
observaron las sefales debidas a los hidrogenos relacionados con el anillo de la piperidina a campos
altos. Las sefiales debidas a los hidrégenos 4 y 7 se observaron como singuietes aisiados a 7.53 y

7.64 ppm respectivamente.
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Para asignhar correctamente las sefiales correspondientes a este compuesto por RMN se realizé el
experimento HETCOR (RMN de dos di jones a un 1 de distancia), donde se demostro
claramente ta correlacion de los hidrbgenos del metiltio (2.71 ppm) y del metilo unido al nitrbgeno de
la posicion 1 (3.66 ppm) con sus carbonos respectivos (14.10 y 30.08 ppm); asi mismo, se observaron
las correlaciones debidas a los hidrégenos con los carbonos del anilio de la piperidina (Figura 21).
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Figura 21. Espectro HETCOR de la carboxamida 13.

En el espectro de masas se observd el ibn molecular con una relacién m/z de 323 (40%) y un pico
base con m/z de 239 generado a partir de [a ruptura del enlace amida. La sefial vista en 322
correspondio a la perdida de un hidrogeno, como lo muestra la Figura 22.

La carboxamida 15 se obtuvo de igual forma a partir de la mezcla isomérica de acidos
bencimidazdlicos (11 y 12) mediante el 1,1-carbonildiimidazol y la 4-metilpiperidina. E! producto crudo
se obtuvo de forma cuantitativa, sin embargo, ia separacion por cromatografia en columna flash dio

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

41




Resultados y Discusion

rendimientos muy bajos para cada isomero obtenido. E! compuesto de Ry menor (compuesto 16) se
obtuvo en un 24%, mientras que el de Rr mayor (producto de interés, 15) se obtuvo en un 18%.

H +
o C(i:Hz L 4 CH,
N,

H N
-He
)>—scH, ——— )—SCH,
cl N (o} N
m/z 323 (40%) 322 (39%)

Figura 22. Especie M*-1 generado en el espectro de masas para la carboxamida 13.

La caracterizacion de este compuesto se baso iniciaimente en la espectroscopia de RMN 'H donde
nuevamente se demostré la desaparicion de la seial debida al OH del acido a 13.12 ppm; asi mismo,
se observaron las sefales correspondientes a los hidrogenos del aniilo de la metilpiperidina a campos
altos, y a diferencia de! compuesto anterior (13) un doblete a 0.8 ppm se observo debido al CHs de la
metilpiperidina. También se observaron las sefales de los hidrogenos 4 y 7 en la zona aromatica del
espectro, presentadas como sefiales dobles o duplicadas para cada hidrogeno debidas a un efecto
poco comun en este tipo de compuestos conocido como isomeria rotacional restringida o
atropoisomerismo.

Con el experimento NOE diferencial de RMN (analisis unidimensional) se confirmod la estructura del
compuesto, ya que se mostréd la comrelacion del grupo metilo de la posicion 1 (30.08 ppm) con el
hidrogeno de la posicion 7 del anilio bencimidazolico (7.64 ppm). Con este analisis, se comprobo la
obtencion del compuesto de interés que guarda relacion 1,6 con respecto a la amida (Figura 23).
Ademas, como en el caso anterior, se observo el efecto de isomeria rotacional restringida por las dos
sefales a 7.63y 7.64 que correspondiefron a un solo hidrégeno, esto es, para H-7.

; ia R ional Restringida: Clase de isomeria que ocurre como resultado de la rotacion de un enlace sencilio.>®
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El analisis por espectrometria de masas confirmé la masa molecular del compuesto por medio del ion
molecular con m/z de 337 (91%), un M+2 del 35% y un pico base de m/z de 239 originado por la
pérdida de la metilpiperidina. De igual forma que en el caso anterior, se observo el M*-1
correspondiente a la pérdida de un hidrogeno del N-CHj; del anilio bencimidazélico.
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Figura 23. Espectro de NOE diferencial de ia carboxamida 15.

En cuanto al efecto observado en el espectro de RMN 'H llamado isomeria rotacional restringida o
atropoisomerismo, es de notar la importancia que tiene el metilo de la metilpiperidina en la duplicacién
de las seiiales ya que de otra forma este mismo fenémeno se hubiera presentado en el espectro de
RMN 'H de la carboxamida 13. Estudios relacionados con el analisis conformacional realizado a esta
molécula (utilizando el software Caché) puso de manifiesto la presencia de cuatro conformeros
estables, obtenidos como resuitado de la rotacion alrededor del enl de la amida (Figura 24).

o CH,
X N
3 N
H,C pegi N

Figura 24. Estructura que presenta atropoisomerismo debida a la rotacion del enlace de la amida.
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Esto pone en evidencia que los cambios electronicos que ocurren en la molécula y que son
observados en RMN son debidos por una parte a la interaccion estérica de los de los H-2' o H-6' con
el atomo de cioro, teniendo de esta forma dos arreglos distintos en el espacio uno con el carbonilo de
la amida hacia arriba y otro con el carbonilo hacia abajo. La otra parte la constituye el anclaje de la
molécula por efecto del metilo del anillo de metilpiperidina teniendo otros dos conférmeros en
ambientes quimicos distintos (Figura 25).

Carbonilo hacia
arriba

Carbonilo hacia
abajo

Figura 25. Formacion de los cuatro conformeros

Metilo hacia arriba

Metilo hacia abajo

Metilo hacia arriba

Metilo hacia abajo

Es importante considerar que la interconversion de estos isomeros conformacionales depende de la
energia que se le aplique a la molécula para que se observen los distintos arreglos como se muestra
en la Figura 26. Sin embargo, a través del calculo de desplazamientos quimicos teodricos se podrian
conocer los dos conformeros que se observan en RMN.

Por ofro lado, cabe mencionar que esta secuencia de sintesis, fue la que llevo a la preparacion de los
compuestos finales; sin embargo, la obtencion de isomeros fue lo que motivo a la incursion en otras
rutas de sintesis con la finalidad de obtener la o-fenilendiamina adecuadamente sustituida y N-
metilada para que posteriormente al ciclocondensaria, se obtuviera al anillo de bencimidazol N-

metilado y con ello evitar la formacion de isémeros.
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Figura 26. Estructura tridimensional de los cuatro conformeros obtenidos por analisis conformacional.

Para esto, se propusieron diversas altemativas de sintesis como lo muestra la Figura 27, con ia
finalidad de obtener a la o-fenild..mina N-metilada. El primer método, seftalado como A, involucrd una
modificacién a lo que es la ruta de Katrinzky y cols, para la obtencion de bencimidazoles N-metilados.
(Esq 3). Esta ia de sintesis que involucra a ia misma materia prima que se presentd en
el Esquema 1 (Acido 2-cloro-4-nitrobenzoico), tiene como punto clave la obtencion de un
intermediario ciclico formado a partir con benzotriazol y formaldehido para pc ior formar la o-
fenilendiamina N-metilada. La serie de reacciones posteriores que invol la ciclocond ion, la
metilacion del tiol, hidroiisis del éster y la formacion de las amidas son las mismas reacciones que se

presentaron en el Esquema 1.
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Método A Método C
\ coocH, ’

(o]

_CH,

Método D

Figura 27. Diversas metodologias pianteadas para la obtencién de la o-fenilendiamina N-sustituida.

Para la formacion del intermediario ciclico (22) se llevo a cabo las reacciones de esterificacion de la
materia prima y reduccién del grupo nitro como anteriormente fueron descritas. El compuesto 3
posteriormente se intentd sulfonar, utilizando como reactivo al cloruro de bencensulfonilo en medio
aprético, sin embargo su formacién nunca se logré debido a la alta desactivacion del anillo bencénico,
ya que visto en CCF originé una serie de manchas (incluyendo la materia prima) que no fueron

separadas para su analisis.

Ante esta problematica se llevd a cabo la metodologia sefialada como B, donde a partir del 4-
acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5) presentado en el Figura 28 se redujo cataliticamente
empleando Ni-Raney como catalizador para obtener al compuesto 17 que rapidamente fue analizado
por espectroscopia de IR donde se demostrd la presencia de dos bandas intensas correspondientes a
la amina primaria (Tabla 8). Este producto posteriormente fue sometido a la reaccion de N-metilacion,
donde se obtuvieron resultados poco favorables para la preparacion del compuesto (18), ya que a
pesar de tener cuidado con la temperatura y la cantidad de yoduro de metilo, la CCF realizada mostro
varias manchas que fueron posteriormente separadas por una placa preparativa utilizando como
medio de elucion CHCl/MeOH 90:10. Las tres fracciones colectadas fueron analizadas por
espectrometria de masas donde se observd que el compuesto mayoritario correspondio al producto
de ciclacion el cual se favorecio por efecto de la temperatura. Las otras fracciones correspondieron al
producto esperado y al producto dimetilado en una pequefa proporcion (Figura 29).
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Donde: (8) (CH3)2S0.. DMF/NSHCO,, calor: () Ha, Ni-Raney. MEOH:. (c) @-SO:Cl. acetona; (d) HNOJ/H,SO.; (e) Ha, Ni-Raney. MeOH:
N BTAZ/CHO; (g) Naﬁ:h.) g-‘):lu,so. calor; (i) CSi, ETOH. H:O, KOH, calor; (j) CHYUKOHL, EIOH; (k) NaOH, MeOH: (l) DCI
m)

Esquema 3. Ruta de sintesis alterna para la preparacion de carboxamidas 1-metilbencimidazolicas
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0OCH, COOCH,
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NO, o\\ —NH NO,
NH, o E 1
Figura 28. Obtencion del compuesto N-metilado
Tabla 8. Datos espectroscopicos de IR del compuesto 17
>-5-amino-2-clorob de metilo (17)
COOCH,
ct - Espectro IR (KBr) cmr: 2426, 3357 y 3254 (NH:
y NH de la acetanifida); 1699 (C=0O de éster);
* NH, 1660 (C=0 de amida); 2951 (CH; de ésler), 1244
HN (C-O del éster).
o

N
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HN
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o

H,
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coocH, GOOCH, kTt
ct ~o N
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N ~CH, N” 3 o1}
)
\\(NH CH,

Figura 29. Productos obtenidos de la N-metilacion, analizados por espectrometria de masas.
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Otro punto de maodificacion a la ruta de sintesis planteada en este esquema fue la preparacion del
compuesto 19 a partir del 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6), mediante ia modificacion a la
técnica de sulfonacion, empleando hidruro de sodio y cloruro de bencensulfonilo como reactivo. El
producto observado por CCF nunca pudo ser aislado, se tratoé de optimizar esta técnica, sin embargo
no se tuvo éxito, por lo que se lievo a cabo la modificacion mostrada como C.

Para ello se planteo otra secuencia de sintesis como lo muestra el Esquema 4, donde a partir de una
materia prima diferente, el acido 2-cloro-5-nitrobenzoico (26), diante una 1cia de r iones
tal como la esterificacion del acido, reduccion del grupo nitro, acetilacion y nitracion que lievaria a la
formacion del compuesto 30, el cual al ser tratado con sulfato de dimetilo en medio basico daria al
compuesto N-metilado (31). La sere restante de reacciones como la ciclocondensacion, metitacion
del tiol, hidrotisis del acido y formacion de los productos finales son reacciones que ya fueron
presentadas arriba.

Para la realizacion de esta ruta de sintesis, iniciaimente el acido 2-cloro-5-nitrobenzoico (26) se

esterificod por medio de sulfato de dimetilo en medio basico, armojando b S ltados, ya que se
obtuvo al producto d do de una apida y con un buen rendimi ). La elucidacion
estructural por medio de IR mostrd una seifial intensa a 1731 cm! commespondi al carbonilo del

éster, asi mismo se observd una sefial a 2957 cm'  la cual fue indicativa de la parte alifatica del
éster. En el espectro de masas se observd el ion molecular con m/z de 215 (25%), asi como el
fragmento M--31 correspondiente a la pérdida del O-CH3 que origind el pico base del espectro. Los
datos arrojados por RMN 'H mostraron un singulete a 4.0 ppm que integrd para tres protones que son
caracteristicos del metilo de! éster.
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Donde: (a) (CH3)2S0., DMFINchO,. caior; (b) Hz. Ni-Raney, MeOH; (c) Ac,D; (d) HNOYHSO,: (e) (CH:):SO-IKOH [$1] NtOHN-OH
(9) Ha Ni-Raney, MeOH: (h) CS,. EfOH. H,O, KOH, calor; (i) CHIIKOH.., E1OH; (j) NsOHAMEOH:; (k) DC ina,

(1) DCI, piperidina, acetonirilo; (m) ®-SO,CUNSHCO,. acetona; (n) HNOUACO; (o) HCOOH/ACO, THF (®) HNOWACO: (q)
(CH,):S0, /KOH; (1) HNO,IIAC,O

I

Esquema 4. Nueva propuesta de sintesis para la prep 0N de carbx 1-metiibencimidazélicas
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La reduccion posterior del compuesto 27 por hidrogenacion catalitica, utilizando Ni-Raney como
catalizador y caior (28-40 °C), originé al compuesto 28 con un buen rendimiento. En el espectro de IR
se demostro la reduccion del grupo nitro por las bandas de amina primaria a 3463 y 3376 cm'',
ademas de la desaparicion de las sefiales de 1525 y 1349 cm-! correspondientes a! grupo nitro
aromatico. En el espectro de masas se observo el ion molecular con m/z de 185 que concuerda con la
masa molecular esperada y corresponde al pico base de! espectro (100%), ademas se comprobd por
la desaparicion de la sefal correspondiente a !la pérdida del grupo nitro (M+46). Asi mismo se
observo la presencia del M+2 con un 45% de abundancia relativa, debida a la presencia del cloro, el
cual se pudo comprobar por {a sefial M-35 con una abundancia del 5%. En el espectro de RMN 'H se
registrd a 5.53 ppm una banda amplia caracteristica del grupo NH2, que desaparecié con D20. No se
obtuvo el dato de punto de fusion debido a que no se aisié el producto por la inestabilidad que
presenta frente al medio ambiente (aun cuando este se mantuvo en condiciones inertes); ademas, el
producto se obtuvo en su mayoria como producto puro ya que visto en CCF mostré una mancha de
aproximadamente 90% de abundancia con respecto al intermediario. El producto se observoé como
una mancha brillante a la luz de onda corta del UV.

El compuesto 29 se obtuvo por acetilacion de 28 en anhidrido acético, dando un buen rendimiento. El
cambio estructural fue confirmado por espectroscopia de IR donde se observé una banda intensa a
1697 cm-' correspondiente al carbonilo de la amida, asi como una banda intensa a 3345 cm!
correspondiente al N-H de la amida. En el analisis espectrométrico de masas se observo al ién
molecular con m/z de 227 con un 35.0% de abundancia relativa y un pico base de m/z de 154
originado por la pérdida del acetilo de la amida y por la pérdida del OCHa del éster. El analisis de
espectroscopia de RMN 'H mostrd una sefal a 2.18 ppm que integré para tres protones,
correspondiente al metilo de la acetanilida, y una banda amplia a 7.89 ppm caracteristica del N-H de
la acetanilida, la cua! desaparecio cuando se hizo el intercambio con D20.

El compuesto nitrado 30 se intentd preparar disolviendo al compuesto 29 en H;SO. concentrado y
haciéndolo reaccionar con una mezcla sutfonitrica entre 0 y 5 °C; sin embargo, no se logro obtener a
este compuesto de manera satisfactoria, ya que se obtuvo como mezcia de isomeros en proporcion
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1:1 aproximadamente (visto en CCF). Esta técnica se modifico variando la temperatura de 25-30 °C y
de 42-58 °C en un tercer intento, dando los mismos resultados. La mezcla de isbmeros se separd por
cromatografia en columna, las dos fracciones colectadas mostraron en RMN 'H que el producto de
nitracion en la posicién requerida correspondia al de mayor Ry, mientras que el otro isdbmero obtenido
a la mancha de Rr menor (Figura 30). El rendimiento obtenido de esta separacion fue del 16% para el
producto esperado y 25% para el producto secundario.

COOCH, COOCH,
Ci cl NO,
-+
K N
No. I T

Figura 30. Mezcla de isébmeros obtenidos de la reaccion de nitracion

La técnica de nitracion nuevamente se tratd de optimizar empleando una mezcla recién preparada de
nitrato de acetilo, la cual se hizo a partir de anhidrido acético y acido nitrico fumante, donde a
diferentes condiciones de temperatura, la reaccion dio los mismos resultados. Ante la problematica de
obtener al compuesto 30 debido a la alta desactivacion del anillo bencénico, se propuso como método
alternativo a esta secuencia de sintesis, la introduccién de un grupo mas voluminoso como una
bencensulfonamida, en {ugar de la acetanilida iniciaimente propuesta, con la finalidad de que al
realizar posteriormente la nitracion, el efecto del impedimento estérico que genera este grupo
voluminoso promoviera la obtenciéon del producto esperado y de esta forma evitar la formacion del

otro isomero.

Para llevar a cabo esta modificacion, el compuesto 28 se disolvid en acetona junto con la cantidad
adecuada de bicarbonato de sodio, para después ser tratado con el reactivo cloruro de
bencensulfonilo a 40-45 °C. El producto obtenido con un buen rendimiento (94.70%), mostré en IR
una banda intensa a 1315 cm! correspondiente a ia sulffonamida y una sedal a 3232 cm-! debida al
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N-H del mismo grupo funcional. La espectrometria de masas mostro el ion molecular con una relacion
m/z de 325 (94.5%) y un M+2 de 38% de abundancia relativa. El pico base aparecio con m/z de 184
que equivale a la ruptura de! enlace de la sulfonamida (R-NH-SOz2-¢p). El analisis espectroscoépico de
RMN 'H mostré sefiales caracteristicas de la bencensulfonamida en ta zona de 7-7.8 ppm, asi como
una sefial amplia debida al N-H de la bencensulfonamida que desaparecio cuando se realizo el

intercambio con D20.

En un primer intento, cuando se realizé la nitracion a este compuesto (34) con mezcla suifonitrica,
variando las proporciones de acidos y condiciones de temperatura, el resultado fue el mismo al
obtenido anteriormente donde se obtuvo la mezcla de isémeros, pero cuando se modific la técnica
por nitrato de acetilo a 40-50 °C se obtuvo sdélo al compuesto esperado, que en el espectro de IR
mostré una banda intensa a 1614 cm'' correspondiente al grupo nitro. En el espectro de masas se
observo al ion molecular con una relacion m/z de 370 (82%), el M+2 con un 33% de abundancia
relativa, asi como el pico base con m/z de 77 comespondiente al anillo aromatico de la
bencensulfonamida. El espectro de RMN 'H fue decisivo para la determinacién estructural del
producto esperado ya que se observaron dos seiiales aisladas a 7.95 ppm y 8.74 ppm, singuletes
caracteristicos de los protones 6 y 3 del anillo aromatico principal.

Sin embargo, esta técnica no fue reproducible, ya que ain cuando se realizo repetidas ocasiones, no
volvié a generar los mismos resultados. En primera instancia se pensé como a una posible causa, la
técnica misma o las condiciones de los reactivos; después se demostro que esta diferencia de
resultados se debid a la naturaleza de la bencensulfonamida (materia prima), ya que por CCF se noto
que el producto 33 obtenido de las replicas revelaba distinto al obtenido inicialmente, a pesar de tener
el mismo Ry. El producto obtenido de las replicas se observé como una mancha brillante a ta luz corta
del UV, mientras que el producto obtenido inicialmente era opaco a esta misma longitud de onda. La
espectroscopia de IR para el producto obtenido de las réplicas solo varié en la intensidad de sus
bandas con respecto al que ya habia sido analizado anteriormente, en 1604 y 1315 cm*! se
observaron bandas cortas correspondientes al grupo bencensulfonamida, mientras que se habian
obtenido bandas intensas a esta misma longitud de onda. De igual forma se observaron diferencias
en el espectro realizado de RMN '*H donde se observaron el mismo tipo de sefiales, con el mismo
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patron de integracién, pero en diferentes desplazamientos quimicos; ademas, la espectrometria de
masas mostré los mismos fragmentos, pero con diferentes intensidades. En la Tabla 9 y Figura 31,
se muestran las sefales comrespondientes a estos productos.

Una forma alternativa para la preparacion del compuesto nitrado, fue mediante la formilacion del
compuesto 28, con el objeto de disminuir el efecto estérico y posteriormente realizar ia reaccion de
nitracion. Para la primera etapa, se realiz6 la formacion del anhidrido mixto (anhidrido acético
formico), para después formar la amida comespondiente. Este producto se obtuvo con buen
rendimiento. Su identificacion se basé por espectrometria de masas, donde se demostro la presencia
del ion molecular con m/z de 213 que concuerda con la masa molecular esperada y que
comrespondié al pico base del espectro. En el analisis por RMN 'H se observd un singulete
dobleteado a 8.3t ppm caracteristico del hidrogeno del fo ido, asi mismo una seiial amplia que
desaparecio al intercambiar con D20 se asigno al NH del formamido. La nitracion posterior de este
compuesto con mezcla sulfonitrica a 0-5 °C no tuvo éxito, ya que como en el caso anterior se obtuvo
mezcla de compuestos imposibles de separar,

|

o

|
Jed e I o PRV

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 54




Resultados y Discusion
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Figura 31. Espectros de masas para |as suilfas obtenidas

Tabla 9. Diferencias en las sefiales mostradas por las sulfas.

-,

N

o

u
_O

H

-]

Sulfa Opaca

Espectro IR (KBr) cm': 3228 (NH
bencensulfonamida), 1704 (C=0 de éster),
1601 intensa (R-NH-R), 1312 corta (R-SOx>
N), 1165 (C-O éster).

Espectro EM (CGAE) mv/z: M- 325 con
88% de abundancia relativa, p.b. 77, M+2
con 35% de abundancia relativa.

Espectro 'H RMN (CDChL) ppm: 3.88 (s,
3H, CHa de éster); 7.07 (dd, Ji= 8.7 Hz, J>=
2.4 Hz, 1H, H4), 7.20 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-
6); 7.45 (sa, 1H, int. con D20, NH); 7.49-
7.52 (m, 1H, H4"); 7.56-7.62 (m, 2H, H-3',
H-5Y); 7.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-3); 7.85
7.88 (m, 2H, H-2', H-6")

—
Sulfa Brillante

Espectro IR (KBr) cmrt: 3232 (NH
bencensulfonamida, 1693 (C=0 de éster),

1604 corta (R-NH-R), 1315 intensa (R-SO>-
N), 1167 (C-O de ésten).

Espectro EM (CGAE) m/z: M- 325 con
94.5% de abundancia reiativa, p.b. 184, M*2
con 38% de abundancia relativa.

Espectro 'H RMN (COCL) ppm: 3.89 (s,
3H, CHa de éster); 7.24 (dd, Ji= 8.7 Hz, J=
2.7 Hz, 1H, H4); 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-
3); 7.42-7.48 (m, 2H, H-3', H-5); 7.53-7.56
(m, 1H, H4'), 7.58 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-6);
7.64 (sa, 1H, int. con DO, NH); 7.78-7.82
(m, 2H, H-2', H-6").
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De acuerdo con los resultados anteriores se planteé otro experimento en donde se involucro la N-
metilacion de la acetanilida (29), para después hacer la nitracion correspondiente. Esta primera
reaccion Hevada a cabo en medio basico, generd al producto esperado por un pefiodo largo de tiempo
(8 horas), sin verse el consumo total de materia prima. Una vez obtenido al producto crudo (37) fue
caracterizado por espectrometria de masas y por RMN 'H. En el primer caso, se observo el ion
molecular con una relacion de m/z de 241 (30%), asi como el M+2 con un 10% de abundancia
relativa. El pico base con m/z de 199 correspondioé a ia pérdida det acetilo de la acetanifida. En el
espectro de RMN se observo la presencia del N-metilo por un singulete a 3.26 que integrd para tres
protones. La nitracion posterior de este compuesto con acido nitrico fumante no generd resultados
satisfactorios.

Al no tener resuitados satisfactorios de esta secuencia de sintesis, solo se resume en |a Tabla 10, la
caracterizacion de los intermediarios obtenidos del Esquema 4.
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Tabla 10. Elucidacion estructural de los compuestos sintetizados en el Esquema 4.

2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo (27)

Cl

5-Amino-2-clorobenzoato de metilo (28)
COOCH,

ClI

COMPUESTO

COOCH,

NO,

NH,

Cl

2-Cioro-5-formamidobenzoato de metilo (35)

cl

OOCH,

de metilo (29)

b

(o]

OOCH,

H
N

H

SENALES

Espectro IR (KBr) cm': 3107 (C-H aromitico);, 2957 (CHjs
de éster); 1731 (C=0 de éster); 1525 y 1349 (NOy); 1251 (C-
O de éster).

Espectro 42, EM (IE/CG) mvz: M~ 215 (25%); M+2 10%; 184
(100%).

Espectro 43, RMN 'H (TMS, CDCl) ppm: 4.00 (s, 3H, CH3
de éster); 7.66 (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-3); 8.28 (dd, Ji1= 8.9 Hz,
Jo= 2.7 Hz, 1H, H-4); 8.71 (d, J= 2.9, 1H, H-6).

Espectro IR (KBr) cm': 3463 y 3376 (NH); 3225 (C-H
aromatico); 2951 (CHs de éster); 1722 (C=0 de éster); 1240
(C-O de éster).

Espectro EM (IE/CG) m/z: M* 185 (100%); M+2 45%.
Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.79 (s, 3H, CHa
de éster); 5.53 (sa, 2H, int. con D20, NHz); 6.69 (dd, Ji= 8.7
Hz, b= 2.7 Hz, 1H, H4); 6.96 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H-6); 7.13
(d, J=8.7 Hz, 1H, H-3).

Espectro IR (KBr) cm': 3345 (N-H de amida); 3040 (C-H
aromdtico), 2955 (CHs de éster); 1714 (C=0O de éster); 1697
(C=0 de amida); 1248 (C-O de éster).

Espectro EM (IE/CG) m/z: M* 227 (35%); M+2 15%; 185
(100%).

Espectro RMN 'H (TMS,CDCl3) ppm: 2.18 (s, 3H, CHs de
amida); 3.90 (s, 3H, CH; de éster); 7.36 (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-
3); 7.68 (dd, /1= 9.0 Hz, 2= 2.7 Hz, 1H, H-4); 7.89 (sa, 1H,
int. con D20, H de amida); 7.94 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-6).

Espectro EM (IE/CG) m/z: M* 213 (100%); M+2 35%.
Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.84 (s, 3H. CH;
de éster); 7.51 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-3); 7.71 (dd, Ji= 8.7 Hz,
= 2.7 Hz, 1H, H-4); 8.1 (d, J = 2.7 Hz, 1H, H-6); 8.31 (sd,
1H, CHO); 10.49 (sa, 1H, int. con D20, N-H de formamido).
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COMPUESTO SENALES
2-cloro-5(N-metil ! ) de Espectro EM (IE/CG) m/z: M~ 241 (30%); M+2 10%; 199
metilo (37) (100%).
OOCH, Espectro RMN 'H (TMS, CDCls) ppm: 1.90 (s, 3H, CHa
ci R del acetamido); 3.26 (s, 3H, N-CHz); 3.96 (s, 3H, CHs de
cH éster); 7.27-7.29 (m, 1H, H4); 7.52 (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-
3 N 3); 7.69 (d, J = 2.4 1H, H-6).
-
by
5-Bencensulfonamido-2-cloro-4- Espectro IR (KBr) cmrt: 3234 (N-H bencensulfonamida);
nitrobenzoato de metilo (34) 3119 (C-H aromatico); 2956 (CHs de éster); 1719 (C=O de
éster); 1614 y 1549 (NO2); 1353 (R-SO=N); 1171 (C-O de
OOCH, éster).
cl - Espectro EM (IE/CG) m/z: M* 370 (82%); M+2 33%; 77
o t_= (100%).
s N_g_@, Espectro RMN 'H (TMS, CDCls) ppm: 3.93 (s, 3H, CHs
H I / de éster); 7.53-7.68 (m, 3H, H-2', H-3', H4'); 7.93-7.96
NO, o & (m, 2H, H-1, H-5'); 7.95 (s, 1H, H-6); 8.74 (s, 1H, H-3);

10.19 (s, 1H, int.con D20, H de bencensulfonamida) .

6.2. Resultados Parte Biologica:

6.2.1. Efecto de las carboxamidas 1-metilbencimidazélicas sobre la larva muscular de
Trichinella spiralis

Los ensayos de la prueba antihelmintica in vitro de las carboxamidas 13 y 15, utilizando al Albendazol
como control positivo, no mostraron reduccion significativa de la capacidad metabdlica de la larva
muscular de T. spiralis, por lo que no se tienen datos numéricos para este ensayo. Estos resultados
se compararon con otras carboxamidas 1-metilbencimidazélicas (recién evaluadas en la Unidad de
Investigacion Médica en Enfermedades P itarias e Infecciosas del IMSS)5860 para observar ia
relacion qQue tienen los sustituyentes en dife posiciones sobre la actividad bioldgica, sin
embargo los datos recolectados para estos compuestos fueron los mismos a los obtenidos para los
compuestos sintetizados en este trabajo (Tabla 11).
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Tabla 11. Evaluacion antihelmintica de compuestos 1-metilbencimidazélicos.

s
R, s
j@i )—SCH,
N
R2
Compuesto R: R2 % de reduccién de la capecided
! metabotica de T. spirais
15 4-metilpiperidinilicarbonil cl NR
13 Piperidinilcarbonil o2} NR
xXvil Cl Piperidinilcarbonil NR
XVl Cl 4-metilpiperidinilcarbonil NR
XiX Piperidinilcarbonil H NR
XX 4-metilpiperidiniicarbonil H NR

—
NR = No redujo

Por otro lado, comparando estos resuitados con sus analogos carboxamidas 1H-bencimidazélicas
mostradas en la Tabla 4, se observé que los compuestos |, I, V y V1 si fueron activos y que ademas
la actividad es equiparable a la presentada por el Albendazol. Esto finalmente nos indica que el efecto
del metilo en la posicion 1 del anillo de bencimidazol para los compuestos presentados arriba (Tabla
11), anula para la actividad antihelmintica sobre este parasito.

6.2.2. Efecto de las carboxamidas 1-metilbencimidazélicas sobre Giardia lamblia

Los resultados de la prueba in vitro de la actividad antiprotozoaria de las dos carboxamidas
sintetizadas y de los farmacos empleados como controles positivos se muestran en la Tabla 12, en la
cual se puede apreciar que fueron activos contra los trofozoitos dei parasito. La efectividad de estos
compuestos fue superior a la mostrada por el Metronidazol, pero menos efectivos para la
Nitazoxanida y el Albendazol.
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Tabla 12. Evaluacion antiprotozoaria de las carboxamidas 13 y 15 sobre G. lamblia

Dosis* (ug/mL)

Compuesto Dl (1LM) 0.005 0.010 0.050 0.100 0.500

13 0.122 19.60 21.50 45.80 76.45 87.75

15 0.099 13.55 38.15 51.00 79.95 83.20
Nitazoxanida 0.013
Albendazol 0.037
Metronidazol 1.228

— T —
*Porcentaje de mortalidad a dife cor traciones

Esto a la vez nos mostré que el efecto producido sobre este parasito resulta ser mejor cuando se trata
con la carboxamida 15 que para la 13, como se pudo observar en la Dlso obtenida mediante el

analisis Probit.

Al comparar estos datos con las carboxamidas 1-metilbencimidazélicas mostradas en la Tabla 11, se
observé que el compuesto XX fue mas activo que todos los demas compuestos y que los compuestos
XVl y XVI1Il no tuvieron actividad sobre este parasito. Esto nos hace ver que los compuestos con el
metilo en relacion 1,6 (con respecto a la amida) ejercen una gran influencia sobre la actividad
antiprotozoaria sobre G. lamblia, comparado con los compuestos con el metilo en la relacion 1,5, que
no mostraron actividad (Gréfico 2).

1iDLSO

13 15 XV XV XIX xx ABZ MTZ
Compuesto

ABZ = Albendazol, MTZ = Metronidazol
Grifico 2. Comparacion de las DLso de carboxamidas 1-metilbencimidazolicas en G. lamblia
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6.2.3. Efecto de las carboxamidas 1-metilbencimidazélicas sobre Tricomonas vaginalis

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la prueba de susceptibilidad in vitro de 7. vaginalis de
la carboxamida 15, en donde se puede apreciar que muestra una actividad equiparable con la
presentada por la Nitazoxanida, pero superior a la mostrada por el Metronidazol y Alibendazol. En el
caso de la carboxamida 13 se observa que fue mas activa que los tres farmacos utilizados como

control positivo.

Tabla 13. Evaluacion antiprotozoaria de las carboxamidas 13 y 15 sobre T.vaginalis

Dosis* (ug/mlL)

Compuesto DL se(j:M) 0.005 0.010 0.050 0.100 0.500
13 0.046 20.10 56.40 62.00 89.90 97.50
15 0.111 30.85 36.80 46.10 64.50 76.60

Nitazoxanida 0.110

Albendazol 1.592

Metronidazol 0.216

S v
*Porcentaje de mortalidad a diferentes concentraciones

Comparando la DlLso (obtenida mediante analisis Probit) de estos compuestos con una serie de
bencimidazoles 1-metilados sintetizados previamente en nuestro laboratorio (Tabla 5), se observé
que solo los compuestos Xl y XIl mostraron efectividad superior al Albendazol, pero resultaron menos
activos que el Me*ronidazol y Nitazoxanida (Grifico 3). Esto nos demostrd que ia actividad obtenida
para las dos compuestos sintetizados en este trabajo con un grupo voluminoso en la posicion 6 del
anillo de bencimidazol resulta ser mejor a la presentada por la serie de compuestos ya reportada.
Seria interesante conocer la actividad de los compuestos mostrados en la Tabla 11 para conocer la
relacion que guardan las posiciones de estos sustituyentes con la actividad sobre este parasito.
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1/DL50

13 15 x X1 xn xXN NTZ MTZ
Compuesto

NTZ = Nitazoxanida, MTZ = Metronidazol

Grifica 5. Comparacion de las DLso de carboxamidas 1-metilbencimidazolicas en T. Vaginalis
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Instrumentacion

v Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron en un hidrogenador marca Parrr Modelo 3916EG
con 60ib/in2 y 80 °C como capacidad maxima, adaptado a un tanque de hidrogenoc INFRA y como

catalizador Ni-Raney marca Aldrich.

v~ La determinacion de los puntos de fusion (p.f.) se determinaron en un aparato Bichi Modelo B-

540, utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos

v’ La concentracion de las soluciones se llevaron a cabo en un rotaevaporador marca Bichi Modelo
R-114 con vacio generado con bomba de vacio marca GAST modelo 0523-V4AF y compresora
VWR Scientific Modelo 1107.

v Los espectros de masas por impacto electronico (IE) se determinaron por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) o por introduccion directa de la muestra (ID), en un aparato
marco Jeo! Modelo JMS-SX102A. La simbologia utilizada es M*= i6n molecular, m/z = relacion

masal/cargay p.b. = pico base.

v Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotdbmetro de transformada de Fourier, marca
Perkin Eimer Modelo 1605, en pastilla de bromuro de potasio. Las sefales son reportadas en cm-!

v’ Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN 'H) de 300 MHz se determinaron en un
equipo Varian Modelo VRX-300 MHz, utilizando como disolventes dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds), acetona deuterada {acetona-ds) y deuterocloroformo (CDCIl3). Como Referencia
interna se utilizo tetrametilsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos (S) se reportan en partes
por millon (ppm). La simbologia empleada son: s = singulete, d = doblete, sd = singulete
dobleteado, sa = singulete amplio, dd = doble de dobles, m = multiplete.
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v El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizé por cromatografia en capa

fina (ccf), utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60, GF-254 (Merck). Los
compuestos organicos fueron visualizados con luz ultravioleta (UV) y/o por exposicion a vapores
de yodo. Los sisternas de elucion utilizados fueron los siguientes:

Sistema Composicion Proporcion
| Cloroformo:Metanol 95:5
" Cloroformo:Metanol 90:10
11} Cloroformo:Metanol 98:2
v Cloroformo :Acetona 95:5

La separacion de los intermediarios de sintesis se llevd a cabo por cromatografia en columna,
utilizando gel de silice 60 (Merck), con un tamano de particula de 0.063-0.200 mm y malla ASTM
70-230.

La separacion de los productos bencimidazolicos se llevé a cabo por cromatografia en columna
Flash, utilizando una columna de vidrio empacada con ge! de silice 60 (Merck), con un tamaiio de
particula de 0.04-0.063 mm y malla 230-400. Se empled una velocidad de flujo de in?/min lograda
mediante una bomba a 5.5 Ib/in2 de presion.
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7.2. Técnicas para la preparacién de intermediarios y productos finales

7.2.1. 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

Esterificacion

; COOH
¢l (CH,), S0, c
st N
. NaHCO,/DMF
i
I NO,

En un matraz de 1L de 3 bocas, provisto de termémetro, columna vigreaux y embudo de adicion, se
disolvieron 150g (0.744 mol) del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1) en 450 mL. de DMF a 50°C.
Posteriormente se adiciond 125g (2 equivalentes, 1.48 mol) de NaHCO; en suspension acuosa; se
verificd que el pH estuviera en 7 y se agregé gota a gota 105.6 mL (1.5 equivalentes, 1.11 mol) de
sulfato de dimetilo a una temperatura de 60-65°C. Terminada la adicidon se dejo reaccionando por 40
minutosen las mismas condiciones. Después una CCF revelo el consumo total de materia (R= 0.24,
sistema ), por lo que la mezcla de reaccion se vertid en agua, filtré al vacio y lavo repetidas veces
con agua. El producto crudo, el cual tenia una apariencia color amarillo claro, pesd 157.4g (98.11%);
Una pequeiia parte se recristalizo de EtOH dando unos cristales amarillos brillantes (95.32%) con p.f.
de 76-77°C.

La espectroscopia IR mostré en KBr las siguientes sefiales: 3099 cm-' (C-H aromatico), 2965 cm!
(CHs de éster), 1720 cm' (C=0 de éster), 1528 y 1356 cm' (NO2 aromatico), 1297 cm-! (C-O de
éster). La espectrometria de masas (CG/ID) mostré un M= de 215 con un 32% de abundancia relativa,
un M+2 del 10% y un p.b. de m/z de 184. La espectroscopia de RMN 'H en CDCl; mostro las
siguientes seflales: 3.99 ppm (s, 3H,CHa de éster), 7.97 ppm (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6), 8.16 ppm (dd,
Ji= 8.7 Hz, J= 2.4 Hz, 1H, H-5), 8.32 ppm (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-3).
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7.2.2. 4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

Hidrogenacion catalitica.

COOCH, COOCH,
Cl H,. Ni-Raney Cl!
—_ -
MeOH
NO, NH,

En un matraz de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 30g (0.1392 mol) del 2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (2) y 9g (30%) de catalizador Niquel-Raney, previamente lavado con agua y
MeOH en 230 mL de MeOH. E|l matraz se coloco en el sistema de hidrogenacion y se purgo el aire
presente mediante tres lavados de aproximadamente 30 Ib/in2 de hidrogeno, después se inyecto
hidrogeno hasta una presion de 60 Ib/in2. La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente por
2 horas, consumiéndose 647 Ib/in2 de hidrégeno. La suspension translicida se proceso eliminando el
catalizador por filtracion at vacio. El filtrado resultante se concentré en el rotaevaporador, dando un
solido color blanco con R~ 0.43 (sistema |+ 2 gotas de NH4OH), el cual peso 25.6g (99.13%), Una
pequefia parte se recristalizd de agua obteniéndose de esta forma un sdlido blanco cristalino
(94.56%) con un p.f. de 107-108 °C.

El IR en KBr mostré bandas caracteristicas a 3246 y 3336 cm-' (NH; aromatico), 3221 cm* (C-H
aromatico), 2951 cm (CHi de éster) 1703 cm-! (C=0O de éster), 1248 cm™' (C-O del éster). La
espectrometria de masas (CG/ID) mostré un M* de 185 con un 45% de abundancia, un M+2 del 15%
y un p.b. de m/z de 154. La espectroscopia de RMN 'H en DMSO-ds mostro las siguientes sefales:
3.71 ppm (s, 3H, CHs de éster), 6.17 ppm (sa, 2H, desap. con D20, NH2), 6.49 ppm (dd, /,=8.4 Hz,
J2= 2.4 Hz, 1H, H-5), 6.61 ppm (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-3), 7.62 ppm (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-6).
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7.2.3. 4-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

Acetilacion

COOCH, COOCH,
Cl AcOH/Ac,O Cl

NH, HN\n/

En un matraz bola de 250 mL de una boca provisto de una columna vigreaux y rampa de humedad,
se disolvieron 53.9g (0.290 mo) del 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3) en 47 mL. de acido aceético
glacial a temperatura ambiente. Posteriormente, a esta temperatura y con agitacion constante, se
adiciond 21 mL de anhidrido acético y se dejé reaccionar por 20 min. aproximadamente. La CCF
revelo el consumo total de materia prima, por lo que Ia mezcla de reaccion se proceso vertiéndola en
150 mL. de agua helada, el solido formado se separd por filtracion al vacio, lavo con agua y
finalmente secd en la estufa dando 58.9g (89.10%) de un sdlido blanco que en CCF presento una sola
mancha (Rr=0.23, sistema 1). Una pequefia parte se recristalizo de toluenc. El p.f. determinado fue de
113-114°C.

La espectroscopia IR en KBr mostro las siguientes sefiales: 3260 cmt (-NH-), 3089 cm-t (C-H
aromatico), 2951 cm-' (CHa de éster), 1730 cm-! (C=0 de éster), 1677 cm-1 (C=0 de amida), 1249 cm’
(C-O del éster). La espectrometria de masas (CG/ID) mostré un M* de 227 con una abundancia
relativa de 44%, un M+2 del 15% y un p.b. de m/z de 154. La espectroscopia de RMN 'H en CDCls
mostré a 2.07 ppm (s, 3H, CH: de amida), 3.80 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.53 ppm (dd, Jr= 8.7 Hz,
J= 2.1 Hz, 1H, H-5), 7.82 ppm (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-6), 7.89 ppm (sd, 1H, H-3), 10.38 ppm (sa, 1H,
desap. con D20, N-H de la acetamida).
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7.2.4. 4-Acetamido-2-cloro-5-nitrob to de metilo (5)
Nitracion con mezcla itrica.
OOCH,
cl H,SO/HNO, ©

HNY

o

En un vaso de precipitados de 500 mL, acondicionado con termometro, embudo de adicion y
sumergido en un baio de hielo con sal, se disolvieron 58.9g9 (0.258 mol) del 4-Acetamido-2-
clorobenzoato de metilo (4) en 110 mbL de H2SO4 concentrado a una temperatura entre 2-7°C. Una
vez disuelto el sustrato se le adicion6, poco a poco, 50 mL de mezcla sulfonitrica (1:1) preparada

como se describe abajo.

La temperatura de adicion se realizd entre 4-3°C; una vez termminada la adicion (aproximadamente 1
hora), se realiz6 la CCF donde se mostré el consumo total de la materia prima, asi como la formacion
de 2 productos en relacion 8:2, por lo que ésta se vertio inicialmente en 200 mL de agua helada y
hielo picado. Se neutralizé con NaHCOs y se filtrd al vacio. De esta forma se obtuvieron 64.2g de un
solido amarillo claro (90.92%). Todo el producto crudo se recristalizé de AcOEt dando unos cristales
amarillos brillantes que pesaron 58.7 g (83.49%) y con un Rrde 0.65 (sistema ). El p.f. determinado
fue de 140-141°C.

Preparacion de la mezcla sulfonitrica: 25 mL de H.SO4conc y 25 mL de HNOs conc se colocaron por
separado en vasos de precipitados de 50 mL en un bafio de hielo con sal. Cuando se alcanzé una
temperatura de 0°C se empezo la adicion del H;SOs al HNO;, elevandose la temperatura en las
primeras adiciones hasta 9°C. Cuando la temperatura descendié a 3°C ofra vez se agregé mas
H.SOs y asi sucesivamente hasta tener los 50 mL juntos. Posteriormente, el vaso de precipitados se
tapo y se colocd en el bafio de hielo con sal hasta alcanzar una temperatura de 0°C para que
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finalmente fuera colocado su contenido en un embudo de adicion. La preparacion de esta mezcla

tomod aproximadamente una hora.

El analisis espectroscopico de IR en KBr mostré {as siguientes sefiales: 3342 cm' (N-H de amida),
3124 cm' (C-H aromatico), 2953 cm-! (CHa de éster), 1732 cm' (C=0 de éster), 1716 cm-' (C=0 de
amida), 1529 y 1336 cm' (NO; aromatico), 1230 cm! (C-O de éster). La espectrometria de masas por
CG/ID mostré un M+ de 272 con un 15% de abundancia relativa, un M+2 del 5% vy un p.b. de m/z de
230. La espectroscopia de RMN 'H en CDCls mostro las siguientes senales: 2.13 ppm (s, 3H, CHa de
acetamida), 3.86 ppm (s, 3H, CHs de éster), 8.02 ppm (s, 1H, H-3), 8.42 ppm (s, 1H, H-6), 10.53 ppm
(s, TH, desap. con D20, N-H de acetamida).

7.2.5. 4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)
Hidrolisis

COOCH, COOCH,
c NaOH/MeOH ©!
A e -
NO, NO,
HN\n/ NH,
o

En un matraz de 1 L con 3 bocas, adaptado con termémetro y embudo de adicion y sumergido en un
badio de hielo, se colocaron 584 mL de MeOH junto con un equivalente (10.31g) de NaOH acuosa. A
3°C, y con agitacion constante, se incorporo, poco a poco 70.3g (0.257 mol) del 4-acetamido-2-cloro-
5-nitrobenzoato de metilo (5) cuidando de que la temperatura no se elevara mas de 5°C. La primera
CCEF realizada mostré ademas del producto, presencia de materia prima, por lo que se dejo elevar la
temperatura a 15°C por 1%z horas. La segunda CCF realizada mostré consumo total de materia prima,
por lo que la mezcla de reaccion se neutralizdé con AcOH al 20% donde se observo la presencia de un
precipitado, el cual se separd por filtarcion al vacio y se lavé con MeOH repetidas veces. De esta
forma se obtuvo 57.5g (96.69%) de un sdlido color amarillo limén que en CCF presentd una sola
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mancha (Rr =0.67, sistema I). Una pequefia parte fue recristalizada de EtOH dando 90.10% de
rendimiento. El p.f. encontrado fue de 222.5-223°C.

La espectroscopia IR en KBr mostré las siguientes bandas: 3451 y 3341 cm-' (NH: aromatico), 3120
cm? (C-H aromatico), 2952 cm-! (CHa de éster), 1714 cm? (C=0 de éster), 1549 y 1326 cm (NO:
aromatico), 1286 cm-! (C-O del éster). La espectrometria de masas por CG/IE mostré un M+ de 230
con un 62% de abundancia relativa, un M+2 del 21% y un p.b. de m/z de 199. La espectroscopia de
RMN H en acetona-ds mostré las siguientes sefiales: 3.85 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.21 ppm (s,
1H, H-3), 7.58 ppm (sa, 2H, desap. con D20, NHz), 8.70 ppm (s, 1H, H-6).

7.2.6. 4,5-Diamina-2-clorobenzoato de metilo (7)

Reduccion catalitica

COOCH, COOCH,

cl H,, Ni-Raney ci

MeOH/ACOEt
NO, NH,
NH, NH,

En un matraz de hidrogenacion de vidrio de 500 mL se suspendieron 15g (0.0650 mol) del 4-amino-2-
cloro-5-nitrobenzoato de metilc (6) en una mezcla de MeOH/AcOEt (150mL/100mL) y
4.5g (30%) de catalizador Niguel-Raney, el cual fue previamente lavado 3 veces con agua y MeOH.
Una vez instalado el matraz en el sistema de hidrogenacion, el aire del matraz se elimint por tres
lavados de 30 Ib/in? de hidrogeno. La reaccion se llevo a cabo a 32°C por 2% horas consumiéndose
407 Ib/in? de hidrageno. La CCF reveld una mancha principal con un Ry de 0.17 (sistema | + 2 gotas
de NHsOH), por lo que la mezcla de reaccion se proceso filtrando el catalizador al vacio, el filrado
resultante se concentrd en el rotaevaporador obteniéndose un solido color morado, el cuat peso 12.7g
(97.33%).

El analisis espectroscopico de IR mostrdo en KBr las siguientes sefiales: 3403 y 3325 cm' (NH:
aromatico), 3081 cm? (C-H aromatico), 2952 cm-1 (CHs de éster), 1712 cm™ (C=0 de éster), 1209cm™!
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(C-O del éster). La espectrometria de masas por CG/E mostré un M* de 200 con un 100% de
abundancia relativa y un M+2 del 34%. La espectroscopia de RMN 'H en DMSO-ds dié sefales a 3.70
ppm (s, 3H, CHai de éster), 4.84 ppm (sa, 2H, desap. con D20, NH2), 5.48 ppm (sa, 2H. desap. con
D20, NHy), 6.53 ppm (s, 1H, H-3), 7.10 ppm (s, 1H, H-6).

7.2.7. 5-Cloro-2-mercapto-1H-bencimidazol-6-carboxilato demetilo (8)

Ciclocondensacion.

COOCH,

a CS,/KOH/EIOH H,COO0C
J—SH
cl N

NH,

2-I

NH,

En un matraz “taper Kontes” de 500 mL, provisto de embudo de adicion, condensador en posicion de
reflujo, termometro y atmosfera de nitrogeno, se disolvieron 23g (0.1147 mol) de la o-fenilendiamina
(7) en 173 mL de EtOH a temperatura ambiente. A la solucion enfriada a 10°C se le adiciono

lentamente una mezcla de xantato de etilo recién preparada como se indica abajo.

Terminada la adicion, se coloct un bafio de agua caliente para elevar la temperatura entre 65-72°C, y
se dejo reaccionando por 2 horas. La primera CCF realizada reveid ademas del producto, presencia
de materia prima, el pH del medio se determind que era de 9, por lo que tuvo que se adicionaron 3

mL mas de CSz, dejando reaccionar por 2 horas mas.

Una vez consumida la materia prima, [a mezcla de reacciéon se vertio en 700 mL de agua y con
agitacion magnética continua se adicion6 AcOH al 10% para ajustar el pH a 5. El solido formado
finalmente se separ¢ por filtaracion al vacio y se lavo con agua repetidas veces. El producto crudo, el
cual se observé como un solido color café peso 27.6g (99.22%), y su analisis por CCF dio una sola
mancha con Re 0.26 (sistema I). Una pequeiia parte del producto crudo se recristalizd de EtOH +
10% de DMF usando carbon activado, el rendimiento de 1a recristalizacion fue del 88.21%. De esta
forma se obtuvieron unos cristales blancos cuyo p.f. fue de 253.5-254.2 °C.
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Preparacion del Xantato deetilo: En un matraz bola de 150 mL de 2 bocas adaptado con termoémetro y
embudo de adicion, se disolvieron 13.8 mL (2 equivalentes, 0.098 mol) de CS: en 29.4 mL de EtOH
en un bafio de agua fria y con agitacion constante. Posteriormente se le gotearon 12.86g de KOH
disueltos en 13mL de H20 (2 equivalentes, 0.098 mol). Terminado el goteo y cuando el medio de
reaccion se tornd de color naranja, el matraz se dejo aproximadamente 15 min. en un baiio de agua
fria para posteriomente pasar su contenido al embudo de adicién colocado en el matraz que

contenia al sustrato ya disuelto

El espectro de IR en KBr mostré las siguientes bandas: 3268 cm (N-H), 3116 y 3038 cm (C-H
aromatico), 2908 cm*? (CHs de éster), 2784 cm (SH), 1710 cm-' (C=0 de éster), 1252 cm-* (C-O de
éster). La espectrometria de masas (CG/ID) dio un M* de 242 con un 100% de abundancia relativa y
un M+2 del 38%. El espectro de RMN 'H en DMSO-ds mostré a 3.82 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.22
ppm (s, 1H, H-4), 7.52 ppm (s, 1H, H-7), 12.91 ppm (s, 2H, desap. con D20, NH).

7.2.8. 5-Cloro-1-metii-2-(metittio)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (9)
6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (10)

Metilacion.
h H,COO . E
H,cOo0C N KOH/acetona c N
P J—SCH,
o N> CH,) c N

En un matraz “taper Kontes” de 250 mL, provisto de termometio, embudo de adicion, atmosfera de
nitrogeno y sumergido en un bafio de agua helada, se disolvieron 12g (0.049 mol) del compuesto 8 en
120 mL de acetona Q.P. junto con 5.55g (2 equivalentes, 0.098 mol) de KOH acuosa. Posteriormente
a una temperatura de 10-12°C, se adiciono gota a gota 6.16 mL (2 equivalentes, 0.098 mol) de CHal.
Terminada la adicion se le quitd el baio de agua para dejar que la reaccion procediera a temperatura
ambiente. La primera CCF realizada mostro presencia de materia prima., por lo que el pH de reaccion
se ajustd a 9 agregando 1.2g mas de KOH acuosa, ademas de 2 mL de CHal. Después de 4 horas
se observo la presencia de un solido en el fondo del matraz. La ultima CCF realizada mostro los 2
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productos de metilacion (9,10), por lo que la mezcla de reaccion se vertid en agua, neutralizo, filtr6 at
vacio y lavo repetidas veces con agua. De esta forma se obtuvo un sdlido color café claro el cual
pesd 10.3g (76.95%). De las aguas madres se recuperaron 0.9g (rend. total= 83.67%) de un
solido mas obscuro que el inicial. Los Rr mostrados para los dos isomeros obtenidos fueron Ry,= 0.22
(10), Re= 0.32 (9), [Sistema CHCl::MeOH 98:2].

Una parte del producto como tal se sometid a la siguiente reaccion, mientras que el resto (5g), se
separo a través de una columna cromatografica flash utilizando CHCla como fase movil y gel de silice
como fase estacionaria, con un flujo de 1.5 in/min. Se obtuvo 1.8g (36%) del isdmero de Rr menor, y
1.7g (34%) del compuesto de interés (del Rrmayor), el cual se recristalizé de EtOH, dando unos

cristales blancos nacarados cuyo p.f. fue de 124-124.5°C

El analisis espectroscopico de IR en KBr mostré sefiales a 3017 cm-' (C-H aromatico), 2942 cm-! (CHs
de éster), 1726 cm-! (C=0 de éster), 1230 cm-1 (C-O de éster). El analisis espectrométrico de masas
(IE/CG) mostrd un M+ de 270 con 100% de abundancia relativa y un M+2 del 39%. El espectro de
RMN 'H en CDCls mostrd las siguientes sefiales: 2.85 ppm (s, 3H, SCHs), 3.69 ppm (s, 3H, NCHa);
3.95 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.73 ppm (s. 1H, H-4), 7.77 ppm (s, 1H, H-7).

7.2.9. Acido 5-cloro-1-metil-2-metittio-1H-bencimidazol-6-carboxilico (11)
Acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1/-bencimidazol-5-carboxitico (12)

Hidroksis
o*
H,Co0oC N KoH/Meon HOOC
)—SCH, ———————=
c N cl

En un matraz “taper Kontes” de 100 mL con 3 bocas, acondicionado con termémetro, embudo de
adicion y condensador en posicion de reflujo, se suspendieron 109 de la mezcla obtenida de la
reaccion anterior (9,10) en 40 mL de MeOH. A temperatura ambiente se adiciono 4.14g (2
equivalentes, 0.073 mol) de KOH en solucion acuosa, se observd disolucion total del sustrato en el

medio de reaccion, Posteriormente, la mezcla se calentd a 50-60°C por una hora. Terminada la
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materia prima, la reaccion se vertié en 120 mL de agua y se aciduld con HzSO4 al 20% a pH de 4. El
solido formado se separd al vacio, lavd con agua y se seco al aire dando 8.7g (91.74%) de un solido
color crema, que analizado por CCF presentd dos manchas con Rn= 0.44, Re= 0.41 (sistemal).

Para la determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectromeéfricas del compuesto
11, se utilizé las aguas madres dei producto separado de la reaccion anterior para someterio a la
hidrélisis. Se obtuvo 100 mg los cuales se recirstalizaron de EtOH dando unos cristales blancos
brillantes con un Rr de 0.43 (sistema CHClyMeOH 95:5). El punto de fusion determinado fue de
252.5-254.4 °C.

El espectro de IR en KBr mostré bandas a 2935 cm-! (OH de acido), 1726 cm-' (C=0 de éster), 1189
cm-? (C-O de éster). El espectro de masas (IE/ID) mostré un M+ de 256 con un 100% de abundancia
relativa y un M+2 del 42%. El andlisis por espectroscopia de RMN 'H en DMSO-ds mostro las
siguientes sefiales: 2.70 ppm (s, 3H, SCHa); 3.69 ppm (s, 3H, NCH,); 7.64 ppm (s, 1H, H-4); 7.96 ppm
(s. 1H, H-7); 13.12 ppm (sa, 1H, int. con D:0, O-H de acido).

7.2.10. 5-Cloro-1-metil-2-metiltio-6-[(1-piperidinil)carbonil]- 1H-bencimidazol (13)
6-Cloro-1 -metil-2-motjltjo-§-[(1-pipeﬂdinil)carbonil]d H-bencimidazol (14)

on de la amida b

?Hs 1% (I:Ha
HOOC N CDVACCN N N ;
)—SCH, — —SCH,
a N piperidina a N g

En un matraz de 3 bocas de 100 mL sellado con 3 septums, se colocaron bajo condiciones anhidras,
4.54g (1.5 equivalentes, 0.027 mol) de 1,1'-carbonildiimidazol, 4.8g (0.0186 mol) del sustrato obtenido
de la reaccion anterior (11,12) y 20 ml. de AcCN. Inmediatamente, al matraz se le adaptaron un
refrigerante, trampa de humedad, embudo de adicion y termometro; luego se sumergio en un bafio de
agua tibia para que se alcanzara una temperatura de 45-50°C. En un lapso corto de tiempo se
observé completa disolucion y evolucion de CO2 de la mezcla de reaccion. Trascurrida 1 hora se
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realizé una CCF la cual mostré una mancha brillante a la luz corta del UV correspondiente a la
formacion del imidazoélido intermediario con R~ 0.26 (sistema |V). Posteriormente la mezcla de
reaccion se dejé enfriar a 10 °C, luego se le incorporé 3.69 mbL (2 equivalentes, 0.037 mol) de
piperidina disuelta en 3 mL de AcCN. La mezcla de reaccion se calenté nuevamente a 65°C por 2%
horas. Terminada la reaccion la mezcla se concentro en el rotaevaporador hasta sequedad, el sélido
formado se disolvié en 50 mL de AcOEt, se lavd primero con una solucion de HCI al 5%, luego con
una solucidn de NaHCO; al 5% y finalmente con agua salada. Posteriormente la fase organica se
secod con Na:SO4 anhidroy se llevd a sequedad en el rotaevaporador de alto vacio. De esta forma se
obtuvo una miei altamente viscosa de 6.2g (103.19%) que analizado por CCF mostré dos manchas
con Rn= 0.46 y Rz=0.53 (Sistema!).

4g del producto crudo se separaron por cromatografia de columna flash, donde se utilizé como
sistema de elucibn CHCl al 100% al inicio, y posteriormente se cambid la polaridad al 99%
(CHCli:MeOH). E! flujo fue de 2 in/min. El producto de Ry menor se obtuvo como miel con un peso
de 1.5g (37.5%) mientras que el de Ry mayor (compuesto de interés) también se obtuvo como una
miel que pest 1.0g (25%). Ambos productos fueron precipitados con éter de petréleo y éste dltimo
fue recristalizado de una mezcla de AcCN:MeOH (2:0.5) el cual dio unas agujas blancas brillantes de
p.f. de 207.7-208.1 °C.

El analisis espectroscopico por IR (KBr) mostro las siguientes sefiales: 3035 cm-! (C-H aromatico),
2934 cm™ y 2852 cm-! (NCH3 y SCH3), 1625 cm! (C=0 de amida). En el espectro de masas (IE/ID) se
observo el M+ de m/z 323 con un 40% de abundancia relativa, un M+2 del 15% asi como el p.b. del
espectro a una relacion de m/z de 239. El analisis espectroscopico de RMN 'H en DMSO-ds mostro
senales a 1.40-1.43 ppm (m, 2H, H-4"), 1.56-1.62 ppm (m, 4H, H-3',H-5"), 2.71 ppm (s, 3H, S-CH3);
3.03-3.08 ppm (m, 2H, H-2' o H-6"); 3.53-3.58 ppm (m, 1H, H-2' 0 H-6"); 3.66 ppm (s, 4H, N-CH3, H-2'
o H-6'); 7.53 ppm (s, 1H, H-4); 7.64 ppm (s, 1H, H-7).
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7.2.11. 5-Cloro-1-metil-6-[(4-metilpiperidinil)carbonil]-2-(metittio)-1 H-bencimidazol (15)
6-Cloro-1-metil- 5—[(4-me1nlp|pendmil)carbonil] -2-(metiltio)-1H-bencimidazol (16)

f de la amida b

CH.

] a3
Hooc N sch. __CDVACN
>— >——SCH
N/ 3 pnpendlna /

Cl

En un matraz de 3 bocas de 100 mL, seilado con 3 septums, se colocaron bajo condiciones anhidras
3.479 (1.5 equivalentes, 0.021 moli) de 1,1 -carbonildiimidazol, 3.66g (0.0142 mol) de materia prima
(mezcla isomérica de acidos) y 15 mL de AcCN. Inmediatamente, al matraz se le adaptaron un
refrigerante, trampa de humedad, embudo de adicion y termémetro; después se sumergid en un bafio
de agua tibia para que se alcanzara una temperatura de 45-50°C. En un lapso corfo de tiempo se
observd completa disolucion y evolucion de CO; de la mezcla de reaccion. Trascurrida 1 hora se
realizd una CCF la cual mostré una mancha brillante a la luz corta del UV correspondiente a la
formacion del imidazélido intermediario con R<=0.27 (sistema IV). Posteriormente, la mezcla de
reaccion se dejo enfriar a 10°C, después se le incorpordo 3.37 mL (2 equivalentes, 0.028 mol) de
metilpiperidina disuelta en 2.5 mL de AcCN. La mezcla de reaccion se calentd nuevamente a 65°C
por 2%z horas. Terminada la reaccion, la mezcla se concentré en el rotaevaporador hasta sequedad.
el solido formmado se disolvid en 50 mL de AcOEt, se lavd primero con una solucion de HCI al 5%,
luego con una solucidn de NaHCO: al 5% y finalmente con agua salada. Posteriormente la fase
organica se secé con NazSOa anhidroy se lievo a sequedad en el rotaevaporador. De esta forma se
obtuvo 5.0g de una miel altamente viscosa, que analizada por CCF mostré dos manchas con Rn=
0.48 y Rr>= 0.55 (Sistema CHCl:/MeOH 95:5).

5g del producto crudo se separaron por cromatografia de columna flash, donde se utilizé como
sistema de elucién CHCIs al 100% como inicio, luego se cambid la polaridad al 99% (CHCl::MeOH). El
flujo fue de 2 in/min. EI producto de Rr menor (14), se obtuvo como miel con un peso de 1.2g (24%)
mientras que del Ry mayor (compuesto de interés, 15) también se obtuvo como una miel que peso
0.9g (18%). Ambos productos fueron precipitados con éter de petroleo y ciclohexano y éste uitimo
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intentd ser recristalizado de una mezcla de AcCN:EtOH, sin embargo solo se obtuvo un sélido color

crema de p.f. 157.5-158.9 °C.

El analisis espectroscopico de IR en KBr mostré sefiales a 2924 cm' y 2856 cm'? (NCH3 y SCH;3).
1614 cm! (C=0O de amida), 1467 cm ' y 1421 cm' (C=N). La espectroscopia de masas por IE/CG
mostré et M+en m/z de 337 con un 92% de abundancia relativa, un M+2 del 35% y un p.b. de m/z de
239. En el espectro de RMN 'H en DMSO-ds mostro las siguientes sefiales: 0.89 ppm (d, J = 6.3 Hz
3H, CHs en 4'), 0.94-1.14 ppm (m, 2H, H-3' 0 H-5'), 1.43-1.72 ppm (m, 3H, H-4', H-3' 0 H-5'), 2.71 ppm
(s, 4H, S-CHa, H-2' 0 H-6"), 2.87-3.01 ppm (m, 1H, H-2' 0 H-6"), 3.17-3.25 ppm (m, 1H, H-2' 0 H-6"),
3.66 ppm (d, J = 7.5 Hz, 3H, N-CHs), 4.50 ppm (sd, 1H, H2’ o H6’), 7.52 ppm (s, 1H, H-4), 7.63 ppm
(s, 1H, H-7).

7.212. 4-Ac ido-5-amino-2-clorobenzoato de metilo (17)
Reduccion catalitica.

COOCH,
cl H,, Ni-Raney Cl
MeOH
NO,
HN\H/
(@]

En un matraz de hidrogenacion de 500 mL se colocaron 0.5g (0.0018mol) del 4-acetamido-2-cloro-5-
nitrobenzoato de metilo (§), 50 mL de MeOH y 0.125 g (25%) de catalizador Ni-Raney, el cual
previamente fue lavado con agua y MeOH. Una vez colocado el matraz en el sistema de
hidrogenacion, se purgo el aire del matraz por inyeccion de aproximadamente 30 Ib/in2 de hidrogeno
tres veces. La reaccion se inicid inyectando hidrbgeno a una presion de 60 Ibfin2 a temperatura
ambiente. La reaccion se llevé a cabo en 8 horas, hasta que el consumo de hidrogeno cesé. Una CCF
mostré el consumo total de la materia prima (Re= 0.053, sistema | + 2 gotas de NH.OH), por lo que la
mezcla de reaccion fue procesada eliminando el catalizador por filtracién al vacio y el filtrado se
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concentrd en el rotaevaporador, obteniéndose un solido amarilio que inmediatamente fue analizado
por IR, donde se demostréd que era el producto esperado. El producto crudo se utilizé como tal para la

siguiente reaccion.

El espectro de IR en KBr mostro sefiales a 2426, 3357 y 3254 cm! (NH:y NH de la acetanilida), 1699
cm- (C=0 de ester), 1660 cm-' (C=0 de amida), 2951 cm-' (CH: de éster), 1244 cm* (C-O del éster).

7.2.13. 2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo (27)

Estenficacion.

COOH COOCH,
cl (CH,),S0, cl

NaHCO./DMF
NO, NO,

En un matraz bola de 250 mL de 3 bocas, adaptado con termometro, embudo de adicion y
condensador en posicion de reflujo, se disolvieron con agitacion constante 40g (0.1985 mol) del acido
2-cloro-5-nitrobenzoico comercial (26) en 120 mL de DMF a 50 °C en un bafio de agua catiente. A la
solucién se le adicion6 lentamente 33.35g (2 equivalentes, 0.397 mol) de NaHCOs: en suspension
acuosa y posteriormente se verificd que el pH de la mezcla de reaccion estuvieraen7. AestepHy a
60°C se adicionaron gota a gota 27.2 mL (1.5 equivalentes, 0.297 mol) de sulfato de dimetilo y se
dej6 reaccionando por 2% horas a 75°C. Una vez consumida la materia prima, la mezcla de reaccion
se dejo enfriar para posteriormente verterla sobre 800 mL de agua donde se observo un precipitado
color amarillo claro. El solido se separo por filtracion al vacio, se lavo con agua repetidas veces y se
seco al aire dando 41.3g (96.54%) de producto crudo, el cual posteriormente se recristalizo de EtOH,
dando unos cristales amarillos brillantes (91.52%) que en CCF dieron una sola mancha (R~ 0.78,
sistema Il + una gota de acido acético). El punto de fusion determinado fue 67.5-70 °C.

La espectroscopia IR (KBr) mostro las siguientes sefales: 3107 cm-? (C-H aromatico), 2957 cm-! (CHs
de éster), 1731 cm (C=0 del éster), 1525 y 1349 cm-! (NO2 aromatico), 1251 cm! (C-O del éster).
La espectrometria de masas (CG/IE) mostré un M* de 215 con un 25% de abundancia relativa, un
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M+2 de 10% y un p.b. de m/z = 184. La espectroscopia de RMN 'H en CDCIa presento sefales a 4.0
ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.66 ppm (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-3), 8.28 ppm (dd, J; = 8.9 Hz, Jz= 2.7 Hz,
1H, H-4), 8.71 ppm (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-6).

7.2.14, 5-Amino-2-clorobenzoato de metilo (28)
Hidrogenacién catalitica.

OOCH,
Cli H,. Ni-Raney Ci

MeOH, calor
NO,

En un matraz de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 10g (0.0464 mol) del 2-cloro-5-
nitrobenzoato de metilo (27) en 200 mL de MeOH y 2g (20%) de catalizador Ni-Raney; previamente
lavado con agua y MeOH. El matraz se adapto al sistema de hidrogenacion y el aire contenido en el
matraz de hidrogenacion se lavo por inyeccion y expulsion de 30 Ib/in?2 de hidrogeno en tres
ocasiones. La reaccion se inici® inyectando hidrogeno a una presion de 40 Ib/in2. La mezcla se
calentd a 38-40 °C por medio de un redstato. La reaccion se llevé a cabo en 2% horas
consumiéndose 195 Ib/in? de hidrégeno.

Posteriormente, la mezcla de reaccion fue procesada eliminando el catalizador por filtracién al vacio y
el filrado se concentrd en el rotaevaporador dando una miel color café obscura que peso 8.5g
(98.83%). Este producto crudo, el cual dio una mancha principal en CCF R~ 0.46 (sistema Il + 2
gotas de NH4OH), se utilizd como tal para la siguiente reaccion.

La espectroscopia IR realizada en pelicula mostré bandas caracteristicas a 3463 y 3376 cm™ (NH2),
3225 cm? (C-H aromatico), 2951cm-? (CHs de éster), 1722 cm! (C=0O de éster), 1240 cm-! (C-O de
éster). La espectrometria de masas (CG/E) mostré un M+ de 185 con un 100% de abundancia
relativa, asi como un M+2 del 45%. La RMN 'H mostré a 3.79 ppm (s, 3H, CHs de éster), 5.53 ppm
(sa, 2H, desap. con D20, NHz), 6.69 ppm (dd, J;= 8.7 Hz, J2= 2.7 Hz, 1H, H-4), 6.96 ppm (d, J= 3.0
Hz, 1H, H-6), 7.13 ppm (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-3).
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7.215. S-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29)
Acetilacion

COOCH,
Ci Ac,O Ci
- -

NH,

En un matraz bola de 250 mL de una boca, provisto con una cofumna vigreaux y trampa de humedad,
se colocaron 8.5g (0.0.458 mol) de la amina 28, obtenida de la reducciéon anterior (considerandola al
100%). y se tratd en 13 mL de anhidrido aceético. La mezcia se dejo reaccionando a temperatura
ambiente y con agitacion constante. El producto precipitd en la mezcla de reaccion, por lo que se
proceso vertiéndola en agua fria y desintegrando la pasta obtenida. Posteriormente el solido se
separo por filtracion al vacio, se lavdé con agua varias veces dando de esta forma un solido color
crema el cual peso 9.8g (94.0%). El producto en CCF mostré una sola macha (R= 0.614, sistema 1),
eéste se recristalizé de una mezcia de etanol-agua obteniendo unos cristales blancos que pesaron 9.6g
(92.17%).

La espectroscopia IR (KBr) mostré las siguientes bandas: 3345 cm-! (N-H de amida), 3040 cm-1 (C-H
aromatico), 2955 cm! (CHs de éster), 1714 cm-? (C=0 de éster), 1697cm-' (C=0 de amida), 1248 cm"!
(C-O de éster). La espectrometria de masas CG/IE mostré un M* de 227 con un 35% de abundancia
relativa, un M+2 del 15% y un p.b. de m/z = 185. La espectroscopia de RMN 'H en CDCls mostro
seiiales a 2.18 ppm (s, 3H, CH3 de amida), 3.90 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.36 ppm (d, J = 8.7 Hz,
1H, H-3), 7.68 ppm (dd, J1 = 9.0 Hz, J: = 2.7 Hz, 1H, H-4), 7.89 ppm (sa, 1H, desap. con D20, N-H de
amida), 7.94 ppm (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-6).
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7.216. 5-A ido-2-cloro-4-nitrob ato de metilo (30)

Nitracién con mezcla sulfonitrica

COOCH, COOCH,
I
c o  HNOyH,so, C! o

NO,

En un vaso de precipitados de 50 mL, provisto de termémetro y agitacidbn magnética, se disolvieron 4g
(0.0175 mol) del 5-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29) en 8 mL de H2SO4 concentrado, a una
temperatura de 0-5°C; posteriormente, se le adiciono, gota a gota, una mezcla sulfonitrica preparada
como se describe abajo.

La adicion de esta mezcla sulfonitrica al medio de reaccion no se elevd mas de 5°C. Cuando se
consumid aproximadamente la mitad de la mezcla agregada, se realizé una CCF la cual mostré el
consumo total de {a materia prima y la formacion de dos productos en relacion 1:1 Ry= 0.56, Re=
0.68. La mezcla de reaccion finalmente se vertid en agua helada, filtré al vacio, y lavd con agua
repetidas veces hasta su neutralizacion. El solido obtenido, el cual pes6 3.9g (81.39%). se intentd
recristalizar de EtOH, sin embargo, no se logrd conseguir la separacion de los isbmeros. Se realizé
una cromatografia en columna, usando CHClz como medio de elucion para la separacion de los
productos y las fracciones colectadas se analizaron por espectroscopia de RMN.

Mezcla sulfonitrica: 3 mL de H2SOa conc se colocaron en un vaso de precitados de 5 ml. en un bafo
de hielo con sal; de igual forma se colocaron en otro vaso 3 mL de HNOs conc. Cuando ambos acidos
se encontraban a 0°C la mezcla se hizo vertiendo lentamente el H2SO4 sobre el HNO; alcanzando
una temperatura maxima de 5°C. Posteriormente esta mezcla a 0°C se colocd en un embudo de
adicion.
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7.2.17. 5-Bencensulf ido-2-clorob de metilo (33)
Sulfonacion.
COOCH, COOCH; :
Cl PhSO,CI o
NaHCO,/acetona IOI
NH |S|
(o]

En un matraz bola de 150 mL de 3 bocas, adaptado con termoémetro, columna vigreaux y embudo de
adiciéon, se disolvieron 18.84g (0.1015 mol) de la miel obtenida de la reduccidon (considerandola al
100%) en 84.5 mL de acetona R.A. junto con 8.53g (1 equivalente) de NaHCOs. La disolucion se llevo
a cabo a temperatura ambiente, con agitacion constante y se verifico que el pH estuviera en 7. Una
vez disuelto y a esta temperatura se adiciono ientamente 14.28 mL (1.1 equivalentes) de cloruro de
bencensulfonilo. Terminada la adicion se colocé un bafio de agua caliente para elevar la temperatura
entre 40-45°C. La reaccion procedio por 7 horas, donde una vez consumida la materia prima, la
mezcla de reaccion se vertié en 250 mL de agua, posteriormente se filtrd al vacio dando un solido de
color crema, el cual peso 31.3g (94.70%). La CCF dio una mancha opaca a la luz UV, el Rrobtenido
fue de 0.36 sistema (sistema 1). El producto crudo como tal se usé para la siguiente reaccion.

La espectroscopia IR (KBr) mostré las siguientes bandas: 3228 cm-! (N-H de la bencensulfonamida),
2959 cm'! (CHs3 de éster), 1704 cm' (C=0 de! éster), 1601 cm! (R-NH-R), 1312 cm' (R-SO2-N),
1165 cm? (C-O del éster). La espectrometria de Masas CG/IE mostro un M* de 325 con un 94.5% de
abundancia relativa, un M+2 del 35% y un p.b. de m/z = 77 . La espectroscopia de RMN 'H en CDCls
mostré sefiales a 3.88 ppm (s, 3H, CHs de éster), 7.07 ppm (dd, Ji= 8.7 Hz, J>= 2.4 Hz, 1H, H-4), 7.20
ppm (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-6), 7.45 (sa, 1H, desap. con D20, N-H), 7.49-7.52 ppm (m, 1H, H-4'), 7.56
ppm (m, 2H, H-3', H-5"), 7.76 ppm (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-3), 7.85-7.88 ppm (m, 2H, H-2', H-6").
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7.2.18. S-Bencensulfonamido-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (34)
Nitracion con mezcla de nitrato de acetilo.

COOCH, COOCH,
Cl AC,O/HNO,fum Cl

? ?
N—S

(@] o

En un matraz de 25 mL de 3 bocas, adaptado con termémetro, embudo de adicion, columna vigreaux
y trampa de humedad, se disolvieron con agitacién constante 2g (0.0061 mol) del 5-
bencensulfonamida-2-clorobenzoato de metilo (33) en 56 mL (9 equivalentes, 0.054 mol} de
anhidrido acético a una temperatura de 45-50°C. Posteriormente, a una temperatura de 40°C se
adiond, poco a poco, una mezcla de nitrato de acetilo, la cual se prepard vertiendo en frio 5
equivalentes (1.23 mL) de HNO: fumante sobre 5 equivalentes (3.13 mL) de anhidrido acético
contenidos en un vaso de precipitados.

La adicion de la mezcia de nitrato de acetilo al medio de reaccion se lievo entre 40-50°C y una vez
consumida la materia prima, la mezcla de reaccidn se vertid en 20 g de hielo, este se neutralizo con
NaHCOs y se filtré al vacio. E) sdlido obtenido peso 1.5g (75.54%) y se recristalizo de isopropanol
dando unos cristales amarillos brillantes (70.27%) (R~ 0.78 sistema i), con punto de fusion de 147.7-
148°C.

La espectroscopia IR en KBr mostro las siguientes sefiales: 3234 cm-t (N-H de bencensulfonamida),
3119 cm-! (C-H aromatico), 2956 cm-! (CH3 de éster), 1719 cm-' (C=0 de éster), 1614 y 1549 cm™?
(NO2 aromatico), 1353 cmr! (R-SO2-N), 1287.75 y 1171 cm (C-O del éster). La espectrometria de
masas (CG/IE) mostré un M+ de 370 con una abundancia relativa del 82%, un M+2 del 33%, asi
como un p.b. de m/z = 77. La espectroscopia de RMN 'H en CDCl; di6 sefiales a 3.93 ppm (s, 3H,
CHs de éster), 7.53-7.68 ppm (m, 3H, H-3', H-4', H-5", 7.93-7.96 ppm (m, 2H, H-2', H-6"), 7.95 ppm (s,
1H, H-6), 8.74 ppm (s, 1H, H-3), 10.12 ppm (s. 1H, desap. con D20, N-H de la bencensulfonamida).
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7.2.19. 2-Cloro-5-formamidobenzoato de metilo (35)
Formilacién.

COOCH, COOCH,
cl HCcoowAc,0 ¢! o
THF
NH, u)l\H

En un matraz de dos bocas de 100 mL, provisto de rampa de humedad y embudo de adicion, se
disolvieron 4.2g del 5-amino-2-clorobenzoato de metilo (28) en 5 mL de THF. Posteriormente, a
temperatura ambiente, se adicion6 6.4 mL del anhidrido acético-férmico, el cual fue preparado como

se indica abajo.

Cuando ya no hubo presencia de materia prima (R= 0.56, CHChh/MeoH 90:10) , la mezcla de reaccion
se concentrd en el rotaevaporador y el solido se lavé con agua. Finalmente, éste se separd por
filtracion al vacio dando un sélido color rosa palido el cual peso 4.569 (94.33%).

Preparacion del anhidrido acético-formico: En un matraz de dos bocas de 25 mb provisto de trampa
de humedad, septum y sumergido en un bafio de hielo, se colocaron 4.39 mL de Ac20 junto con 1.97
mL de acido férmico. Esta mezcla se dejo reaccionando durante 1% horas con agitacion constante
para que posteriormente fuera colocado en el embudo de adicion de la mezcla de reaccion.

La espectrometria de masas (IE/CG) mostrdé un M+ 213 del 100% y un M+2 del 35%. La
espectroscopia de RMN H (TMS, DMSO-ds) mostré sefales a 3.84 ppm (s, 3H. CHa de éster), 7.51
ppm (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-3), 7.71 ppm (dd, J1= 8.7 Hz, ;= 2.7 Hz, 1H, H-4), 8.11ppm (d, J = 2.7 Hz,
1H, H-6), 8.31 ppm (sd, 1H, CHO), 10.49 ppm (sa, 1H, int. con D20, N-H de formamido).
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7.2.20. 2-Cloro-5-(N-metilacetamido)benzoato de metilo (37)

N-metilacion.

OOCH,
cl (CH,),S0, ci

(o]
N/”\ glima/NaOH
H

En un matraz de 50 mL de dos bocas, acondicionado con un termémetro y condensador en posicion
de reflujo, se disolvieron 3g (0.0131 mol) del 5-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29) en 3.5 mL
de monoglima junto con 1.26 mL de sulfato de dimetilo, a 37-40°C. Posteriormente, a una
temperatura de 32°C se le adicion®, poco a poco un equivalente (0.527g, 0.0131 mol) de NaOH
acuosa al 5%. La primera CCF que se realizé mostrd, ademas del producto, presencia de materia
prima, por lo que se adiciond un equivalente mas de NaOH y un equivalente de sulfato de dimetilo.
La temperatura maxima alcanzada fue de 37°C y la segunda CCF realizada no mostré mas avance .
por o que la mezcla de reaccién se proceso vertiendola en 20 mL de agua; el solido formado, 2.2g .
(73.81%) se separéi por filracion al vacio, y se lavé con agua repetidas veces. El producto crudo, el
cual dio una sola mancha en CCF Rr= 0.52 (sistema ll), se us6 como tal para la siguiente reaccion.

El producto analizado por espectrometria de masas (CG/IE) mostré un M+ de 241 con un 30% de
abundancia relativa, un M+2 del 10% y un p.b. de m/z de 199. La espectroscopia de RMN 'H en
CDCI; mostro sefiales a 1.90 ppm (s, 3H, CHs del acetamido), 3.26 ppm (s, 3H, N-CH3), 3.96 ppm (s,
3H, CHs de éster), 7.27-7.29 ppm (m, 1H, H-4), 7.52 ppm (d, J= 8.7 Hz, 1H, H-3), 7.69 ppm (sd, 1H, H-
6).
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8. CONCLUSIONES.

Después de realizar la sintesis de las dos carboxamidas 1-metilbencimidazolicas y de evaluar su
actividad contra el helminto 7. spiralis y los protozoarios G. lamblia y T. vaginalis, los resultados
alcanzados en el presente trabajo indicaron que tanto la carboxamida 13 como la 15 mostraron buena
actividad antiprotozoaria contra G. /amblia y T. vaginalis, no siendo asi para el caso de la actividad
antihelmintica sobre T. spiralis, ya que no se mostré efecto de los compuestos sobre dicho parasito.

Para probar la primera hipotesis de trabajo, se prepararon tas dos carboxamidas 1-
metilbencimidazélicas (13 y 15) mediante 1a secuencia de sintesis senalada en el Esquema 1. La
sintesis de los intermediarios se llevdé a cabo con rendimientos aceptables, aunque en las altimas
reacciones (metilacion, hidrolisis y formacion de amidas) disminuyo el rendimiento por problemas de
purificacion, ya que al existir los compuestos como mezclas de isémeros, involucrd su separacion por
medio de cromatografia en columna flash dando rendimientos muy pequefios. Una de las primeras
cosas a demostrar fue si los compuestos 13 y 15 presentaban actividad antiheimintica al evitar el
efecto tautomérico que sufre el anillo de bencimidazol; los resultados seiialaron que ambos
compuestos no mostraron reduccion de la capacidad metabolica de T. spiralis, comprobando con ello
la ausencia de actividad antihelmintica sobre este parasito y con ello se puede descartar la hipotesis
inicialmente planteada. Con estos resultados de este experimento y comparando con sus analogos
1H-bencimidazoles, ademas se comprobo que el metilo en la posicion 1 no es requerido para la

actividad antiheimintica.

Por otra parte, con la introduccién de un grupo metilo en la posicion 1, ademas de anclar la molécula y
observar el efecto antihelmintico, también se esperaba que las dos carboxamidas (13 y 15) tuvieran
actividad antiprotozoaria, como se ha observado con otros compuestos bencimidazolicos 1-metilados
sintetizados en nuestro laboratorio. La técnica de subcultivos, fue la manera en como se obtuvo los
resultados de actividad antiprotozoaria, ya que mediante los datos de 1Cso se demostrdo que ambas
carboxamidas (13 y 15), tuvieron actividad contra los protozoarios G. lamblia y T. vaginalis,
comprobando con ello la segunda hipdtesis planteada.




Conclusiones

En el caso de la actividad antiprotozoaria contra el parasito G. lamblia, se demostro que la
carboxamida 15 fue mas eficaz que la carboxamida 13, y en la actividad contra 7. vaginalis, se
demostro que la carboxamida 13 fue mas activa que la 15. Al comparar lo resultados obtenidos para
G. lamblia con otros derivados 1-metilados (recién evaluados en la unidad del IMSS), se observo que
la relacion estructural preferida para la actividad fue la 1,6 la cual mostré mejores resultados. Por otra
parte, los resultados obtenidos con 7. vaginalis se compararon con otfos compuestos 1-
metilbencimidazolicos con diversos sustituyentes en la posicion 2 (Tabla S), donde se demostro que
los compuestos preparados en este trabajo (13 y 15), fueron mas efectivos que los previamente

sintetizados en nuestro laboratorio.

Con lo que respecta a la parte de sintesis o preparacion de los compuestos de interés (13 y 15), es de
importancia también notar que se propusieron secuencias de sintesis alternas para la obtencion dei
compuesto N-metilado, con la finalidad de evitar el efecto tautomérico del anillo de bencimidazol, sin
embargo ninguna condujo a la formacion de este compuesto, por lo que los compuestos finales se
obtuvieron como mezclas isoméricas y separados por cromatografia en columna flash.

Finalmente, es importante resaltar, que para haber obtenido los resultados presentados en este
trabajo, todos lo compuestos (tanto intermediarios como productos finales) tuvieron que ser
purificados empleando las técnicas de cromatografia en columna, cromatografia en capa fina,
cromatografia preparativa y recristalizacion simple, ademas de ser caracterizados mediante sus
propiedades fisicas mas importantes como punto de fusion, Rr y por métodos espectroscopicos
(RMN, IR) y espectrometria de masas. Ademas es importante sefialar que con la preparacion de
estos compuestos, se adquirio experiencia en el laboratorio experimental para la obtencion de

moléculas nuevas de interés medicinal.
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ESPECTRO No. 30. RMN 'H (TMS, DMSO-ch} ppm: 5-CLORO- 1-METIL-2METILTIO-6-{{1-PIPERIDINILICARBONIL}- 1HBENCIMIDAZOL (13)
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ESPECTRO No. 34. IR {KBs) em': 5-CLORO-1-METIL 8 {{4-METILPIPERIDINILICARBONIL]-2{METILTIO}-1H-BENCIMIDAZOL {15)
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ESPECTRO No. 32, EM (IECG) mi; 5-CLORO-1-METIL-6-{(4 METILPIPERIDINIL)CARBONIL}-2-(METILTIO)-1H-BENCIMIDAZOL (15)
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Espectro No. 33, RMN 'H (TS, DMSO-dg) ppm: 5-CLORO-1-METIL-6-{(4 METILPIPERIDINIL)CARBONIL}-2-{METILTIO)-1H-BENCIMIDAZOL (15)
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