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RESUMEN

En este trabajo se describe el disefio, sintesis y evaluacién antiparasitaria de los
siguientes derivados del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol: 5(6)-(propiltio)- (1); 5(6)-
(propilsulfinil)-  (2); 5(6)-(feniltio)- (3); 5(6)-(fenilsulfinil)- (4); 5(6)-benzoil- (5); 5(6)-
(trifluorometil)- (6); 5(6)-(2,3-diclorofenoxi)- (7); 1-metil-5-(propiltio)- (8); 1-metil-5-
(propilsulfinil)- (9); 5-(feniltio)-1-metil- (10); 5-(fenilsulfinil)-1-metil- (11); 5-benzoil-1-metil-
(12); 1-metil-5-(trifluorometil)- (13); 5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil- (14); 1-metil-6-(propiltio)-
(15); 1-metil-6-(propilsulfinil)- (16); 6-(feniltio)-1-metil- (17); 6-(fenilsulfinil)-1-metil- (18); 6-
benzoil-1-metil- (19); 1-metil-6-(trifluorometil)- (20); y 6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil- (21).

La estructura de estos compuestos se determiné por los datos de los espectros de IR,
RMN 'H, RMN *C y masas.

Los compuestos preparados en este estudio se sometieron a pruebas de susceptibilidad
in vitro contra el protozoario intestinal Giardia lamblia, el protozoario del tracto urogenital
Trichomonas vaginalis, y los helmintos Trichinella spiralis y Caenorhabditis elegans. El
efecto de los compuestos mas activos se observd mediante técnicas de microscopia
electronica de transmision.

Los compuestos 6, 7, 11, 14, 21 tuvieron actividad del orden nanomolar contra G. lamblia
y fueron 2, 22, 13, 41 y 19 veces mas potentes que el metronidazol (medicamento de
eleccion para esta protozoosis), respectivamente. Los compuestos 10, 12, 13 y 19
mostraron actividad similar a la del metronidazol. Los compuestos 1, 3, 4, 5 y 15 tuvieron
actividad moderada, mientras que los compuestos 2, 8, 9, 16 17, 18, 20 no mostraron
actividad apreciable.

En relacion con T. vaginalis se observé el siguiente patron de actividad: los compuestos 9,
10, 11, 14, 21 fueron 4, 2, 4, 13 y 2 veces mas activos que el metronidazol, mientras que
los compuestos 6 y 8 mostraron valores similares al presentado por el metronidazol.

Los compuestos 1, 4, 7 fueron 10, 3 y 6 veces mas activos que el albendazol; los
compuestos 2, 3, 13, 15 tuvieron actividad similar a este farmaco, en tanto que los
compuestos restantes no observaron actividad significativa.

En cuanto a la determinacién del efecto de los compuestos frente a la larva muscular de
T. spiralis, solo el compuesto 14 redujo la viabilidad de la larva con mejores resultados
que el albendazol (medicamento de eleccién para las helmintiosis). Este compuesto

redujo al 80% la viabilidad de la larva muscular de T. spiralis a la maxima concentracion



probada (1.88 uM), mientras que el albendazol la redujo al 67%. El compuesto 14 redujo
en 38% la viabilidad de C. elegans a la concentracién de 1 uM; mientras que el
mebendazol no mostré reduccion alguna a esta concentracion.

El compuesto regioisomérico 21 fue igual de eficaz que el albendazol contra T. spiralis, los
demas compuestos mostraron tener menor actividad; sin embargo, todos ellos tuvieron un
comportamiento dosis-respuesta favorable, destacando el compuesto 15.

Los resultados obtenidos muestran que el compuesto 14 tuvo un amplio espectro de
actividad contra los protozoarios y helmintos probados. Este compuesto fue 40 y 13 veces
mas activo que el metronidazol contra G. lamblia y T. vaginalis. Asimismo, mostré ser
igual de activo que el albendazol contra G. lamblia, pero 204 veces mas efectivo contra T.
vaginalis. Los resultados de toxicidad aguda para el compuesto 14 mostraron una DL s
mayor de 500 mg/kg en ratas. Este compuesto sera utilizado como prototipo para generar
otras moléculas activas mediante el estudio de las relaciones cuantitativas estructura-
actividad y disefo de farmacos asistido por computadora.

La relacion estructura-actividad antiparasitaria revela una clara influencia de las
propiedades electronicas, estéricas y del patron de sustitucion en el anillo bencimidazolico

para generar una buena actividad biolégica.



ABSTRAGT

In this thesis are described the design, synthesis and antiparasitic activity of the following
2-(trilfuoromethyl)-1H-benzimidazole derivatives: 5(6)-(propylthio)- (1); 5(6)-
(propylsulfinyl)- (2); 5(6)-(phenylthio)- (3); 5(6)-(phenylsulfinyl)- (4); 5(6)-benzoyl- (5); 5(6)-
(trifluoromethyl)- (6); 5(6)-(2,3-dichlorophenoxy)- (7); 1-methyl-5-(propylthio)- (8); 1-methyl-
5-(propylsulfinyl)- (9); 1-methyl-5-(phenylthio)- (10); 1-methyl-5-(phenylsulfinyl)- (11); 5-
benzoyl-1-methyl (12); 1-methyl-5-(trifluoromethyl)- (13); 5-(2,3-dichlorophenoxy)-1-
methyl- (14); 1-methyl-6-(propylthio)- (15); 1-methyl-6-(propylsulfinyl)- (16); 1-methyl-6-
(phenylthio)- (17); 1-methyl-6-(phenylsulfinyl)- (18); 6-benzoyl-1-methyl- (19); 1-methyl-6-
(trifluoromethyl)- (20); and 6-(2,3-dichlorophenoxy)-1-methyl- (21).

All compounds were consistent with by m.p., IR, '"H NMR, >*C NMR, mass spectrometry
and elementary analyzes data.

Compounds synthesized in this work were tested in vitro against the protozoa Giardia
lamblia and Trichomonas vaginalis, and the helminths Trichinella spiralis and
Caenorhabditis elegans. The effect of the most potent compounds was determined by
transmission electron microscopy.

Compounds 6, 7, 11, 14, 21 had nanomolar activity against G. lamblia; they were 2, 22,
13, 41 y 19 times more potent than metronidazole (the drug of choice for protozoosis),
respectively.

In relation to T. vaginalis, compounds 9, 10, 11, 14, 21 were 4, 2, 4,13 y 2 times more
potent than metronidazole.

The anthelminthic test against T. spiralis muscular larvae showed that only compound 14
diminished the viability of this helminth, better than albendazole (the drug of choice for
helminthiosis). Its regioisomeric isomer 21 showed the same efficacy as albendazole. The
rest of the compounds were less active than albendazole, but all of them showed a doses-
response behavior.

The results obtained show that compound 14 had a wide antiparasitic spectrum against
protozoa and helminths tested. This compound was 40 and 13 times more active than
metronidazole against G. lamblia and T. vaginalis. Also, It showed the same activity as
albendazole against T. vaginalis, but 204 times more potent. The anthelminthic activity of

compound 14 was better than albendazole. It decreased 80% the viability of T. spiralis.

i1



Against C. elegans, it decreased the 38% of viability, tested at 1 uM. Mebedazole was
used as positive control, and it had no activity at this concentration.

The acute toxicity in rats showed by this compound was measured, the LD s, was over 500
mg/K.

The antiparasitic structure-activity relationships revealed a clear influence of the electronic
and steric properties of the substituents, as well as the and the substitution pattern of the
benzimidazole ring.
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Estructuras de los compuestos disefiados y sintetizados en esta tesis



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las parasitosis gastrointestinales son uno de los principales problemas de salud
publica en todo el mundo; especialmente en paises en vias de desarrollo, en los
que se encuentra México.! Dentro de estas infecciones, las protozoosis y las
helmintiosis tienen altos indices de morbilidad y mortalidad, debido a las diarreas
severas e infecciones invasivas que estos parasitos causan. De acuerdo a
estimaciones de la OMS, mas de la mitad de la poblacion mundial padece de
alguna infeccién parasitaria causada por helmintos y protozoarios.'

La terapia actual para el tratamiento de algunas protozoosis es efectiva. Los
farmacos de eleccion son nitroderivados, como el metronidazol, la furoxona y
recientemente, la nitazoxanida. Sin embargo, la mayoria de estos agentes
terapéuticos tienen efectos secundarios severos, como generacion de estrés
oxidativo, mutaciones y cancer.>* En el caso de las helmintiosis, los farmacos de
eleccion son los bencimidazol-2-carbamatos (BC), como el albendazol (ABZ) y el
mebendazol (MBZ). Aunque estos farmacos no tienen efectos secundarios
severos, su uso estd limitado al tratamiento de parasitdésis del tracto
gastrointestinal. Si bien los BC también se usan para el tratamiento de las
helmintiosis sistémicas, como la trichinellosis y la neurocisticercosis,” debido a su
alta polaridad, pobre absorcién y baja biodisponibilidad, los tratamientos son
prolongados (> 3 meses) y requieren altas dosis (2 7 mg/kg).®

El uso antiparasitario de los nitroderivados y BC se ve seriamente amenazado por
el desarrollo de resistencia por parte de los parasitos a este tipo de farmacos.”®
Considerando la alta prevalencia de las enfermedades causadas por parasitos, las
cualidades antiparasitarias de los nitroderivados y BC, asi como sus desventajas,
es necesario la creacion de nuevas moléculas que posean mas ventajas que las
ya conocidas, para su uso en la terapia de las enfermedades parasitarias en

humanos y animales.
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Con la intencién de contribuir a la solucidbn de esta problematica, a través de
obtener informacion basica sobre los requerimientos estructurales para la actividad
antiparasitaria en protozarios y helmintos, en este proyecto de tesis se disefaron,
sintetizaron y se evalu6 el potencial antiparasitario de 21 nuevos derivados del 2-

(trifluorometil)-1H-bencimidazol.®
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1. ANTECEDENTES

1.1.  Los bencimidazoles como sustancias biolégicamente activas

El nacleo bencimidazélico es reconocido como un heterociclo versatil en la
investigacion quimico-farmacéutica debido a su amplio espectro de actividad
bioldgica (antifingica, antiparasitaria, antiviral, antimicrobiana).'’ 23

El descubrimiento en 1961 de un derivado bencimidazolico, el tiabendazol,
como farmaco antiparasitario, abri®6 una nueva era en el tratamiento de las
enfermedades gastrointestinales causadas por helmintos. Sin embargo, el
tiabendazol es facilmente metabolizado por hidroxilacién aromatica, generando el
5-hidroxitiabendazol, el cual posee una vida media de 11 minutos en ratas,
reduciendo asi la efectividad del farmaco.'® 2
Diversas modificaciones estructurales realizadas al tiabendazol dieron lugar a una
nueva generacion de compuestos antihelminticos utilizados en medicina humana y
veterinaria, conocidos como los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, de los
cuales el albendazol y el mebendazol son los mas representativos de este grupo
(Tabla 1)."

Tabla 1. Bencimidazoles utilizados en la terapéutica

R2
Nombre Genérico R4 R2 R3
tiabendazol 4-tiazolilo -H -H
cambendazol 4-tiazolilo -H -NHCOOi-Pr
carbendazim -NHCOOCH; -H -H
benomil -H -CONHn-Bu -H
parbendazol -NHCOOCH; -H n-Bu
mebendazol -NHCOOCH; -H -COCgHs
fenbedazol -NHCOOCH; -H -SCgHs
albendazol -NHCOOCHj3 -H -S n-Pr
oxifendazol -NHCOOCHj3 -H -O n-Pr
ricobendazol -NHCOOCH; -H -SOn-Pr
triclabendazol -SCHj -H -0OCgH3-2,4-Cly
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En la actualidad, el albendazol se ha caracterizado por ser el bencimidazol con el
espectro antihelmintico mas amplio. En dosis unicas de 400 mg, ha sido efectivo
contra casi todas las infecciones intestinales ocasionados por nematodos vy
cestodos. Se ha reportado también que el albendazol muestra actividad contra
protozoarios como Giardia lamblia, siendo aun mas efectivo que el metronidazol,

aunque muestra una escasa actividad contra Entamoeba histolytica.*®

1.2. Relaciones de Estructura-Actividad en los bencimidazoles

Los sitios en donde se han llevado a cabo las principales modificaciones

moleculares en el nicleo bencimidazélico se presentan en la Figura 1.

Sitio C: Cambios en el
patron farmacoférico y Sitio B: Cambios en la naturaleza
volumen estérico de la de los sustituyentes de la posicion 2

posicion 5(6) "
\\5 N 3 /

6
N
7 |1
/ H \
Sitio D: Cambios en la Sitio A: Sustitucion del atomo
naturaleza molecular del de hidrégeno en la posicion 1

anillo bencimidazdlico

Figura 1. Sitios de modificacién molecular en los bencimidazoles antihelminticos

1.2.1. Modificaciones en el sitio A

La naturaleza nucleofilica del nitrégeno de la posicion 3 ha sido utilizada
para preparar una enorme cantidad de 1-alquil, aril, acil y arilalquil bencimidazoles,
con la intencién de entender el papel que desempena el atomo de hidrogeno en la

actividad antihelmintica.'® 2*

1.2.2. Modificaciones en el sitio B
Debido a que la naturaleza del sustituyente en la posicion 2 del

bencimidazol desempefia un papel importante en el perfil antihelmintico de la
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molécula resultante, se han realizado una gran variedad de modificaciones

estructurales en esta posicion.'% 24

1.2.3. Modificaciones en el sitio C

La presencia de un grupo farmacoférico en las posiciones 5(6) de los
bencimidazoles 2-sustituidos es un factor importante para determinar el perfil
biolégico de estos compuestos. Los sustituyentes en estas posiciones previenen

que la molécula sufra de metabolismo oxidativo y pierda actividad.'® 2*

Sitio C

-
\ Sitio B

-H
-Cl -H
(2-naftoxi)- R, & 3 -CH,
(4-metilpiperidinil)carbonilo-| " N, -NH

2 2o g & i 2
piperidinilcarbonilo- \>_R4ﬁ _SH
piperazinilcarbonilo- $ N -SCH
aminocarbonilo- Ry s | ‘ 3
N-metilaminocarbonilo- R -CF,
N,N-dimetilaminocarbonilo- P \\‘NHC02CH3
N-etilaminocarbonilo- Sitio A
N, N-dietilaminocarbonilo "H, -CH,

Figura 2. Derivados bencimidazélicos con actividad antiparasitaria

Estudios recientes realizados en el departamento de Farmacia de la
Facultad de Quimica, UNAM y el IMSS Centro Médico siglo XXI, sobre la actividad

253" mostraron los

biolégica de 40 derivados bencimidazolicos (Figura 2),
siguientes resultados:
. Contra los protozoarios Giardia lamblia y Entamoeba histolytica, la
mayoria de los compuestos fueron mas activos que el metronidazol y
albendazol; especialmente cuando Ry y R =H o Cly Rs = CF3 0 SCHs.
. Contra el helminto Trichinella spiralis, la actividad fue equiparable a
la del albendazol en los compuestos con Ry y R, = Cl, y fue superior cuando

Ry Rz = naftoxi y Rz = CHa.



ANTECEDENTES

o Tambien se determind, por microscopia electronica y estudios de
union a tubulina, que el mecanismo de accion de los 40 derivados es
diferente al de los CB, excepto para aquellos en donde Rz = H y Ry =
NHCO,CHjs.

1.2.4. Modificaciones en el sitio D
El reemplazo del NH del nucleo bencimidazolico por S u O para formar
benzotiazoles y benzoxazoles (Tabla 2) respectivamente, disminuye la actividad

antiparasitaria.z“' 82,5

Tabla 2. Benzoxazoles sintetizados como analogos del bencimidazol

R, N

N\
g

R, O

A
)

R3

CHa
NH>
NHCOOCH;
H
SH
SCH3
CF3
CHj3
NH>
NHCOOCHS;
H
SH
SCH3
CF3

SNORCNOROR @S Bu sfbe sfle e s s ffu | P2
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1.2.5. Resumen de la relacion estructura-actividad
Los bencimidazoles tienen 6 sitios susceptibles de modificacién molecular,
1024 w5 i3 z o - s
“" cuyo cambio influye en el comportamiento de la actividad antihelmintica, como

se ilustra en la Tabla 3.

Tabla 3. Relaciones estructura-actividad antihelmintica de bencimidazoles
F E D C B

SITIO DE MODIFICACIONES COMENTARIOS
CAMBIO ESTRUCTURALES

R,=H, Me, COR, Ar, Usualmente la presencia de H es requerida, pero no

G CH,OA, (CH,).R. etc. esencial
La actividad obtenida puede ser muy buena con los
carbamatos (Rs = OMe, OEt, OPr), de moderada a
B R; = OMe, OEt, OPr, buena, con los derivados acilicos (R3 = Me, Et) y ureas
Me, Et , NRR’ (Rs = NRR’). La actividad mostrada por el
triclabendazol, requiere un SCH; en la posicion 2 del
bencimidazol

Reemplazo de un La presencia del grupo guanidino es necesario para la

atomo de N por O, S, o actividad antihelmintica. El reemplazo de los nitrdgenos

G CH, endo y exo por atomos de oxigeno, azufre o carbono,
disminuye la actividad

D Insercion de un atomo  Pobre actividad antihelmintica
de N en el anillo

E X=0,8, S0, S0,, Papel importante en la selectividad contra helmintos
0OSO0, CO, CONH, intestinales y sistémicos
NHCO, CH,
F R4 = alquilos, Como el sitio E, éste es crucial para determinar el perfil

cicloalquilos, alquenos, antihelmintico de los bencimidazoles

arilos z heteroarilos
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1.3. Mecanismos de accion antihelmintica de los bencimidazoles.

1.3.1. Inhibicion del metabolismo de glucosa

La enzima fumarato reductasa, unida a la membrana mitocondrial y
responsable de convertir el fumarato a succinato, juega un papel importante en el
metabolismo anaerobio de la glucosa de varios helmintos. La inhibicion de esta
enzima ha sido considerada como un obstaculo para el suministro de energia del
helminto, lo que desencadena la paralisis del mismo. Ademas, esta enzima se
encuentra unicamente en el parasito, y por lo tanto, proporciona un excelente
blanco de ataque en quimioterapia (Figura 3).8‘ R4
1.3.2. Inhibicion de la incorporacion de glucosa

El mebendazol bloquea directa e irreversiblemente la captura de glucosa
por helmintos. Se ha observado in vitro e in vivo una disminucién del contenido de
glucdégeno en el parasito; al no poder utilizar la glucosa exdgena, disminuye la
formacion de ATP indispensable para la actividad y reproducciéon del parasito,
produciéndole inmovilizacién y muerte. Sin embargo, el mebendazol a dosis
elevadas no afecta el metabolismo de la glucosa de los mamiferos.® '% %
1.3.3. Inhibicién de la polimerizacién de tubulina

El albendazol y otros bencimidazoles actian produciendo la desaparicion
selectiva de microtibulos citoplasmaticos de células tegumentarias e intestinales
de los helmintos, y alteran la secrecion de acetilcolinesterasa, el consumo de
glucosa y agota el glucagén, produciendo primero la inmovilizacion del parasito, y
posteriormente, la muerte. Se ha sugerido que para que los bencimidazol 2-
carbamatos ejerzan su efecto sobre la tubulina, éstos deben poseer un hidrégeno

en la posicién 1 del heterociclo.® ' ¢

REHLIA INHIBICION DE LA RECAPTACION DE GLUCOSA,

! . LA ACTIVIDAD DE FUMARATO REDUCTASA 'Y
REHINEROGS T OTROS PROCESOS BIOQUIMICOS

MICROTUBULOS
TRANSTORNOS

DISMINUCION BIOQUIMICOS
DE LAS FUNCIONES
CELULARES

REDUCCION DE LA SECRECION T o e MUERTE O EXPULSION DE HELMINTOS
DE ACETILCOLINESTERASA REDUCIDA

Figura 3. Mecanismo de accion de los bencimidazoles antihelminticos
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1.4. Actividad biolégica de 2-haloalquilbencimidazoles

Los derivados halogenados de los bencimidazoles poseen un interés
especial dentro de la investigacion quimico-farmacéutica. Pertenecientes a esta
clase de compuestos, los 2-haloalquilbencimidazoles, particularmente los
sustituidos en la posicion 2 por un grupo trifluorometilo, han sido sintetizados y
evaluados mostrando un amplio espectro de actividad biolégica, que a
continuacion se discute.
1.4.1. Actividad herbicida

Los compuestos 4,5,6,7-tetracloro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1) y 4-
cloro-6-nitro-2-(triflluorometil)-1H-bencimidazol (ll), poseen actividad herbicida
debido a que inhiben el proceso fotosintético mediante el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias.>*

Cl Cl

N N
Y—cF, H—cF,
) ON 1

Cl H H

Cl
Cl

1.4.2. Actividad antihelmintica

El compuesto | mostré6 buena actividad in vivo contra los nematodos
Ancylostoma caninum, Haemonchus contortus y Ascaris suum, asi como contra el
trematodo Fasciola hepatica, en borregos, perros y ratas con dosis orales de 0.1-5
mg/kg.>*>" De manera similar, una solucién al 5% de 7-(dietilsulfamoil)-4,5,6-
tricloro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (lll) en dimetilsulfoxido-alcohol amilico
(1:4), causé el 99-100% de reduccién de F. hepatica en higado de borrego,
administrado en dosis de 100-200 mg/kg; la misma actividad fue observada para el

compuesto IV.

SO,N(EY), Cl
Cl N Cl N
S—cF, —er,
N
Cl 5 ,
c H ci CON
I \%
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1.4.3. Actividad antibacteriana

Los nucledsidos 5,6-dicloro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol-1-4-D-
ribofurandsido (V) y 5,6-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol-1-4-D-
ribofurandsido (VI) fueron altamente activos cuando se probaron contra cepas de
Staphylococcus aureus, y moderados contra enterobacterias (Escherichia coli,

Proteus vulgaris), reduciendo la carga bacteriana hasta en un 80%.%°

Cl N H,C N
jij[ S—cF, H S—cr,
cl o N H,C o N
HO HO
HO  OH HO  OH
\V} Vi
1.4.4. Actividad antifungica
Los compuestos 5,6-dinitro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (VII) y 4,5,6-

trinitro-2-(trifluorometil)bencimidazol (VIIl) mostraron actividad antifingica contra
Candida albicans, Aspergillus fumigatus y Rhizopus spp, revelando cambios en la
morfologia de las colonias fungicas e inhibiendo el crecimiento del micelio y la

pigmentacion de las conidias a concentraciones de 0.5-15 pg/mL.*’

O,N N & N
:ij[ S—CcF, S—CF,
O,N N F 5
H F H
Vil viil

1.4.5. Actividad citotéxica
Recientemente se ha reportado que los compuestos 4,5,6,7-tetrabromo-2-
(heptafluoropropil)bencimidazol (IX) y 4,5,6,7-tetrabromo-2-(nonafluorobutil)

bencimidazol (X) inhiben a la enzima proteincinasa CK2 a concentraciones de 1.28

10
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y 1.48 uM, respectivamente. Esta enzima se encuentra relacionada con el

desarrollo de linfomas.*?

Br Br
Br N Br N
—CF,CF,CF, — CF,CF,CF,CF,
Br rT[ Br |
Br H Br H
X X

1.4.6. Actividad dopaminérgica

Los compuestos Xl y XII fueron sintetizados como bioisésteros ciclicos de la
3-hidroxifenoxietilamina (XIIl), una sustancia agonista de los receptores D, de la
dopamina, y utilizada principalmente para el tratamiento de la esquizofrenia. Las
afinidades mostradas por estos compuestos (K;) a los receptores D, fueron de 0.18
nM y 5.75 nM, respectivamente. Estas sustancias podrian tener utilidad como

agentes antipsicéticos.*?

F.C

>=N H““N Ay

F,C
Ho
#N N N
<N \) g A0 \.)
Readincodihes
Xl

Xl Xill

1.4.7. Actividad antiprotozoaria

La actividad antiprotozoaria de derivados halogenados del 2-(trifluorometil)-1H-
bencimidazol y 2-(pentafluoroetil)-1H-bencimidazol ha sido investigada
recientemente.** Los valores de Clso contra los protozoarios Giardia lamblia,

Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis se muestran en la Tabla 4.

11
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Tabla 4. Bencimidazoles con actividad antiprotozoaria

Br
Br N Cl N Br N
S—cF, U H—c,F, H—c,F,
Br \ i N Br N
H H Br H
XIv XV XVI
COMPUESTO G. lamblia E. histolytica T. vaginalis
Clso (uM Clso (uM Clso (UM
XIv 0.12 0.44 0.22
XV 0.56 0.21 0.30
XVI 0.023 0.23 10.1
albendazol 0.038 56.30 1.60
metronidazol 1.20 0.35 0.22

El derivados polibromados XIV y XVI, mostraron buena actividad contra G. lamblia,
sin embargo, estos compuestos pueden poseer actividades toxicas debido a la
presencia de los atomos de bromo en la molécula.

Para obtener mayor informacion sobre los requerimientos estructurales
necesarios para la actividad antiprotozoaria mostrada por esta familia de
compuestos, se sintetizaron y evaluaron 7 nuevos derivados halogenados del 2-

(trifluorometil)-1H-bencimidazol (XVII-XXIII),* los cuales se presentan en la Tabla
5.

12



ANTECEDENTES

Tabla 5. Susceptibilidad de los protozoarios a los compuestos XVII-XXIII
R1

N
Lo
R, T
R,
e e ——— — ——
COMPUESTO R4 R, Rs G. lamblia E. histolytica
Clso (uM Clso (1M
XVII H H H 0.017 0.069
XVIII Cl Cl H 0.078 0.011
XIX Cl H H 1.282 0.022
XX H H CHs; 0.064 0.040
XXI Gl Cl CH3; 0.260 0.033
XX Cl H CH; 0.042 0.046
XX H Cl CHs; 0.127 0.008
albendazol 0.037 56.33
metronidazol 1.220 0.350

Todos los compuestos sintetizados fueron mas efectivos in vitro contra trofozoitos
de G. lamblia y E. histolytica, que el farmaco de eleccién para protozoosis: el
metronidazol. El albendazol mostré una gran actividad contra G. lamblia, pero
escasa contra E. histolytica, concordante con lo que se ha publicado

anteriormente.?®

1.5. Protozoarios y helmintos como modelo biolégico para la evaluaciéon
de compuestos con actividad antiparasitaria
Dadas la caracteristicas de ciclo de vida, cultivo in vitro y los sintomas
asociados con la enfermedad que pueden ser reproducidos en animales de
experimentacion, se han utilizado a los siguientes helmintos y protozoarios como
modelos para el estudio de nuevos agentes antiparasitarios:
El helminto Trichinella spiralis, agente etiolégico de la triquinelosis, una
enfermedad helmintica zoondtica vy tisular, que se presenta como resultado de la
ingestion de carne de cerdo cruda o mal cocida, infectada con larvas enquistadas.
Los organismos adultos de T. spiralis se localizan en el intestino del hospedero y a

partir del quinto dia se liberan larvas recién nacidas, las cuales alcanzan la

13
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circulacion sanguinea penetrando finalmente células musculares, en donde se
desarrolla la larva infectiva, que puede permanecer en el hombre por tiempo
indefinido.*® Se estima que 11 millones de personas pueden estar infectadas a
nivel mundial.*

Giardia lamblia, un parasito protozoario del intestino delgado, es responsable de la
giardiosis en el hombre. A pesar de que esta infeccion se presenta con
manifestaciones clinicas caracteristicas, en muchas ocasiones puede cursar
asintomatica. Estudios realizados recientemente en nuestro pais muestran una
alta incidencia de giardiosis asintomatica, principalmente en nifios. Se ha sugerido,
que G. lamblia puede producir retraso en el crecimiento.*® Este protozoario afecta
a casi 280 millones de personas en el mundo, mientras que en México se reportan
alrededor de 40 000 casos anualmente.*®

Trichomonas vaginalis es un protozoario trasmitido por contacto sexual. No existe
el quiste en el ciclo de vida, asi que la transmisién es via trofozoito. La
tricomoniosis es una enfermedad que afecta tanto al hombre como a la mujer. Los
organismos viven en la vagina, cuello del Utero, uretra y vejiga de las mujeres, y
en la uretra y prostata de los hombres. Es mas coman en las mujeres sexualmente
activas y el 90% de sus parejas también se infectan. Los sintomas en los hombres
no van mas alld de una ocasional secrecion uretral y una sensacioén de ardor al
orinar. Las mujeres tienen una ofensiva secrecion vaginal de color amarillo,
irritacién y comezoén en la vagina y perineo, ademas de ardor al orinar.*’

La amibiosis es una enfermedad causada por el protozoario Entamoeba
histolytica. Se calcula que existen 500 millones de personas en el mundo
infectados por amibas, las cuales se pueden localizar en la luz y pared del
intestino grueso. Tienen la capacidad de invadir los tejidos, por lo que es factible

encontrarla en érganos como intestino, higado y piel.*’

1.6. Métodos sintéticos para preparar 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles
La reaccién de Phillips ha sido empleada generalmente para preparar varios
2-alquilbencimidazoles.*® Esta se basa en el tratamiento de la 1,2-fenilendiamina

(XXIV) con diferentes acidos carboxilicos, utilizando acido clorhidrico diluido. La
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reaccion también ha procedido cuando se trataron las 1,2-fenilendiaminas con
ésteres, amidas, cloruros de acido, anhidridos, nitrilos, iminoéteres y aldehidos
(Esquema 1).4°
I
S _EtOH, HCI
R OEt
O s
I R—=N
XXIV

\XX\IV \ XXIV

) N
J_L XXIV £ |/ \>—R XXIV J—L

R OH \‘“Hrlq
H

RJ\NH ] o j\ j\

XXIV = @[W R/U\C‘

Esquema 1. Rutas sintéticas para la preparacion de 2-alquilbencimidazoles

La sintesis de 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles (Esquema 2) se basa en la
reaccion de condensacion de 1,2-fenilendiaminas sustituidas (XXIV) con acido
trifluoroacético y acido clorhidrico acuoso. Alternativamente, la o-nitroanilina
sustituida (XXV) puede ser tratada con anhidrido trifluoroacético para dar la
correspondiente nitrotrifluoroacetanilida (XXVI), la cual, posteriormente, es
sometida a un proceso de reduccién catalitica, utilizando hidrégeno y Pd/C,

generando el correspondiente 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol.**>*
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NEL, CF,COOH N\
R — R CF
HCI 4N >_ 2

NH N

XXIV H
PdIC, H, Bl
NH NHCOCF
R1 - R‘i
-
NO, NO,
XXV XXVI

Esquema 2. Sintesis reportada de 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles

Estos compuestos también pueden ser obtenidos con buenos rendimientos
utilizando la 1,2-fenilendiamina monotrifluoroacetilada (XXVII), montmorilonita K10
(silicato de aluminio y magnesio hidratado), en condiciones anhidras y bajo
irradiacion de microondas por un periodo de 10 minutos, como lo muestra el

Esquema 3.*
H

R? NHCOCF, ., R N
:C[ Microondas jij: />—CF3
R1 NH R1 N

2

XXVII

Esquema 3. Sintesis de 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles usando microondas

La técnica de inversion electroquimica dipolar también ha sido utilizada para
generar los 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles a partir de amidinas (XXVIII).>> *°
Esta técnica consiste en una serie de transformaciones electroquimicas donde un
electréfilo puede ser convertido en nucledfilo mediante reduccion, mientras que un

nucledfilo se oxida a un electrofilo (Esquema 4).
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Enversién electroquimica dipolaﬂ

X

R X : R R X
NH -e N Y
A\ = H g /k w22 *\
F,C° N F,C~ N F,C~ N

Oxidacion

XXVIII
Esquema 4. Sintesis de 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles a partir de amidinas usando

la inversion electroquimica dipolar

Allternativamente, la 1,2-fenilendiamina (XXIV) puede ser condensada con la 4-
etoxi-1,1,1-(trifluorometil)-3-buten-2-ona (XXIX), produciendo el 2-(trifluorometil)-
1H-bencimidazol XVII (74%) y, como subproducto, el bencimidazol XXX (5%).% La

sintesis se visualiza en el Esquema 5.

CF
W 3 EIOH, 70°C \>_CF N\>
+
* — O 24h N
NH,  Eto

|
H

XXIV XXIX XVII XXX

Esquema 5. Sintesis alterna del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol
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. PLANTEAMIENTO DHL
PROBLEMA

Debido a la alta prevalencia de las enfermedades parasitarias causadas por
helmintos y protozoarios, los cuales atacan principalmente a la poblacion infantil;
aunado lo anterior a los efectos secundarios y desarrollo de resistencia en los
parasitos a los nitroimidazoles y BC, es de la mayor importancia el desarrollo de
nuevos compuestos antiparasitarios. Este proyecto quimico-farmacéutico puede
aportar por si mismo una serie de compuestos con capacidad antihelmintica y/o
antiprotozoaria; o bien servir de base a proyectos futuros que permitan establecer
una relacion de estructura-actividad antiparasitaria. Sobre la base de los
antecedentes presentados, resulta evidente que mediante el disefo y sintesis de
nuevas moléculas, asi como su evaluacion biolégica, sera posible conocer mas
sobre el efecto antiparasitario y el mecanismo por el cual ejercen su accion
biolégica. Con esta informacién, posteriormente, se podran disefiar nuevas
moléculas, mas efectivas y menos toxicas a partir de reactivos sencillos,

econdmicos y con tecnologia propia de nuestro pais.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipétesis de trabajo

La sustitucion en posiciones 5 y/6 6 de los derivados del 2-(trifluorometil)-
1H-bencimidazol con grupos electroatractores y electrodonadores isostéricos,
definira los requerimientos electronicos y estéricos, que son determinantes para

generar el perfil antiprotozoario y/o antihelmintico de estos compuestos.

3.2. Objetivo general

El propésito del presente proyecto de tesis fue disenar y sintetizar 21
nuevos derivados del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol con sustituyentes
voluminosos en las posiciones 5 y/6 6 del anillo bencenoide; los cuales, al ser
evaluados frente a protozoarios y helmintos pudieran brindar informacién basica
sobre los requerimientos estructurales para la actividad antiprotozoaria vy

antihelmintica, y contribuir asi al desarrollo de compuestos de utilidad terapéutica.

3.3. Objetivos particulares

3.3.1. Sintetizar nuevos derivados del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1-21,
Tabla 6).

3.3.2. Determinar las propiedades fisicas como puntos de fusién, Rf y caracterizar
los compuestos sintetizados, asi como a sus materias primas, empleando
técnicas espectroscopicas (RMN, IR) y espectrometria de masas.

3.3.3. Determinar el potencial antiprotozoario de los compuestos anteriores a
través de la evaluacion bioldgica in vitro frente a Giardia lamblia y

Trichomonas vaginalis
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3.3.4. Determinar el potencial antihelmintico de los compuestos anteriores a
través de la evaluacién biolégica in vitro frente a Trichinella spiralis y

Caenorhabditis elegans.
3.3.5. Determinar el efecto de los compuestos mas activos mediante técnicas de

microscopia electrénica de transmision.

3.3.6. Proponer la realizacion de evaluaciones bioldégicas que escapen a este

proyecto.
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4. GONSIDERAGIONES PARA EL
DISEND

Los compuestos sintetizados en este proyecto se dividieron en 3 series, las

cuales, dependiendo del patron de sustitucion, son: 2,5(6)-disustituido, 1,2,5- y

1,2,6-trisustituido. Los compuestos y las series se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Derivados del 2-(trifliorometil)-1H-bencimidazol disenados (1-21)

4 3
Ry N
5
T pen
Ry™ © 7 r?l
Rs

Serie Compuestos R4 R, R,
1 Propiltio H H
2 Propilsulfinilo H H
3 Feniltio H H
2,5(6)- 4 Fenilsulfinilo H H
disustituido 5 Benzoilo H H
6 CF3 H H
7 2,3-Diclorofenoxi H H
8 Propiltio H CH3
9 Propilsulfinilo H CHs
1,2,5- 10 Feniltio H CH;
trisustituido 1 Fenilsulfinilo H CHa,
12 Benzoilo H CHs
13 CF; H CHj
14 2,3-Diclorofenoxi H CHs
15 H Propiltio CHs
16 H Propilsulfinilo CH3j
17 H Feniltio CH;
1,2,6- 18 H Fenilsulfinilo CHj
trisustituido 19 H Benzoilo CHs
20 H CF3 CHs;
21 H 2,3-Diclorofenoxi CHs
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Estos compuestos se disefiaron tomando como base la estructura del albendazol,
mebendazol y triclabendazol, los cuales se emplean como farmacos de primera
eleccidon en el tratamiento de las helmintiosis, y en el caso del albendazol, como
modelo de antihelmintico BC, porque también ha mostrado alta actividad
antiprotozoaria.® La primera consideracién fue reemplazar la posicién 2, el grupo
carbamato de metilo en el caso del albendazol y mebendazol, por un grupo
trifluorometilo, para conferir mayor liposolubilidad; ademas, por ser un grupo
farmacoférico que presentd buena actividad antiparasitaria en estudios previos.?>
“ En el caso del triclabendazol también se consider6 reemplazar la posicion 2, el
grupo metilito (SCH3), por un grupo trifluorometilo. Esto se consider6 en parte por
el caracter electroatrayente del grupo trifluorometilo, que llevaria a un compuesto
analogo electronicamente al metabolito activo del triclabendazol (SOCHj3), y en
parte para medir el isosterismo entre el grupo metiltio y el trifluorometilo.

A continuacion se explican detalladamente las razones del disefo y la eleccion de

los sustituyentes de los compuestos mostrados en la Tabla 6.

4.1. Efectos especiales debido a la introduccién de atomos de fluor en
moléculas organicas

4.1.1. Aspectos estéricos: el atomo de flior es considerablemente mas pequeno
que el resto de los otros halégenos. Desde el punto de vista estérico, el fluor se
parece mas al hidrogeno que al cloro (Tabla 7).%% Efectivamente los
flioroderivados difieren de otros haloderivados debido a que el flior forma enlaces
mas fuertes con el carbono, ademas de que es raramente ionizado o desplazado.
Por estas razones de estabilidad quimica y tamano pequefo, el fluor es

comparado con el hidrégeno.*

Tabla 7. Caracteristicas de los enlaces carbono-halégeno

Enlace Distancia Fuerza de enlace
interatomica (°A kcal/mol
C-H 1.14 93
C-F 1.45 114
C-ClI 1.74 72
C-Br 1.90 59
C-l 212 45

o R S S e
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4.1.2. Aspectos electronicos: el flior es el atomo mas electronegativo de la familia

de los haldgenos. Por esta razon, la fuerza del &cido triflioroacético (pKa = 0.25)
es similar a la que presentan muchos acidos minerales disociados. La estabilidad
quimica del enlace C-F explica porque los flioroderivados son mas estables a la
degradacion metabdlica. De manera similar, el grupo CF3 es bioestable, mientras
el grupo CHs es faciimente oxidado.®

4.1.3. Ausencia de orbitales d: otra diferencia entre el flior y otros halégenos viene
de la ausencia de orbitales d en el fltor; debido a esto, es incapaz de participar en

efectos resonantes con un donador de electrones .

" 3 . /\ ®

(6 NHp) —
La resonancia entre los pares de electrones no compartidos del OH y el grupo X

no es posible cuando X = F. ©

4.2. El grupo trifluorometilo (CF3)

El grupo metilo (CHj3) y el trifluorometilo (CF3) son frecuentemente citados
en la literatura como grupos isostéricos y este ultimo también es considerado
como un “pseudohalégeno” debido a que su tamafo es comparable con el del
cloro (Tabla 8).> Ademas de tener estas caracteristicas de volumen estérico, la
introduccién del grupo CF3 en moléculas organicas induce cambios significativos
en las propiedades quimicas y naturaleza fisica del compuesto, debido a la alta
electronegatividad y estabilidad de este grupo, produciendo un incremento en la
lipofilicidad, un efecto electroatractor ® y en compuestos biolégicamente activos

induce obstruccién metabdlica (Figura 4).%

Tabla 8. Parametros que relacionan al hidrégeno con el flior y al cloro con el

trifluorometilo

Parametros H F Cl CH; CF;
Radio atémico 0.29 0.64 0.99 - -
Radio de Van der Waals 1.2 1.35 1.80 2 2
electronegatividad 21 4.0 3.0 - -



QCH3 CYP 450 QCOOH

metabdlicamente estable

:
O

Figura 4. Efecto metabdlico del reemplazo isostérico de los hidrogenos del grupo metilo

por atomos de fltor

4.3. Isosterismo y bioisosterismo

El fenébmeno por el cual dos compuestos de estructuras relacionadas
presentan propiedades bioldgicas semejantes se llama bioisosterismo.®® A los
atomos, moléculas o grupos que poseen propiedades fisicas o quimicas analogas
y que producen respuestas farmacoldgicas semejantes o antagoénicas se les llama
bioisosteros clasicos.®® Los bioisosteros no clasicos son aquellos que aunque no
poseen el mismo numero de atomos y tampoco tienen propiedades fisicas o
quimicas similares, si producen una respuesta biologica semejante. Ambos
pueden sustituirse en los analogos, remplazando un grupo por otro y manteniendo

la actividad bioldgica (Tabla 9y 10).57°

Tabla 9. Iso6steros clasicos

Atomos y grupos univalentes
a) CHs, NH,, OH, F, Cl
b) Cl, PH, SH
c) Br, i-Pr

d! l, t-Bu
Atomos y grupos bivalentes

a)  -CHa, -NH-, -0-, -S-
b) -COCH,R, -CONHR, -CO,R, -COSR
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Tabla 10. Bioisosteros no clasicos

1. Grupo carbonilo

A
I
)J\ S\ /ﬁ\ )J\N— /ﬁ\N”
Q | O}
2. Haloégenos
X CF, CN N(CN,
X=F,Cl, |
3. Hidrogeno
H F
4. Tioéter
NC CN
~S< PN ><

La sustitucion isostérica es uno de los métodos mas exitosos de la modificacion

molecular.”’ Uno o varios de los siguientes parametros pueden ser modificados:

tamafo, forma, distribucion electrénica, solubilidad en lipidos, solubilidad en agua,

pKa, reactividad quimica y formacién de puentes de hidrogeno. Debido a que

cuando un farmaco alcanza su sitio de accidén existe una interaccién entre ambos,

las modificaciones hechas a la molécula pueden tener uno o mas de los siguientes

efectos:

1

Estructurales. Si la entidad que es reemplazada por un bioiséstero tiene un

papel estructural para mantener una geometria particular.

2. Interacciones con el receptor.

3. Farmacocinética. Si el grupo reemplazado es necesario para la absorcion,

distribucién y excrecion del compuesto.
Metabolismo. Cuando el sustituyente reemplazado participa bloqueando o

ayudando a que se lleven a cabo las reacciones metabdlicas.
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4.4. El grupo metilo

La introduccién del grupo metilo en posicion 1 de los derivados
bencimidazdlicos reportados en la Tabla 5 fue considerada por las siguientes
razones:
-Disminuir la polaridad e incrementar la liposolubilidad, y por lo tanto, la absorcion
de estos compuestos a través de las membranas bioldgicas.
-Al evitar el efecto tautomérico que sufre la molécula de 1H-bencimidazol por
migracion del hidrogeno de la posicion 1 a la posicion 3 (Figura 5), ya no se
tendrian dos tautémeros,’? sino compuestos regiosoméricos 1-metilados que
podrian brindar una mejor informacién sobre los requerimientos estructurales para
la accion bioldgica. ™
La sustitucion en posiciones 5 y 6 con grupos electroatractores y electrodonadores

isostéricos, definira los requerimientos electronicos y estéricos para la actividad

bioldgica.
H
R2_ s N RZ_ N
>
L — U
N N
I 3
H

Figura 5. Tautémeros del bencimidazol

4.5. La regla de Lipinski (Ro5) en el disefio de farmacos

Para que una molécula tenga buena biodisponibilidad, esta debe de ser
transportada a través de las membranas bioldgicas.” Es reconocido que dentro de
los factores que influyen en el comportamiento biolégico de un compuesto, sus
propiedades fisicoquimicas ocupan un factor preponderante.’”® Debido a esto, las
sustancias capaces de transportarse a través de membranas deben de cumplir
con requerimientos de liposolubilidad, polaridad, carga eléctrica, solubilidad
acuosa, tamano molecular o similitud con sustancias endégenas. Por lo tanto, las
propiedades moleculares que correlacionen con una pobre permeabilidad
membranal pueden ser usadas como filtro para detectar moléculas con
caracteristicas farmacocinéticas indeseables.’”® La regla de Lipinski,’” también

llamada regla del 5 (Rule of five, Ro5), es uno de los filtros mejor conocidos y
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ampliamente aceptados para detectar y predecir el comportamiento de sustancias

con problemas de permeabilidad. Esta regla se derivd de un analisis de 2245
sustancias candidatas a ser farmacos y que se encontraban en pruebas de fase |II.
Los postulados de esta regla predicen que si un compuesto viola 2 o mas de las
siguientes reglas, tendra una pobre absorcion:

1.-Peso Molecular menor de 500.

2.-Numero de donadores de enlace (puente) de hidrogeno igual o menor a 5
(suma de grupos OH y NH en la molécula).

3.- Numero de aceptores de enlace (puente) de hidrégeno igual o menor a 10
(suma de grupos O y N en la molécula).

4 .-Log P calculado (C log P) menor a 5.

Estas consideraciones fueron tomadas en cuenta para el disefio de los 2-
(trifliorometil)bencimidazoles. A continuacién se presenta en la Tabla 11 la
aplicacion de la regla de Lipinski a los compuestos 1-21.

Tabla 11. Regla de Lipinski aplicada a los 2-(triffliorometil)bencimidazoles disefiados
P SN SSSS T ———————————— ]

Peso Numero de Numero de
Parametros ClogP molecular donadores de aceptores de Alertas
enlace de H enlace de H Violaciones
Comp.} regla <5 <500 <5 <10 <1
1 3.95+0.7 260 1 2 0
2 1.79+0.75 276 1 3 0
3 4.63+0.7 294 1 2 0
4 2.24+0.75 310 1 3 0
5 3.361+0.75 290 1 3 0
6 2.97+0.74 254 1 2 0
i 5.55+0.78 345 0 3 1
8 4.26+1.19 274 0 2 0
9 2.10+1.21 290 0 3 0
10 4.94+1.2 308 0 2 0
11 2.55+1.21 324 0 3 0
12 3.67+1.21 304 0 3 0
13 3.28+1.2 268 0 2 0
14 5.86+1.22 361 0 3 1
15 4.26+1.19 274 0 2 0
16 2.10+1.21 290 0 3 0
17 4.94+1.2 308 0 2 0
18 2.55+1.21 324 0 3 0
19 3.67+1.21 304 0 3 0
20 3.28+1.2 268 0 2 0
21 5.86+1.22 361 0 3 1

R e e e e e e e pp—
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4.6. El reemplazo del grupo sulféxido y la introduccion del grupo CFs.
Considerando que el triclabendazol (el fasciolicida de eleccidn) se
metaboliza al correspondiente sulféxido una vez que se absorbe, se podria pensar
que la especie activa es esta ultima, pues no pierde su actividad al
biotransformarse.’® Analizando la estructura del metabolito sulféxido, se observa
que la posicion 2 esta deficiente de carga por el efecto electroatrayente del grupo
metilsulfinilo. Este razonamiento permite suponer que si se coloca otro grupo
electroatractor en esta posicion, como lo es el CF3 en los compuestos disefiados,
se puede tener un compuesto analogo, posiblemente con buena actividad
antiparasitaria. ElI reemplazo del grupo metiltio por el grupo trifluorometilo en el
triclabendazol gener6 una estructura cuyo C log P es muy similar al de este
compuesto (C log P tcg= 6.34; C log P ansiogo= 6.25). Estos valores son muy altos y
pueden afectar la absorcién de los compuestos in vivo, segun la regla de Lipinski.
77
Por esto, se decidié eliminar un cloro de la molécula original, correspondiendo al
atomo de cloro de la posicion 6 del bencimidazol, y generando un estructura cuyo

C log P fue menor de 6, como lo muestra la Figura 6.

Cl Cl
Cl O N Cl O N
T U
ci N cl N

Triclabendazol (C log P=6.34) Analogo (C log P=6.25)

r?‘l):t{zja?)%gga remocion del Cl en

CYP 450 posicién 6

Cl

cl O N

0 Tyt T
le i
H
Sulféxido de Triclabendazol (C log P=4.12) (C log P=5.55)

(metabolito activo)
Figura 6. Disefo de los analogos por reemplazo biosisostérico del grupo metilsulfinilo por

el grupo trifluorometilo que implica una disminucion del log P
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4.7. Eleccion de los sustituyentes propiltio y propilsulfinilo

El albendazol también se oxida a sulféxido manteniendo su actividad
biolégica. Enseguida el sulfoxido se oxida a sulfona.” La primera oxidacién puede
llevarse a cabo por la participacion del citocromo P-450 o por la flavin
monooxigenasa (FMO). La segunda oxidacidn es de caracter irreversible,

unicamente por el citocromo P-450, removiendo la actividad bioldgica (Figura 7).%°

CYP 3A4 ?I)
> X FMO = N
)/ U D—NHCOOCH, = )/ U S—NHCOOCH,
! y
H H
Albendazol Su”om:gc?iicg’bendazo'
Contribucién al metabolismo 1 CYP 3A4

CYP 3A4: 70% OQS,,O "
FMO : 28%
S weoee
"\
H

Sulfona de Albendazol
(inactivo)

Figura 7. Metabolismo del albendazol

4.7.1. Disefo retrometabdlico

El disefio retrometabdlico incorpora simultaneamente las relaciones estructura-
actividad y estructura-metabolismo. Una de las estrategias de este tipo de diserio,
es el enfoque del “metabolito activo”, en donde el disefio comienza mediante la
preedicion de metabolitos del compuesto original a través de la manipulacion de
estructuras analogas isostericas o isoelectronicas.”’ En este contexto, se
disefiaron analogos del albendazol considerando los productos de metabolismo
(sulféxidos) y tomando en cuenta al grupo farmacoférico 2-(trifliorometil)-1H-
bencimidazol. La sintesis de los analogos regioisoméricos 1-metilados es
necesaria para determinar la importancia del hidrogeno de la posicién 1 y los

sustituyentes en las posiciones 5 y/6 6 para la actividad antiparasitaria (Figura 8).
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CH,
Albendazol 1-Metil-2-(trifluorometil)bencimidazol

[ |

N
A\ robable ” N
S@ >_CF3 omdac:é >4CF
l'?l metab(’)llca
CH,

Figura 8. Diseno de analogos del albendazol por hibridacion de ambas estructuras y

tomando en cuenta los efectos metabdlicos.

4.8. Eleccion de los sustituyentes feniltio y fenilsulfinilo

La ciclacién de estructuras abiertas o la creacion de un sistema anular
adicional en una estructura dada representa uno de los métodos mas utiles en la
busqueda de conformaciones que sean activas biol(.‘)gicamente.&2 La restriccion de
la rotacion permite exclusivamente la conformacién necesaria para unirse al
receptor de interés y no a otros, causando asi efectos adversos. La introduccion
de un sistema anular cambia la forma y el tamafo del analogo. Esto puede ser
favorable cuando el receptor presenta cavidades hidrofobicas (pockets) en el sitio
activo.®®
El andlogo resultante es una molécula con una conformacion restringida, debido al
cierre de la cadena de propiltio para formar el grupo feniltio (Figura 9). Al ser un
sustituyente azufrado, este puede experimentar oxidacion metabdlica para

convertirse al correspondiente sulféxido (Disefio retrometabdlico).

ot oS N S N
T D
N N
| |
CH,

H3
Analogo del albendazol Analogo ciclado del albendazol

Figura 9. Diseno de analogos ciclados del albendazol
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4.9. Eleccidén de los sustituyentes benzoilo y trifluorometilo

Tomando de nuevo en cuenta el concepto de bioisosterismo, se realizaron
diferentes reemplazos isostéricos en las moléculas previamente disefadas,

originando las estructuras que aparecen en las Figuras 10y 11.
(@)

i
S N N
O O T
y ]
CH, CH,

Figura 10. Reemplazo bioisostérico no clasico del grupo sulfoxido por el grupo carbonilo

El disefio de los analogos con el sustituyente trifluorometilo se debié al
reemplazamiento biosostérico del atomo de cloro del compuesto XXII. Esto debido
a que el CF3 es considerado como un “pseudohalégeno” y a que su tamafno es

comparable con el del cloro (Figura 11 y Tabla 8).

Cl N F,C N
OSSN G
: :

CH, CH,
XX

Figura 11. Reemplazo bioisostérico no clasico del cloro por el grupo frifluorometilo.
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0. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de esta tesis comprende dos partes; la quimica, que
describe la metodologia empleada para sintetizar los compuestos disefados; y la
biolégica, que describe la metodologia empleada para la evaluacion antiparasitaria
de los compuestos sintetizados, asi como los estudios de microscopia electronica
y toxicidad aguda. La parte quimica se realizo en el laboratorio L-122 del edificio
E, Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM, bajo la asesoria del
Dr. Rafael Castillo Bocanegra; el efecto antiparasitario de los compuestos
sintetizados frente a los protozoarios G. lamblia y T. vaginalis y el helminto T.
spiralis, se realiz6 bajo la direccion de la Dra. Lilian Yépez Mulia, en el Hospital de
Pediatria, Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas vy
Parasitarias, Centro Médico Siglo XXI del IMSS. En el Departamento de Patologia
Experimental del CINVESTAV se hicieron los estudios de microscopia electronica
de transmision de los trofozoitos de G. lamblia tratados con los compuestos que
resultaron mas activos, bajo la direccion de la Dra. Bibiana Chavez; en el
Departamento de Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense
de Madrid se midi6 el efecto in vitro de los compuestos sintetizados frente al
helminto C. elegans, bajo la direccién del Dr. Antonio Martinez Fernandez y la Dra.
Mercedez Martinez Grueiro.

A continuacién se describe en detalle la parte quimica, seguida de la parte

bioldgica.
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5.1. PARTE QUIMICA

5.1.1. Metodologia seguida para la sintesis de los compuestos 1 al 21
5.1.1.1. Sintesis de 5-cloro-2-nitroanilina (25)

La materia prima 25 se prepar6 a partir de la 3-cloroanilina comercial (22,
Aldrich), a través de reacciones de acetilacion, nitraciéon e hidrolisis de la

acetanilida 24,%* ®° como se muestra en el Esquema 6.

NO, NO,
22 23 24 25

(a) Ac,0, H,S0,; (b) Ac,0, HNO, fumante; (c) KOH, EtOH, calor

Esquema 6. Sintesis de 5-cloro-2-nitroanilina (25)

5.1.1.2. Sintesis de 5-cloro-N-metil-2-nitroanilina (69)

La materia prima 69 se sintetiz6 a partir de la 5-cloro-2-nitroacetanilida (24),
a través de una reaccion de N-metilacion con sulfato de dimetilo y una solucion de
potasa al 50%, a 30-35°C. Luego, se realiz6 una hidrolisis basica del grupo
acetamido,® como se muestra en el Esquema 7.

CH, CH,

|
cl NHCOCH, . Cl NCOCH, = Cl NH
U =1 =L
NO, NO, NO,
24 68 69

(a) KOH, (CH,),SO,, glima; (b) KOH, EtOH, calor

Esquema 7. Sintesis de 5-cloro-N-metil-2-nitroanilina (69)

5.1.1.3. Sintesis de los compuestos 1-4, 7, 15-18, 21

La sintesis de los compuestos disefiados partié de la 5-cloro-2-nitroanilina
(25) o de la 5-cloro-N-metil-2-nitroanilina (69), las cuales se sometieron a una
reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica con: propanotiol,*” o tiofenol,*® ¢ 2,3-
diclorofenol,®® dando el correspondiente tioéter (26, 28, 70, 72) o éter (46, 88),

respectivamente.
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Los compuestos 26, 28, 70 y 72 se sometieron a un proceso de reduccién con
Pd/C e H2,% mientras que los compuestos 46 y 88 se hicieron reaccionar con Ni-
Raney e H,.°' Posteriormente se realizé una ciclocondensacion de los
intermediarios obtenidos (27, 29, 47, 71, 73, 89) con acido trifluoroacético y HCI
como catalizador,? generando asi los compuestos 1, 3, 7, 15, 17 y 21 (Esquema
8). En el caso particular de los derivados azufrados (1, 3, 15, 17) se formaron los
respectivos sulféxidos (2, 4, 16, 18) por tratamiento con acido 3-

cloroperoxibenzoico (m—CPBA).BB

cl NHR, 2 R NHR, b " ‘/s NHR,
H + =
R,-H \O: 26, 28, 70, 72
NO NO, NH,

2

25: R=H - ~ L
69: R,= CH, 26: R,=propiltio; R,=H 27: R;=propil; R,=H
28: R,=feniltio; R,=H 29: R =fenilo; R,=H
46: R,=diclorofenoxi; R,= H 71: R;=propilo; R,= CH,
70: R,=propiltio; R,= CH, 73: R,=fenilo; R,= CH,
72: R,=feniltio; R,= CH,
88: R,=diclorofenoxi; R,= CH, ]
e

c
46, 88
cl 'i‘z
Cl 0o NHR, R/S N
\@i 2 \O: >_CF3
NH, N
1: R;=propilo; R,=H
3: R;=fenilo; R,=H

15: R,=propilo; R,= CH,
17: R,=fenilo; R,= CH,

K k

47: R=H
89: R,=CH,

cl . 9 e
Cl 0 N S N
R
Ty e
N N
7: R=H 2: Ry=propilo; R,=H
21: R,= CH, 4: R,=fenilo; R,= H

16: R,=propilo; R,= CH;
18: R,=fenilo; R,= CH,

(a) KOH, etilenglicol, reflujo; (b) H,, Pd/C al 10%,; (c¢) H,, Ni-Raney; (d) CF,COOH, HCI, reflujo;
(e}CFsCOOH al 50% en H,0; (f) m-CPBA, CHCl,, 0-5°C

Esquema 8. Ruta de sintesis para obtener los bencimidazoles 1-4, 7, 15-18, 21
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5.1.1.4. Sintesis de N-metil-2-nitroanilina (51)

La materia prima 51 se sintetiz6 a partir de la 2-nitroanilina (48), a través de
reacciones de acetilacion, N-metilacién con sulfato de dimetilo y una solucién de
potasa al 50%, a 30-35 °C.% La hidrdlisis basica del grupo acetamido genero6 el
compuesto 51, como se muestra en el Esquema 9.

o,
O:NHZ ” @:NHCOCH3 b O:NHCOCH3 & : :NHCHa
—_— —— — .
NO, NO, NO, NO,
48 49 50 51

(a) Ac,0, H,S0,; (b) KOH, (CH,),S0,. glima; (c) KOH, EtOH, calor

Esquema 9. Sintesis de N-metil-2-nitroanilina (51)

5.1.1.5. Sintesis de los compuestos 8, 9

Estos compuestos se sintetizaron a partir de la N-metil-2-nitroanilina (51), la
cual se sometidé a una reaccion de tiocianacion empleando bromo y tiocianato de
amonio a 0 °C en metanol.*?> Posteriormente, el producto sélido 52 se traté con
cianuro de potasio y 1-bromopropano, en diclorometano, generandose un
compuesto aceitoso de color rojo carmin, correspondiente al producto N-metil-2-
nitro-5-propiltioanilina (53).** La reduccioén del grupo nitro con H, y Pd/ C al 10%
generd el compuesto 54,%% % el cual se ciclocondensé con acido trifluoroacético y
HCI como catalizador,?® generando el compuesto 8. Este ultimo se traté con m-

CPBA®® para formar el sulféxido 9 (Esquema 10).

NHCH NHCH NHCH,
’ 2 ; Br b
NCS o NO, S " NO,

NO
51 o

w

c
CH, CH, ]
N . i) : NHCH,
B SRR g s L ¢
N S N S NH2
9 8 54

O_

(a) Br,, MeOH, NaBr, 0°C; (b) KCN, 1-propanol, (Bu),NCI, CH,Cl,, H,0; (c) H,, Pd/C al 10%;(d) CF,COQH, HCI,
reflujo; (e) m-CPBA, CHCI,, 0-5°C

Esquema 10. Sintesis de los bencimidazoles 8 y 9
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5.1.1.6. Sintesis de los compuestos 6, 13
Partiendo de dos porciones de la 2-nitro-4-(trifluorometil)anilina (40), una se

redujpo con H, y Ni-raney, generando la o-fenilendiamina 41,%

que se
ciclocondensé con acido trifluoroacético al 50% en agua,?® dando el compuesto 6.
La segunda porcién se acetild con anhidrido acético dando el compuesto 42, éste
se N-metilé con sulfato de dimetilo y una solucién de potasa al 50% a 30-35 °C.*
La hidrdlisis basica del grupo acetamido generd el compuesto 44; posteriormente
se redujo el grupo nitro de manera similar a la anterior. La ciclocondensacion se

hizo con &cido trifluoroacético acuoso, dando el compuesto 13 (Esquema 11).
F,C NO, _ FC NO, . FC NH,  FC N
—— = S—cr,
NHCOCH, NH, NH, N
40 a1 6 H

42
jd
F,.C F,C N
2 a b 3
T OO
NCOCH ﬁ
CH,

(a) Hz. Ni-Raney; (b) CF,COOH al 50% en HZO, (c) Aczo. H2804. (d) KOH, (CH,),SO,, glima;
(e) KOH, EtOH, calor

Esquema 11. Sintesis de los bencimidazoles 6 y 13

5.1.1.7. Sintesis de los compuestos 5, 12

Se parti6 del cloruro de 4-nitrobenzoilo comercial (30, Fluka), con el cual se
realizé una reaccién de Friedel-Crafts con benceno y tricloruro de aluminio para
obtener la 4-nitrobenzofenona (31).** Esta se redujo con SnCl2H,0 en etanol.*®
Luego se hizo la proteccion del grupo amino con anhidrido acético, seguido de la
nitracién con mezcla sulfonitrica (34).% El precursor formado se hidrolizé (35), se
redujo con SnCl,-2H,0 en etanol (36) y se traté con acido trifluoroacético y HCI, lo
que llevé al compuesto 5. Por otro lado, la N-metilacion de 34, seguida de la
hidrolisis (38), reduccion (39) y ciclocondensacion con éacido trifluoroacético llevo

al compuesto 12, como lo muestra el Esquema 12.
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J@*@*‘a —“b J O
NO, NO, NH,
30 3 32
lc
o} o) o}
~ O =0 C
NH, NHCOCH, NHCOCH,
35 34 33
b | ®
0 o} o}
.*(O o O Cr
NH, NCOCH, NH
36 37 CH, 25 CH,
| ¥
o) 0 0
N N f NH,
O = O e
y y .
H 12 CH, 39 CH,

5
(a) AICI,, calor; (b) SnCl, 2H,0, EtOH, reflujo; (c) Ac,0, H,SO,; (d) HNO, fumante, Ac,0; (e) KOH, EtOH, calor;
(f) CF,COOH, HCl, reflujo; (g) KOH, (CH,),S0,, glima; (h) CF,COOH al 50% en H,0.

Esquema 12. Sintesis de los bencimidazoles 5y 12

5.1.1.8. Sintesis de 1-Fluoro-4-nitrobenceno (56)

El fluorobenceno se someti® a una reaccion de sustitucion electrofilica
aromatica con mezcla sulfonitrica, a 0-5 °C (Esquema 13).'?® Al término de la
reaccion se obtuvieron 2 productos correspondientes a los isomeros orto y para,
siendo este ultimo el producto mayoritario (86%). Ambos compuestos se

separaron por filtracion o mediante una destilacion de bulbo a bulbo.

NO,

a
0= 1J-
F F F

55 56 NO,
(86%) (14%)
(a) HNO,, H,SO,, 0-5°C

Esquema 13. Sintesis de 1-Fluoro-4-nitrobenceno (56)



5.1.1.9. Sintesis del compuesto 14

La sintesis del compuesto 14 partié del 1-fluoro-4-nitrobenceno recién
sintetizado (56), el cual se someti® a una reaccion de sustitucion nucleofilica
aromatica con 2,3-diclorofenol ® dando el correspondiente éter 61. Este se redujo
con Hz y Ni-Raney (62), se acetilé (63) y nitré con acido nitrico concentrado,
usando como disolvente anhidrido acético (64). La reaccion procedio facilmente a
temperatura de 5 °C. El producto obtenido se tratdé con sulfato de dimetilo, potasa
y glima a 35 °C, dando el correspondiente producto N-metilado (65), el cual se
sometié a hidrolisis basica y posteriormente a reduccion catalitica (67). Una vez
obtenida la diamina N-metilada, inmediatamente se ciclocondensé con acido
trifluoroacético y HCI como catalizador, generandose el compuesto 14 (Esquema
14).

Cl Cl Cl
Cl OH F a Cl 0] p Cl 0
+ e
NO NO NH
56 ? 61 62 °
} ¢
Cl Cl Cl
C|\©/O\©:NOZ Ci\©/0\©:l\!02 d C|\’GO\©\
e
NCOCH NHCOCH, NHCOCH,
65 | 64 63
CH,

3

I:
cl cl cl
C|\©,o NO, mj‘ij/o NH, g CI\r@/o N
CaER G CaEa Ca e
NH NH N

| |
CH
66 CH, 67 CH, 14 3
(a) K,CO,, glima, calor; (b) H,, Ni- Raney, etanoal; (c) Ac,0, H,SO,; (d) HNO, conc., Ac,0; (e) KOH, (CH,),SO,, glima;
(f) KOH, EtOH, calor; (g) CF,COOH, HCI, reflujo

Esquema 14. Sintesis del bencimidazol 14

5.1.1.10. Sintesis de los compuestos 10 y 11
La sintesis de estos compuestos parti6 de la reaccion de sustitucion
nucleofilica aromatica entre 52 y 56. Se empled cianuro de sodio acuoso,

diclorometano y un catalizador de transferencia de fases.** ¥ Se genero un solido
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rojizo correspondiente al producto 57. Este compuesto se redujo con cloruro
estanoso dihidratado en metanol (reduccién quimica),®® debido a que el azufre
disminuye la accidén catalitica del Pd/C. El producto de reduccion crudo se
ciclocondensoé con acido trifluoroacético y HCI, generando el compuesto 59, el cual
se hidrolizé con carbonato de potasio en etanol (60).® El producto resultante se
tratd con nitrito de sodio para generar la sal de diazonio correspondiente y
posteriormente se reemplazo in situ con acido hipofosforoso, para generar el
compuesto 10.*° Por ultimo, éste se hizo reaccionar con m-CPBA, para dar el

sulféxido 11, como lo muestra el Esquema 15.

@%@ OO 0T,

52 57 58 lc
O ety Ot O

]f
1]
S N
) Ty
N
CH
(a) NaCN, 1-propanol, (Bu),NCI, CH,Cl,, H,0; (b) SnCl, 2H,0; (c) CF,COOH, HCI, reflujo; (d) K,CO,, EtOH;

(e) NaNO,, H,0, H,PO,;(f) m-CPBA, CHCl,, 0-5°C

Esquema 15. Sintesis de los bencimidazoles 10 y 11

5.1.1.11. Sintesis del compuesto 19

Se parti6 del 3-clorotolueno (74), el cual, por nitracion con mezcla sulfonitrica
dio una mezcla de isémeros (75). Esta mezcla no se separd, sino que se sometio
a una oxidacién con dicromato de potasio y acido sulfarico en caliente.'® Bajo
estas condiciones se logré obtener selectivamente el acido 3-cloro-4-nitrobenzoico
(76). Este acido se purificd y luego se activé con cloruro de tionilo para obtener el

cloruro de acilo 77;'°" sin aislar, éste se traté directamente con benceno y
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tricloruro de aluminio para obtener la 3-cloro-4-nitrobenzofenona (15).%* El
tratamiento de 78 con clorhidrato de metilamina, carbonato de potasio y glima a

192 |levé a la 3-(metilamino)-4-nitrobenzofenona (79), la cual, por reduccion

presion,
con SnCl,;2H,0 y etanol, dio la o-fenilendiamina 80. Finalmente, 80 se
ciclocondens6é con acido trifluoroacético y HCI, generando el compuesto 19

(Esquema 16).

CH, CH, COOH cocl 0
OO, OO
cl cl o cl NO
O,N :
NO, NO,
74 75 76 77 78

(0] CH, O (o]

N g NHCH, ¢ NHCH,

O Q= =
N NH, NO,

19 80 79

(a) HNO,, H,S0,; (b) K,Cr,0,, H,S0,. H,0: (c) SOCI,, benceno; (d) AICI,, benceno; (e) CH;NH, HCI, K,CO,,
glima, 130°C; (f) SnCl,. 2H,0 ; (g) CF,COOH, HCI, reflujo.

Esquema 16. Sintesis del bencimidazol 19

5.1.1.12. Sintesis del compuesto 20

Partiendo de la 3-(trifluorometil)anilina (81), ésta se hizo reaccionar con nitrato
de potasio y anhidrido trifluoroacético'® dando el nitroderivado 82. El tratamiento
de éste con K,COj; generé la amina libre 83. La acetilacion, N-metilacion e
hidrélisis dieron el compuesto 86. Este se redujo con H; y Ni-Raney dando la o-
fenilendiamina 87, que se ciclocondensé con acido trifluoroacético acuoso,

generando el compuesto 20 (Esquema 17).
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FSC\©/NH2 a Fac\©:NHco<:F3b Fac\O:NH2 a FSC\QNHCOCHj
NO, NO, NO,
4
d
CH,8

CH
i 3
F,C NHCH, KA F,C NHCH,  FiC NCOCH,
>—CF -— e
NO, NO,
86 85

20

(a) KNO,, (CF,C0),0; (b) K,CO,, etanol, agua; (c) Ac,0; (d) (CH;),SO,, KOH, glima; (e) KOH, EtOH, H,0, calor
(f) H,. Ni-Raney, CH,OH; (g) CF,COOH acuoso

Esquema 17. Sintesis del bencimidazol 20
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5.2. PARTE BIOLOGICA

5.2.1. Parasitos

Se emplearon las cepas de Giardia lambia IMSS:0989:1 y Trichomonas
vaginalis GT3, las cuales se mantuvieron en condiciones axénicas en medio TYI-
S-33 modificado, suplementado con suero de ternera suplementado al 10%. Los
parasitos se subcultivaron 2 veces por semana. Por otro lado, se empleé una cepa
de Trichinella spiralis que fue aislada de cerdo por el Dr. Martinez-Maranon del
Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencias Epidemioldgicas (INDRE). Con el
objeto de mantener el ciclo de vida de este parasito, ratas de la cepa Sprague-
Dawley de 2 a 3 meses de edad fueron infectadas con 3000 larvas musculares
resuspendidas en Bacto agar al 0.02%. La infeccion se realizé por via intragastrica

con canula y jeringa.

5.2.2. Pruebas de susceptibilidad in vitro para G. lamblia y T. vaginalis

Se empled el método de subcultivos previamente estandarizado.'® Se
incubaron 4 x 10° trofozoitos de G. lamblia o T. vaginalis por 48 h a 37 °C, en
tubos con concentraciones crecientes de los diferentes 2-
(trifluorometil)bencimidazoles (0.05, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 pg/mL), ademas del
albendazol y del metronidazol que sirvieron como compuestos de referencia.
Como control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de farmacos.
Después de la incubacion se inocularon 50 pL de los trofozoitos tratados, en
medio fresco, ya sin la adicién de los compuestos y se incubaron por otras 48 h. El
numero final de trofozoitos se determiné en una camara cuentaglébulos.'® % Se
calculé el porcentaje de inhibicién de crecimiento en comparacion con el control y
posteriormente, mediante analisis Probit, se calcul6 la Clsg que correspondid a la
concentracion que inhibi6 al 50% el crecimiento de los trofozoitos. Los

experimentos se efectuaron por triplicado y se repitieron en tres ocasiones.

5.2.3. Obtencion de las larvas musculares de T. spiralis
Las larvas musculares se obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Dennis, et

al.'%” Ratas de la cepa Sprague-Dawley se infectaron con 3000 larvas musculares
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de T. spiralis, a los 28 dias post-infeccién, los animales fueron sacrificados vy el
musculo esquelético fue macerado y digerido artificialmente con una soluciéon de
pepsina-HCI al 1% durante 3 h a 37 °C con agitacién constante. Posteriormente, la
solucion se paso por un tamiz, dejando que las larvas se sedimentaran por 15 min.
Las larvas asi obtenidas se lavaron con PBS hasta que no quedaran restos de
carne y se incubaron por 12 h a 37 °C con medio RPMI 1640 al cual se le
adicionaron 500 U/mL de penicilina, 500 pg/mL de estreptomicina y 1.25 ug/mL de
amfotericina B. Una vez realizado lo anterior, las larvas se lavaron con
amortiguador de fosfatos y se resuspendieron en Bacto agar al 0.02% para contar

el numero de larvas.

5.2.4. Ensayo in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto de los derivados del
2-(trifluorometil)bencimidazol sobre la larva muscular de T. spiralis

Se colocaron 1000 larvas musculares por pozo en cajas de cultivo de 24
pozos (Nunclon) en medio RPMI 1640 conteniendo el compuesto a evaluar a 4
concentraciones crecientes de 0.0001, 0.001, 0.01, y 0.1 pg/mL (0.037, 0.188,
0.37, 1.88 uM). Los parasitos se incubaron por 3 dias a 37 °C en una atmosfera de
CO;, al 5%, con cambio diario del medio de cultivo suplementado con el
compuesto de prueba. Como control positivo se incluyeron parasitos en presencia
de albendazol a las mismas concentraciones y como control negativo, larvas
musculares incubadas solo con los disolventes utilizados.
Después de la incubacion se determiné la viabilidad de los parasitos mediante un
método colorimétrico basado en la reduccién de la sal de tetrazolio (MTT, Sigma)

a formazan de acuerdo a lo descrito por Townson y cols.'®

con algunas
modificaciones. Los parasitos cultivados con los diferentes compuestos se
transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 mL y se centrifugaron a 2,500 rpm
por 2 min. Posteriormente, se realizd un lavado con PBS y se afiadié 1 mL de una
solucion de MTT al 0.75% (Sigma), 50 puL de una solucidon de metasulfato de
fenazina al 5% (PMS, Sigma) como catalizador y 100 pL de dimeltisulfoxido
(DMSO, Sigma). Los tubos se incubaron a 37 °C durante 50 min, con agitacion

constante. Después de la incubacion se realizé otro lavado con PBS y se
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agregaron 500 pL de DMSO, los parasitos se resuspendieron y se dejaron a
temperatura ambiente por 1 h. Al finalizar este tiempo, los tubos se centrifugaron y
el sobrenadante se transfirio a placas de ELISA, las cuales se leyeron a 492 nm.
Se calculd el porcentaje de reduccién de la densidad 6ptica en comparacién con el
control negativo y de acuerdo a esto se calcul6 el porcentaje de reduccion de la

viabilidad. Se realizaron 3 experimentos por duplicado cada uno de ellos.

5.2.5. Ensayo in vitro para evaluar el efecto de los derivados del 2-
(trifluorometil)bencimidazol sobre el helminto Caenorhabditis elegans

Se colocaron 10-15 larvas de C. elegans (L2 o L3) por pozo en cajas de
cultivo de 24 pozos en 1 mL de medio de cultivo, adicionado con 9 mg/mL de
cloramfenicol, conteniendo los compuestos a evaluar a 3 concentraciones
crecientes de 1, 10, 100 uM y se incubaron por un periodo de 7 dias a 20 °C. El
mebendazol se us6 como control positivo El efecto de los compuestos en el
desarrollo y la capacidad reproductiva fue determinado comparando los niveles de
poblacién control y los pozos tratados con los compuestos. Posteriormente se

calcularon los porcentajes de reduccion de poblacion del nematodo.'*®

5.2.6. Evaluacion de la toxicidad aguda en ratones

El compuesto que presentd la mejor actividad antiparasitaria de las 3 series
se selecciono para evaluar su toxicidad aguda sobre ratones.
A grupos de 3 ratones de la cepa BALB/c (peso corporal: 18-24 g) se les
administré por via oral una sola dosis de una suspension del compuesto 14. La
suspension fue preparada con aceite de castor al 0.5% y agua destilada. Las dosis
evaluadas fueron 10, 50, 100 y 500 mg/kg. Los signos toxicos y la mortalidad
fueron registrados continuamente por 2 h y posteriormente, 2 veces al dia por los
siguientes 3 dias. Los signos toxicos consistieron en sedacion, disminucion del

peso corporal, estrefiimiento y piloereccion.
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5.2.7. Microscopia electronica de transmision

Los trofozoitos de G. lamblia se fijaron en glutaraldehido al 2.5% y se
postfijaron en tetradxido de osmio al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio.
Las muestras se deshidrataron en soluciones con concentraciones crecientes de
etanol, en 6xido de propileno y se infiltraron en una mezcla 1:1 de oOxido de
propileno y Epon 812 durante 18 h. Posteriormente, las muestras se incluyeron en
Epon 812. La polimerizacién de la resina epoxica se realizé a 60°C durante 24 h 'y
se hicieron cortes a 60 nm de espesor. Los cortes se colectaron en una rejilla de
cobre y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Para la
observacion de las diferentes muestras se utilizé un microscopio electronico de
transmision Jeol 100 SX.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Parte Quimica

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos 1-
21 se muestran en las Tablas 13-15. A continuaciéon se presenta una discusion
sobre la parte sintética que se sigui® para obtener 1-21, seguida de la

caracterizacion estructural de estos compuestos

6.1.1. Sintesis de los 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles 1-21

Los compuestos 1-21 se obtuvieron como soélidos cristalinos blancos, con
puntos de fusion bien definidos y alta pureza para las pruebas de actividad
antiparasitaria.
Para generar los compuestos 1-21 se emple6 la técnica descrita por Phillips,'*%'"?
con algunas modificaciones. Para ello se hicieron dos estudios consistentes en
tratar a las o-fenilendiaminas con acido trifluoroacético: con agua, a reflujo; y sin

agua y catalisis con HCI concentrado. Los resultados se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Tiempos de reacciéon y rendimientos de la reaccidbn de Phillips, utilizando el

acido trifluoroacético diluido con agua (método 1) y concentrado (método II).

Método | Método Il

1.5 eq de CF3COOH al 46% en agua, J[1.5 eqde CF;COOH (conc.) + 2-3 gotas
reflujo de HCI, reflujo

Tiempo de Tiempo de
Rendimiento | reacciéon JCompuesto |Rendimiento| reaccion

(%) (h) (%) (h)
74 7 7 82 2

70 8 8 93

72 5 59 85

3
3
68 5.5 12 80 3
3

71 ) 14 85
62 7 15 87 3.8

64 6 19 81

21 80 3
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En la Tabla 12 se observa que los compuestos sintetizados por el método Il se

obtuvieron en mayor rendimiento (80-93%) y menor tiempo de reaccion (2-3.5 h),
comparado con el método | que llevé a rendimientos menores (62-74%) en mayor
tiempo de reaccidén (5-8 h). Estos resultados se pueden explicar si consideramos

el mecanismo de reaccion propuesto en el Esquema 18.

A o (20 P e (NG
|

H H H
I ] N _cF, N CF
V—cFy 2 . - ST
O: CF3-H O.H" ><r\‘ - OH OH
I Qe NH, NH,
H H

Esquema 18. Mecanismo propuesto de formacion del 2-(trifluorometil)bencimidazol

El mecanismo anterior permite explicar los bajos rendimientos obtenidos por el
método |. Al haber agua adicional en la reaccién y por la reversibilidad de la misma
en el ultimo paso, influenciada por el grupo trifluorometilo, el producto formado se
puede hidrolizar favoreciendo la formacion de la materia prima —principio de
LeChatelier—(Esquema 19). Esto podria ocurrir también por el método Il, pero en

menor grado porque no se utiliza agua adicional

-F,CCOOH, H,0, H+ N
| H—cF
—_— 3
+F,CCOOH, H,0, H+ T

H

Esquema 19. Reaccién neta de formacién del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol y

rompimiento del equilibrio por la adicion de agua.

47



8y

M

¥ S

w

6

Cl
o] | o} N
i \@r \C[\)_cpa C4H7C1FsN,O
)

N C11H11F3aN2S
H
(0]
g
N
/f S—crF,  CuHuFaN,0S
N
!
S N
O/ \>_CF3
r;‘ Cy4HgFaN,S
H
o]
s N
@/ U \>_cr:3 C14HgF3N-0OS
N
H
(o]
N
\>—CF3 C15H9F3N20
N
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S—cF,
f;‘ CgoH4FgN2

H

86

70

81

72

68

Sélido blanco

Cristales
blancos

Sélido blanco

Cristales
blancos

Cristales
blancos

Cristales
incoloros

Cristales
incoloros

102.0-105.0

123.2-125.2

125.4-127.3

115.0-118.0

55.0-58.0

200.6-201.7

172.0-174 .4

0.04

0.24

0.05

Cloroformo-éter

Cristal.

de petréleo-
ciclohexano

Ciclohexano-
tolueno

Ciclohexano

éter de
petréleo-
ciclohexano

Etanol

Etanol

Ciclohexano-
diclorometano

EMAR

260.0595

276.0563

294.0440

310.0387

290.0690

254,0278

345.9890

ClogP

3.95+0.7

1.79+£0.75

4.6310.7

2.24+0.75

3.36+0.75

2.97+0.74

5.55+0.78

Tabla 13. Constantes fisicas y rendimientos de los 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles 1-7 (Serie 2,5(6)-disustituida).
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10

11

12

13

14

Estructura Férmula

N
S—ck
)/ N ) Ci2H13F3NLS 93

CH,
O
g
N
)/ S—cr,  CuHuFN:0S 80
N
CH,
S N
SReLS
N CisHiFaN,S 87
CH,
(0]
e
@ S—cF, CisHy1FaN,OS 90
N
CH,
O
N
N
CH,
Fgc@[%—
B»—CcF,
N CroHeFsN; 71
CH,
Cl

o] (0] N
B—CF,  CysHsClFsN,O 85

Sélido blanco

Sdlido blanco

Cristales
incoloros

Cristales
blancos

Cristales
blancos

Cristales
incoloros

Solido blanco

52.4-54.5

130.0-132.0

89.0-91.0

131.6-133.8

103.1-104.1

55.4-57.8

137.6-138.0

Rf

0.66

0.1

0.7

0.21

0.49

0.64

0.71

Cristal.

Cloroformo-
ciclohexano-
acetona

Ciclohexano-
éter de petréleo

Etanol-agua

Ciclohexano

Ciclohexano

Etanol

Cloroformo

EMAR

274.0752

290.0701

308.0595

324.0540

304.0832

268.0440

361.0049

C log P

4.26+1.19

2.10+1.21

4.94+1.2

2.55+1.21

3.67+1.21

3.28+1.2

5.86+1.22

Tabla 14. Constantes fisicas y rendimientos de los 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles 7-14 (Serie 1,2,5-trisustituida)
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16

17

18

1

4]

Estructura Férmula

C12H13F3N28

ﬁ? CH,
S N
)/ \@: %CFs C12H13F3N205
N
o
S N
O/ U />_CF3 CisH11FaN2S
N

CH,
S N
SR s
N
o] (|:H3
N
‘ ‘ >—cr,  CisHiuFaN:0
N
F.C N
\O:%Cﬂ CioHsFsN2
N
Cl (T:H-"
Cl X (0] N
1 \@: D—CF,  CisHaCloFN,0
Z N

Rend.

87

90

62

95

81

64

80

Estado fisico

Sélido blanco

Cristales
blancos

Hojuelas
nacaradas

Cristales
blancos

Cristales
blancos

Cristales
incoloros

Sélido blanco

pf (°C)

55.0-56.9

90.7-90.8

96.4-97.6

136.2-137.3
156.8-158.1

122.0-123.9

100.2-101.2

Rf

0.68

0.14

0.72

0.22

0.50

0.66

0.73

Cristal.

Ciclohexano

Ciclohexano-
éter de petréleo

Etanol

Etanol

Ciclohexano

Etanol

Etanol

"EMAR

274.0767

290.0706

308.0582

324.0561

304.0844

268.0431

360.0040

log P

4.26+1.19

2.10+1.21

4.94+1.2

2.55+1.21

3.67+1.21

3.28+1.2

5.86+1.22

Tabla 15. Constantes fisicas y rendimientos de los 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazoles 15-21 (Serie 1,2,6-trisustituida)
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.2. Identificacidon estructural de los compuestos 1-21

De los derivados del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol sintetizados en la
presente investigacion, unicamente el compuesto 6 [2,5(6)-bis(trifluorometil)-1H-
bencimidazol] es conocido, mientras que los 20 compuestos restantes son
novedosos.

La identificacion estructural de estas sustancias se realizé mediante la aplicacion
de métodos espectroscopicos y espectrométricos.

Las consideraciones mas relevantes, derivadas del estudio detallado de la
informacion proporcionada por los espectros de IR, RMN y EM, se presentan a
continuacioén. Esto permiti6 comprobar que las estructuras de los compuestos 1-21

correspondian a los disefiados y sintetizados en este trabajo.

6.1.2.1. Espectroscopia de IR

Los espectros de IR de los compuestos 1-21 (Espectros 1, 5, 9, 13, 17, 21,
25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81), mostraron las bandas
caracteristicas del nucleo bencimidazdlico (1570-1590, 1450-1490, 1321 cm™)."™
"4 También se observaron bandas intensas y agudas de alargamiento de los
enlaces C-F y CF; en 1500-1400 y 1350-1080 cm’”, para los 21 compuestos
sintetizados.
Los compuestos que tienen el sustituyente propilsulfinilo (2, 4, 9) 6 fenilo (11, 16,
18) mostraron bandas diagnésticas del grupo funcional S=O en 1046-1014 cm™.
En los bencimidazoles 5, 12 y 19, con un sustituyente benzoilo, se pudieron
apreciar las bandas caracteristicas de los grupos C=0 a 1654-1645 cm™.
Los compuestos 7, 14 y 21, con sustituyente diclorofenoxi, mostraron bandas de
alargamiento C-Cl con intervalos de 1100-1020 y 830-600 cm’'. Las bandas de
alargamiento C-O, correspondientes al éter aromatico, se mostraron en 990-960

cm™.

6.1.2.2. Espectroscopia de RMN 'H
En los 21 compuestos sintetizados se aprecia un sistema ABX, asignable a

los protones 4, 6 y 7 para las series 2,5(6) disustituida y 1,2,5-trisustituida. Para la
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serie regioisomérica 1,2,6-trisustituida, los protones que conforman este sistema
son:4,5y7.

Los acoplamientos orto, meta y para del sistema ABX se ilustran en la Figura 12.
Como se puede ver, la asignacion ABX dependera del sustituyente R? del anillo

bencimidazolico.

Imeta= 1-2-1.8 Hz H
2
dkcp3 Jpara= 0.5-1.0 Hz
H N “Ri
N
J, .= 8.4-8.9 Hz

orfo

Figura 12. Sistema ABX encontrado en el espectro de RMN 'H de los derivados 1-21

6.1.2.3. Espectroscopia de RMN °C

En los espectros de RMN 'C de los 21 compuestos sintetizados se
aprecian dos sefales cuadruples, con constantes de acoplamiento 'Uc.r = 270-272
Hz y %Jor = 38-40 Hz, asignables a los carbonos CF3 y C-2, respectivamente
(Figura 13). Asimismo, para las series regioisoméricas 1,2,5-trisustituida y 1,2,6-
trisustituida, se observan acoplamientos a 4 enlaces de distancia, entre el
sustituyente CF3 y el grupo metilo, con constantes de acoplamiento 4Jer =1.6-2.1
HZ.HS' 116

2J, £=38-40 Hz

R N l
VY
U \>_CF3 We.g =270-272 Hz
N

I
CH

!

4Jer=1.6-2.1 Hz

3

Figura 13. Constantes de acoplamiento C-F, observables en los espectros de RMN e,

para los 21 compuestos sintetizados
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RESULTADOQS Y DISCUSION

En las Tablas 16 a 22, se enumeran los desplazamientos quimicos obtenidos

mediante el analisis de los espectros de RMN 'H y "*C para los 21 compuestos

sintetizados. En estas tablas se observan grupos de 3 compuestos, los cuales

poseen el mismo sustituyente en la posicion 5 6 6 del anillo bencimidazolico, y en

la posicion 1 pueden tener un H o un CHj.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y "*C para los

compuestos 1, 8 y 15

4 3
5 2_N
N2
AOL Yo
/r 6 7a N1
2 7 [
3 R

Compuesto

8

Posicion

118.72 (q,
J = 270.9)

'H

‘I3C

118.87 (q.
J =271.4)

118.97 (q.
J=271.5)

10.86 (sa,
1H)

3.94 (s, 3H)

30.931 (d,
J=21)

3.93 (s, 3H)

30.75 (d, J
=2.0)

141.16 (q.
J = 40.8)

140.96 (q,
J=39.1)

140.75 (q,
J=38.7)

137.58

141.21

139.54

7.69 (d, 1H,
J=1.7)

116.53

7.87 (d, 1H,
J=15)

7.78 (d, 1H,
J=8.1)

134.34

133.91

132.09

7.39 (dd, 1H,
J=1.8,84)

121.63

7.42 (dd, 1H
J =1.5, 8.6)

127.34

7.47 (dd, 1H,
J=1.5, 8.6)

128.31

125.88

7.65 (d, 1H,
J=8.9)

116.92

7.36 (d, 1H,
J=8.7)

110.35

7.43 (d, 1H,
J=1.6 Hz)

110.91

136.29

134.60

136.47

2.90 (t, 2H)

36.68

2.92 (t, 2H,

36.93

2.97 (t, 2H,

36.78

1.68 (sext,
2H

22.38

1.65 (sext,
2H)

22.41

1.71 (sext,
2H,

22.46

1.0, t (3H)

13.27

1.01, t, (3H)

13.30

1.05(t, 3H)

13.33
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y *C para los

compuestos 2, 9y 16

0 3N
\\ 5 \2
s M2—CF,
}( 6 > 7a IT'1
3 R

Compuesto

i Posicion

118.81 (q,
J = 271.4)

119.03 (q,
J = 272.0)

120.0 (q, J
= 272.0)

13.84 (sa,
1H)

31.18

4.14 (s, 3H)

31.74(d, J
=2.1)

141.76 (q,
J =39.4)

142.01 (q,
J =39.2)

141.12 (q,
J = 39.20)

138.20

127.90

143.35

8.01 (d, 1H,
J=0.9)

113.43

8.12 (d, 1H,
J=1.5)

118.47

7.93 (d, 1H,
J=8.7)

119.44

140.04

140.87

7.59 (dd, 1H,
J=15,87)

122.56

7.62 (dd, 1H,

J=1.5,8.4)

119.63

7.82 (dd, 1H,

J=1.8,8.7)

120.65

140.31

7.89 (d, 1H,
J =8.4)

117.38

7.65 (d, 1H,
J=8.7)

111.49

8.05 (d, 1H,
J=1.8)

108.64

139.12

139.40

138.20

2.73-2.97
(m, 2H)

57.71

2.72-2.98
(m, 2H)

59.64

2.72-2.97
(m, 2H)

59.64

1.34-1.72
(m, 2H)

15.18

1.59-1.84
(m, 2H)

15.89

1.56-1.77
(m, 2H)

16.33

0.93 (t, 3H)

12.88

1.0 (t, 3H)

13.21

1.0 (t, 3H)

13.34
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y '*C para los
compuestos 3, 10 y 17

i Posicion

118.80 (q,
J = 270.8)

118.86 (q,
J =271.9)

118.87 (q,
J = 270.0)

3.49 (sa, 1H)

3.94 (s, 3H)

30.99 (d, J
= 2.0 Hz)

3.88 (s, 3H)

30.88 (d, J
= 1.96)

141.76 (q,
J=39.7)

141.56 (q,
J = 39.2)

141.25 (q,
J=39.2)

138.43

135.44

140.09

7.70 (d, 1H,
J=12)

117.95

7.91 (d, 1H,
J=1.2)

126.89

7.80 (dd, 1H,
J=0.9, 8.7)

127.62

136.20

129.32

7.37 (dd, 1H,
J=18,J=
8.4)

122.06

7.37 (dd, 1H,
J=1.8,8.7)

126.97

7.50 (dd, 1H,

J=1.5,8.7)

129.59

136.05

7.73 (d, 1H,
J=8.7)

119.93

7.40 (d, 1H,
J = 8.7 Hz)

110.88

7.47 (dd, 1H,
J=0.9, 1.8)

113.06

137.59

136.53

136.55

128.22

130.63

133.11

7.22-7.34
(m)

129.63

7.21-7.28
(m)

130.31

7.23-7.34
(m)

130.65

7.22-7.34
(m)

129.49

7.21-7.28
(m)

129.20

7.23-7.34
(m)

129.29

7.22-7.34
(m)

129.33

7.21-7.28
(m)

125.07

7.23-7.34
(m)

127.20

7.22-7.34
(m)

129.49

7.21-7.28
(m)

129.20

7.23-7.34
(m)

129.29

7.22-7.34

129.63

7.21-7.28
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y *C para los
compuestos 4, 11 y 18.

Compuesto
11

118.38 (q, 118.63 (q, 118.68 (q,
J = 271.5) J = 270.1) J=272.1)
395 (s, 3H) | 31.14(d, J | 4.01 (s, 3H) | 31.25
= 1.6)
143119 (q, 142.52 (q, 142.70 (q,
J=39.7) J = 39.4) J = 40.9)
140.60 140.598 129.35
8.28 (d, 1H, | 113.24 19 (dd, 1H,| 119.31 |[7.89 (dd, 1H,| 119.89
J=1.2) J=04 J=0.3, 8.4)
1.6)
140.74 14144 |7.41(dd, 1H,| 122.47
J=1.8,8.7)
7.64 (dd, 1H,| 1206 |7.74 (dd, 1H,| 121.56 145.46
J=21,87) J =16, 8.8)
7.77 (d, 1H, | 119.05 |7.54 (dd, 1H,| 111.73 |8.05(dd, 1H,| 107.05
J = 8.4) J =0.4, 8.8) J=0.3, 1.5)
136.72 137.70 127 51
144.20 14558 136.25
7.42-7.63 12505 | 7.63-7.66 12449 | 7.66-7.70 124.88
(m) (m) (m)
7.42-7.63 12962 | 7.41-7.47 129.32 | 7.435-7.482 | 129.46
(m) (m) (m)
7.42-7.63 131.76 | 7.41-7.47 131.02 | 7.435-7.482 | 131.40
(m) (m) (m)
7.42-7.63 12962 | 7.41-7.47 129.32 | 7.435-7.482 | 129.46
(m) (m) (m)
7.42-7.63 ) 7.63-7.66 12449 | 7.66-7.70
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y C para los
compuestos 5, 12 y 19

Compuesto

12

Posicion

114.66 (q,
J = 270.9)

H

130

118.74 (q,
J = 272.0)

118.74 (q,
J = 271.8)

12.11 (sa,
1H)

4.01(s, 3H)

31.14 (d,
J=2.1)

31.15

138.34 (q,
J = 39.8)

143.29 (q,
J = 39.5)

142.60 (q,
J=39.1)

133.42

137.66

140.10

8.05 (d, 1H,
J=1.2)

120.08

8.01 (d, 1H,
J=0.9)

132.53

7.79-7.82
(m, 1H J =
8.4)

127.02

128.85

135.80

8.06 (dd, 1H,
J=1.8,8.7)

125.15

7.83 (dd, 1H,
J=1.2,8.4)

121.57

7.81 (dd, 1H,
J=1.5,8.4)

125.79

137.680

7.85 (d, 1H,
J = 8.4)

113.52

7.94 (d, 1H,
J=84)

112.82

8.29 (d, 1H,
J=0.9)

110.36

133.42

143.63

138.66

196.91

196.14

196.01

128.85

137.66

133.38

7.53-7.78
(m)

124.46

7.60-7.66
(m)

130.01

7.46-7.63
(m)

129.98

7.53-7.78
(m)

125.55

7.49-7.54
(m)

128.36

7.46-7.63
(m)

128.28

7.53-7.78
(m)

128.43

7.60-7.66
(m)

134.7

7.79-7.82
(m)

132.37

7.53-7.78
(m)

126.55

7.49-7.54
(m)

128.36

7.46-7.63
(m)

128.28

7.53-7.78

7.60-7.66
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y "*C para los

compuestos 6, 13 y 20

3a

Compuesto

13

Posicion

118.72 (q,
J =271.8)

H

130

118.74 (q,
J=271.9)

13C

T118.71 (q.
J=272.2)

13.97 (sa,
1H)

4.00 (s, 3H)

3112 (d, J
=2.0)

4.05 (s, 3H)

31.44 (d, J
=2.1)

142.61 (q,
J = 40.3)

142.77 (a,
J = 38.3)

14265 (q,
J = 25.4)

138.32

137.835

135.68

8.10 (s, 1H)

115.42

8.16 (d, 1H,
J=1.2)

119.50 (q,
J=4.0)

8.01 (d, 1H,
J=8.4)

122.87

12462 (q,
J=322)

126.39 (q,
J=33.2)

7.66 (dd, 1H,

J=1.8,8.7)

119.89 (q,
J=3.5)

7.66 (dd, 1H,
J=1.3,8.7)

120.85

7.69 (dd, 1H,

J=15,8.4)

122.14 (q,
J=4.1)

125.61 (q,
J= 31.7)

7.89 (d, 1H,
J=8.4)

116.92

7.55 (d, 1H,
J=8.7)

110.83

8.31 (d, 1H,
J=1.5)

110.36 (q,
J=4.9)

139.06

140.38

126.38

12461 (q,
J=271.8
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Tabla 22. Desplazamientos quimicos (ppm) obtenidos en RMN 'H y C para los
compuestos 7, 14 y 21

4

7

3

5 3a_N
o e
8 7a N 1

I
R

Compuesto

14

i Posicion

118.53 (q,
J = 269.3)

118.77 (q,
J = 203.92)

118.84 (q,
J=271.1)

13.90 (sa,
1H)

3.96 (s, 3H)

31.07 (q, J
=2.1)

30.99 (d,
J=2.1)

141.42 (q,
J=41.0)

14159 (q,
J=38.7)

14110 (q,
J = 38.4)

137.20

141.19

134.48

7.26 (d, 1H,
J=2.4)

104.43

7.40 (dd, 1H,
J=0.3,2.1)

110.09

7.86 (d, 1H,
J=9.0)

122.76

154.14

153.27

7.09 (dd, 1H,
J=24,9.0)

115.99

7.11 (dd, 1H,
J=24,J=
9.0)

722

7.21 (dd, 1H,
J=24,909)

118.17

154.82

7.76 (d, 1H,
J=9.0)

118.32

7.44 (dd, 1H,
J=0.3,9.0)

111.20

6.98 (d, 1H,
J=2.1)

99.28

134.66

132.67

137.21

154.36

154.49

154.18

124.75

124.47

124.82

134.42

134.36

136.61

7.40 (dd, 1H,
J=1.5, 8.1)

125.56

7.25 (dd, 1H,
J=1.2,8.1)

125.27

7.30 (dd, 1H,
J=1.5, 8.1

125.63

7.31 (t, 1H,
J=8.1, 8.4)

127.61

742 (t, 1H,
J=8.1,8.4)

127.52

747 (t, 1H, J
=2.4,9.0)

127.69

6.95 (dd, 1H,
J=1.5, 8.1

118.87

6.82 (dd, 1H,
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6.1.2.4. Espectrometria de Masas

En todos los casos que se determind el espectro de masas, tanto para
intermediarios como para productos finales, el i6n molecular (M") correspondio al
peso molecular del compuesto, ademas de ser el pico base para los compuestos
finales 1-3, 6, 9, 10, 13-15, 17, 20 y 21 [100%)].

Fragmentaciones de 1,8 y 15

En estos compuestos, cuyo sustituyente en la posicion 5 6 6 es un grupo propiltio,
la ruptura mas significativa fue la de M-42, correspondiente al fragmento C3He.
También se presentaron los fragmentos M-29 (CH3CHz) y M-19 (F), aunque con
menor abundancia.

Fragmentaciones de 2,9 y 16

El sustituyente propilsulfinilo en estos compuestos presentd las siguientes
rupturas: M-16 (O), M-48 (SO) y M-42 (C3He).

Fragmentaciones de 3, 10 y 17

El sustituyente presente en estos compuestos es el feniltio, por lo cual, las
fragmentaciones mas importantes fueron M-32 (S), M-34 (H2S) y M-20 (HF)
Fragmentaciones de 4, 11y 18

Debido a que el sustituyente de estos compuestos es el fenilsulfinilo, las pérdidas
mas significativas fueron: M-16 (O), M-32 (S) y M-48 (SO). También se observo el
fragmento M-77 (CgHs), caracteristico de compuestos aromaticos.
Fragmentaciones de 5, 12y 19

Las principales pérdidas en estos compuestos, cuyo sustituyente es el benzoilo,
fueron M-77 (Ce¢Hs), M-28 (CO) y M-19 (F).

Fragmentaciones de 6, 13 y 20

Los compuestos 2,5 6 6-bis(trifluorometilados), presentaron rupturas
caracteristicas. La pérdida de los fragmentos M-19 (F), M-20 (HF), M-50 (CF2) y
M-69 (CF3), son tipicas indicadoras de la presencia de flior en la moléculas

sintetizadas.
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Fragmentaciones de 7, 14 y 21

El M+2 y M+4 demostraron la presencia de 2 4tomos de cloro en las moléculas 7,
14 y 21 (intensidad isotépica: 9:6:1). La pérdida de dos fragmentos M-35 (Cl),
corroboraron esta presencia.

6.1.3. Propuesta inicial de sintesis de los compuestos 1-4,15-18 y 21

En un comienzo, se planteo la ruta sintética para obtener los compuestos 1-
4,15-18 y 21 que se presenta en el Esquema 20.

26, 28, 43 90, 91, 92

.0 / *
R'S< N R NCOCF
e
o o X
N NO,

\
= 93, 94, 95
7

H
2,4 1,3,
d
0 GCHs )r CH
4 [

R= propiltio en 1,15, 26, 90, 93

3
90, RS N R

R'=propiloen 2, 16 e N

R= feniltio en 3, 17, 28, 91, 94 \Oj ) —CFy —— ) —CF,

R’=fenilo en 4,18 N N

R= 2,3-diclorofenoxi en 7, 21, 43, 92, 95
16, 18 15,17, 21

a) Etilenglicol, KOH, reflujo; b) (CF,C0),0, H,SO,; c) glima, KOH, Me,SO,
d) H,, Pd/C ; e) m-CPBA, CHCl,, 0 °C

Esquema 20. Ruta sintética inicial planteada para la obtencion de 1-4,15-18 y 21.

Para la sintesis de los compuestos propuestos se partié de la 5-cloro-2-nitroanilina
comercial (25), la cual se someti6 a una reaccién de sustitucion nucleofilica
aromatica con: propanotiol, o tiofenol, ¢ 2,3-diclorofenol para dar el
correspondiente tioéter (26, 28) o éter (43), respectivamente. El siguiente paso fue
la formacion de las trifluoroacetanilidas 90-92 con anhidrido trifluoroacético. Por

ultimo, se planeé la reduccién de estos precursores con Hz y Pd/C para dar los
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respectivos compuestos bencimidazélicos (1, 3, 7) por ciclacion intramolecular. Sin
embargo, esta reaccion no procedié como se esperaba, puesto que se obtuvieron
productos de reduccién parcial del grupo nitro, los cuales se condensaron entre si
para formar un azoxi compuesto (diazendxido), cuya elucidacion estructural se
plantea mas adelante.

Para obtener los compuestos 1-metilbencimidazélicos (15, 17, 21) se planteo la N-
metilacion de las trifluoroacetanilidas 90-92 con sulfato de dimetilo y potasa
acuosa concentrada, entre 30 y 35 °C. De nueva cuenta, la reaccion no procedio,
debido a que el ambiente basico proporcionado por la potasa, provocd la hidrolisis
de la trifluoroacetamida a la anilina correspondiente.

Al analizar estos resultados, se decidié reconsiderar la ruta sintética para la
obtencién de estos compuestos, planteando la sintesis que se explica en el

Esquema 8, ubicado en el capitulo de desarrollo experimental (pagina 33).

6.1.4. Elucidacién estructural del producto azoxi(diazenoxido), obtenido en la

reduccion catalitica de la trifluoroacetamida 90

Durante la sintesis de los intermediarios de los compuestos 1 y 2 se obtuvo
un producto de reaccién diferente al esperado; especificamente, en el paso de
reduccion catalitica de |a trifluoroacetamida 90. La sustancia obtenida se aislo y se
caracterizd por métodos espectroscépicos y espectrométricos, correspondiendo al
compuesto  bis[4-(propiltio)-2-(trifluorometil)aminofenil]diazenoxido ~ (96).  El
Esquema 21 muestra la formacion de este producto.
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s NO, g
/ a 3 2, ,NH

6 5
90 s/ Ny /
/¢ — N S
o] 2 ¥
HN
96
a) H,, Pd/C al 5%, metanol O}\CF

Esquema 21. Reaccién de formacion del bis[4-(propiltio)-2-(trifluorometil)
aminofenilldiazendxido (96)

El analisis del espectro de IR mostr6 bandas de absorcion a 1458 y 1427 cm™’,
correspondientes al alargamiento del enlace N=N, particularmente, para
azoxicompuestos (N=N->0). Las sefiales caracteristicas para el alargamiento del
enlace C-H se presentaron en 2966 y 1325 cm™. En 3440 cm’'se observo la sefial
de alargamiento del enlace N-H, correspondiente a las amidas, asi como las
sefiales en 1720 (C=0) y 1590 (N-C=0) cm™. La banda de trifluoroacetamidas se
visualizé en 1560 cm™ (Figura 14).

e g P e s

'r*ﬂ‘l- 7 _,Af—._ B .“J'A
1] P4

- f U M Yo

Figura. 14. Bandas de absorcion registradas en el espectro IR del compuesto 96
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La espectroscopia de RMN 'H permitié corroborar la estructura. Esta mostré

senales multiples en 84 1.034-1.088 (con integral para 6 hidrégenos), asignables a
los metilos de las cadenas propiltio. En &4 1.69-1.82 se observd una sefial multiple
que integré para 4 hidrégenos, que se atribuyé al metileno unido al metilo de la
cadena propilica. Una sefal cuadruple definida entre 84 3.13-3.06, integré para 4

protones y fue asignada al metileno unido al atomo de azufre, como lo muestra la

Figura 15.
G
1
i; fas |
s CH,CH,CH, “[ 3
I EERNAREE |
|§ | EET‘; “T“fs I
4188 L | r(y l
M CH,CH,S \ﬂ‘ I | CH, |,|
i il i)

s b e o R S ©gmm——— ——

gy T U U ——— =
3.0 t.8 2.8 2.4 2.2 z.o 1.8 1.8 1.4 1.2 ppm

Figura 15. Sefales correspondientes a la cadena propiltio del espectro de RMN 'H del
azoxi compuesto 96

En &y 7.33 (dd, J = 1.2, 9.0 Hz), 8.31 (d, J = 1.2 Hz) y 8.65 (d, J = 9.0 Hz) se
aprecia un sistema ABX, asignable a los hidrégenos H-5°, H-3" y H-6'
respectivamente. El mismo sistema fue observado para las sefales con &y 7.36
(dd, J = 1.2, 9.0 Hz), 8.09 (d, J = 1.2 Hz) y 8.18 (d, J = 9.0 Hz), atribuibles a los

hidrégenos H-5, H-3 y H-6, como lo muestra la Figura 16.
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H-5, H-5"

I A [
b Pty b bt e il ity bt W

Figura 16. Sefiales correspondientes a los protones aromaticos de los sistemas ABX del
espectro de RMN 'H de azoxi derivado 96

En el analisis del espectro de masas (m/z 568, M*, 100%), las sefiales M+2
demostraron la presencia de atomos de azufre y oxigeno en la molécula. La
pérdida del fragmento con relacién m/z 276 condujo al pico clave del espectro, que
fue m/z 292, como lo muestra la Figura 17, y que confirmé la propuesta estructural
establecida para dicho compuesto.

@]
F C
A S --m/z 292
m/z 276 ----- ! ;

(@] CFs

Figura 17. Fragmentacion observada en el espectro de masas generado por IE del
compuesto 96
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6.1.5. Propuesta inicial de sintesis de los compuestos 8-11 y 14

La ruta sintética inicial que se plante6 para obtener los compuestos 8-11 y

14, se presenta en el Esquema 22.

0,0
NO, NH,

98 61, 99, 100 62, 101, 102
lc
: NCOCF : NHCOCF : NHCOCF,
109, 110, 111 CH 106, 107, 108 103, 104, 105
1 b
1 ,/O R= propiltio en 8, 99, 101,
R N ¢ R’'S N 104, 107, 110
R’=propil en 9
DRy \O[ N—CF,  R= fenilio en 10, 100, 102,
N N 105, 108, 111
| | R’=fenil en 11
CHS CH, R= 2,3-diclorofenoxi en 14, 61,

8,10, 14 9, 11 62, 103, 106, 109

a) Etilenglicol, KOH, reflujo; b) H,, Pd/C; c) (CF,C0),0, H,SO,; d) HNO, fumante;
e) glima, KOH, Me,SO,; f) m-CPBA, CHCI,, 0 °C

Esquema 22. Ruta sintética inicial planteada para la obtencion de 8-11 y 14

Para la sintesis de los compuestos 8-11 y 14 se partié del 4-cloronitrobenceno
comercial, el cual se sometié a una reaccion de sustitucién nucleofilica aroméatica
con: propanotiol, o tiofenol, ¢ 2,3-diclorofenol para dar el correspondiente tioéter
99, 100 o éter 61, respectivamente. Esta reaccién se hizo exclusivamente con
propanotiol, disuelto en una mezcla de etilenglicol-agua, sosa y bajo atmésfera de
nitrdgeno. La mezcla se calentdé a 120 °C por espacio de 3 horas, esperando la
formacion del compuesto 1-nitro-4-(propiltio)benceno (99), pero en vez de éste, se
formaron varios productos, dentro de los cuales destacaron unos cristales
amarillos que se separaron por filtracion al vacio.

Dados estos resultados, se tuvo que reconsiderar la secuencia sintética y se

plantearon nuevas rutas, para generar por separado a los compuestos 8, 9
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(Esquema 10, pagina 34), 10, 11 (Esquema 15, pagina 38) y 14 (Esquema 14,
pagina 37), ubicadas en el capitulo de desarrollo experimental.

6.1.6. Elucidacion estructural del producto secundario de la reaccion de SyAr entre

el 4-cloronitrobenceno y el propanotiol

Durante la sintesis de los intermediarios del compuesto 8 se obtuvo un
producto de reaccién no esperado entre el propanotiol y 98. El producto
inesperado se aisldé y se caracterizO por métodos espectroscopicos y
espectrométricos, correspondiendo al compuesto bis(4-clorofenil)diazenoxido
(112), como lo muestra el Esquema 23.

a%r /r
A~ _SH + m@—mz o
6 5
98 C|—4©LN\\
N—{ PO
B & J 4
o ¥

a) NaOH, Etilenglicol-Agua, 120°C, Atm N, 112

Esquema 23. Reaccién de formacién del bis(4-clorofenil)diazendxido (112)

El analisis del espectro de IR mostré bandas de absorcion a 1480-1463 cm™’,
correspondientes al alargamiento del enlace N=N, particularmente, para
azoxicompuestos (N=N->0). Los sobretonos caracteristicos para la disustitucion
1,4 del anillo bencénico, se confirmaron por las sefales a 1908-1649 cm’ La
presencia de cloro se confirmé por las bandas de alargamiento del enlace C-Cl en
1088-1007 y 411 cm™ (Figura 18).
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Figura. 18. Bandas de absorcion caracteristicas para los sobretonos de la sustitucion
para (a), sefales de alargamiento del enlace N=N->O (b) y C-Cl (c) registradas en el

espectro IR del compuesto 112.

La espectroscopia de RMN 'H permitié corroborar la estructura. Esta mostré un
sistema A,X», con sefales multiples (J =2.1, 9.0 Hz) en 84 7.417-7.498, atribuibles
a los 4 hidrégenos 3, 5, 3" y 5° del compuesto bis(4-clorofenil)diazendxido. En &y
8.130-8.179 se observan también sefales multiples que son atribuibles a los
hidrogenos 2y 6°, mientras que las sefales a &4 8.220-8.270, se asignaron a los

protones 2 y 6, como lo muestra la Figura 19.
H-3°, H-5", H-3, H-5

|

H-2", H-6" H-2, H-6
| {

— 1411
= ran
e

LT ]
T oAk
p— R 1 |

4.1

o 1]
- aaah

f.an
wr

e R U
8.28 8.22 B.16 ppn 7.50 7.47 7.44 ppn

Figura. 19. Sefiales de RMN 'H para el compuesto 112

El espectro de RMN "*C mostré 8 sefales, las cuales fueron asignadas de la
siguiente manera: en 8¢ 123.67 (C-2 y C-6), 127.04 (C-2", C-6"), 128.93 (C-3, C-5),
128.99 (C-3", C-57), 135.23 (C-4), 138.05 (C-1°), 142.18 (C-4") y 146.50 (C-1).

68



RESULTADOQS Y DISCUSION

El analisis del espectro de masas (m/z 266, M*, 60%), reveld la presencia de

sefiales M+2 y M+4, con intensidad isotépica: 9:6:1, que demostraron la existencia

de 2 atomos de cloro en la molécula . La pérdida del fragmento con relacion m/z
155 condujo al pico base del espectro, que fue m/z 111, como lo muestra la Figura
18. Esto confirmé la propuesta estructural establecida para dicho compuesto.

--m/z 155

Ml {14 ==t 0

Figura 20. Fragmentacion observada en el espectro de masas generado por IE del
compuesto 112

La formacion del producto anterior se puede explicar mediante una reaccién redox,
como la ocurrida en la reduccion catalitica de 90. Dadas las caracteristicas
reductoras del propanotiol y el poder oxidante del 4-cloronitrobenceno, ambos
reaccionaron para formar productos de reduccion parcial del grupo nitro (nitroso e
hidroxilamina), mientras que el tiol se oxidé a disulfuro, como lo muestra la
propuesta del Esquema 24. Posteriormente, el intermediario hidroxilamina y el
nitroso pueden acloparse a través de una deshidratacion y formar el compuesto

112, como ocurrié anteriormente en la formacion de 96.

Productos de reduccion parcial del
grupo nitro (Hidroxilamina y nitroso)

/\_/SH+ CIQNOQ Etilenglicol-H,0 QN OH + O= N‘Q
120°C, Atm N,

Reductor Oxidante /\/S‘\S/\/

Producto de oxidacion del
grupo tiol(disulfuro)

Deshidratacion
(@]

Esquema 24. Reacciones de éxido-reduccion y deshidratacion que explican la formacion
del bis(4-clorofenil)diazenoéxido (112)
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6.1.7. Rutas alternas para la sintesis de los compuestos 8-11.

Ya que la propuesta inicial de sintesis para los compuestos 8 y 9 no
funciono, se decidi6 abordar otra ruta sintética para generar estas sustancias.
Tomando como base la patente del albendazol,”® estos compuestos se
sintetizaron a partir de la N-metil-2-nitroanilina (51), la cual se someti® a una
reaccion de tiocianacién empleando bromo y tiocianato de amonio a 0°C en
metanol. Posteriormente, el soélido 52 se tratdé con cianuro de potasio y 1-
bromopropano, en diclorometano, generandose un compuesto aceitoso de color
rojo carmin, correspondiente al producto N-metil-2-nitro-5-propiltioanilina (53). La
reduccién del grupo nitro con Hp y Pd/ C al 10% generé el compuesto 54, el cual
inmediatamente se ciclocondensé con acido trifluoroacético y HCI como
catalizador, generando el compuesto 8. Este ultimo se trat6 con m-CPBA para
formar el sulféxido 9 (Esquema 10).

NHCH, a NHCH, b NHCH,
CI + NHSCN —— ﬁ L W _..I /@[
NO, NCS o N S % NO,

51

c
CH CH l
L L NHCH
N e N d 3
e == e ==
S N S N s NH,
I e 8 54

(a) Br,, MeOH, NaBr, 0°C; (b) KCN, 1-propanol, (Bu),NCI, CH,Cl,, H,0; (c) H,, Pd/C al 10%;(d) CF,COOH, HCI,
reflujo; (e) m-CPBA, CHCI,, 0-5°C

Esquema 10. Sintesis alterna de los bencimidazoles 8 y 9

Como esta ruta sintética funcioné muy bien, se decidié hacer una analogia para la
sintesis de los compuestos 10 y 11, que consistid en remplazar el compuesto
alquilico por un sustrato aromatico, para hacer la sustitucion nucleofilica sobre
éste (Esquema 15, pagina 38).

La sintesis de estos compuestos partié de la reaccién de sustitucién nucleofilica
aromatica entre 52 y 56. Se empleo cianuro de sodio acuoso, diclorometano y un
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catalizador de transferencia de fases, generandose un sélido rojizo

correspondiente al producto 57. Este compuesto se redujo con cloruro estanoso
dihidratado en metanol (reduccion quimica), debido a que el azufre disminuye la
accion catalitica del Pd/C. El producto de reduccion crudo se ciclocondensé con
acido trifluoroacético y HCI, generando el compuesto 59, el cual se hidrolizé con
carbonato de potasio alcohdlico (60). El producto resultante se traté con nitrito de
sodio para generar la sal de diazonio correspondiente, y, posteriormente, se
reemplazo in situ con acido hipofosforoso, para generar el compuesto 10. Por
ultimo, éste se hizo reaccionar con m-CPBA, para dar el sulféxido 11, como lo
muestra el Esquema 15.

,@WQMUC%Lﬁ@m

52 57 58 lc
spesti¥ogesiiSogest

i
S N
O/ \@E S—cF,
)\
CH

(a) NaCN, 1-propanol, (Bu),NCI, CH,Cl,, H,0; (b) SnCl, 2H,0; (c) CF,COOH, HCI, reflujo; (d) K,CO,, EtOH;
(6) NaNO,, H,0, H,P0,;(f) m-CPBA, CHCl,, 0-5°C

Esquema 15. Sintesis de los bencimidazoles 10 y 11

Al igual que la ruta anterior, ésta generé los compuestos deseados, asi como
algunos intermediarios bencimidazélicos interesantes (59, 60). También se obtuvo
un producto secundario (115), en la reaccién de sustitucion nucleofilica sobre el
compuesto 56, cuya identificacion se menciona a continuacion.
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6.1.8. Elucidacion estructural del producto secundario 115

Durante la sintesis del compuesto 10, la reaccion entre 52 y 56 generd un
subproducto de reaccion con un rendimiento del 17%. Este subproducto (113) se

redujo para formar 114, y, posteriormente, se ciclé con CF;COOH para dar el
bencimidazol 115, como lo muestra el Esquema 25.

2

NHCH
—2 e 57(83%) + U U
NCS H,CNH NHCH,

113 (17%)
52
I
S
\
e T
H,CNH NHCH,
115 114

{a) KCN, 1-propanol, (Bu),NCl, CHZCIZ‘ H,0; (b) SnCl, 2H,0; (c) CF,COOH, HCI, reflujo

Esquema 25. Reaccion de formacion del compuesto 115

El analisis del espectro de RMN 'H del compuesto 115 mostré un sistema ABX,
con dos sefales dobles, (J = 8.7 Hz) en 84 7.39 y 7.92 (J = 1.5 Hz), atribuibles a
los hidrégenos 7, 7" y 4, 4°, respectivamente. En &4 7.545, se observo un doble de
dobles, atribuible a los hidrégenos 6 y 6°; mientras que las sefiales a 6y 8.22-8.27
se asignaron a los protones 2 y 6, como lo muestra la Figura 21. La sefal de los
hidrogenos del grupo metilo y metileno se observaron en 34 3.93 y 4.36,

respectivamente.

m~rer revo. Limantad bl de b Lo d Ll e 2 T
7.935 ppnW.565 ppm ppm

Figura. 21. Sefiales de RMN 'H para el compuesto 115
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El espectro de RMN '°C del compuesto 115 mostré 10 sefales, las cuales fueron
asignadas de la siguiente manera: en ¢ 30.97 (CHs), 43.76 (CH), 110.01 (C-7),
118.8 (CF3 J = 271.4 Hz), 123.31 (C-4), 129.4 (C-5), 129.94 (C-6), 135.54 (C-3a),
141.03 (C-7a), 141.31 (C-2, J = 42.7 Hz).

El analisis del espectro de masas (m/z 476, M*, 40%) revel6 la pérdida del
fragmento con relacion m/z 231, que condujo al pico base del espectro, que fue
m/z 245, como lo muestra la Figura 22, y que confirmé la propuesta estructural
establecida para dicho compuesto.

m/z231-------+
N s S N
V%
/4 :
F,c— @/ : S—cF,
N \
Ch, ez 245 O

Figura 22. Fragmentacién observada en el espectro de masas generado por IE del

compuesto 115

La formacién del producto anterior se puede explicar mediante una reaccion de
sustitucion nucleofilica entre el compuesto 52 y el diclorometano, que actuaba
como disolvente. Debido al poder nucleofilico del tiolato generado in situ en la
reaccién, éste reacciond con 56, pero también lo hizo con el disolvente,
provocando una dimerizacién que condujo al producto 113 (Esquema 26). Las
posteriores reacciones de reduccion y ciclocondensacion llevaron a la formacion
de 115.
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N=C$ NO, “:on *:8 NO,
—— NC—CN  +
NHCH, = NHCH,
52 \
CH,
cO

O,N S._S NO, O,N S’ Gl5CH,S NO,
-———
HN NH HN NH
|
CH, 113 CH, CH, CH,

Esquema 26. Mecanismo propuesto para la formacion de 113

6.1.9. Valor sintético del intermediario bencimidazolico 60

El compuesto intermediario 60, obtenido durante la sintesis de los
compuestos finales 10 y 11, posee un valor sintético apreciable, debido a que
puede ser utilizado para generar nuevas estructuras de compuestos analogos con

potencial actividad antiparasitaria, como lo muestra el Esquema 27.

S N
CuCN D/ \(I \>_CF3
NC N
CH,
S N S N
N\ NaNO,| CuCl N
/©/ \@: >—CF ] )—CF,
H,N N Cl N
60 CH, CH,
S N
HBF, \>—CF3
T \
CH,

Esquema 27. Utlidad quimica del intermediario 60, para la sintesis de otros

bencimidazoles con potencial actividad biologica.
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En la literatura se encuentra reportado que al tratar a las aminas aromaticas, como
60, con NaNO; y HCI, se genera una sal de diazonio, cuyo grupo diazo puede ser
reemplazado facilmente por halégenos como el cloro. Esto se realiza calentando la
solucion acuosa de la sal correspondiente con cloruro cuproso (Reaccion de
Sandmeyer). Los compuestos de fluor se preparan agregando a la solucion de la
amina aromatica diazoada una solucion de acido tetrafluorobérico (Reaccion de
Baltz-Schiemann). Si se agrega una solucion neutra de una sal de diazonio a una
solucién del complejo cianuro cuproso-cianuro de sodio, se formara un precipitado
que se descompone a nitrilo cuando se calienta.

Sin embargo, estos intermediarios bencimidazolicos 59 y 60 no fueron tomados en
cuenta para las evaluaciones biolégicas, debido a que las aminas primarias como
60, se metabolizan en el organismo a través de reacciones de N-hidroxilacién,'"’
""® generando especies electrofilicas reactivas que pueden formar enlaces
covalentes con macromoléculas celulares (Esquema 28). El simbolo X" representa
la acetilacion o sulfatacién de la hidroxilamina, lo cual da un buen grupo saliente
(XO"). La unién a proteinas, enzimas, RNA y DNA (Y") es el resultado de esta
activacion metabdlica.’”® Las amidas, como el compuesto 59, también son
metabolizadas por N-oxidacién, por lo cual pueden generar metabolitos citotéxicos

y carcinégenos. %% 1!

UU\HM O HN@

Cox

Y
-«»wv—«iu—m
l -XO
R 2 R
B—H"\
H,N HN
W B: ‘”‘"""”“L"“”““

Esquema 28. Activacion metabdlica de aminas primarias extrapolada al compuesto 60.
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6.2. Parte Bioldgica
6.2.1. Resultados de actividad antiprotozoaria de los compuestos contra Giardia
lamblia y Trichomonas vaginalis

En la Tabla 23 se resume la actividad antiprotozoaria mostrada por los 21

compuestos sintetizados en este proyecto.

Tabla 23. Prueba de susceptibilidad in vitro contra los protozoarios G. lambliay T.

vaginalis
== esis S S e e e s S SR e ————————]
Clso (kM) Clso (M)
Serie Compuesto G. lamblia T. vaginalis
1 1.515 0.345
2 6.37 2.78
2,5(6)-disustituido 3 1.603 3.815
4 2.272 1.134
5 2.31 28.441
6 0.676 0.2321
7 0.0547 0.535
8 10.45 0.200
9 20.89 0.0585
1,2,5-trisustituido 10 0.935 0.1103
11 0.0956 0.0490
12 1.098 29.596
13 1.144 4.098
14 0.030 0.0166
15 1.403 2.584
16 4.312 4.429
1,2,6-trisustituido 17 83.452 15.97
18 18.978 90.25
19 1.285 10.642
20 8.856 5323
21 0.0637 0.1108
Metronidazol 1.226 0.216
Albendazol 0.0376 3.392

Los compuestos 6, 7, 11, 14, 21 tuvieron una actividad del orden nanomolar contra
Giardia lamblia y fueron 2, 22, 13, 41 y 19 veces mas potentes que el metronidazol
(medicamento de eleccion para las protozoosis), respectivamente, como lo
muestra los cocientes de potencia (Grafica 1). Los compuestos 10, 12, 13 y 19

mostraron una actividad similar a la del metronidazol. Los compuestos 1, 3,4, 5y
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1

5 tuvieron actividades moderadas, mientras que los compuestos 2, 8, 9, 16 17,

18, 20 no mostraron actividad apreciable.

[Mtz]/[comp]

45
40
35
30
25
20

T T P T

10

W II 204 P rrS

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Mtz

B

Grafica 1. Cociente de potencia contra G. lamblia, dado por la relacion de Cls, entre el

metronidazol (Mtz) y cada uno de los compuestos sintetizados

En este ensayo, s6lo el compuesto 14 tuvo una actividad parecida a la del
albendazol, siendo 1.3 veces mas activo, por lo cual se considera que ambos
presentan la misma actividad contra este protozoario. Los demas compuestos no

tuvieron actividad significativa, exceptuando a 7 y 21 (Grafica 2).

1.4
1.2-
,
=
E 0.8
= 0.6-
=]
<
= 04-
o I'
8 IIIII /1 PO VESSLSrsyrsrS,
4 T 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Abz

Grafica 2. Cociente de potencia contra G. lamblia, dado por la relacion de Cls, entre el

albendazol (Abz) y cada uno de los compuestos sintetizados

En relacion con Trichomonas vaginalis se observd el siguiente patron de
actividades: los compuestos 9, 10, 11, 14 y 21 fueron 4, 2, 4, 13 y 2 veces mas
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activos que el metronidazol, mientras que los compuestos 6 y 8 mostraron valores

similares al presentado por este farmaco (Grafica 3).

14

12
10
g
E 8
S
N 6
Z
4
2
0”" 1 i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 M

Gréfica 3. Cociente de potencia contra T. vaginalis, dado por la relacion de Cls, entre el

metronidazol (Mtz) y cada uno de los compuestos sintetizados

Comparando estos resultados con el valor obtenido para el albendazol se observa
que los compuestos 6, 8, 9, 10, 11, 14 y 21 fueron 14, 17, 58, 31, 69 y 204 veces
mas activos que este farmaco. También presentaron actividad los compuestos 1, 4
y 7, que fueron 10, 3 y 6 veces mas potentes que el albendazol; los compuestos 2,
3, 13, 15 tuvieron actividad similar a este farmaco, en tanto que los compuestos

restantes no observaron actividad significativa (Gréfica 4).
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[Abz}/[comp]
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Grafica 4. Cociente de potencia contra T. vaginalis, dado por la relacion de Cls, entre el

Albendazol (Abz) y cada uno de los compuestos sintetizados
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6.2.2. Resultados de actividad antihelmintica de los compuestos contra Trichinella

spiralis.

En cuanto a la determinacion del efecto de los compuestos frente a la larva
muscular de T. spiralis, s6lo el compuesto 14 redujo capacidad metabolica de la
larva con mejores resultados que el albendazol (medicamento de eleccién para las
helmintiosis). EI compuesto regioisomérico 21 fue igual de eficaz que el
albendazol, los demas compuestos mostraron tener menor actividad; sin embargo,
todos ellos tuvieron un comportamiento dosis-respuesta favorable, destacando los
compuestos 15y 17 (Tabla 24).

Tabla 24. Porcentaje de reduccion de la capacidad metabdlica del helminto T. spiralis

frente a los compuestos sintetizados

Serie Compuesto 0.037 uyM 0.188 uM  0.37 uM  1.88 uM

1 nr 18.0 27.30 38.30

2 9.60 18.30 29.60 45.60

2,5(6)-disustituido 3 20.45 27.89 31.81 35.53
4 10.18 32.33 41.91 53.30

5 27.06 32.64 35.90 45.86

6 18.59 20.86 41.32 46.48

T 18.77 19.62 23.83 28.90

8 27.50 41.50 43.50 48.0

9 8.30 21.30 29.60 42.60

10 19.21 30.78 33.67 49.38

1,2,5-trisustituido 11 1607 25.15 28.14 32.94
12 26.85 32.23 32.64 36.77

13 15.70 30.78 32.85 39.87

14 50.0 53.37 61.81 80.37

15 11.20 30.0 48.50 56.0

16 16.30 24.30 29.30 32.60

17 37.40 46.40 57.10 60.30

1,2,6-trisustituido 18 20.36 30.54 34.13 50.30
19 20.66 24.58 28.09 31.81

20 4.33 18.59 35.74 37.39

21 39.02 44.09 48.31 66.87

ABZ 57.10 58.60 61.90 67.60
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6.2.3. Resultados de actividad antihelmintica de los compuestos contra

Caenorhabditis elegans.

Tabla 25. Porcentaje de reduccion de la capacidad reproductiva del helminto C. elegans
frente a los compuestos sintetizados

Serie Compuesto 100 gM 10 EM 1 gM
1 27.7 0 -
2 0 0 -
2,5,(6)-disustituido 3 99.9 25.0 0
4 0 0 -
5 0 0 -
6 88.4 25.2 0
7 99.7 33.4 0
8 62.4 12.4 0
9 0 0 -
10 99.9 38.3 0
1,2,5-trisustituido 1 0 0 -
12 0 0 -
13 74.3 11.3 0

14 99.8 98.0 38.3
15 62.1 9.1 0
16 0 0 -
1,2,6-trisustituido 17 86.0 156.0 0
18 0 0 -
19 0 0 -
20 68 10.2 0
21 91.8 33.2 0
Mebendazol 99.1 98.1 0

En general, los compuestos de |la serie 2,5(6)-disustituido y los de la serie 1,2,5-
trisustituido, tuvieron mejor actividad que los regioisomeros de la serie 1,2,6-
trisustituido contra este helminto.

Los derivados con sustituyente sulféxido (2, 4, 9, 11, 16, 18) y los derivados del
mebendazol (5, 12, 19) fueron inactivos.

El compuesto que presentd la mejor actividad fue, de nueva cuenta, el 14,
coincidiendo con el resultado obtenido contra el helminto 7. spiralis.
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6.2.4. Evaluacion de la toxicidad aguda en ratones del compuesto 14

El compuesto que presentd la mejor actividad antiparasitaria de las 3 series
fue el 14, por lo cual se selecciond para evaluar su toxicidad aguda sobre ratones,

la cual se muestra en la tabla 26.

Tabla 26. Toxicidad aguda presentada por el compuesto 14 en ratones.

Compuesto 14

Dosis P.O.
(mg/Kg) Mortalidad Signos toxicos
%
50 0/3 -
100 0/3 2
500 0/3 -+

Dosis Letal aproximada: > 500 mg/kg

Sintomas: -/+ = leves; - : negativos.

Los signos toxicos consistieron en sedacion, disminucion del peso corporal,
estrefiimiento y piloereccién; sin embargo, estos fueron leves (-/+) y se
presentaron a dosis de 500 mg/kg, pero sin causar la muerte de los ratones.

Con estos resultados se puede ver que el compuesto 14 presenta una dosis letal
aproximada mayor de 500 mg/kg, mostrando asi una baja toxicidad aguda y por lo
tanto, seguridad para su administracion, aunque no se descartan efectos toxicos

cronicos.
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6.2.5. Relacion estructura-actividad antiprotozoaria (SAR)

Con los datos obtenidos en las pruebas sobre G. lamblia se establecio la

relacion estructura-actividad antiprotozoaria que se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27. Relacion estructura-actividad antiprotozoaria de los compuestos 1-21 frente a
G. lamblia

Giardia lamblia ( Clsp= uM)

Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacion
voluminoso 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido actividades
1H 1.5 1,6
Feniltio 1.603 0.935 83.45 1,5>1H>1,6
Fenilsulfinilo 2T 0.0956 18.97 1,5>1H>1,6
2,3-Diclorofenoxi 0.0547 0.030 0.0637 1,5>1H>1,6
Benzoilo 2.31 1.098 1.285 1,5>1,6>1,H
oSSR e e TS ——————————— e —————— ——————————
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacién
mediano 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido  actividades
1H 1,5 1,6
Propiltio 1.51 10.45 1.403 1,6>1H>1,5
Progilsulfinilo 6.37 20.89 4.31 1,6>1H>1.5
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacion
pequeno 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido actividades
1H 115 1!6
CF; 0.676 1.144 8.856 1H>1,5>1,6

Como se puede observar, existe una influencia de las propiedades estéricas de los
sustituyentes, asi como del patron de sustitucion en el anillo bencimidazdlico:

e Los sustituyentes voluminosos (feniltio, fenilsulfinilo, benzoilo, 2,3-

diclorofenoxi) aumentan la actividad cuando el patrén es 1,2,5-trisustituido.

Los compuestos 2,5(6)-disustituidos muestran actividades moderadas,

mientras que los analogos regioisoméricos 1,2,6-trisustituidos son los que

poseen menor actividad (excepto para el sustituyente benzoilo).
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» Los sustituyentes medianos (propiltio, propilsulfinilo) aumentan la actividad

de manera inversa a los sustituyentes voluminosos. El patréon 1,2,6-
trisustituido es el mas activo, seguido de los compuestos 2,5(6)-
disustituidos, mientras que los regioisémeros 1,2,5-trisustituidos no
muestran actividad significativa.

e ElI grupo pequeno trifluorometiio aumenta la actividad cuando el
bencimidazol no se encuentra sustituido en posicién 1 [2,5(6)-disustituido],
seguido del compuesto 1,2,5-trisustituido, mientras que el regioisémero

1,2,6-trisustituido es el menos activo.

La relacién estructura-actividad antiprotozoaria de los compuestos sobre T.
vaginalis se muestra en Tabla 28.

Tabla 28. Relacion estructura-actividad antiprotozoaria de los compuestos 1-21 frente a T

vaginalis
Trichomonas vaginalis (Clso= pM)
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacién
Mediano y 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
voluminoso disustituido trisustituido trisustituido actividades
‘ 1H 1.5 1,6
Feniltio 3.615 0.1103 15.97 1,5>1H>1.,6
Fenilsulfinilo 1.134 0.0490 90.25 1,5>1H>1.,6
Propiltio 0.345 0.200 2.584 1,5>1H>1.,6
Propilsulfinilo 2.78 0.0585 4.429 1,5>1H>1,6
2,3-diclorofenoxi 0.535 0.0166 0.1108 1,5>1,6>1H
Benzoilo 28.44 29.596 10.64 1,6>1,5=1H
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacion
pequeno 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido actividades
1H 1.5 1,6
CF3 0.2321 4.098 5.32 1H>1,5>1,6
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Para este parasito, s6lo se observa una influencia del patron de sustitucion en el

anillo bencimidazdlico para una buena actividad biolégica:

Los compuestos 1,2,5-trisustituidos fueron los mas activos contra este
protozoario. Los analogos 2,5(6)-disustituidos muestran actividades
moderadas, mientras que los analogos regioisomericos 1,2,6-trisustituidos
son los que poseen menor actividad (excepto para el sustituyente 2,3-
diclorofenoxi).

El grupo pequefio trifluorometilo aumenta la actividad cuando el
bencimidazol no se encuentra sustituido en posicion 1 [2,5(6)-disustituido],
seguido del compuesto 1,2,5-trisustituido, mientras que el regioisomero
1,2,6-trisustituido es el menos activo, comportdndose de la misma manera
que con el protozoario G. lamblia.
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6.2.6. Relacion estructura-actividad antihelmintica (SAR)

La relacion estructura-actividad antihelmintica de los compuestos sobre T.

spiralis se muestra en Tabla 29.

Tabla 29. Relacion estructura-actividad antihelmintica de los compuestos 1-21 frente a T

spiralis
Trichinella spiralis
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacién
electrodonador 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido actividades
1H 1.5 1,6
Propiltio 38.3 48 56 1,6>1,5>1H
Feniltio 35.5 49.3 60.3 1,6>1,5>1H
2,3-diclorofenoxi 28.9 80.37 66.87 1,5>1,6>1H
Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacion
electroatractor 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido  actividades
1H 1.5 1,6
Propilsulfinilo 45.6 42.6 32.6 1H>1,5>1.6
Fenilsulfinilo 53.3 50.3 32.94 1H>1,5>1,6
Benzoilo 45.86 36.77 31.81 1H>1,5>16
CF3 46.48 39.87 37.39 1H>1,5>1,6

Como se puede observar, existe una influencia de las propiedades electronicas de

los sustituyentes, asi como del patron de sustitucion en el anillo bencimidazoélico:

e Los sustituyentes electrodonadores (propiltio, feniltio, 2,3-diclorofenoxi)
aumentan la actividad cuando el nucleo bencimidazolico esta sustituido en
posicion 1 con un grupo metilo, predominando el patréon 1,2,6-trisustituido
(excepto para el 2,3-diclorofenoxi, en donde el patron 1,2,5-trisustituido es

el mas activo).
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* Los sustituyentes electroatractores (propilsulfinilo, fenilsulfinilo, benzoilo,

trifluorometilo) disminuyen la actividad cuando se encuentra sustituida la
posicion 1 del ndcleo bencimidazoélico. El patréon 2,5(6)-disustituido es el
mas activo, mientras que los compuestos regioisoméricos 1,2,5-
trisustituidos decrecen en su actividad cuando el patréon cambia a 1,2,6-

trisustituido.

La relacion estructura-actividad antihelmintica de los compuestos sobre C. elegans

se muestra en la Tabla 30.

Tabla 30. Relacion estructura-actividad antihelmintica de los compuestos 1-21 frente a C.

elegans

Caenorhabditis elegans

Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacién
electrodonador 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido  actividades
Propiltio 27.7% 62.4% 62.1% 1,5>1,H>1,6
Feniltio 99.9% 99.9% 86.0% 1,5>1,H>1.6
2,3-diclorofenoxi 99.7% 99.8% 91.8% 1,5>1,H>1,6

Sustituyente Actividad Actividad Actividad Relacién
electroatractor 2,5(6)- 1,2,5- 1,2,6- de
disustituido trisustituido trisustituido  actividades
Propilsulfinilo 0 0 0
Fenilsulfinilo 0 0 0
Benzoilo 0 0 0
CF; 88.4% 74.3% 68% 1H>1,5>1,6

Como se puede observar, existe una influencia de las propiedades electrénicas de

los sustituyentes, asi como del patron de sustituciéon en el anillo bencimidazélico:
« Los sustituyentes electrodonadores (propiltio, feniltio, 2,3-diclorofenoxi)

aumentan la actividad cuando el nucleo bencimidazolico esta sustituido en

posicion 1 con un grupo metilo, predominando el patrén 1,2, 5-trisustituido,
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Los analogos 2,5(6)-disustituidos muestran actividades moderadas,
mientras que los analogos regioisoméricos 1,2,6-trisustituidos son los que

poseen menor actividad.

Los sustituyentes electroatractores (propilsulfinilo, fenilsulfinilo, benzoilo) no
poseen actividad antihelmintica contra este parasito, sin importar la

sustitucion del anillo.

Un caso particular se muestra con el grupo CFj;, el cual posee la mejor
actividad bioldgica cuando el bencimidazol no se encuentra sustituido en
posicion 1 [2,5(6)-disustituido], seguido del compuesto 1,2,5-trisustituido,

mientras que el regioisdbmero 1,2,6-trisustituido es el menos activo.
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RESUMEN DE RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD ANTIPROTOZOARIA

Tabla 31. Modificaciones realizadas al nicleo de bencimidazol y su efecto en la actividad

antiprotozoaria

SITIO MODIFICACIONES COMENTARIOS

La actividad depende del patron de
sustitucion y las caracteristicas estéricas
A Ro=-H, -CHj; del sustituyente en posiciones 5 y/6 6. La
presencia del hidrégeno en posicion 1 no
es indispensable para la actividad
antiprotozoaria. La presencia del grupo
metilo en 1 incrementa la actividad
cuando el sustituyente se encuentra en

posicion 5.
Aumenta las caracteristicas de
B R;=-CF3; solubilidad, retarda el metabolismo

La actividad giardicida y tricomonicida
R4= grupos pequenos (-CF3) aumenta cuando la posicion 1 no se
encuentra sustituida

Aumenta la actividad giardicida cuando el

patron es 1,2,6-trisustituido. La actividad

# R1= grupos medianos (propiltio, tricomonicida aumenta cuando el patron
propilsulfinilo) es 1,2,5-trisustituido.

La actividad antiprotozoaria aumenta
cuando el patron es 1,2,5-trisustituido.
Ri= grupos voluminosos
(benzoilo, feniltio, fenilsulfinilo,

2,3-diclorofenoxi)




RESULTADQS Y DISCUSION

RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA

Tabla 32. Modificaciones realizadas al nucleo de bencimidazol y su efecto en la actividad

antihelmintica

LN
R,@: DR,
C N B
o
AR
SITIO MODIFICACIONES COMENTARIOS
La actividad depende de |las
A caracteristicas electronicas del
R2=-H, -CHj3 sustituyente en posiciones 5 y/6 6.
Aumenta las caracteristicas de
B Rs;=-CF; solubilidad, retarda el metabolismo

R4= grupos electrodonadores
(propiltio, feniltio, 23
diclorofenoxi)

Rs= grupos electroatractores
(benzoaill, fenilsulfinil,
propilsulfinil, -CF3)

Los sustituyentes electrodonadores
aumentan la actividad cuando el patron
de sustitucion es 1,2,6.

Los sustituyentes  electroatractores
disminuyen la actividad cuando el anillo
bencimidazdlico se encuentra metilado.




6.2.7. Estudios de microscopia electrénica

Mediante la técnica de microscopia electrénica de transmision se evaluo el
dafo producido por los compuestos que presentaron la mejor actividad giardicida
(7,14 y 21), en comparacion con el generado por el albendazol. Ademas, se eligid
al compuesto 1 (analogo al albendazol) para comparar el efecto producido sobre
este protozoario. Los parasitos se cultivaron en presencia de los diferentes
bencimidazoles a 1 y 3 ug/mL por 24 h a 37°C. El control fue cultivado sin

farmacos.

Figura 21. Microscopia electronica de transmision de trofozoitos de G. lamblia sin

tratamiento, mostrando el disco de adhesion (indicado con una flecha)
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Figura 22. Microscopia electrénica de transmision de trofozoitos de G. lamblia cultivados
en presencia de albendazol (A) y 1 (B) a 1 pg/mL. La fotografias C y D corresponden a

cultivos del compuesto 1 a 3 ug/mL. El disco de adhesion es indicado con una flecha
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Figura 23. Microscopia electronica de transmision de trofozoitos de G. lamblia cultivados
en presencia de 7 (foto E y F) y 14 (G y H) a concentraciones de 1 y 3 ug/mL,

respectivamente. El disco de adhesion es indicado con una flecha
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Figura 24. Microscopia electronica de transmision de trofozoitos de G. lamblia cultivados

en presencia de 21 a concentraciones de 1 y 3 pug/mL, fotos | y J respectivamente. El

disco de adhesién es indicado con una flecha

En esta serie de microfotografias se observan las alteraciones producidas por los
compuestos 1, 7, 14 y 21 a los trofozoitos de G. lamblia. Se ve un aumento en las
vesiculas submembranales del protozoario, ademas de la generaciéon de vacuolas
intracelulares, pero sin alteracion del disco de adhesion. El albendazol dana el
citoesqueleto y desaparece el disco de adhesion (indicado con una flecha),
constituido de tubulina (inhibicion de la polimerizacion de esta proteina). El
compuesto que produjo mas dafo al protozoario fue el 14, destacando la aparicién
de precipitados a nivel membranal. Estos hallazgos confirman la idea de que los
compuestos sintetizados presentan un mecanismo de accion diferente al del
albendazol, que probablemente sea a través de dafo a membrana celular del

parasito.
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6.2.8. Valor del diseno retrometabdlico

Las moléculas disefiadas cumplieron con su objetivo, debido a que mostraron
actividad antiparasitaria. Los compuestos 1-4, 8-11 y 15-18 fueron disefados
tomando en cuenta las caracteristicas de metabolismo que pudieran sufrir cuando
ingresen a organismos vivos. Este tipo de disefio se conoce como retrametabdlico.
Es importante recalcar que este tipo de disefio sirvio para darse cuenta que en
algunos casos, el metabolito era igual o mas activo que el compuesto padre. La
bioactivacion de estos compuestos, cuyo sustituyente posee un atomo de azufre
(1, 8, 10, 15, 17) puede ser por via oxidativa, generando el correspondiente
metabolito sulfoxido (2, 9, 11, 16, 18), los cuales también pueden ser reducidos,
generando los tioéteres anteriores y cuya actividad es significativa en ambos

casos (Figura 25).

CYP 3A4
N 0 9 N
1]
\ FMO N\
Ao o Y e
| |
R R?
Sulféxido (activo)
1.3.8,10.95 17 2,4,9,11,16,18
R = propilo; R'=Hen 1y 2 CYP 3A4
R = propilo; R' = CH, en 8,9,15y 16

R = fenilo; R'=Hen 3y 4

R = fenilo; R1=CH,en10,11,17y18 4 O N\
R/S >_CF3
s

H

Sulfona (; activa?)

Figura 25. Posible metabolismo de los compuestos 1-4, 8-11 y 15-18

Dado que para el albendazol, su metabolito sulfona es inactivo, aun queda una

incognita, ;seran activas o inactivas las sulfonas de los compuestos sintetizados?.
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6.2.9. Propuesta de un grupo parasitoférico

El compuesto 14 fue el que presenté un amplio espectro antiparasitario, por lo cual
sera utilizado como prototipo para generar otras moléculas activas mediante
relaciones estructura-actividad y disefio de farmacos asistido por computadora. Es
importante notar que la metilacion en la posicion 1 y la sustitucion en la posicion 5,
con grupos voluminosos (ej. 2,3-diclorofenoxi), son indispensables para mejorar la
actividad antihelmintica y antiprotozoaria.

De esta manera se plantea un farmacéforo con las siguientes caracteristicas:

"

B X N
U \>_CF3
i

CH

3
donde X puede ser atomos o grupos
electrodonadores: -O-, -S-, -NH-, -CHa-
electroatractores: -SO-, -CO-, SO,-, -CONH-
A y B pueden combinarse: -Cl, -F, -CH3,-OCHj3, -CF3, -CN, hetero o carbociclos de

5 6 6 miembros
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7. GONGLUSIONES

» Los resultados obtenidos en este estudio permitieron comprobar la hipétesis
de trabajo, ya que existe una clara influencia de las propiedades
electronicas, estéricas y del patron de sustitucion en el anillo

bencimidazolico para generar una buena actividad antiparasitaria.

» Los compuestos sintetizados (1-21) se identificaron mediante la utilizacion
de técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Veinte de los compuestos

finales sintetizados son sustancias novedosas.

» La reaccion de condensacion de las 1,2-fenilendiaminas con CF3;COOH,
procedi6 con mejores rendimientos cuando éste se agrego sin diluir en

agua, utilizando HCI concentrado como catalizador.

» La relaciéon estructura-actividad revela que los sustituyentes voluminosos
(feniltio, fenilsulfinilo, benzoilo, 2,3-diclorofenoxi) aumentan la actividad
antiprotozoaria cuando el patrén es 1,2 5-trisustituido. Esta actividad
depende del patréon de sustitucion y de las caracteristicas estéricas del

sustituyente.

» La actividad antihelmintica depende del patron de sustitucion y de las
caracteristicas electronicas del sustituyente. La relacién estructura-actividad
revela que los sustituyentes electrodonadores (propiltio, feniltio, 2,3-
diclorofenoxi) aumentan la actividad cuando el nicleo bencimidazolico esta
sustituido en posicién 1 con un grupo metilo, predominando el patron 1,2,6-
trisustituido. Los sustituyentes electroatractores (propilsulfinilo, fenilsulfinilo,
benzoilo, trifluorometilo) disminuyen la actividad cuando se encuentra

sustituida la posicion 1 del nucleo bencimidazélico, siendo el patron 2,5(6)-

96



NCLUSIONE

disustituido el mas activo, mientras que los compuestos regioisoméricos
1,2,5-trisustituidos decrecen en su actividad cuando el patron cambia a
1,2,6-trisustituido.

Los compuestos mas activos fueron los analogos 7, 14 y 21, con el
sustituyente 2,3-diclorofenoxi. También los analogos 10 y 11, con
sustitutente feniltio y fenilsulfinilo, respectivamente, mostraron una buena
actividad biolégica, mientras que sus regioisomeros 17 y 18 practicamente

fueron inactivos.

El  compuesto 14  [5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-
bencimidazol] tuvo un amplio espectro de actividad contra los protozoarios y
helmintos ensayados. Esta sustancia fue 40 y 13 veces mas activo que el
metronidazol contra G. lamblia y T. vaginalis, respectivamente. Asi mismo,
mostré ser igual de activo que el albendazol contra G. lamblia, pero 204

veces mas efectivo contra T. vaginalis.

En cuanto a su actividad frente a helmintos, 14 redujo al 80% la viabilidad
de la larva muscular de T. spiralis a la maxima concentracion probada (1.88
uM), mientras que el albendazol la redujo 67%. Contra C. elegans, redujo
38% la viabilidad a la concentracion de 1 uM; el mebendazol no mostrd

reduccion alguna a esta concentracion.

Por otro lado, de los estudios de microscopia electronica se evidencia que
los compuestos 1, 7, 14 y 21 producen un dafio diferente al generado por el
albendazol, el cual destruye el citoesqueleto y el disco de adhesion,
principalmente formados por tubulina. Este hecho apoya la teoria de que la
presencia de un grupo carbamato en la posicion 2 del anillo bencimidazolico
es imprescindible para la union a la tubulina; y de un mecanismo de accion
diferente para los compuestos sintetizados, probablemente, actuando a

nivel de membrana.
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» Los compuestos preparados en este estudio representan un nuevo
prototipo estructural de sustancias con propiedades antiprotozoarias y
antihelminticas y podrian ser de utilidad para el desarrollo de agentes
medicinales novedosos con posible uso en la terapéutica de trastornos

parasitarios.

» Cabe sefalar que los resultados hasta ahora obtenidos son alentadores
para continuar con nuevos estudios dirigidos a determinar caracteristicas
farmacolégicas  importantes como  absorcion, biodisponibilidad,

metabolismo, toxicidad, entre otras.
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PERSPECGTIVAS

Y

Determinar la actividad antiprotozoaria de los compuestos frente

Plasmodium vivax y Trypanosoma cruzi.

Determinar el mecanismo de accion de estos compuestos a nivel molecular.

Determinar las caracteristicas farmacocinéticas de los compuestos
sintetizados, como son permeabilidad en celulas CaCo-2 y estabilidad

metabdlica.

Determinar la actividad antiparasitaria in vivo de los compuestos mas

activos que presenten buenas caracteristicas farmacocinéticas.

Utilizar los resultados obtenidos para enriquecer la base de datos ya
existente y poder generar otras moléculas activas mediante el estudio
cuantitativo de las relaciones estructura-actividad (QSAR) para después

abordar el disefio de farmacos asistido por computadora.

Continuar con el estudio sistematico de bencimidazoles como agentes

antiparasitarios.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Instrumentacion

La evaporacion de los disolventes se realizd a presion reducida empleando un
rotaevaporador marca Bichi RE 114, con vacio generado con bomba marca
GAST modelo 0523-V4F y compresora VWR Scientific Modelo 1107.

Los puntos de fusién (p.f.) se determinaron en un aparato marca Bichi modelo B-
540 y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro de
transformada de Fourier, marca Perkin ElImer modelo FT-IR-1605, en pastilla de
bromuro de potasio (KBr), las bandas se indican en cm™.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN H) se
determinaron en un espectrémetro marca Varian modelo VRX-300 MHz, usando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y DMSO-ds o CDCIl; como
disolventes. Los espectros de masas se determinaron por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) en un aparato JEOL JMS-SX102A. La
simbologia empleada es: |IE = impacto electrénico, M" = ién molecular, M+2, M+4
= picos de isotopia. Los compuestos conocidos se identificaron por sus constantes
fisicas y no se caracterizaron espectroscopicamente.

Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron empleando un hidrogenador marca
Parr modelo 3916EG con 60 Ib/pulg? y 250 mL como maxima capacidad, utilizando
hidrogeno de tanque de la casa INFRA y como catalizadores Pd/C al 5 y/6 10% o
Niquel-Raney (Aldrich). La pureza del acido 3-cloroperoxibenzoico (m-CPBA)
utilizado fue de 57-86% (Aldrich).

Para calcular el valor de C log P se empleé una computadora pentium 4 con el
programa computacional ACD/labs software v.4.5 instalado, este programa se
basa en la adicion de los valores de n de Hansch para cada uno de los

sustituyentes.
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8.2. Cromatografia

El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se
determinaron por cromatografia en capa fina (ccf) en placas de vidrio de 2.5 x 10
cm recubiertas con gel de silice 60 Fzss (Merck). La visualizacion de los
compuestos organicos se realizd con una lampara de luz ultravioleta y por
exposicion a vapores de yodo. Para la elucién de las placas se emplearon los

siguientes sistemas:

Sistema Composicion Proporcion

| Hexano-CHCI3-AcOEt 50:35:15
Il Cloroformo-Metanol* 90:10

[ Cloroformo-Metanol* 99.5: 0.5
v Cloroformo-Metanol* 99:1

Vv Cloroformo-Metanol* 98:2

VI Cloroformo-Metanol* 80:20
VIl Hexano-AcOEt 60:40
VI Hexano-AcOEt 85:15

IX Eter de petroleo- CHCI3 99:1

*8 ml de la mezcla + 2 gotas de hidréxido de amonio.
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8.3. Procedimientos experimentales para la preparacion de los productos
finales derivados del 2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1-21)
8.3.1. 5(6)-(Propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1)

S NH, CF,COOH/M,0 S N
)/ Calor - /f \> CFa

NH, N

H

27 1

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmosfera de N, se colocaron 15 g (0.0706 mol) de 27
y 12.08 g (8.16 mL, 0.1060 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroaceético al 46% en agua.
La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por ccf hasta que se comprobo la
conversion total de la materia prima (7 h). Al terminar este tiempo se enfrio a
temperatura ambiente y se adicioné una solucion saturada de NaHCOj3, hasta
llegar a pH neutro. El solido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), se
lavé con agua (3 x 50 mL), los extractos reunidos se secaron con Na;SO4 anhidro
y luego se concentraron a sequedad en el rotaevaporador. El producto crudo, un
liquido aceitoso color café-violeta, se recristaliz6 de una mezcla de cloroformo,
éter de petroleo y ciclohexano. Se obtuvieron 13.6 g (74%) de un cristales blancos,
una sola mancha por ccf con Rfde 0.21 (Sistema Ill) y p.f. 102.0-105.0 °C.

IR (KBr) v: 2962, 2873, 2824, 2696, 1628, 1578, 1546, 1443, 1362, 1236, 1187,
1169, 1135, 1056, 983, 800, 605 cm™".

RMN "H (300 MHz, CDCl3) &: 1.00 (t, 3H, CH3CHz), 1.68 (m, 2H, CH3CH,CH>),
2.90 (t, 2H, CH,CH,S), 7.42 (dd, 1H, H-6, J = 1.5, J=8.6 Hz), 7.65 (d, 1H, H-7, J =
8.9 Hz), 7.69 (d, 1H, H-4, J = 1.7 Hz), 10.86 (sa, 1H, N-H) ppm;

RMN C (75.5 MHz, CDCls) & 13.27 (CH3iCHy), 22.38 (CH3CH,CH,), 36.68
(CH,CH,S), 116.53 (C-4), 116.92 (C-7), 118.72 (q, CF3, J = 270.96 Hz), 127.34 (C-
6), 133.91 (C-5), 136.29 (C-7a), 137.58 (C-3a), 141.16 (q, C-2, J = 40.8 Hz) ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 260 (M", 100), 231 (78), 218 (95), 187 (50).

EMAR (IE): Calc. para C11H11F3N2S (M") m/z: 260.0595, encontrado 260.0595.

102



PART, IMENTAL

8.3.2. 5(6)-(Propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (2)

i
S N S
m-CPBA N
\ -
/r \O: >'CF3 re /( \Ej: \>;CF3
w \
H H

1 2

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termometro, embudo de adicion, septum y bafo de hielo, se mezclaron
3.5 g (0.0134 mol) de 1 en 30 mL de cloroformo. Lentamente se adiciono, gota a
gota, 3.2 g (0.0116 mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disueltos en 10 mL
de cloroformo. La reaccion se monitore6 cada mL de adicion mediante ccf, hasta
observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la reaccion se
neutralizé con una solucién concentrada de bicarbonato de sodio y se separd en
un embudo. La fase cloroformica se concentrd a sequedad, dando una resina a la
cual se le agregd 4 mL de ciclohexano y 2 mL de éter de petréleo. Esta se dejo
agitando toda la noche bajo atmdsfera de nitrégeno, precipitando un soélido blanco
el cual se recristalizd de ciclohexano-tolueno. Se obtuvieron 3.2 g (86%) de
cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.04 (Sistema lll) y p.f. 123.2-
125.2 °C.

IR (KBr) v: 3064, 2970, 1581, 154, 1441, 1319, 1295, 1186, 1149, 1059, 1015
(S=0), 964, 871, 812, 719 cm™.

RMN "H (300 MHz, CDCls) 8:0.93 (t, 3H, CH3CH,), 1.34-1.72 (m, 2H, CH3CH,CH),
2.73-2.97 (m, 2H, CH,CH,SO0), 7.62 (dd, 1H, H-6, J =1.5,J = 8.4 Hz), 7.89 (d, 1H,
H-7, J = 8.4 Hz), 8.01 (d, 1H, H-4, J = 0.9 Hz), 13.84 (sa, 1H, N-H) ppm.

RMN "C (75.5 MHz, CDCl3) &: 12.88 (CH3CH,), 15.18 (CH3CH,CH,), 57.71
(CH,CH,S0), 113.43 (C-4), 117.38 (C-7), 118.81 (q, CF3, J = 271.4 Hz), 119.53
(C-6), 138.20 (C-3a), 139.12 (C-7a), 140.04 (C-5), 141.76 (q, C-2, J = 39.4 Hz)
ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 276 (M", 100), 260 (30), 235 (10), 217 (5).

EMAR (IE): Calc. para Cy1H11F3N,OS (M") m/z: 276.0544, encontrado 276.0563.

103



PART, P ENTAL

8.3.3. 5(6)-(Feniltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (3)

S NH,  cF,cooHH,0 S N
Calor \>_CF3

NH, W

H

29 3

En un matraz de bola de 200 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnetica, condensador de aire en posicion de reflujo y atmosfera de nitrogeno,
se colocaron 13.17 g (0.0609 mol) de 29, 10.41 g (7.03 mL, 0.0.0913 mol, 1.5 eq)
de &cido trifluoroacético al 50% en agua y 3 gotas de acido clorhidrico. La mezcla
se llevo al reflujo y se monitore6 por ccf hasta que se comprobd la conversion total
de la materia prima (8 h). Al terminar este tiempo se enfrié a temperatura ambiente
y se adicion6 una solucion saturada de NaHCO3 hasta llegar a pH neutro. El sélido
formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), se lavé con agua (3 x 50 mL),
los extractos reunidos se secaron con Na;SQOg4, luego se concentré a presion
reducida en el rotaevaporador. El producto crudo, un sélido de color rojizo, se trato
con carbon activado en etanol y luego se recristalizdé de ciclohexano. Se
obtuvieron 12.5 g (70%) de un solido blanco, una sola mancha por ccf con Rf de
0.24 (Sistema lll) y p.f. 125.4-127.3 °C.

IR (KBr) v: 2876, 2823, 2698, 1579, 1548,1478,1442,1362,1314,1237, 1187, 1171,
1140, 982, 809, 738, 688 cm™.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 3.49 (sa, 1H, NH), 7.22-7.25 (m, 2H, H-4", J =
1.5,J=8.1Hz),7.24-7.27 (m, 2H, H-3", J=1.2,J=7.2, J = 8.1 Hz), 7.30-7.33 (m,
1MH,H-2,J=12,J=21,J=8.1Hz),7.37 (dd, 1H, H-6, J = 1.8, J =8.7 Hz), 7.70
(d, 1H, H-4, J =1.2 Hz), 7.73 (d, 1H, H-7, J = 8.7 Hz) ppm.

RMN "*C (75.5 MHz, DMSO-ds) &: 117.95 (C-4), 118.80 (q, CF3, J = 270.8 Hz),
119.93 (C-7), 126.97 (C-6), 128.22 (C-17), 129.33 (C-4"), 129.49 (C-3", C-5),
129.63 (C-2°, C-67), 136.20 (C-5), 137.59 (C-7a), 138.43 (C-3a), 141.76 (q, C-2, J
= 39.7 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 294 (M*, 100), 273 (10), 262 (2), 224 (10), 208 (5).

EMAR (IE): Calc. para C14HoF3N,S (M*) m/z: 294.0438, encontrado 294.0440.
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8.3.4. 5(6)-(Fenilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (4)

0
S N S
m-CPBA N
. _— N
O U= =
I\II N
I
H H
3 4
En un matraz de bola de 50 mL con dos bocas, equipado con agitacién magnética,

termometro, embudo de adicion, septum y bafio de hielo, se disolvieron 3.5 g
(0.0118 mol) de 3 en 30 mL de cloroformo. Lentamente se adiciono, gota a gota,
2.73 g (0.0158 mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disuelto en 20 mL de
cloroformo. La reaccion se monitore6 durante cada mL de adicion mediante ccf,
hasta observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la mezcla
de reaccion se neutralizé con una solucién concentrada de bicarbonato de sodio y
se separo en un embudo. La fase cloroférmica se lavo con agua (3 x 50 mL), se
seco con Nap,SO,4 anhidro y se concentré a sequedad en el rotaevaporador. Al
producto crudo, una resina parda, se le agregé 4 mL de ciclohexano y 2 mL de
éter de petroleo y se dejo agitando toda la noche bajo atmésfera de nitrogeno,
precipitando un sélido blanco el cual se recristalizd de ciclohexano-tolueno. Se
obtuvieron 3.0 g (81%) de cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de
0.05 (Sistema Ill) y p.f. 115.0-118.0 °C.

IR (KBr) v: 3428, 3056, 2930, 2852, 2743, 1551,1482, 1402, 1321, 1233, 1191,
1170, 1154, 1083, 1045, 985, 814, 746, 688, 618 cm"".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 7.42-7.63 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6"), 7.64
(dd, 1H, H-6, J=2.1,J=8.7 Hz), 7.77 (d, 1H, H-7, J = 8.4 Hz), 8.28 (d, 1H, H-4, J
=1.2 Hz), 11.3 (sa, 1H, NH) ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCl5) &: 113.24 (C-4), 118.38 (q, CF3, J = 271.5 Hz), 119.05
(C-7), 120.60 (C-6), 125.05 (C-2°, C-67), 129.62 (C-3", C-57), 131.765 (C-4"),
136.72 (C-7a), 140.60 (C-3a), 140.74 (C-5), 143.12 (q, C-2, J = 39.7 Hz), 144.20
(C-17) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 310 (M*, 70), 294 (40), 262 (100), 217 (70), 201 (60).
EMAR (IE): Calc. para C14HgF3N,OS (M*) m/z: 310.0387, encontrado 310.0387.
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8.3.5. 5(6)-(Benzoil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (5)

@] O
NH,  cF,cooHH,0 N
Calor - \> CF3
NH, A
36 H

5
En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de

aire en posicion de reflujo y atmosfera de N», se colocaron 8 g (0.0375 mol) de 36,
7.2 g (4.86 mL, 0.0631 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético al 50% en agua y 5
gotas de HCI. La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por ccf hasta que se
comprobo la conversion total de la materia prima (5.5 h). Al terminar este tiempo
se enfrid a temperatura ambiente y se adicion6 una solucion saturada de NaHCOg,
hasta llegar a pH neutro. El s6lido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50
mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50 mL), se secaron con
Na,SO4 anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador.
El producto crudo, 11 g de un solido color café, se disolvid en cloroformo vy la
disolucién se filtré a través de un embudo de vidrio poroso empacado con alumina.
El filtrado transparente se concentré a presion reducida en el rotaevaporador,
dejando un residuo blenco que se recristalizé de etanol. Se obtuvieron 7.8 g (72%)
de cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.12 (Sistema Ill) y p.f.
55.0-58.0 °C.

IR (KBr) v: 3343, 3067, 1701, 1654, 1624, 1597, 1547, 1495, 1447, 1419, 1322,
1281, 1191, 1159, 1110, 981, 891, 791, 761, 661, 643 cm™".

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &:7.53-7.78 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5" H-6"),
7.83 (dd, 1H, H-6, J =1.2, J = 8.4 Hz), 7.85 (d, 1H, H-7, J = 8.4 Hz), 8.05 (d, 1H,
H-4, J =1.2 Hz), 12.11 (sa, 1H, N-H) ppm.

RMN '*C (75.5 MHz, DMSO-ds) &: 113.52 (C-7), 114.66 (q, CF3, J = 270.9 Hz),
120.08 (C-4), 121.57 (C-6), 124.46 (C-2°, C-67), 125.55 (C-3", C-5'), 128.43 (C-4’),
128.85 (C-5, C-17), 133.42 (C-3a, C-7a), 138.34 (q, C-2, J = 39.8 Hz), 196.91
(C=0) ppm.
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EM (IE): m/z (%int. rel.) 290 (M*, 95), 271 (10), 262 (5), 213 (100), 185 (50), 166
(10), 105 (50).
EMAR (IE): Calc. para CysHoF3N2O (M*) m/z: 290.0666, encontrado: 290.0690.

8.3.6. 2,5(6)-Bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)

FiC NH, cr,coonm,0 FsC N
Calor \>_CF3
\

NH,
H

41 6
En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmésfera de N, se colocaron 1.83 g (0.0104 mol) de
41y 1.77 g (1.20 mL, 0.0156 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético al 46% en agua.
La mezcla se llevo al reflujo y se monitoreé por ccf hasta que se comprobd la
conversioén total de la materia prima (5.5 h). Al terminar este tiempo se enfrio a
temperatura ambiente y se adicioné una solucién saturada de NaHCOj3, hasta
llegar a pH neutro. El sélido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL),
los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 30 mL), se secaron con Na;SO4
anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El
producto crudo obtenido, un sélido color café, se recristaliz6 de etanol con carbon
activado. Se obtuvieron 1.7 g (68%) de cristales incoloros, una sola mancha por
ccf con Rfde 0.17 (Sistema II1) y p.f. 200.6-201.7 °C [Lit.*° 200-202 °C].
IR (KBr) v: 2984, 2776, 1554, 1474, 1342, 1248, 1198, 1160, 1136, 1120, 1054,
984, 890, 818, 666 cm™".
RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) 6: 7.66 (dd, 1H, H-6, J =1.3, J = 8.7 Hz), 7.89 (d,
1H, H-7, J = 8.4 Hz), 8.11 (s, 1H, H-4) 13.98 (sa, 1H, N-H) ppm.
RMN *C (75.5 MHz, DMSO-ds) 8: 115.43 (C-4), 116.92 (C-7), 118.72 (q, CF3-C2,
J = 271.8 Hz), 120.85 (C-6), 124.61 (q, CF3-C5, J = 271.8 Hz), 124.62 (q, C-5, J =
32.2 Hz), 138.32 (C-3a), 139.06 (C-7a), 142.61 (q, C-2, J = 40.3 Hz) ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 254 (M*, 100), 234 (60), 215 (22), 204 (5), 184 (15).
EMAR (IE): Calc. para CgHsFgN, (M) m/z: 254.0278, encontrado 254.0278.
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8.3.7. 5(6)-(2,3-Diclorofenoxi)-2-(triﬂuorometil)-1H-bencimidazol (7)

NH, CFiCOOHHCI cooHHcr ©
Calor \>_CF

47 7

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmésfera de N3, se colocaron 8 g (0.0297 mol) de 47,
5.08 g (3.43 mL, 0.0445 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y una gota de HCI.
La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por ccf hasta que se comprobo la
conversion total de la materia prima (2 h). Al terminar este tiempo se enfrié a
temperatura ambiente y se le adicioné una solucion saturada de NaHCOg3 hasta
llegar a pH neutro. El solido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL),
los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50 mL), se secaron con Na;SO4
anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El
producto crudo obtenido, 8.5 g de un sdlido color café, se disolvié en cloroformo y
la disolucion se filtrd a través de una columna de alumina eluida con hexano. El
filtrado se concentrd en el rataevaorador y el residuo se recristalizd de
ciclohexano-diclorometano. Se obtuvieron 8.4 g (82%) de cristales incoloros, una
sola mancha por ccf con Rf de 0.26 (Sistema lll) y p.f. 172.0-174.4 °C.

IR (KBr) v: 2849, 1633, 1577, 1553, 1494, 1448, 1379, 1320, 1259, 1180, 1141,
1052, 989, 962, 906, 816, 767, 714 cm’.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 6.95 (dd, 1H, H-6", J =1.5, J = 8.1 Hz), 7.12 (dd,
1H, H-6, J =24, J = 9.0 Hz), 7.26 (d, 1H, H-4, J =24 Hz), 7.31 (t, 1H, H-5", J =
8.1, J=8.4Hz), 741 (dd, 1H, H-4", J=1.5, J=8.1 Hz), 7.76 (d, 1H, H-7, J = 9.0
Hz), 13.90 (sa, 1H, N-H) ppm.

RMN °C (75.5 MHz, CDCls) 8: 104.43 (C-4), 117.22 (C-6), 118.18 (C-6), 118.32
(C-7), 118.53 (q, CF3, J = 269.4 Hz), 124.75 (C-2"), 125.56 (C-2°), 125.56 (C-4"),
127.62 (C-57), 134.42 (C-3"), 134.66 (C-7a), 137.20( C-3a), 14142 (q, C-2, J =
41.0 Hz), 154.14 (C-5), 154.36 (C-17) ppm.
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EM (IE): m/z (%int. rel.) 346 (M", 80), 327 (10), 311 (100), 291 (20), 276 (60), 256
(15).
EMAR (IE): Calc. para C14H;Cl;F3N,0 (M*) m/z: 345.9887, encontrado 345.9890.

8.3.8. 1-Metil-5-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (8)

S NH,  cr,coormc S N
J/ Calor /( \>7CF3
w ff
CH CH

3

54 3 8
En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmosfera de Nj, se colocaron 6.07 g (0.0309 mol) de
54, 5.29 g (3.57 mL, 0.0464 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y 2 gotas de HCI
concentrado como catalizador. La mezcla se llevo al reflujo y se monitoreé por ccf
hasta que se comprob6 la conversion total de la materia prima (3 h). Al terminar
este tiempo se enfri6 a temperatura ambiente y se le adiciond una solucion
saturada de NaHCO3 hasta llegar a pH neutro. El sélido formado se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50
mL), se secaron con Na,SO,4 anhidro y luego se concentraron a presion reducida
en un rotaevaporador. El producto crudo, un liquido aceitoso rojo, se disolvid en
hexano y se filtré a través de un embudo de vidrio poroso empacado con alumina.
El filtrado cambio a transparente y se concentrd a presion reducida, dando una
resina amarillo paja, la cual se recristalizd de una mezcla de ciclohexano,
cloroformo y acetona (5:4:1). Se obtuvieron 7.98 g (93%) de un solido blanco, un
solo producto por ccf con Rf de 0.66 (Sistema Ill) y p.f. 52.4-54.5 °C.
IR (KBr) v: 2971, 2939, 2912, 2878, 1670, 1579,1514, 1484, 1420, 1402, 1337,
1268, 1253, 1215, 1175, 1119, 1089, 924, 831, 786, 758, 739 cm™".
RMN "H (300 MHz, CDCl3) &: 1.01 (t, 3H, CH3CH,), 1.65 (sext, 2H, CH3CH,CH,),
2.92 (t, 2H, CH,CH_S), 3.94 (s, H, N-CH3), 7.36 (d, 1H, H-7, J = 8.7 Hz), 7.47 (dd,
1H, H-6,J=1.5,J=8.6 Hz), 7.87 (d, 1H, H-4, J = 1.5 Hz) ppm.
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RMN *3C (75.5 MHz, CDCl3) &: 13.30 (CH3CHy), 22.41 (CH3CH,CH,), 30.93 (d,N-
CHs, J = 2.1 Hz), 36.93 (CH,CH,S), 110.35 (C-7), 118.87 (q, CF3, J = 271.4 Hz),
122.26 (C-4), 128.31 (C-6), 132.09 (C-5), 134.60 (C-7a), 140.96 (q, C-2, J = 39.1
Hz), 141.21 (C-3a) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 274 (M", 98), 255 (5), 245 (30), 232 (100), 201 (20).

EMAR (IE): Calc. para C12H13F3N2S (M*) m/z: 274.0751, encontrado 274.0752.

8.3.9. 1-Metil-5-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (9)

0
S N m-CPBA S N
T e e
: fr
CH CH
8 3 9 3

En un matraz de bola de 125 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termémetro, embudo de adicion, septum y bano de hielo, se mezclaron
1.58 g (0.0057 mol) de 8 en 15 mL de cloroformo. Lentamente se adiciono, gota a
gota, 1.37 g (0.079 mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disuelto en 15 mL
de cloroformo. La reaccion se monitored durante cada mL de adicion mediante ccf,
hasta observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la reaccion
se neutralizd con una solucién concentrada de bicarbonato de sodio y separo en
un embudo. La fase cloroféormica se concentré a sequedad, dando una resina a la
cual se le agregé 2 mL de ciclohexano y 2 mL de éter de petroleo. Esta se dejo
agitando toda la noche bajo atmosfera de nitrégeno, cristalizando 1.34 g (80%) de
un soélido blanco, un solo producto por ccf con Rfde 0.10 (Sistema Ill) y p.f. 130.0-
1320 °C.

IR (KBr) v: 2970, 2938, 2876, 1774, 1612, 1582, 1521, 1479, 1403, 1268, 1253,
1229, 1184, 1153, 1126, 1089, 1041, 1026, 809, 730, 617 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3)&: 1.00 (t, 3H, CH3CH,), 1.59-1.84 (m, 2H,
CH3CH,CHy), 2.72-2.98 (m, 2H, CH,CH,S0), 4.05 (s, 3H, N-CHj3), 7.65 (d, 1H, H-
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7,J =8.7 Hz), 7.82 (dd, 1H, H-6, J = 1.8, J = 8.7 Hz), 8.12 (d, 1H, H-4, J = 1.5 Hz)
ppm.

RMN *C (75.5 MHz, CDCl3) 8: 13.21 (CH3CH,), 15.89 (CH3CH,CH,), 31.18 (N-
CHs), 59.64 (CH,CH,SO0), 111.49 (C-7), 118.47 (C-4), 119.03 (q, CF3, J = 272.0
Hz), 120.65 (C-6), 127.90 (C-3a), 139.40 (C-7a), 140.87 (C-5), 142.01 (q, C-2, J =
39.20 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 290 (M*, 100), 273 (15), 248 (20), 200 (10).

EMAR (IE): Calc. para C12H13F3N20S (M*) m/z: 290.0700, encontrado 290.0701.

8.3.10. 5-(Feniltio)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (10)

ST 2 O

En un vaso de precipitados de 100 mL, acondicionado con agitacion magnética,
termometro y embudo de adicién, se colocaron 0.85 g (0.0026 mol) de 60, 2.60 g
(2.05 mL, 0.039 mol, 15 eq) de una solucion de acido hipofosforoso al 50% en
agua. El sistema se mantuvo a 5 °C con bafo de hielo-sal y luego se adiciono,
gota a gota, una solucion de 0.19 g (0.0028 mol, 1.1 eq) de nitrito de sodio en 2
mL de agua, controlando el desprendimiento de gas con agitacion continua y
vigorosa. Terminada la adicion, se incorpor6 a la reaccion un cristal de sulfato de
cobre como catalizador y se continud la agitacion por 30 min a 5 °C. Transcurrido
este tiempo, la mezcla de reaccion se neutralizé con una solucion saturada de
bicarbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 mL). La fase
organica se lavé con agua (3 x 10 mL), se seco con sulfato de sodio anhidro y se
evapor6 a sequedad en el rotaevaporador. El residuo se cristalizé de etanol-agua,
dando 0.7 g (87%) de cristales incoloros, un solo producto por ccf con Rf de 0.70
(Sistema I11) y p.f. 89.0-91.0 °C.

IR (KBr) v: 3419, 3055, 2959, 1723, 1609, 1579, 1520, 1478, 1438, 1403, 1327,
1267, 1181, 1133, 1091, 1024, 806, 738, 689, 623 cm™".
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3.94 (s, 3H, N-CH3), 7.21-7.29 (m, 5H, H-2", H-3", H-
4’, H-5", H-6"), 7.41 (d, 1H, H-7, J = 8.70), 7.50 (dd, 1H, H-6, J = 1.5, J = 8.7 Hz),
7.91 (d, 1H, H-4, J =1.20 Hz) ppm.

RMN "*C (75.5 MHz, CDCls) 8: 30.99 (d, N-CH3, J = 2.0 Hz), 110.88 (C-7), 118.86
(g, CF3, J =271.9 Hz), 125.07 (C-4"), 126.89 (C-4), 129.20 (C-3", C-57), 129.32 (C-
5), 129.59 (C-6), 130.31 (C-2°, C-67), 130.63 (C-17), 135.44 (C-3a), 136.53 (C-7a),
141.56 (q, C-2, J = 39.2 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 308 (M", 100), 292 (5), 272 (5), 238 (10).

EMAR (IE): Calc. para CysH11F3N,S (M*) m/z: 308.0595, encontrado 308.0595.

8.3.11. 5-(Fenilsulfinil)-1 -metil-2-(triﬂuorometil)-fH-bencimidazol (11)

Sgesst @ =0 O

En un matraz de bola de 25 mL con tres bocas, equipado con agitacion magneética,
termometro, embudo de adicion, septum y bafo de hielo, se mezclaron 0.2 g
(0.0006 mol) de (10) en 2 mL de cloroformo. Lentamente se adiciono, gota a gota,
0.158 g (0.0009 mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disueltos en 1.5 mL
de cloroformo. La reaccion se monitore6 cada mL de adicién mediante ccf, hasta
observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la reaccion se
neutralizé con una solucion concentrada de bicarbonato de sodio y se pasé a un
embudo de separacion. La fase cloroformica se concentro a sequedad, dando una
resina a la cual se le agrego 2 mL de ciclohexano y 1 mL de éter de petréleo. Esta
mezcla se dejo agitando toda la noche bajo atmosfera de nitrogeno y precipitd un
solido blanco, el cual se recristalizd de ciclohexano. Se obtuvo 0.189 g (90%) de
cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.21 (Sistema lll) y p.f. 131.6-
133.8 °C.

IR (KBr) v: 3413, 3061, 23028, 2957, 2928, 1713, 1638, 1450, 1309, 1279, 1201,
1170, 1067, 979, 767, 684 cm".
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RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 8: 3.95 (s, 3H, N-CH3), 7.41-7.47 (m, 3H, H-3", H-4", H-
5), 7.54 (dd, 1H, H-7, J = 0.4, J = 8.8), 7.63-7.66 (m, 2H, H-2", H-6"), 7.74 (dd, 1H,
H-6, J=1.6, J = 8.8 Hz), 8.19 (dd, 1H, H-4, J = 0.4, J = 1.6 Hz) ppm.

RMN *C (100 MHz, CDCl3) &: 31.14 (d, N-CH3, J = 1.6 Hz), 111.74 (C-7), 118.63
(q, CF3, J = 270.1 Hz), 119.31 (C-4), 121.56 (C-6), 124.49 (C-2", C-6"), 129.32 (C-
3", C-57), 131.02 (C-4°), 137.70 (C-7a), 140.59 (C-3a), 141.45 (C-5), 142.52 (g, C-
2,J=39.4 Hz), 145.58 (C-1") ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 324 (M*, 50), 276 (100), 247 (30), 231 (50), 215 (45).
EMAR (IE): Calc. para CisH11F3N20S (M*) m/z: 324.0544, encontrado 324.0540.

8.3.12. 5-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (12)

(@) O
NH,  cr,coomnmel N
‘ ‘ Calor B \> CFB
i )
CH
39 s 12 °

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmésfera de N2, se colocaron 7.08 g (0.0312 mol) de
39, 5.35 g (3.61 mL, 0.0469 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y 2 gotas de HCI
como catalizador. La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por ccf hasta que se
comprobé la conversion total de la materia prima (3 h). Al terminar este tiempo se
enfri a temperatura ambiente y se le adicion6 una solucién saturada de NaHCO;
hasta llegar a pH neutro. El solido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50
mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50 mL), se secaron con
Na,SO, anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador.
El producto crudo,un sélido color blanco, se disolvié en cloroformo y la disolucion
se filtrd a través de un embudo de vidrio poroso empacado con alumina. El filtrado

cambio a transparente y se concentré a presion reducida. El solido formado se
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recristalizd de ciclohexano dando 7.61 g (80%) de cristales blancos, un solo
producto por ccf con Rf de 0.49 (Sistema Ill) y p.f. 103.1-104.2 °C.

IR (KBr) v: 3064, 1645, 1616, 1598, 1516, 1478, 1411, 1347, 1264, 1178, 1135,
1082, 840, 765, 720, 701 cm™.

RMN "H (300 MHz, CDCl3) &: 4.01 (s, 3H, N-CHa), 7.49-7.54 (m, 2H, H-3", H-5"),
7.60-7.66 (m, 3H, H-2",H-4" H-6"), 7.81 (dd, 1H, H-6, J = 1.5, J = 8.4 Hz), 7.94 (d,
1H, H-7, J = 8.4 Hz), 8.01 (d, 1H, H-4, J = 0.9 Hz) ppm.

RMN 3C (75.5 MHz, CDCls) 8: 31.14 (d, N-CH3, J = 2.1 Hz), 112.82 (C-7), 118.74
(q, CF3, J = 272.0 Hz), 121.10 (C-6), 125.79 (C-6), 128.36 (C-3", C-57), 130.01 (C-
2°, C-67), 132.53 (C-4), 134.77 (C-4"), 135.80 (C-5), 137.66 (C-1°, C-3a), 143.29
(q, C-2, J = 39.5 Hz), 143.63 (C-7a), 196.14 (C=0) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 304 (M*, 90), 285 (10), 276 (5), 227 (100), 199 (20).
EMAR (IE): Calc. para CigH11F3N20O (M*) m/z: 304.0823, encontrado 304.0832.

8.3.13. 1-Metil-2,5-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (13)

FC NH, cr,coonm,0 FiC N\
U Calor - >_CF3
NH N

|
|
CH, ma

45

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmosfera de Na, se colocaron 10 g (0.0523 mol) de 45
y 9.02 g (6.08 mL, 0.0789 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético al 46% en agua. La
mezcla se llevd al reflujo y se monitoreé por ccf hasta que se comprobd la
conversion total de la materia prima (5 h). Al terminar este tiempo se enfrié a
temperatura ambiente y se le adicion6 una solucion saturada de NaHCO; hasta
llegar a pH neutro. El solido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL),
los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50 mL), se secaron con Na;SO4
anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El

producto crudo, 11 g de un solido color café, se recristalizé de etanol con carbon
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activado. Se obtuvieron 10 g de cristales incoloros (71%), una sola mancha por ccf
con Rf de 0.64 (Sistema Ill) y p.f. 55.4-57.8 °C.

IR (KBr) v: 1624, 1528, 1482, 1410, 1326, 1271, 1221, 1189, 1163, 1144, 1132,
1089, 1047, 927, 886, 808, 721, 664, 624 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8: 4.00 (s, 3H, CH3), 7.55 (d, 1H, H-7, J = 8.7 Hz), 7.69
(dd, 1H, H-6, J=1.5, J= 8.4 Hz), 8.16 (d, 1H, H-4, J = 1.2 Hz) ppm.

RMN '3C (75.5 MHz, CDCl3) 8: 31.12 (d, N-CH3, J = 2.0 Hz), 110.83 (C-7), 118.74
(q, CF3-C2, J = 271.9 Hz), 119.50 (q, C4, J = 4.0 Hz), 122.14 (q, C-6, J = 4.1 Hz),
124.34 (q, CF3-C5, J = 275.9 Hz), 126.39 (q, C-5, J = 33.2 Hz), 137.83 (C-3a),
140.38 (C-7a), 142.77 (q, C-2, J = 38.3 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 268 (M*, 100), 249 (30), 218 (10), 197 (5).

EMAR (IE): Calc. para C1oHgFsN2 (M") m/z: 268.0435, encontrado 268.0440.

8.3.14. 5-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (14)

Cl Cl
Cl O NH, cF,coormci ©! O N
Calor >_ CF,
\
CH,

I'leH
67 S, 14

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmosfera de Na, se colocaron 4.8 g (0.0169 mol) de
67, 2.89 g (1.95 mL, 0.0254 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y una gota de
HCI concentrado como catalizador. La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por
ccf hasta que se comprobd la conversion total de la materia prima (3 h). Al
terminar este tiempo se enfri6 a temperatura ambiente y se le adiciond una
solucion saturada de NaHCO; hasta llegar a pH neutro. El solido formado se
extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL), los extractos reunidos se lavaron con
agua (3 x 30 mL), se secaron con Na,SO4 anhidro y luego se concentraron a
presiéon reducida en un rotaevaporador. El producto crudo, 5.1 g (85%) de un

solido color café, se disolvié en cloroformo y la disolucion se filtré a traves de un
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embudo de vidrio poroso empacado con alimina. El filtrado cambio a transparente
y se concentro a presion reducida, dando 4.8 g (80%) de un sélido blanco, un solo
producto por ccf con Rfde 0.71 (Sistema Ill) y p.f. 137.6-139.0 °C.

IR (KBr) v: 3078, 1871, 1625, 1575, 1519, 1491, 1448, 1429, 1409, 1258, 1250,
1234, 1170, 1143, 1086, 963, 883, 784, 771, 592 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) 8: 3.96 (s, 3H, N-CH3), 6.82 (dd, 1H, H-6", J = 1.5, J =
8.1 Hz), 7.12 (t, 1H, H-5", J=8.1, J = 8.4 Hz), 7.21 (dd, 1H, H-6, J=2.4, J=9.9
Hz), 7.25 (dd, 1H, H-4", J=1.2 , J = 8.1 Hz), 7.41 (dd, 1H, H4, J=0.3, J = 21
Hz), 7.44 (dd, 1H, H-7, J= 0.3, J = 9.0 Hz) ppm.

RMN "*C (75.5 MHz, CDCl3) &: 31.07 (g, N-CH3 J = 2.1 Hz), 110.09 (C-4), 111.20
(C-7), 117.17 (C-67), 118.17 (C-6), 118.77 (q, CF3, J = 203.9 Hz), 124.47 (C-2’),
125.27 (C-47), 127.52 (C-57), 132.67 (C-7a), 134.37 (C-37), 141.19 (C-3a), 141.59
(q, C-2, J = 38.7 Hz), 153.27 (C-5), 154.49 (C-1") ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 360 (M*, 100), 341 (10), 325 (90), 290 (60), 256 (20).
EMAR (IE): Calc. para C4sHgCloF3N,0O (M) m/z: 360.0044, encontrado 360.0049.

8.3.15. 1-Metil-6-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (15)

NHZ CF,COOH/HCI N
I /@: Calor } \L /@[ \>*CF3
S NH S o
CH CH,

71 ’ 15
En un matraz bola de 200 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de

aire en posicion de reflujo y atmésfera de Ny, se colocaron 6.13 g (0.0312 mol) de
71, 5.34 g (3.61 mL, 0.0469 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y 2 gotas de HCI
concentrado como catalizador. La mezcla se llevd al reflujo y se monitoreé por ccf
hasta que se comprobo la conversion total de la materia prima (3 5 h). Al terminar
este tiempo se enfrio a temperatura ambiente y se le adiciond una solucion
saturada de NaHCO; hasta llegar a pH neutro. El solido formado se extrajo con
acetato de etilo (3 x 30 mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 30

mL), se secaron con Na,SO, anhidro y luego se concentraron a presion reducida
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en un rotaevaporador. El producto crudo, un liquido aceitoso color vino, se disolvid
en cloroformo y la disolucion se filtrdé a través de un embudo de vidrio poroso
empacado con alumina. El filtrado cambio a transparente y se concentro a presion
reducida, dando una resina amarillo paja, la cual se recristalizd de ciclohexano,
generando 7.46 g (87%) de un sdlido blanco, un solo producto por ccf con Rf de
0.68 (Sistema lll) y p.f. 55.0-56.9 °C.

IR (KBr) v: 2958,2927, 2871, 1609, 1574, 1517, 1478, 1459, 1415, 1267, 1226,
1183, 1123, 1088, 809, 732 cm’".

RMN "H (300 MHz, CDCl3 ) &: 1.05 (t, 3H, CH3CHy), 1.71 (sext, 2H, CH3CH,CH),
2.97 (t, 2H, CH,CH,S), 3.93 (s, 3H, N-CHa), 7.39 (dd, 1H, H-5, J = 1.8, J = 8.4 Hz),
7.43 (d, 1H, H-7, J=1.5Hz), 7.78 (d, 1H, H-4, J = 8.1 Hz) ppm.

RMN "*C (75.5 MHz, CDCl3) 8: 13.33 (CH3CH>), 22.46 (CH3CH2CH>), 30.75 (d, N-
CHs, J = 2.1 Hz), 36.78 (CH,CH,S), 110.91 (C-7), 118.97 (q, CF3, J= 271.5 Hz),
121.63 (C-5), 125.88 (C-6), 134.34 (C-4), 136.47 (C-7a), 139.54 (C-3a), 140.75 (q,
C-2,J=38.7 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 274 (M", 100), 255 (5), 245 (20), 232 (80), 201 (5).

EMAR (IE): Calc. para C1,H13F3N,S (M%) m/z: 274.0751, encontrado 274.0767.

8.3.16. 1-Metil-6-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (16)

N\ m-CPBA N\
e R — »—CF,
S i S N
CH CH

3 O

15 16 °

En un matraz de bola de 125 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termdémetro, embudo de adicion, septum y bafio de hielo, se mezclaron
5 g (0.0182 mol) de 15 en 42 mL de cloroformo. Lentamente se adiciond, gota a
gota, 4.1 g (0.0241mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disuelto en 30 mL
de cloroformo. La reaccién se monitore6 cada mL de adicion mediante ccf, hasta

observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la reaccion se
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neutralizé con una solucion concentrada de bicarbonato de sodio y separ6 en un
embudo. La fase cloroférmica se concentré a sequedad, dando una resina a la
cual se le agregd 5 mL de ciclohexano y 3 mL de éter de petrdleo. Esta se dejo
agitando toda la noche bajo atmosfera de nitrégeno, cristalizando 4.8 g (90%) de
cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.14 (Sistema Ill) y p.f. 90.7-
91.8°C.

IR (KBr) v: 2958, 3019, 2960, 2874, 1580, 1524, 1489, 1414, 1265, 1187, 1132,
1093, 1067, 1028, 817, 666, 612 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3)8:1.00 (t, 3H, CH3CHp), 1.56-1.77 (m, 2H,
CH3CH,CHy), 2.72-2.97 (m, 2H, CH,CH,S0), 4.14 (s, 3H, N-CH3), 7.59 (dd, 1H,
H-5,J=8.7,J=15Hz),7.93 (d, 1H, H-4, J =8.7 Hz), 8.05 (d, 1H, H-7, J = 1.8 Hz)
ppm.

RMN *C (75.5 MHz, CDCl3) 8: 13.34 (CH3CH,), 16.33 (CH3CH,CH,), 31.74 (d, N-
CHjs, J = 2.1 Hz), 59.64 (CH,CH,S0), 108.64 (C-7), 119.44 (C-4), 120.00 (q, CF3, J
= 272.0 Hz), 122.56 (C-5), 138.20 (C-7a), 141.12 (q, C-2, J = 39.2 Hz), 143.35 (C-
3a) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 290 (M*, 20), 273 (15), 248 (90), 232 (10), 200 (100).
EMAR (IE): Calc. para C2H13F3N20S (M*) m/z: 290.0700, encontrado 290.0706.

8.3.17. 6-(Feniltio)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (17)

NH,  cF,cO0HH,0 N\
Calor - > CFS
S NH S o
CH,

I
CH

73 3 17
En un matraz de bola de 200 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, condensador de aire en posicion de reflujo y atmosfera de nitrégeno,
se colocaron 12.8 g (0.0555 mol) de 73, 9.5 g (6.42 mL, 0.0853 mol, 1.5 eq) de
acido trifluoroacético al 50% en agua y 3 gotas de acido clorhidrico. La mezcla se

llevo al reflujo y se monitored por ccf hasta que se comprobo la conversion total de
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la materia prima (7 h). Al terminar este tiempo se enfrid a temperatura ambiente y
se le adicion6é una solucion saturada de NaHCO; hasta llegar a pH neutro. El
solido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos
se lavaron con agua (3 x 50 mL), se secaron con Na;SO, anhidro y luego se
concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El producto crudo, un
solido color rojizo, se decolord con carbon activado en etanol, luego se recristalizo
de etanol. Se obtuvieron 10.55 g de hojuelas blancas nacaradas (62%), una sola
mancha por ccf con Rf de 0.72 (Sistema lll) y p.f. 96.4-97.6 °C.

IR (KBr) v: 3052, 1572, 1517, 1481, 1401, 1266, 1225, 1182, 1140, 1095, 853,
807, 736, 687,612 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8: 3.88 (s, 3H, N-CH3), 7.23-7.34 (m, 5H, H-2", H-3", H-
4’ H-5,H-6), 7.37 (dd, 1H, H-5, J = 1.8, J =8.4 Hz), 7.47 (dd, 1H, H-7, J=0.9, J
=1.8 Hz), 7.80 (dd, 1H, H-4, J=0.9, J = 8.7 Hz) ppm.

RMN "*C(75 MHz, CDCl3) &: 30.88 (d, CH3, J = 1.9 Hz), 113.06 (C-7), 118.87 (a,
CF3, J = 270.0 Hz), 122.06 (C-5), 127.20 (C-4"), 127.62 (C-4), 129.29 (C-3', C-5),
130.65 (C-2°, C-67), 133.112 (C-17), 136.05 (C-6), 136.55 (C-7a), 140.09 (C-3a),
141.25 (q, C-2, J = 39.2 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 308 (M, 100), 292 (10), 289 (5), 272 (5), 238 (15).

EMAR (IE): Calc. para CysH11F3N2S (M*) m/z: 308.0595, encontrado 308.0582.

8.3.18. 6-(Fenilsulfinil)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (18)

N\ m-CPBA N\
>_CF3 0°C >*CF3
S hll S FTI

CH 5 CH

3

17 y 18

En un matraz de bola de 125 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termometro, embudo de adicién, septum y bano de hielo, se mezclaron
4 g (0.0129 mol) de 17 en 30 mL de cloroformo. Lentamente se adiciond, gota a
gota, 3.11 g (0.01806 mol, 1.4 eq) de acido 3-cloroperoxibenzoico disuelto en 20

mL de cloroformo. La reaccion se monitored durante cada mL de adicion mediante
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ccf, hasta observar la conversion total de la materia prima. Posteriormente, la
reaccion se neutralizé con una solucién concentrada de bicarbonato de sodio y se
separd en un embudo. La fase cloroférmica se concentré a sequedad, dando una
resina a la cual se le agregd 2 mL de ciclohexano y 1 mL de éter de petréleo. Esta
mezcla se dejo agitando toda la noche bajo atmosfera de nitrégeno, precipitando
un solido blanco, el cual se recristalizd de etanol. Se obtuvieron 4 g (95%) de
cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.22 (Sistema lll) y p.f. 136.2-
137.3°C.,

IR (KBr) v: 3079, 1613, 1579, 1523, 1476, 1403, 1264, 126, 1185, 1132, 1082,
1046, 820, 756, 696, 614 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 4.01 (s, 3H, N-CHa), 7.41 (dd, 1H, H-5, J =18, J =
8.7 Hz), 7.43-7.48 (m, 3H, H-3", H-4", H-5"), 7.66-7.70 (m, 2H, H-2, H-6"), 7.89 (dd,
1H, H-4, J=0.3, J = 8.4 Hz), 8.05 (dd, 1H, H-7, J = 0.3, J = 1.5 Hz) ppm.

RMN '3C (75 MHz, CDCl3) &: 31.25 (N-CH3), 107.05 (C-7), 118.68 (q, CF3, J =
272.1 Hz), 119.89 (C-4), 122.47 (C-5), 124.88 (C-2°, C-67), 127.51 (C-7a), 129.35
(C-3a), 129.46 (C-3°, C-57), 131.40 (C-4"), 136.25 (C-17), 142.70 (q, C-2, J = 40.9
Hz ), 145.46 (C-6) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 340 (M*, 10), 324 (45), 308 (25), 276 (100), 247 (30), 231
(50), 215 (80).

EMAR (IE): Calc. para C1sH11F3NoOS (M*) m/z: 324.0544, encontrado 324.0561.

8.3.19. 6-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (19)

NH,  ck,cooHmcl N
- \>
‘ ‘ Calor CFS
\

ITJH

0O CH
O 80 CH, 19 3

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmésfera de N», se colocaron 7.07 g (0.0312 mol) de
80, 5.34 g (3.61 mL, 0.0469 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y 2 gotas de HCI
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concentrado como catalizador. La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por ccf
hasta que se comprobd la conversion total de la materia prima (3 h). Al terminar
este tiempo se enfri6 a temperatura ambiente y se le adicion6 una solucion
saturada de NaHCO3 hasta llegar a pH neutro. El sélido formado se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50
mL), se secaron con Na;SO4 anhidro y luego se concentraron a presion reducida
en un rotaevaporador. El producto crudo, un solido color blanco, se disolvio en
cloroformo y la disolucion se filtr6 a través de un embudo de vidrio poroso
empacado con alumina. El filtrado cambio a transparente y se concentré a presion
reducida. El soélido formado se recristalizd de ciclohexano dando 7.71 g (81%) de
cristales blancos, un solo producto por ccf con Rf de 0.50, (Sistema lll) y p.f.
156.8-158.1 °C.

IR (KBr) v: 3061, 1690, 1649, 1617, 1597, 1523, 1406, 1342, 1283, 1267, 1224,
1180, 1123, 1086, 890, 789, 725, 712, 697 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8: 4.00 (s, 3H, N-CHg), 7.46-7.63 (m, 4H, H-2",H-3", H-
5, H-6"), 7.79-7.82 (m, 2H, H-4, H-4", J = 8.4 Hz), 8.06 (dd, 1H, H-5, J =18, J =
8.7 Hz), 8.29 (d, 1H, H-7, J = 0.9 Hz) ppm.

RMN C (75 MHz, CDCls) 8:31.15 (N-CH3), 110.36 (C-7), 118.74 (q, CF3, J =
271.8 Hz), 125.15 (C-5), 127.02 (C-4), 128.28 (C-3°, C-57), 129.98 (C-2°, C-6'),
132.37 (C-47), 133.38 (C-1"), 137.68 (C-6), 138.66 (C-7a), 140.10 (C-3a), 142.60
(g, C-2, J=39.1 Hz), 196.01 (C=0) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 304 (M", 70), 285 (10), 276 (5), 227 (100), 199 (15).
EMAR (IE): Calc. para C4gH11F3N20 (M*) m/z: 304.0823, encontrado 304.0844.
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8.3.20. 1-Metil-2,6-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (20)

NH,  cF,cooHH,0 N
- \>_
Calor CFs
F.C NH F,C N

3
R |

CH
gs CHs 20 °

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de

aire en posicion de reflujo y atmasfera de N, se colocaron 2 g (0.0140 mol) de 85
y 1.78 g (1.21 mL, 0.0157 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético al 50% en agua. La
mezcla se llevo al reflujo y se monitore6 por ccf hasta que se comprobé la
conversion total de la materia prima (6 h). Al terminar este tiempo se enfrid a
temperatura ambiente y se le adicioné una solucion saturada de NaHCO3 hasta
llegar a pH neutro. El sélido formado se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 mL),
los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 30 mL), se secaron con Na;SO4
anhidro y luego se concentraron a presion reducida en un rotaevaporador. El
producto crudo, 2.62 g de un sélido color café, se recristalizo de etanol con carbon
activado, obteniéndose 2.4 g de cristales incoloros (64%), una sola mancha por ccf
con Rfde 0.66 (Sistema lll) y p.f. 122.0-123.9 °C.

IR (KBr) v: 3629, 3044, 1940, 1807, 1723, 1591, 1528, 1490, 1416, 1346, 1305,
1286, 1268, 1234, 1184, 1139, 1093, 1044, 864, 840, 724, 667 cm’".

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) 8: 4.05 (s, 3H, CH3), 7.66 (dd, 1H, H-5, J= 1.8, J = 8.7
Hz), 8.01 (d, 1H, H-4, J = 8.4 Hz), 8.31 (d, 1H, H-7, J = 1.5 Hz) ppm.

RMN *C (75.5 MHz, CDCls) &: 31.44 (d, N-CH3, J =2.1 Hz), 110.36 (q, C-7, J=4.9
Hz), 118.71 (q, CF3-C2, J = 272.2 Hz), 119.89 (q, C-5, J = 3.5 Hz), 122.82 (C-4),
124.57 (q, CF3-C6, J = 272.9 Hz), 125.61 (q, C-6, J = 31.7 Hz), 126.38 (C-7a),
135.68 (C-3a), 142.65 (q, C-2, J = 25.4 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 268 (M*, 100), 249 (30), 218 (20), 197 (20), 145 (10).
EMAR (IE): Calc. para CyoHgFsN2 (M*) m/z: 268.0435, encontrado 268.0431.
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8.3.21. 6-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (21)

NH, cFr,coonHc N
Calor \>_CF3
Cl 0 Cl O N
I CH
cl 88 . 21 °

NH
CH,

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, condensador de
aire en posicion de reflujo y atmoésfera de N», se colocaron 7.72 g (0.0272 mol) de
88, 4.66 g (3.15 mL, 0.0408 mol, 1.5 eq) de acido trifluoroacético y una gota de
HCI concentrado como catalizador. La mezcla se llevo al reflujo y se monitored por
ccf hasta que se comprobd la conversion total de la materia prima (3 h). Al
terminar este tiempo se enfri6 a temperatura ambiente y se le adicion6 una
solucién saturada de NaHCO; hasta llegar a pH neutro. El solido formado se
extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos se lavaron con
agua (3 x 50 mL), se secaron con NaSO4 anhidro y luego se concentraron a
presion reducida en un rotaevaporador. El producto crudo, 8 g (81.6%) de un
solido color café, se disolvid en cloroformo y la disolucion se filtro a través de un
embudo de vidrio poroso empacado con alimina. El filtrado cambio a transparente
y se concentré a presion reducida, dando un sélido blanco. Este se recristalizé de
etanol, generando 7.84 g (80%) de cristales blancos, un solo producto por ccf con
Rfde 0.73, (Sistema lll) y p.f. 100.2-101.2 °C.

IR (KBr) v: 3062, 1889, 1622, 1579, 1522, 1483, 1451, 1413, 1259, 1185, 1131,
1095, 966, 905, 764 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 3.98 (s, 3H, CH3), 6.89 (dd, 1H, H-6", J=1.5, J = 8.1
Hz), 6.98 (d, 1H, H-7, J = 2.1 Hz), 7.09 (dd, 1H, H-5, J = 2.4, J = 9.0 Hz), 7.17 (t,
1H, H-5", J =24, J=9.0 Hz), 7.30 (dd, 1H, H-4", J= 1.5, J = 8.1 Hz), 7.86 (d, 1H,
H-4, J = 9.0 Hz) ppm.

RMN C (75.5 MHz, CDCls) &: 30.99 (d, N-CH3, J = 2.1 Hz), 99.28 (C-7), 115.99
(C-5), 118.29 (C-67), 118.84 (q, CF3, J = 271.1 Hz), 122.75 (C-4), 124.86 (C-2),
125.62 (C-47), 127.64 (C-57), 134.48 (C-3a), 136.65 (C-37), 137.28 (C-7a), 141.10
(q, C-2, J = 38.4 Hz), 154.17 (C-1"), 154.82 (C-6) ppm.

123



PARTE EXPERIMENTAL

EM (IE): m/z (%int. rel.) 360 (M*, 100), 341 (15), 325 (95), 290 (80), 256 (35).
EMAR (IE): Calc. para C1sHgCl,F3N,O (M*) m/z: 360.0044, encontrado 360.0040.
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8.4. Procedimientos experimentales para la preparacion de intermediarios
8.4.1. 3-Cloroacetanilida (23)

cl NH, aco Cl NHCOCH,
22 23

En un matraz de bola de 100 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, bafio de hielo, termémetro, embudo de adicion, refrigerante en
posicion de reflujo y sobre éste una trampa anhidra, se colocaron 100 g (82.92 mL,
0.7838 mol) de 22 y se adicionaron lentamente, con agitacion magnética, 79.58
mL (0.8402 mol, 1.1 eq) de anhidrido acético y 0.5 mL de acido sulfarico® como
catalizador, cuidando de no llegar a ebullicion. La temperatura subid
espontaneamente a 80° C y se continu6 la agitacion hasta llegar a temperatura
ambiente. Se comprobo la total acetilacion de la materia prima por ccf.
Posteriormente, la mezcla de reacciéon se vertid6 sobre 100 g de agua-hielo y el
precipitado blanco que se formé se separo6 por filtracion al vacio, se lavo con agua
hasta pH neutro y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 120 g (90%) de un sdlido
blanco. Una parte se recristalizd de acido acético-agua, obteniéndose agujas
blancas, un solo producto por ccf con Rf de 0.08 (Sistema 1) y p.f. 78.0-79.0 °C
[Lit** 77-78°C].

* La reaccion también procede sin la catalisis de H,SO4
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8.4.2. 5-Cloro-2-nitroacetanilida (24)

Cl NHCOCH3 HNO. fum Cl NHCOCH,
3
U Ac,O UNO

2
23 24

En un vaso de precipitados de 500 mL se enfriaron 50 mL de anhidrido acético a
0-5 °C y enseguida se incorporo, gota a gota, 12 mL de HNO; fumante (0.2026
mol), procurando que la temperatura no subiera de 10 °C. Se dej6 agitando por 15
min y luego se adicioné 25 g (0.1474 mol) de 23 pulverizada. La adicion se hizo
lentamente, entre 10 y 12 °C, en un periodo de 75 min. Terminado este plazo se
retird el bano de hielo y la reaccion se dejé llegar a temperatura ambiente, luego
se vertié sobre 300 g de hielo y precipité un sélido amarillo. La mezcla se filtré en
frio y se lavo con agua helada hasta pH neutro. El producto crudo se purificé por
recristalizacion de etanol.Se obtuvieron 22 g (69%) de cristales amarillo palidos,
un solo producto por ccf con Rf de 0.46 (Sistema |) y p.f.116.0-118.0 °C [Lit.** 117-
148 7Cl.

8.4.3. 5-Cloro-2-nitroanilina (25)

Cl NHCOCH, H,SO, Cl NH2
U Calor U
NO2 NO,
24 25

En un vaso de precipitados de 250 mL, acondicionado con agitacion magnética y
termometro, se colocaron 20 mL de &cido sulfurico concentrado y agitaron
suavemente mientras se incorporaban 14 g (0.0652 mol) de 24. La mezcla se
calenté a 80 °C durante 30 min, comprobandose por ccf la hidrélisis total de la

materia prima. Se dejo enfriar a 50 °C y verti6 sobre 300 g de hielo. El solido
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amarillo formado se separo6 por filtracion al vacio y lavé repetidas veces con agua
hasta pH neutro; luego se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 10.5 g (93.2%) de un
polvo amarillo, una mancha por ccf con Rf de 0.28 (Sistema VIII). Una parte de

este solido se recristalizd de acido acético-agua dando agujas amarillas, p.f.
127.0-129.0 °C [Lit."*? 128-129 °C].

8.4.4. 2-Nitro-5-(propiltio)anilina (26)

sH Cl NH, e S NH,
+ -
etilenglicol
NO, NO
25

26

En un matraz de bola de 250 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, termometro y condensador de agua en posicion de reflujo, se
mezclaron 42.1 g (0.2440 mol) de 25, 587 mL de agua, 36 mL de etilenglicol,
27.88 g (33.2 mL, 0.2527 mol, 1.15 eq) de 1-propanotiol y 17.11 g (0.3051 mol,
1.25 eq) de potasa. La suspension agitada se llevo a reflujo 5 h hasta el consumo
total de la materia prima. La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente, y
precipité un solido amarillo, el cual se separo por filtracion con vacio, se lavé con
agua y se seco al aire. Se obtuvieron 51.2 g (99%) de un sélido amarillo, el cual se
recristalizd de isopropanol dando 51 g (98.5%) de agujas amarillas, un solo
compuesto por ccf con Rf de 0.28 (Sistema l) y p.f. 69.0-71.0 C.

IR (KBr) v: 3494, 3382, 1626, 1316 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCI3)8: 1.10 (t, 3H, CH3CH,), 1.80 (m, 2H, CH3CH,CH>),
2.90 (t, 2H, CH,CH,S), 6.10 (sa, 2H, NH,), 6.50 (m, 2H, H-4, H-6, J =9.0, J = 1.5,
J=1.7 Hz), 7.90 (dd, 1H, H-3, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 212 (M", 100), 214 (M+2).
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8.4.5. 4-(Propiltio)-1,2-fenilendiamina (27)

)/S\@:NHZ " )/s\ : :NHZ
Pd/C al 10%
NO NH,
27

2
26

En una botella de hidrogenacién Parr de 500 mL se colocaron 15 g (0.0707 mol)
de 26, 3 g de Pd/C al 10% y 200 mL de etanol. La botella se acoplé al
hidrogenador, se llend con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y succiono con vacio. Esta
operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6é siempre a 60 Ib/in® y agito
hasta que se consumieron 320 Ib/in® en un lapso de 12 horas. La mezcla se
separ6 por filtracion con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El
filtrado oscuro se llevo a sequedad a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 12.5 g (97%) de un solido oscuro, una sola mancha por ccf con Rf de
0.27 (Sistema |V). Este solido se utilizo inmediatamente para la reaccion de

ciclaciéon y no se purifico mas.

8.4.6. 5-(Feniltio)-2-nitroanilina (28)

SH ClI NH, K,co, S NH,
NO, NO,
25 28

En un matraz de bola de 250 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, condensador de agua en posiciéon de reflujo, atmésfera de nitrogeno y
termémetro, se mezclaron 11.7 g (0.0677 mol) de 25, 8.2 g (7.64 mL, 0.0744, 1.1
eq) de tiofenol, 4.17 g (0.0744, 1.1 eq) de carbonato de potasio, 170 mL de agua y
30 mL de etilenglicol. La suspension se llevo a reflujo (118 °C) por 3 horas, hasta

que se consumi6 toda la materia prima. La mezcla de reaccion se dejo enfriar a
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temperatura ambiente, precipitando un sélido anaranjado, el cual se separé por
filtracion con vacio. El producto se lavé varias veces con agua, se seco y se
recristalizd de isopropanol. Se obtuvieron 15 g (89%) de cristales amarillo-naranja
con Rfde 0.76 (Sistema IV) y p.f. 119.0-120.0 °C.

IR (KBr) v : 3340, 3456 (NH,), 1376, 1466 (-NO2), 1410 cm™".

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 6.25 (dd, 1H, H-4, J =8.1, J = 2.1 Hz), 6.64 (d,
1H, H-6, J =2.0 Hz), 7.35 (s, 2H, NHy), 7.45 (m, 5-H, CeHs), 7.80 (d, 1H, H-3, J =
8.1 Hz).

EM (IE): m/z (%int. rel.) 246 (M", 100), 248 (M+2).

8.4.7. 4-(Feniltio)-1,2-fenilendiamina (29)

S NH, S NH,
O O: Pd/C al 10% O/ U
NO, NH,
28 29

En una botella de hidrogenaciéon Parr de 500 mL se colocaron 15 g (0.0609 mol)
de 28, 1.5 g de catalizador Pd/C al 10% y 150 mL de metanol. La botella se acopl6
al hidrogenador, se llené con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y succiond con vacio.
Esta operacion se repitié tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 40 Ib/in? , se
calento a 45 °C y agité hasta que se consumieron 195 Ib/in?> en un lapso de 12
horas. La mezcla se separ6 por filtracion con vacio empleando doble papel filtro
Whatman No. 2. El filtrado oscuro se concentré a presion reducida en el
rotaevaporador. Se obtuvieron 12 g (91%) de un aceite oscuro, una sola mancha
por ccf con Rf de 0.30 (Sistema IV). Este compuesto se utilizo inmediatamente

para la reaccion de ciclacion.
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8.4.8. 4-Nitrobenzofenona (31)

O O
Cl AlCl3
* calor
NO, NO,
30

31

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termometro y trampa de humedad, se mezclaron 30 mL de benceno
anhidro y 14.37 g (0.1081 mol, 2 eq) de tricloruro de aluminio anhidro; con
agitacion se adicionaron, lentamente, 10 g (0.0540 mol) de 30 disueltos en 15 mL
de benceno anhidro. La mezcla anterior se agitd durante 10 minutos, luego se
calento a reflujo con pistola de aire durante 20 min. Se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se vertio sobre 200 g de hielo-agua. El producto de reaccion se extrajo
con acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos organicos reunidos se lavaron con
solucion de hidroxido de sodio al 5% (50 mL), agua (2 x 50 mL) y se secaron con
sulfato de sodio anhidro. El disolvente se destilé a presion reducida dejando un
sélido café claro. La recristalizacion del producto crudo de etanol dio 9.5 g (92.3%)
de un sélido café claro, una sola mancha en ccf con Rf de 0.60 (Sistema VIl) y p.f.
135.0-136.0 °C [Lit.'* 138 °C].

8.4.9. 4-Aminobenzofenona (32)

@) O

SnCl, 2H,0
calor
NH

NO,
31 32

2
En un matraz bola de 1000 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion

magnética, condensador de agua en posicion de reflujo y atmosfera de nitrogeno,
se mezclaron 20.34 g (0.0891 mol) de 31, 120.47 g (0.5341 mol, 6 eq) de SnCl;
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H,0O y 400 mL de etanol. La mezcla se llevo a reflujo por espacio de 5 h y luego se
comprobo la desaparicion total de materia prima por ccf,. Una vez terminada la
reaccion, se dejé enfriar a temperatura ambiente y basifico con una solucién de
sosa al 50 % hasta pH 9-10, donde las sales de estafio precipitaron y se
separaron por filtracion con succién. Las sales se lavaron con acetato de etilo (80
mL). Ambos filtrados se reunieron, concentraron y lavaron con agua para eliminar
el exceso de sales de estano. El producto crudo se extrajo con acetato de etilo (3 x
90 mL), los extractos reunidos se secaron con con sulfato de sodio anhidro y se
concentréo a presion reducida. El residuo se recristalizd de etanol, dando 17 g
(96.4%) de un sélido amarillo con Rf de 0.65 (Sistema VII) y p.f. 118.0-120.0 °C
[Lit.'** 121-124 °C].

8.4.10. N-(4-Benzoilfenil)acetamida (33)

0 @)

‘ ‘ = ‘ ‘
H,SO
NH BT NHCOCH,

2
32 33

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con embudo de
adicion, trampa de humedad y agitaciéon magnética, se disolvieron 15 g (0.076
mol) de 32 en 45 mL de acetona; luego se adiciono, gota a gota, 14.35 mL de
anhidrido acético. La mezcla se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente
y después se vertid sobre 100 g de hielo-agua, agitandose durante 15 minutos. El
solido obtenido se separd por filtracion y se lavo con agua. El producto se
recristalizo de etanol-agua, obteniéndose 12.9 g (70.5%) de un solido amarillo, una
mancha por ccf con Rf de 0.45 (Sistema VII) y p.f. 152.0-1563.5° C, [Lit."*° 154 °C].
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8.4.11. N-(4-Benzoil-2-nitrofenil)acetamida (34)

O O

HNO, fumante NOg
J O - J T
NHCOCH, NHCOCH,

33 34

En un matraz de bola de 1000 mL con tres bocas, equipado con trampa de
humedad y agitacion mecanica, se suspendieron 34 g (0.1420 mol) de 33 en 150
mL de anhidrido acético. Con agitacion vigorosa se adicionaron 36 mL de acido
nitrico concentrado, manteniendo la temperatura entre 0-5 °C. La mezcla se agito
por 35 minutos y después se verti6 sobre 500 g de agua-hielo y se filtrd con
succion. El sélido se lavd con agua hasta pH neutro y se seco al aire. El producto
crudo se recristalizod de etanol, obteniéndose 28.7 g (71.0%) de cristales amarillos,
una sola mancha por ccf con Rf de 0.50 (Sistema VIIl) y p.f. 151.5-153.0 °C,
[Lit."**154-155 °C].

8.4.12. 4-Amino-3-nitrobenzofenona (35)

O O
NO
OO == U,
" calor
NHCOCH, i NH,
34

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, equipado con refrigerante de
agua en posicion de reflujo y agitacion magnética, se mezclaron 20 g (0.0880 mol)
de 34, 5.43 g (0.0968 mol, 1.1 eq) de hidroxido de potasio al 50% en agua y 200
mL de etanol. La mezcla anterior se calentd a ebullicion hasta la hidrolisis total de
materia prima. Se dejo enfriar y adicion6é agua, precipitando un solido, el cual se
separo por filtracion al vacio, se lavo con agua hasta pH neutro y se recristalizo de
etanol, obteniéndose 16.2 g (85%) de cristales color blanco, una sola mancha por

ccf con Rf de 0.65 (Sistema VII) y p.f. 139.5-141.2 °C [Lit."** 140-143 °C].
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8.4.13. 3,4-Diaminobenzofenona (36)

O @]
N02 SnCl, 2H,0 NH2
calor
NH, NH,
35 36

En un matraz bola de 1000 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, condensador de agua en posicion de reflujo y atmésfera de nitrogeno,
se mezclaron 20.0 g (0.088 mol) de 35, 119.13 g (0.528 mol, 6 eq) de SnCl, H,O y
300 mL de etanol. La mezcla se llevo a reflujo por espacio de 3 h y luego se
comprobé la desaparicion total de materia prima por ccf. Una vez terminada la
reaccion, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se basificé con una solucion de
sosa al 50 % hasta pH 9-10, donde las sales de estafo precipitaron y se
separaron por filtracion con succion. El sélido se agité con acetato de etilo (80 mL)
y se filtr6. Ambos filtrados se reunieron, concentraron y lavaron con agua para
eliminar las el exceso de sales de estafo, el producto crudo se extrajo con 3
porciones de 50 mL de acetato de etilo, se seco con sulfato de sodio anhidro y se
concentrd a presion reducida. El residuo se recristalizd de etanol, dando 12.3 g
(70.8%) de un solido amarillo claro, una sola mancha por ccf, con Rf de 0.21
(Sistema V) y p.f. 112.0-113.0 °C [Lit."** 115-117 °C].

8.4.14. N-(4-Benzoil-2-nitrofenil)-N-metilacetamida (37)

0 O

NO
O == Ul
glima.
NHCOCH, NCOCH,
34 37 CH

3

En un matraz de bola de 250 mL con dos bocas, equipado con agitacion

magnética, termometro y embudo de adiciéon, se colocod una solucion de 8.0 g
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.(0.0280 mol) de 34 en 70 mL de glima y se le adicion6 3.14 g (0.056 mol, 2 eq) de
hidroxido de potasio en polvo; se agité por 10 minutos e incorpord, gota a gota
4.42 g (3.31 mL, 0.0351 mol, 1.25 eq) de sulfato de dimetilo en un lapso de 2
horas, sin que la temperatura rebasara los 30 °C. Terminada la reaccion se
adicionaron 100 mL de agua y se extrajo con cloroformo (3 x 50 mL). Las fases
organicas reunidas se secaron con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se
concentrd a presion reducida. El residuo se traté con acetato de etilo y se dejo en
reposo hasta que el producto precipitod totalmente. Se filtré y se lavo con acetato
de etilo frio. Se obtuvieron 5.5 g (65.5%) de un sélido amarillo, una sola mancha
por ccf, con Rf de 0.26 (Sistema VII), p.f. 125.0-126.0 °C.

IR (KBr) v: 1666 (CO amida); 1607 (Ar-CO-Ar); 1449 y 1356 (CHs); 1530, 1356
(NO,) cm™.

RMN 'H (300MHz, CDCl3) &: 2.20 (d, 3H, O-CHj3); 3.40 (d, 3H, N-CH3); 7.90 (dd,
1H, H-6, J=2.1, J = 8.1 Hz); 8.20 (d, 1H, H-5, J = 8.1 Hz); 8.40 (d, 1H, H-2, J = 2.1
Hz) ppm.

FAB" (Alcohol 3-nitrobencilico): m/z (%int. rel.) 299 (M+1 79%); 257 (50); 107 (20).

8.4.15. 4-(Metilamino)-3-nitrobenzofenona (38)

0O (@)
Etanol
NCOCH, el
37 CH 38 CH,

3

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, equipado con refrigerante de
agua en posicion de reflujo y agitacion magnética, se mezclaron 5.5 g (0.0184 mol)
de 37, 1.13 g (0.0202 mol, 1.1 eq) de hidroxido de potasio al 50% en agua y 60 mL
de etanol. La mezcla anterior se calentd a ebullicion hasta la hidrolisis total. Se
dejo enfriar y se adicion6 agua, precipitando unos cristales, los cuales se

separaron por filtracion al vacio y se lavaron con agua hasta pH neutro. Se
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obtuvieron 4.24 g (90%) de cristales color amarillo, una sola mancha por ccf con
Rfde 0.61 (Sistema ) y p.f. 203.0-204.0 °C.

IR (KBr) v: 3369 (NH); 1619 (Ar-CO-Ar); 1518, 1327 (NO); 1400 (N-CH3) cm™.
RMN "H (300 MHz, CDCls) &: 3.10 (d, 3H, N-CH3); 6.80 (d, 1H, H-5, J = 8.1 Hz);
8.00 (dd, 1H, H-6, J = 2.7, J = 8.1 Hz); 8.40 (s, 1H, NH int. con D,0), 8.60 (d, 1H,
H-2, J = 2.7 Hz) ppm.

EM (IE) m/z (%int. rel.): 256 (M*, 100); 179 (48); 161 (16); 105 (47); 77 (16).

8.4.16. 3-Amino-4-(metilamino)benzofenona (39)

o) O
NH
SRACHE"oAH
Etanol
i "
38 CH 39 CH3

3
En un matraz "Kontes Taper” de 250 mL , acondicionado con agitacion magnética,
condensador de agua en posicion de reflujo y atmosfera de nitrogeno, se
mezclaron 9.6 g (0.0395 mol) de 38, 53.47 g (0.2370 mol, 6 eq) de SnCl; H,0O y
150 mL de etanol. La mezcla se llevé a reflujo por espacio de 3.5 h y luego se
comprobd6 la desaparicion total de materia prima por ccf. Una vez terminada la
reaccion, se dejé enfriar a temperatura ambiente y basific6 con una soluciéon de
sosa al 50 % hasta pH 9-10, donde las sales de estafio precipitaron y se
separaron por filtracion por succién. El sélido se agité con acetato de etilo (2 x 30
mL) y filtr6. Ambos filtrados se reunieron, se concentraron y se lavaron con agua
para eliminar el exceso de sales de estano. El producto se extrajo con acetato de
etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos se secaron con sulfato de sodio anhidro y
se concentro a presion reducida, el residuo se recristalizé de etanol. Se obtuvieron
7.62 g (86%) de cristales color naranja, una sola mancha por ccf con Rf de 0.30
(Sistema |) y p.f. 129.0-131.0 °C.

IR (KBr) v: 3390 y 3204 (NH,); 1595 (Ar-CO-Ar) cm™.
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RMN "H (300 MHz, DMSO-ds) &: 2.85 (s, 3H, N-CH3), 3.40 (s, 3H, N-H, NH,), 6.50
(m, 1H, H-2), 6.91-7.56 (m, 6H, H-5, H-2", H-3", H-4", H5", H-6"), 7.72 (m, 1H, H-6)

ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 226 (M*, 100), 211 (27), 149 (58).

8.4.17. 4-(Triflurometil)-1,2-fenilendiamina (41)

FSC\@:Noz H, F3CUNH2
Ni-Raney -
NH NH

40 41

En una botella de hidrogenacién Parr de 500 mL se colocaron 2.15 g (0.0104 mol)

de 40, 0.8 g de niquel Raney y 50 mL de etanol. La botella se acoplo al
hidrogenador, se llend con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y se succiond con vacio.
Esta operacion se repitid tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 60 Ib/in? y
agité hasta que se consumieron 40 Ib/in® en un lapso de 2 horas. La mezcla se
separd por filtracion con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El
filtrado oscuro se llevé a sequedad a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 1.8 g de un soélido oscuro, una sola mancha por ccf con Rf de 0.21
(Sistema V). Este solido no se purifico y se utiliz6 inmediatamente para la

reaccion de ciclacion.

8.4.18. N-[2-Nitro-4-(trifluorometil)fenil]acetamida (42)

F,C NO, o P NO,
H,SO0,
NH NHCOCH,
40 42

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion

magnética, termometro, condensador de aire en posicion de reflujo, embudo de

adicion y trampa anhidra, se colocaron 12.2 g (0.0591 mol) de 40 pulverizada y se
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adiciono, gota a gota, 9.78 g (9.06 mL, 0.0882 mol, 1.5 eq) de anhidrido acético.
La adicion se hizo de tal forma que la temperatura de reaccién no sobrepasara los
80 °C. Posteriormente, se incorpord tres gotas de H,SO4 conc. y se agitd
vigorosamente por 30 min. Después de esto, la mezcla de reaccion se enfrio a
temperatura ambiente y se verti6 sobre 100 g de agua-hielo. Se formd un
precipitado blanco, el cual se separé por filtracion al vacio, se lavd con agua hasta
pH neutro y se dejé secar al aire. Se obtuvieron 14.2 g (96.8%) de un sdélido
blanco, una sola mancha por ccf con Rf de 0.35 (Sistema IV) y p.f.111.6-113.4 °C.
IR (KBr) v: 3381 (NH); 1714, 1530, 1322, 1126, 859 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2.38 (s, 3H, CO-CH3), 7.87 (dd, 1H, H-5, J=3.2, J =
9.0 Hz ), 8.51 (d, 1H, H-3, J = 3.0 Hz), 9.06 (d, 1H, H-6, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 248 (M*,10), 206 (100), 176 (20).

8.4.19. N-Metil-N-[2-nitro-4-(trifluorometil)fenil]acetamida (43)

FGC\C[NO‘Z el F:,’C\O:NO2
CH,),S0,
NHCOCH, e NCOCH,

42 43 CH

3

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termometro, embudo de adicién y septum, se mezclaron 14.1 g
(0.0572 mol) de 42, 10.82 g (8.11 mL, 0.0858 mol, 1.5 eq) de sulfato de dimetilo y
14 mL de glima. La mezcla se calentd a 30 °C y con agitacién vigorosa se agrego,
gota a gota, una solucion de 4.81 g (0.0.858 mol, 1.5 eq) de KOH al 50 % m/v en
agua, cuidando que la temperatura no sobrepasara los 34 °C. Terminada la
adicion, se continu6 la agitacion por 30 min mas; posteriormente, se vertié sobre
100 mL de agua, se agité y se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL), los
extractos se lavaron con agua, se secaron y se concentraron a presion reducida.
Se obtuvieron 14.78 g (98.6%) de un liquido color naranja, un solo producto por ccf
con Rfde 0.07 (Sistema ). Este aceite se uso crudo para la siguiente reaccion de

hidrolisis.
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8.4.20. N-Metil-2-nitro-4-(trifluorometil)anilina (44)

FBCU NO, H,SO, F3C\©:N02
agua ]

I?JCOCH3 NH

43 CH, 44 CH

En un vaso de precipitados de 250 mL adaptado con agitacion magnetica,
condensador en posiciéon de reflujo y termémetro, se suspendieron 14 g (0.0533
mol) de 43 en 15 mL &cido sulfarico concentrado y se agitd suavemente. Una vez
que se incorpord todo el liquido, se agregd 1 mL (0.0533 mol, 1 eq) de agua y la
mezcla se calentd a 80-90° C durante 15 min, comprobandose por ccf la hidrolisis
total de la materia prima. Se dejo enfriar a 50 °C y se verti6é sobre 250 g de hielo.
El solido amarillo que se formo se separd por filtracién al vacio y se lavo repetidas
veces con agua hasta pH neutro, luego se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 11.72
g (99%) de un polvo amarillo palido, una mancha por ccf con Rf de 0.15 (Sistema
). Una parte de este sélido se recristaliz6 de etanol y tuvo un p.f. 73.0-75.0 °C.

IR (KBr): 3399; 3101, 1642, 1580, 1328, 1236, 1080, 837 cm™.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 3 3.05 (s, 3H, N-CHj3), 6.94 (d, 1H, H-6, J = 8.7 Hz ),
7.65(dd, 1H, H-5, J=9.0, J=2.1 Hz ), 8.48 (d, 1H, H-3, J = 1.5 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 220 (M*,60), 201 (10), 145 (30), 127 (30), 105 (100).

8.4.21. N'-Metil-4-(trifluorometil)-1,2-fenilendiamina (45)

FaCUNOZ H, FaC\QiNHz
Ni-Raney -
NH NH

l I

44  CH, 45  CH,

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 11.7 g (0.0531 mol)
de 44, 2.5 g de Ni-Raney y 200 mL de etanol. La botella se acopld al
hidrogenador, se llen6 con hidrogeno hasta 35-40 Ib/in? y succiond con vacio. Esta

operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6é siempre a 60 Ib/in? y se agité
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hasta que se consumieron 205 Ib/in> en un lapso de 1.5 horas. La mezcla se
separd por filtracion con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El
filtrado oscuro se llevé a sequedad a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 10 g de un sdlido oscuro, una sola mancha por ccf con Rf de 0.25

(Sistema ). Este sdélido se utilizé inmediatamente para la reaccion de ciclacion.

8.4.22. 5-(2,3-Diclorofenoxi)-2-nitroanilina (46)

Cl Cl
Cl OH Cl NH,  co, O© o NH,
o+ -
DMF
NO, NO,
25 46

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, adaptado con agitacion
magnética, termometro, condensador de agua en posicion de reflujo y atmosfera
de nitrégeno, se mezclaron 10 g (0.0579 mol) de 25, 10.31 g (0.0636 mol, 1.1 eq)
de 2,3-diclorofenol, 8,80 g (0.0636 mol, 1.1 eq) de carbonato de potasio en 8 mL
de agua y 60 mL de DMF. La mezcla se llevo a reflujo a 125 °C por un espacio de
3 h, comprobandose la conversion total de la materia prima por ccf. La reaccion se
llevd a temperatura ambiente y se vertié sobre 300 g de agua-hielo, precipitando
un sélido, el cual se separd por filtracion al vacio y recristalizd de etanol. Se
obtuvieron 12 g (70%) de cristales amarillos, una sola mancha por ccf, con Rf de
0.28 (Sistema IX) y p.f. 148.1-151.1 °C.

IR (KBr) v: 3451, 3329, 1631, 1566, 1446, 1240, 978, 755 cm’".

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 8: 5.80 (sa, 2H, NH,), 6.12 (d, 1H, H-5, J = 2.2 Hz ),
6.35 (dd, 1H, H-5", J=2.1, J=9.0 Hz ), 7.13 (dd, 1H, H-3, J = 2.1, J = 9.0 Hz),
7.35(t, 1H, H-4", J=2.0, J=9.2 Hz), 7.42 (dd, 1H, H-3", J = 2.2, J = 9.3 Hz), 8.19
(d, 1H, H-3, J = 2.1 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 298 (M*,60), M+2, M+4, 282 (5), 263 (10), 246 (20), 217
(100).

139



PARTE EXPERIMENTAL

8.4.23. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina (47)

Cl Cl
Gl i 0 NH, Cl- i 0 NH,
Ni-R
: :Noz RoalnE : :NH
46 47

2

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 8 g (0.0267 mol) de
46, 3 g de Ni-Raney y 150 mL de metanol. La botella se acoplo al hidrogenador, se
llené con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y se succiond con vacio. Esta operacion se
repitio tres veces; finalmente, se llené siempre a 60 Ib/in® y se agité hasta que se
consumieron 195 Ib/in? en un lapso de 90 min. La mezcla se separo por filtracion
con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El filtrado oscuro se llevo
a sequedad a presién reducida en el rotaevaporador. Se obtuvieron 7.2 g de un
so6lido oscuro, una sola mancha por ccf con Rf de 0.29 (Sistema V). Este sdlido se

utilizé inmediatamente para la reaccidn de ciclacion correspondiente.
8.4.24. 2-Nitroacetanilida (49)
NO, AC,0 NO,
H,SO,
NH NHCOCH,

2
48 49

En un matraz de bola de 500 mL con dos bocas, equipado con agitacion
magnética, termémetro, embudo de adicion y trampa anhidra, se colocaron 100 g
(0.724 mol) de 48 pulverizada, 1 mL de acido sulfarico concentrado y se adiciono,
gota a gota, 215 g (200 mL, 1.94 mol, 2.5 eq) de anhidrido acético. La adicion se
hizo de tal forma que la temperatura de reaccién no sobrepasara los 80 °C.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente y se
vertio sobre 1.5 Kg de agua-hielo. Se formé un precipitado café, el cual se separo
por filtracién con vacio, se lavd con agua hasta pH neutro y se dejo secar al aire.

El producto crudo se recristalizé de éter de petroleo dando 108.4 g (83%) de un
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solido amarillo, una sola mancha por ccf con Rf de 0.34 (Sistema ) y p.f. 92.0-93.0
°C, [Lit."*® 93-94 °C].

8.4.25. N-Metil-2-nitroacetanilida (50)

@imz o @:NOE
CH,),S0O
NHCOCH, AR NCOCH,

49 50 CH

3
En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termémetro, condensador de aire, embudo de adicion y septum, se
mezclaron 50 g (0.2775 mol) de 49, 52.48 g (40 mL, 0.4162 mol, 1.5 eq) de sulfato
de dimetilo y 50 mL de glima. La mezcla se calentd a 30 °C y con agitacion
vigorosa se agrego, gota a gota, una solucién de 23.35 g (0.4162 mol, 1.5 eq) de
KOH al 50 % m/v en agua, cuidando que la temperatura no sobrepasara los 34 °C.
Terminada la adicion se continud la reaccion 30 min mas; posteriormente, se vertio
sobre 100 mL de agua con agitacion, se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL),
los extractos reunidos se lavaron con agua, se secaron con Na;SO4 anhidro y se
concentraron a presion reducida. Se obtuvieron 53 g (98.3%) de un aceite oscuro,
un solo producto por ccf con Rfde 0.07, (Sistema |). Este aceite se us6 crudo para

la siguiente reaccidn de hidroélisis.
8.4.26. N-Metil-2-nitroanilina (51)

@ N02 e @i N 02
metanol i
NCOCH, NH

50 CH, 51 CH,

En un vaso de precipitados de 500 mL, adaptado con agitacion magnética y
termémetro, se disolvieron 53 g (0.2730 mol) de 50, 18.38 g (0.3276 mol, 1.2 eq)
de KOH en 50 mL de agua y 150 mL de metanol. La mezcla se calenté a 80-90 °C
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durante 30 min, comprobandose por ccf la hidrolisis total de la materia prima. Se
dejo enfriar a temperatura ambiente y se vertid sobre 250 g de hielo. El solido
amarillo formado se separd por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con
agua hasta pH neutro y se seco al aire. Se obtuvieron 35.6 g (85%) de un polvo
rojo, una mancha por ccf con Rf de 0.57 (Sistema |). Una parte de este sélido se
recristalizo de éter de petroleo dando agujas rojizas, p.f. 35.5-36.8 °C, [Lit.'* 37
i o

8.4.27. N-Metil-2-nitro-4-tiocianoanilina (52)

NO, Br, NCS NO,
+ -
O: NH,SCN metanol U
NHCH, NHCH,

51 52
En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, adaptado con agitacion

mecanica, termémetro y embudo de adicion, se disolvieron 12 g (0.0788 mol) de 5
y 14.9 g (0.1891 mol, 2.4 eq) de tiocianato de amonio en 80 mL de metanol. La
mezcla de reaccion se enfrié a 4 °C y se adiciond, gota a gota, una solucion de
13.88 g (0.0866 mol, 1.1 eq) de bromo en 16 mL de metanol saturado con bromuro
de sodio. Durante la adicién del bromo la temperatura se mantuvo entre 3 y 5 °C;
posteriormente, se agitd una hora a esa temperatura, se retiré el bafio de hielo y
se agitd hasta llegar a la temperatura ambiente. La mezcla se vertié sobre 200 g
de hielo-agua, se agitd, se filtré con succién, se lavo tres veces con agua fria y se
dejo secar al aire. Se obtuvo un sélido color naranja que se recristalizé de tolueno
dando 14.81 g (90%) de cristales amarillo-naranja, un solo producto por ccf con Rf
de 0.35 (Sistema ) y p.f. 109.0-111.0 °C.

IR (KBr) v : 3390 (NH), 3072, 2912, 2153 (SCN), 1613 (NO3), 1560, 1356 cm™.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 3.03 (s, 3H, N-CH3), 6.77 (d, 1H, H-6, J = 6.0 Hz),
7.48 (dd, 1H, H-5, J = 2.0, J = 6.0 Hz), 8.24 (d, 1H, H-3, J = 2.0 Hz) ppm.

EM (IE): (%int. rel.) 209 (M", 100), 192 (4), 183 (4).
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8.4.28. N-Metil-2-nitro-4-propiltioanilina (53)

Br NCS N02 KCN S N02
+ —— —_—
)/ (Bu),NCI /r
NHCH3 NHCH3
52 53

En un matraz de 250 mL con tres bocas, adaptado con agitacion magnética,
termoémetro, embudo de adicion, refrigerante en posicion de reflujo y atmdsfera de
nitrégeno, se mezclaron 6 g (0.0287 mol) de 52, 11.16 g de 1-propanol, 23 g (17
mL, 0.1870 mol, 6.5 eq) de 1-bromopropano, 60 mL de cloruro de metileno, 9 g
(0.1836 mol, 6.4 eq) de cianuro de potasio, 27 mL de agua y 1 g de cloruro de
tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fases. La mezcla se llevo a
reflujo suave por un lapso de 4 h. Se dej6é en reposo y se separo la fase organica,
la cual se concentré a presion reducida. El residuo se redisolvid en 200 mL de
acetato de etilo y se lavo con agua (2 x 100 mL), luego se seco con sulfato de
sodio anhidro y se concentr6 a presion reducida. Se obtuvo un aceite rojo con
fuerte olor a cianuro. Este aceite se paso por una columna cromatografica (4 x 60
cm) empacada con 60 g de gel de silice suspendida en éter de petrdleo. Las
fracciones obtenidas conteniendo el compuesto con Rf de 0.65 (Sistema I) se
mezclaron y concentraron a presion reducida. Se obtuvieron 6.23 g (96%) de un
liquido rojo carmin, el cual se llevé a hidrogenacion como tal.

IR (KBr) v : 3390, 3092, 2960, 1610, 1558, 1512, 1414, 1350, 1262, 1178 cm™.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 0.95 (t, 3H, CH3CHz), 1.63 (m, 2H, CH3CH2CH>),
2.72 (t, 2H, CH2CH,S), 3.03 (s, 3H, N-CH3), 6.45 (d, 1H, H-6, J = 6.0 Hz), 7.30 (dd,
1H, H-5,J=2.0, J=6.0 Hz), 7.95 (d, 1H, H-3, J = 2.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 226 (M, 100), 197 (10), 183 (33), 151 (12).
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8.4.29. N'-Metil- 4-propiltio-1,2-fenilendiamina (54)

S NO, M, S NH,
T e J X
NHCH, NHCH,
54

53

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 6 g (0.0265 mol) de
53, 750 mg de catalizador Pd/C al 10% y 100 mL de metanol. La botella se acopld
al hidrogenador, se llené con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y succiond con vacio.
Esta operacion se repitié tres veces; finalmente, se llené siempre a 60 Ib/in?, se
calenté a 40 °C y se agité hasta que se consumieron 95 Ib/in® en un lapso de 6
horas. La mezcla se separ6 por filtracion con vacio empleando doble papel filtro
Whatman No. 2. El filtrado oscuro se llevd a sequedad a presion reducida en el
rotaevaporador. Se obtuvieron 5 g (96%) de un aceite una sola mancha por ccf,
con Rf de 0.30 (Sistema V). Este producto crudo se utilizé inmediatamente para la

reaccion de ciclacion correspondiente.

8.4.30. 1-Fluoro-4-nitrobenceno (56)

NO,
H,SO,
+  HNO,
F F
55 56

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termometro, embudo de adicion, septum y bafio de hielo, se mezclaron
60 g (0.6243 mol) de 55 y se incorporaron, gota a gota, 138 mL de mezcla
sulfonitrica (63 mL de acido nitrico, 75 mL de acido sulfarico) previamente enfriada
a 3 °C. Terminada la adicion se continuo la reaccion 30 min mas y se dejo llegar a

la temperatura ambiente; posteriormente, se verti6 sobre 400 g de hielo con
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agitacion formandose 2 fases, las cuales se separaron en un embudo de
separacion. La fase organica se lavo con brine y agua, se secd con Na,SO,
anhidro y se concentr6 a presion reducida en el rotaevaporador. Se obtuvieron 53
g (98.3%) de un aceite amarillo, dos productos por ccf (con Rf de 0.66 y Rf de
0.45, Sistema V). Esta mezcla se enfrid en el refrigerador todad la noche, y al dia
siguiente se filtrd6 con succién, de esta forma se separaron los 2 productos; un
sélido amarillo palido de bajo punto de fusion (p.f. 21 °C, Lit."?® 21 °C) y Rf de 0.66,
el cual pesd 73 g (83%), y un liquido transparente, correspondiente al isomero
orto, con Rf de 0.45, que pes6 15 g (17%). Otra manera de separar los

compuestos fue por destilacién de bulbo a bulbo.

8.4.31. N-Metil-2-nitro-4-[(4-nitrofenil)tio]anilina (57)

F NCS NO, s NO,
/©/ \C[ = /O/ U
+ -
O,N NHCH, “He% PO N NHCH,

2

56 52 57

En un matraz de bola 25 mL con 3 bocas, adaptado con agitacion magnética,
embudo de adicién, refrigerante en posicién de reflujo y atmésfera de nitrogeno, se
mezclaron 1 g (0.0047 mol) de 52, 2 mL de n-propanol, 2.023 g (1.52 mL, 0.0143
mol, 3 eq) de 1-fluoro-4-nitroanilina, 10 mL de diclorometano, 6 g de una solucion
acuosa de NaCN al 25% y 0.25 g de cloruro de tetrabutilamonio como catalizador
de transferencia de fases. La mezcla se llevé a reflujo a 54° C por un lapso de 4 h.
Una vez consumida la materia prima en su totalidad, se separaron las fases
acuosa y organica, esta tltima se lavo varias veces con solucion brine y se seco
con Na,S0O4 anhidro. El aceite rojizo obtenido se filtrd sobre un embudo de vidrio
poroso empacado con alumina y el filtrado se concentré a presion reducida, dando
un solido color naranja, el cual se recristalizd de tolueno. Se obtuvieron 1.2 g de
cristales naranja (83%), una sola mancha por ccf con Rf de 0.46 (Sistema I) y p.f.
171.0-173.0 °C. Adicionalmente se purificé un subproducto de reaccion.

IR (KBr) v: 3384 (NH), 3103, 1625, 1510 (NO;),1336, 1263, 739 cm™.
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2.83 (s, 3H, N-CH3), 6.32 (dd, 1H, H-5, J = 1.8, J =
9.0 Hz), 6.46 (d, 1H, H-3, J = 2.1 Hz), 7.50 (m, 4H, H-2", H-2"", H-3", H-3"), 8.02
(dd, 1H, H-6, J = 9.0, J =0.3 Hz), 8.10 (sa, 1H, NH) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 305( M*, 100), 289 (5), 275 (5), 254 (10), 213 (22).

8.4.32. 4-[(4-Aminofenil)tio]-N'-metil-1,2-fenilendiamina (58)
S NO,  sncl, 2H,0 i S : :NHz
ON" : : :NHCH3 FIORLcalor N NHCH,

2 2
57 58

En un matraz “Kontes Taper” de 125 mL, acondicionado con agitacion magnética,

condensador de agua en posicion de reflujo y atmoésfera de nitrogeno, se
mezclaron 1.2 g (0.0039 mol) de 57, 10.55 g (0.0468 mol, 12 eq) de SnCl; H2O y
30 mL de etanol. La mezcla se calenté y mantuvo en reflujo por espacio de 5 h,
luego se comprobd la desaparicion total de materia prima por ccf. Una vez
terminada la reaccién se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se basifico con una
solucién de sosa al 50 % hasta pH 9-10, donde las sales de estano precipitaron y
separaron por filtracion por succién. Las sales se lavaron con acetato de etilo (30
mL). Ambos filtrados se reunieron, se lavaron con agua saturada con sal (brine)
para eliminar el exceso de sales de estafio y se concentraron a sequedad en el
rotaevaporador. El residuo se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 mL), el extracto
se lavé con agua (3 x 25 mL), se secé con Na,SO4 anhidro y se concentrd a
sequedad en rotaevaporador. El producto crudo, 0.84 g de un aceite color ambar

claro, se utilizé6 como tal para la reaccion de ciclacion correspondiente.
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8.4.33. 5-[(4-(trifluoroacetamido)fenil)tio]-1-metil-2-(trifluorometil)

bencimidazol (59)

S NH, HCH S N
+ CF,COOH S—cF,
O,N NHCH, N
59 iy

HN

58
07 "CF,

En un matraz de bola de 50 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magneética, columna Vigreux en posicion de reflujo y atmosfera de nitrégeno, se
mezclaron 0.804 g (0.0032 mol) de 58, 0.074 g (0.5 mL, 0.0065 mol, 2 eq) de
acido trifluoroacético y 1 gota de HCI concentrado como catalizador. La mezcla se
llevé a reflujo en bafo de aceite por un espacio de 3 h, formandose un aceite
violaceo-rojizo. La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se adiciond una soluciéon saturada de bicarbonato de sodio hasta
pH neutro. La suspension se agitd y se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 mL), los
extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 25 mL), se secaron con Na;SO4
anhidro y se concentraron en el rotaevaporador. El residuo, un sélido rojo-naranja,
se disolvié en cloroformo y la disolucién se filtro a través de un embudo de vidrio
poroso empacado con alumina. El filtrado transparente se concentré a presion
reducida. Se obtuvieron 1.16 g (85%) de un sodlido blanco, el cual mostré ser un
solo compuesto por ccf con Rfde 0.21 (Sistema lIl) y p.f. 143.0-147.0 °C.

IR (KBr) v: 3260, 3050, 2927, 1715, 1615, 1597, 1521, 1491, 1423, 1403, 1268,
1245, 1180, 1145, 1090, 818, 739 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3.42 (s, 3H, N-CHs), 7.11 (dd, 1H, H-6, J = 1.5, J =
8.7 Hz), 7.16 (dd, 2H, H-2", H-6", J= 2.4, J = 9.0 Hz), 7.36 (d, 1H, H-4, J = 1.5 Hz),
7.74 (d, 1H, H-7, J = 8.4 Hz), 8.24 (dd, 2H, H-3", H-5", J = 1.5, J = 8.7 Hz) ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 419 ( M*, 100), 400 (5), 350 (50), 332 (15), 307 (5).
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8.4.34. 5-[(4-(Amino)fenil)tio]-1-metil-2-(trifluorometil)bencimidazol.(60)

N
KCO
STy g
N MeOH
50°C HN

O CF

3

En un matraz de bola de 50 mL con 2 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, columna Vigreux en posicion de reflujo, termémetro y atmosfera de
nitrogeno, se adicionaron 1.16 g (0.0027 mol) de 59, 15 mL de metanol, 1.14 g
(0.0083 mol, 3 eq) de carbonato de potasio al 15% en agua. La reaccion se agito y
calentd a 50 °C por espacio de 2 h; posteriormente, se enfri6 a temperatura
ambiente y se dejé agitando 4 h. La mezcla de reaccion se vertié sobre agua-hielo,
precipitando un soélido café, el cual se separd por filtacion por succion y se
recristalizd de etanol. Se obtuvieron 0.85 g (95%) de un solido blanco, el cual
mostrd ser un solo compuesto por ccf con Rf de 0.16 (Sistema Ill) y p.f. 97.0-99.0
G

IR (KBr) v: 3598 (NH), 3458, 3357, 3245, 3033, 1880, 1623,1599, 1519, 1495,
1267,1224, 1177, 1091, 804, 741 cm™".

RMN "H (300 MHz, CDCI3) 8: 2.00 (sa, 2H, N-H,), 4.0 (s, 3H, N-CH3), 6.99 (dd, 2H,
H-3", H-5", J=1.9, J = 8.7 Hz), 7.21 (dd, 2H, H-2", H-6", J = 2.4, J = 9.0 Hz), 7.40
(d, 1H, H-7, J = 8.4 Hz), 7.47 (d, 1H, H-4, J =1.5 Hz), 7.55 (dd, 1H, H-6, J=1.5, J
= 8.7 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 323 ( M*, 100), 291 (20), 253 (5), 231 (5), 200 (2).
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8.4.35. 1,2-Dicloro-3-(4-nitrofenoxi)benceno (61)

Cl Cl
Cl OH F Cl o)
@ O\ chos \@
+ —
NO2 glima, calor N02

56 61

En un matraz “Kontes Taper” de 500 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termémetro, embudo de adicion, condensador de reflujo y septum, se
colocaron 30 g (0.2127 mol) 56, 40 g (0.2894 mol, 1.36 eq) de carbonato de
potasio, 41.34 g (0.2551 mol, 1.19 eq) de 2,3-diclorofenol en 20 mL de agua y 350
mL de DMF. La mezcla se llevé a 110 °C y se mantuvo en reflujo por un espacio
de 35 min, comprobandose la conversién total de la materia prima por ccf. La
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y verti6 sobre agua-hielo. El solido
amarillo que precipitd se recristalizd de acetato de etilo. Se obtuvieron 57 g (95%)
de cristales amarillos, los cuales mostraron ser un solo compuesto por ccf con Rf
de 0.33 (Sistema IX) y p.f. 120.8-122.3 °C.

IR (KBr) v: 3436, 3077, 1926, 1787,1612, 1594, 1571, 1510,1487, 1446, 1339,
1254, 1216, 1166, 920, 855, 751 cm’".

RMN 'H (300 MHz, CDCl) &: 6.97 (m, 2H, H-2", J = 2.4, J = 9.6 Hz), 7.09 (dd, 1H,
H-4, J=15,J=8.4Hz),7.29 (t, 1H, H-5, J= 8.1, J = 8.1 Hz), 7.42 (dd, 1H, H-6, J
=1.5, J=8.1 Hz), 8.22 (m, 2H, H-3", J = 2.4, J = 9.6 HZz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 283 ( M*, 100), 253 (20), 231 (10), 202 (90).
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8.4.36. 4-(2,3-Diclorofenoxi)anilina (62)

Cl Cl
Noz Ni-Raney i : —— NH2

61 62

En una botella de hidrogenaciéon Parr de 500 mL se colocaron 11.5 g (0.0404 mol)
de 61, 2 g de catalizador Ni-Raney y 250 mL de metanol. La botella se acoplo al
hidrogenador, se llené con hidrogeno hasta 35-40 Ib/in? y se succiond con vacio,
esta operacion se repitio tres veces; finalmente, se llené siempre a 60 Ib/in® y se
agitd hasta que se consumieron 161 Ib/in? en un lapso de 10 horas. La mezcla se
separo por filtracién con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El
filtrado oscuro se concentr6 a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 10 g (97%) de un aceite, una sola mancha por ccf con Rf de 0.30
(Sistema ). Este producto crudo se utilizé inmediatamente para la reaccion de

acetilacion correspondiente.

8.4.37. 4-(2,3-Diclorofenoxi)acetanilida (63)

Cl Cl
Cl o) T C|\©/o
AN =L
T, 7
NHZ Ni-Raney NH
62 63 @)
En un matraz de bola de 100 mL, acondicionado con agitacion magnetica,

columna Vigreux, atmaésfera de nitrégeno y bano de hielo, se suspendieron 10 g
(0.0393 mol) de 62 en 4.82 g (4.46 mL, 0.4724, 1.2 eq) de anhidrido acético, se
agité vigorosamente y luego se incorporé una gota de acido sulfurico como
catalizador. La reaccion fue exotérmica y llego hasta 75 °C. Al cabo de 3 min
solidificé un producto blanco, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se le
agrego 150 mL de agua fria. Posteriormente, se separo por filtracion con vacio y

lavé varias veces con agua hasta pH neutro. El compuesto crudo, 11 g, se
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recristalizo de etanol. Se obtuvieron 10.5 g (90%) de un sélido amarillo claro, un
solo producto por ccf con Rf de 0.27 (Sistema V) y p.f. 169.0-171.0 °C.

IR (KBr) v: 3233, 3059, 1648, 1551, 1504, 1448, 1256, 1203, 918, 830 cm".

RMN "H (300 MHz, CDCl3) 8: 3.12 (s, 3H, N-CHs), 6.82 (dd, 1H, H-6", J = 1.2, J =
8.4 Hz), 6.94 (m, 2H, H-3, J=8.7 Hz), 7.12 (t, 1H, H-5", J=8.1, J=8.1 Hz ), 7.23
(dd, 1H, H-4", J=1.2, J = 8.4 Hz), 7.34 (sa, 1H, N-H), 7.48 (m, 2H, H-2, J = 9.0 Hz)

ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 295 ( M*, 60), 279 (2), 253 (100), 217 (5).

8.4.38. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-2-nitroacetanilida (64)

Cl Cl

Cl 0 aco C 0 NO,
O\ + HNO, (conc) —
NHCOCH, NHCOCH;
4

63 6

En un matraz de bola de 1000 mL con 3 bocas, adaptado con agitacion magnética,
embudo de adiciéon y termémetro, se suspendieron 8 g (0.0270 mol) de 63 en 44
mL de anhidrido acético. La suspension se agité en bafo de hielo y cuando la
temperatura llegd a 5 °C se adiciond, gota a gota, 3 mL de HNO3 concentrado
(70.4%), en un lapso de 30 min, procurando que la temperatura no subiera mas de
10 °C. Al término de la adicion se formé una solucion amarilla e inmediatamente
precipitd un solido amarillo esponjoso. Se retird el bafo de hielo y se adicionaron
10 mL de anhidrido acético, agitando 35 min mas. Pasado este tiempo se
comprobo la conversion total de la materia prima por ccf. La mezcla se separo por
filtracion con vacio. El residuo, un sélido amarillo canario, se suspendid en agua
fria, se agito, filtrd y se seco al aire. Este sdlido se recristalizd de etanol. Se
obtuvieron 8.32 g (90%) de cristales amarillo canario, un solo producto por ccf con
Rfde 0.50 (Sistema Ill) y p.f. 122.3-124.1 °C.

IR (KBr) v: 3372, 3085, 1693, 1586, 1520, 1445, 1344, 1256, 970, 950, 776 cm'".
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2.29 (s, 3H, COCHs), 6.96 (dd, 1H, H-6", J = 1.5, J =
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8.1 Hz), 7.23 (t, 1H, H-5", J = 8.4, J = 8.4 Hz), 7.29 (dd, 1H, H-5, J = 3.0, J = 9.3
Hz), 7.36 (dd, 1H, H-4", J = 1.5, J = 8.4 Hz), 7.73 (d, 1H, H-3, J = 2.5 Hz), 8.75 (d,
1H, H-6, J = 9.3 Hz), 10.19 (sa, 1H, NH) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 340 ( M*, 30), 298 (100), 252 (30), 217 (15), 189 (5).

8.4.39. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-N-metil-2-nitroacetanilida (65)

U (CH,),S0, C'\©/ U
NHCOCH, KOH NCOCH,

64 65

En un matraz de bola de 50 mL con 2 bocas, adaptado con agitacion magnética,
embudo de adicion y termometro, se mezclaron 8.3 g (0.02432 mol) de 64, 15 mL
de glima y 4.603 g (3.46 mL, 0.0364 mol 1.5 eq) de sulfato de dimetilo. A esta
solucién se le adiciond, gota a gota, una solucion 2.04 g (0.0364 mol, 1.5 eq) de
KOH al 50% en agua. La mezcla de reaccion se mantuvo a una temperatura no
mayor de 34 °C. La reaccion tardé 3 h para consumir totalmente la materia prima,
la cual se visualizé por ccf. La solucion se enfrié a temperatura ambiente, se vertio
sobre 50 g de hielo, se agité y se form6 un aceite viscoso, el cual se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 mL), los extractos reunidos se lavaron con agua (3 x 50
mL), se secaron con Na,SO, anhidro y se concentraron en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 8.19 g (95%) de un solido amarillo, un solo producto por ccf con Rf de
0.25 (Sistema IV) y p.f. 134.7-135.9 °C.

IR (KBr) v: 3072, 3040, 2930, 1957, 1665, 1541, 1451, 1428, 1267, 961, 877 cm’
RMN 'H (300 MHz, CDCI3) &: 1.83 (s, 3H, COCHj3), 3.19 (s, 3H, N-CH3), 7.11 (dd,
1H, H-6", J =1.5, J = 8.1 Hz), 7.20 (dd, 1H, H-5, J = 2.7, J = 8.7 Hz), 7.26 (t, 1H,
H-5,J=8.1,J=8.1 Hz), 7.33 (d, 1H, H-6, J = 8.7 Hz), 7.44 (dd, 1H, H-4", J= 1.5,
J=8.1Hz), 748 (d, 1H, H-3, J = 2.7 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 354 ( M", 1),308 (100), 295 (5), 266 (25), 231 (195).
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8.4.40. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-N-metil-2-nitroanilina (66)

Cl Cl
Cl< i 0 NO, KOH Cl< i 0 NO,
[ ITCOCHs Etanol \@:NH
I
CH, CH,

65 66

En un vaso de precipitados de 100 mL, adaptado con agitacion magnética y
termémetro, se mezclaron 6.65 g (0.0187 mol) de 65, 35 mL de metanol y 1.57 g
(0.0280 mol, 1.5 eq) de potasa al 50% en agua. La reaccion se agitd y calentd a
40 °C por espacio de 1 h; posteriormente, se enfri6 a temperatura ambiente vy
precipitd un solido rojizo. La suspension se vertido sobre 70 mL de agua fria y se
dej6 agitando 30 min. El sélido se separd por filtracion con vacio, se lavd con agua
y el residuo se recristalizé de etanol. Se obtuvieron 5.6 g (95%) de un solido rojo,
un solo compuesto por ccf con Rf de 0.31 (Sistema IV) y p.f. 127-129.1 °C.

IR (KBr) v: 3394, 3096, 2915, 1636, 1574, 1522, 1449, 1258, 1228, 1161, 1157,
1051, 965, 886, 774 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8: 3.05 (s, 3H, N-CHa), 6.80 (dd, 1H, H-6", J=1.5, J =
8.1 Hz), 6.89 (d, 1H, H-6, J=9.6 Hz ), 7.13 (t, 1H, H-5", J =84, J = 8.4 Hz), 7.24
(dd, 1H, H-4', J=1.2, J=8.1 Hz), 7.20 (dd, 1H, H-5,dd, 1H, H-4", J=3.0,J=9.3
Hz), 7.80 (d, 1H, H-3, J = 3.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 312 ( M*, 100), 259 (5), 266 (30), 231 (5).
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8.4.41. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-N"-metil-1,2-fenilendiamina (67)

Cl Cl
Cl 0 NO, Cl 0 NH,
\@[ |\|1H Ni-Raney U NH
|
CH CH

66 3 67 3

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se suspendieron 5.59 g (0.0178
mol) de 66 y 1 g de catalizador Ni-Raney en 250 mL de metanol. La botella se
acopl6 al hidrogenador, se llen6 con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y succiond con
vacio. Esta operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 60 Ib/in?
y se agité hasta que se consumieron 80 Ib/in” en un lapso de 6 horas. La mezcla
se separo por filtracion con vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El
filtrado oscuro se llevo a sequedad a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 4.8 g (94%) de un aceite, una sola mancha por ccf, con Rf de 0.21
(Sistema ll). Este compuesto se utiliz6 inmediatamente para la reaccion de

ciclacion correspondiente.

8.4.42. 5-Cloro-N-metil-2-nitroacetanilida (68)
CH,

|
cl NHCOCH, <o gima © NCOCH,
+ (CH,),SO,
NO

NO2 2
24 68

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, termdémetro, embudo de adicion y septum, se disolvieron 20 g (0.0932
mol) de 24 en 17.63 g (13.22 mL, 0.1397 mol, 1.5 eq) de sulfato de dimetilo y 15
mL de glima. La mezcla se calentd a 30 °C y con agitacion vigorosa se agrego,
gota a gota, una solucion de 5.6 g (0.1397 mol, 1.5 eq) de KOH al 50 % m/v en
agua, cuidando que la temperatura no sobrepasara los 34 °C. Terminada la adicion
se continud la agitacion por 30 min mas. El sélido formado se separo por filtracion

al vacio, dando 20 g (93.9%) de un compuesto amarillo. Este solido se recristalizo
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de etanol, dando 19.3 g (90.6%) de agujas amarillas, un solo producto por ccf con
Rfde 0.38 (Sistema IV) y p.f. 86.0-87.0 °C, [Lit.*® 86-87 °C].

8.4.43. 5-Cloro-N-metil-2-nitroanilina (69)

GH, CH,

|
Cl NCOCH, Cl NH
N 02 calor N02

68 69

En un vaso de precipitados de 250 mL, adaptado con agitacion magnética y
termometro, se suspendieron 14 g (0.06123 mol) de 68 en 15 mL acido sulfarico
concentrado y se agitaron suavemente. Una vez que se incorporo todo el solido,
se agreg6 1.1 mL (0.06123 mol, 1 eq) de agua y la mezcla se calenté a 80-90°C
durante 15 min, comprobandose por ccf la hidrélisis total de la materia prima. La
reaccion se dejo enfriar a 50 °C y se vertié sobre 500 g de hielo. El s6lido amarillo
formado se separo por filtracion al vacio y se lavo repetidas veces con agua hasta
pH neutro, luego se dejo secar al aire. Se obtuvieron 11.3 g (99%) de un polvo
amarillo palido. Una parte de este solido se recristalizo de etanol, dando agujas
amarillas, una mancha por ccf con Rf de 0.7 (Sistema ) y p.f.104.0-106.0 °C [Lit.®°
106-107 °C].

8.4.44. N-Metil-2-nitro-5-(propiltio)anilina (70)

SH Cl NHCH,  KoH S NHCH,
)/ + U etilenglicol /r \@
NO NO

2 2

69 70

En un matraz de bola de 250 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, termémetro y condensador de agua en posicion de reflujo, se
mezclaron 12.1 g (0.0648 mol) de 69, 151 mL de agua, 33 mL de etilenglicol, 5.68
g (6.75 mL, 0.0745 mol, 1.15 eq) de 1-propanotiol y 4.18 g (0.0745 mol, 1.15 eq)
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de potasa. La suspension se llevo a reflujo por 4 h con agitacion, hasta observar el
consumo total de la materia prima por ccf. La mezcla se dejo enfriar a temperatura
ambiente, precipitando un sélido naranja, el cual se separd por filtracion con vacio,
se lavo con agua, se seco al aire y recristalizé de hexano. Se obtuvieron 14.2 g
(96.8%) de cristales naranja, una mancha por ccf con Rf de 0.30 (Sistema VIII) y
p.f. 61.0-62.0°C.

IR (KBr) v: 3366, 2958, 1604, 1570, 1320, 1260, 1208, 1164,1138, 1042, 914 cm’.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 0.99 (t, 3H, CH3CH), 1.65 (m, 2H, CH3CH,CH>),
2.91 (s, 3H, N-CHa), 3.10 (t, 2H, CH,CH,S), 6.50 (dd, 1H, H-3, J = 2.0, J = 9.0 Hz),
6.69 (dd, 1H, H-6, J = 2.0 Hz), 7.90 (d, 1H, H-4, J = 9.0 Hz), 8.20 (sa, 1H, N-H)

ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 226 ( M*, 100)

8.4.45. N*-Metil-4-(propiltio)-1,2-fenilendiamina (71)

S NHCH,  H, S NHCH,
S = X
NO, NH,
70 71

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 14.2 g (0.0627 mol)
de 70, 2 g de Pd/IC al 10% y 120 mL de etanol. La botella se acoplo al

hidrogenador, se llené con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in® y se succiond con vacio.
Esta operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 60 Ib/in? , se
calenté a 40 °C y se agitd hasta que se consumieron 198.5 Ib/in® en un lapso de 7
horas. La mezcla se separ6 por filtracion con vacio empleando doble papel filtro
Whatman No. 2. El fitrado oscuro se concentré a presion reducida en el
rotaevaporador. Se obtuvieron 12.5 g de un sélido oscuro una sola mancha por ccf
con Rfde 0.36 (Sistema IV). Este solido se utilizé inmediatamente para la reaccion

de ciclacién correspondiente.
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8.4.46. 5-(Feniltio)-N-metil-2-nitroanilina (72)

SH Cl NHCH, NaOH NHCH,
O/ 4 U etllenghco Q/ \O:
NO,

En un matraz de bola de 250 mL con 3 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, termometro y condensador de agua en posicion de reflujo, se
mezclaron 13 g (0.0697 mol) de 69, 190 mL de agua, 35 mL de etilenglicol, 9.6 g
(8.94 mL, 0.0871 mol, 1.25 eq) de tiofenol y 3.48 g (0.0871 mol, 1.25 eq) de sosa.
La suspension se llevé a reflujo por 3 h con agitacion hasta observar el consumo
total de la materia prima por ccf. La mezcla se dejo enfriar a temperatura
ambiente, precipitando un sélido naranja, el cual se separo por filtracion con vacio,
se lavd con agua, seco al aire y se recristalizé de isopropanol dando 17 g (93.8%)
de cristales naranja, un solo producto por ccf con Rf de 0.74 (Sistema IV) y p.f.
92.9-94.4 °C.

IR (KBr) v: 3380, 2920, 1608, 1571, 1487, 1406, 1334, 1320, 1260, 1206, 1108,
906, 748, 696 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCls)8: 2.85 (s, 3H, CH3), 6.32 (dd, 1H, H-4, J=2.1, J=9.0
Hz), 6.46 (d, 1H, H-6, J = 1.8 Hz), 7.42-7.46 (m, 3H, H-3", H4", H5"), 7.53-7.57 (m,
2H, H-2", H6"), 8.01 (d, 1H, H-3, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 260 (M", 100), 243 (10), 225 (10), 213 (15), 184 (25).

8.4.47. 4-(Feniltio)-N*>-metil-1,2-fenilendiamina (73)
S NHCH, H, . S NHCH,
Pd/C 10%
NO NH

2 2
72 T3

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 15 g (0.0576 mol)
de 72, 1.4 g de Pd/C al 10% y 170 mL de etanol. La botella se acoplé al
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hidrogenador, se llen6 con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in? y succioné con vacio. Esta
operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 60 Ib/in? , se calentd
a 40 °C y agito hasta que se consumieron 190 Ib/in? en un lapso de 5 horas. La
mezcla se separo por filtracion con vacio empleando doble papel filtro Whatman
No. 2. El filtrado oscuro se concentré a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 12.8 g de un sélido oscuro una sola mancha por ccf con Rf de 0.41
(Sistema 1V). Este soélido se utilizd inmediatamente para la reaccion de ciclacion

correspondiente.

8.4.48. 3-Cloronitrotolueno (75)

CI\O/CHa HNO,-H,S0, CI\D/CHa

O,N

74 75
En un vaso de precipitados de 2000 mL, acondicionado con agitacion magnética y
bafio de hielo, se mezclaron 100 g (0.7900 mol) de 3-clorotolueno y 174 mL de
mezcla sulfonitrica (95 mL de H,SO4 y 79 mL de HNO3) a una temperatura de 15-
22 °C. Terminada la adicion, la mezcla se dej6 en agitacion a temperatura
ambiente por un lapso de 16 horas. Después de este tiempo, hubo separacion de
fases y la organica se lavo con brine (2 x 100 mL). El aceite residual se disolvio en
300 mL de acetato de etilo y se neutraliz con solucién de NaHCO3 al 10% (2 x 50
mL). Se lavé con agua, se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro a
presion reducida. El aceite residual pesé 126.48 g (93.3%). La ccf mostro tres
productos principales, con Rf de 0.40, 0.29 y 0.12 (Sistema VI). Esta mezcla de

producto crudo se empled en la siguiente reaccion de oxidacion.
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8.4.49. Acido 3-cloro-4-nitrobenzoico (76)

(-.;I\©/0|_i:3 chrzo?’ Hzo CI COOH
H,SO,, Calor I j
ON O,N

Y

75 8

En un matraz de bola de 5 L con tres bocas, equipado con agitacion mecanica,
embudo de adicion y refrigerante en posicion de reflujo, se adicionaron 120 g
(0.699 mol) del producto de nitracion anterior (75), 236.2 g (0.948 mol) de
dicromato de potasio y 1200 mL de agua. Se inici6 la agitacion e incorporo, gota a
gota, 520 mL de acido sulfirico concentrado. La adicion del acido se hizo
cuidadosamente, evitando el sobrecalentamiento. Terminado este proceso, se
calenté a reflujo por 2 horas, y, posteriormente, se enfrié por la adicion de 1000
mL de agua. Se filtrd y el solido obtenido se verti6 sobre un 1000 mL de una
solucion de acido sulfarico al 5%. Este se calenté en un bafio de agua tibia, se
enfrié y se filtré6 nuevamente. El producto crudo se disolvié en una solucion de
hidroxido de sodio al 5%, se filtrd para eliminar el remanente de sales de cromo y
después se acidulé con acido sulfurico diluido al 20%, repitiendo los pasos
anteriores y lavando hasta pH neutro. Se obtuvo un sélido amarillo-verdoso que se
recristalizd de cloroformo. Se obtuvieron 58 g (40%) de cristales blancos, un solo
producto por ccf con Rf de 0.20 (Sistema I) y p.f. 181.6-183.4 °C.

IR (KBr) v: 3046, 2837; 1702; 1535, 1359 cm™.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) & : 8.08 (dd, 1H, H-6, J = 1.5, J = 8.7 Hz); 8.14 (d,
1H, H-2, J = 1.5 Hz); 8.17 (d, 1H, H-5, J = 8.4 Hz); 14.0 (s, 1H, O-H) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 201 (M", 100), 171 (38); 143 (24), 115 (33); 99 (63); 75
(39).
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8.4.50. Cloruro de 3-cloro-4-nitrobenzoilo (77)

Cl COCH Benceno Cl COCI
U + SOCl, U
O.N O.N

2 2
76 77

En un matraz de bola de 250 mL con tres bocas, equipado con trampa de
humedad y un tubo para absorber el cloruro de hidrégeno y el SO, de la reaccion,
se mezclaron 50 g (0.248 mol) de 76 y 87.8 g (0.744 mol, 3 eq) de cloruro de
tionilo. La mezcla se calentd en un bafo de aceite hasta que cesd el
desprendimiento de gases. Se adaptdo un condensador de agua y se destilo el
exceso de cloruro de tionilo a presion ordinaria, por calentamiento en bafo de
aceite. Se observo por ccf que todo el acido habia reaccionado. El producto no se

purificod (Rf de 0.20) y se uso tal cual para la obtencidn del siguiente intermediario.

8.4.51. 3-Cloro-4-nitrobenzofenona (78)
O

Cl COCI Cl
AICI,
o = AT T
O,N O,N
77 78

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, equipado con agitacion
magnética, trampa de humedad y tubo para absorber el cloruro de hidrogeno, se
mezclaron 64 g (0.2480 mol) de 77 y 130 mL de benceno anhidro. Con agitacion,
se adiciond lentamente 45 g (0.3383 mol, 1.4 eq) de tricloruro de aluminio anhidro
y se calent6 a reflujo con un bafio de aceite durante 3 horas. Al término de este
tiempo, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se vertié sobre una mezcla
de 500 g de hielo-agua conteniendo 10% de acido clorhidrico. Se agité hasta que
llegd a temperatura ambiente y se dejo en reposo 15 min para decantar la mayor

parte de agua posible, luego se adicion6 metanol y agitd por 20 min mas. Por
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ultimo, se filtr6 con vacio y el solido resultante se recristalizd de etanol. Se
obtuvieron 52.3 g (80.7%) de un soélido color beige, un solo producto por ccf con Rf
de 0.43 (Sistema VIII) y p.f. 97.5-98.2 °C.

IR (KBr) v: 3088, 1652, 1529, 1346 cm™".

RMN "H (300 MHz, DMSO-dg) & : 7.51-7.57 (m, 2H, H-3', H-5', J = 1.5, J = 7.3 Hz),
7.67 (t, 1H, H4', J = 1.5, J = 7.5 Hz), 7.77-7.82 (m, 3H, H-2' y H-6', H-6), 7.94 (dd,
1H, H-2, J = 0.3, J = 2.1 Hz), 7.95 (dd, 1H, H-5, J = 0.3, J = 8.1 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 261 (M*, 78), 105 (100), 77 (44).

8.4.52. 3-(Metilamino)-4-nitrobenzofenona (79)
O O

Cl K,CO, NHCH,
(1« o SA®
NOZ glima

NO,

78 79

En un reactor Parr de 300 mL de acero inoxidable se colocaron 10 g (0.0388 mol)
de 78, 7.74 g (0.1147 mol, 3 eq) de clorhidrato de metilamina, 15.82 g (0.1147 mol,
3 eq) de carbonato de potasio en 8 mL de agua y 150 mL de glima. El reactor se
cerrd y se calenté a 130 °C por 6 horas. Al terminar este periodo se observo la
conversion total de materia prima por ccf. La mezcla de reaccion se enfrid a
temperatura ambiente, se verti6 sobre 500 mL de agua y se agitd hasta que
precipité un sélido naranja. Este solido se separ6 por filtracion con vacio y el
residuo se recristalizd de etanol. Se obtuvieron 8.6 g (88.6%) de un solido naranja,
un solo producto por ccf con Rfde 0.6 (Sistema ) p.f. 121.2-122.5 °C.

IR (KBr) v: 3409, 1656, 1573, 1341 cm".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 3.0 (s, 3H, N-CH3), 6.92 (dd, 1H, H-6, J = 1.8, J =
8.7 Hz), 7.23 (d, 1H, H-2, J = 1.50 Hz), 7.48-7.53 (m, 3H, H-2’, H-4", H-6), 7.82-
7.85 (m, 2H, H-3", H-5), 8.07 (s, 1H, N-H), 8.25 (d, 1H, H-5, J = 8.7 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 256 (M", 100), 161 (35), 105 (70).
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8.4.53. 4-Amino-3-(metilamino)benzofenona (80)
“NHCH SnCl, H,0 ‘/u\‘:NHCH
Etanol
En un matraz de bola de 250 mL con dos bocas, adaptado con refrigerante de
agua en posicion de reflujo, agitacion magnética y atmosfera de nitrégeno, se
mezclaron 6 g (0.0234 mol) de 79, 31.7 g (0.1406 mol, 6 eq) de SnCl, HO y 120
mL de etanol . La mezcla anterior se llevo a reflujo y mantuvo asi por 4 h, luego se
enfrio y alcaliniz6 hasta pH de 9 con soluciéon de hidroxido de sodio al 20%. El
solido amarillo formado se separo por filtracion con vacio y se lavo con etanol. Se
reunieron las porciones etanodlicas y se concentraron a sequedad, generandose un
sélido amarillo rojizo, el cual se recristalizé de benceno. Se obtuvieron 4.3 g
(81.3%) de un solido amarillo, una sola mancha por ccf con Rf de 0.48 (Sistema )

y p.f. 118.7-120.4 °C.

IR (KBr) v: 3377, 3026, 3319, 1624, 1341 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) §: 2.71 (s, 3H, N-CH3), 4.92 (s, 1H, N-H), 5.52 (s, 2H,
NH>), 6.55 (d, 1H, H-5, J = 8.7 Hz), 6.88 (m, 2H, H-2, H-6, J=1.50, J=1.8, J =8.7

Hz), 7.43-7.62 (m, 5H, H-2", H-3", H-4", H-5", H-6") ppm.
EM (IE): m/z (%int. rel.) 226 (M*, 100), 211 (27), 149 (81).

8.4.54. 2,2 2-Trifluoro-N-[2-nitro-5-(trifluorometil)fenil]Jacetamida (82)

F3C\©/NH2 (CF,CO),0 F:SC\O:NHCOCF3
KNO, -

2

81 82

En un matraz de bola de 50 mL con 2 bocas, acondicionado con agitacion
magnética, columna Vigreux en posicion de reflujo, termometro, atmdsfera de

nitrogeno y bafo de hielo-agua-sal, se adicionaron 6 g (0.0372 mol) de 81, 10 mL

162



PARTE EXPERIMENTAL

de anhidrido trifluoroacético y 1.25 g (0.0124 mol, 1 eq) de nitrato de potasio. La
reaccion se enfrid a 0 °C y agito por espacio de 2 h. Posteriormente, se dejo llegar
a temperatura ambiente y se agitd 2 h mas. La mezcla de reaccion se vertid sobre
agua-hielo, precipitando un solido amarillo, el cual se separd por filtracion,
obteniéndose 10.66 g (95%) de un solido amarillo. La ccf mostré tres productos
principales, con Rf de 0.40, 0.29 y 0.12 (Sistema VI). Los 3 compuestos se
separaron por cromatografia en una columna (4 x 60 cm) empacada 60 g de gel
de silice suspendida en éter de petréleo. Las fracciones obtenidas conteniendo el
compuesto con Rf de 0.40 (Sistema |) se mezclaron y concentraron a presion
reducida, dejando 3.7 g (33%) del compuesto 82 con p.f. 87.0-89.0 °C.

IR (KBr) v: 3598, 3458, 1714, 1623, 1550, 1495, 1333, 1224, 1177, 1091, 859, 741
cm™.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &: 11.47 (sa, 1H, N-H), 7.78 (dd, 1H, H-4, J = 1.9, J =
9.2 Hz), 8.31 (d, 1H, H-3, J = 9.2 Hz), 9.00 (d, 1H, H-6, J = 1.9 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 302 ( M*, 10), 283 (10), 233 (100), 205 (80).

8.4.55. 2-Nitro-5-(trifluorometil)anilina (83)

F,C NHCOCF, o FiC NH,
MeOH }
NO NO

2 2
82 83

En un matraz de bola de 50 mL con dos bocas, acondicionado con agitacion
magnética, columna Vigreux en posicion de reflujo, termometro vy atmosfera de
nitrégeno, se adicionaron 3.7 g (0.0124 mol) de 82, 15 mL de metanol y 1.71. g
(0.0124 mol, 1 eq) de carbonato de potasio al 15% en agua. La reaccion se agito y
calentd a 50 °C por espacio de 2 h. Posteriormente, se enfrio a temperatura
ambiente y dejo agitando 4 h. La mezcla de reaccion se vertio sobre agua-hielo,
precipitando un solido amarillo-naranja, el cual se separd por filtracion y se
recristalizd de etanol, obteniéndose 2.45 g (96%) de un solido naranja, un solo
producto por ccf con Rf de 0.34 (Sistema V) y p.f. 105.0-106.0 °C.
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IR (KBr) v: 3598 (NH), 3357, 3245, 3033, 1880, 1623, 1599, 1519, 1495,
1265,1222, 1187, 1093, 804, 745 cm™".

RMN "H (300 MHz, CDCl3) &: 5.04 (sa, 2H, N-H,), 7.57 (d, 1H, H-6, J = 1.9 Hz),
7.61(dd, 1H, H-4, J=1.9, J = 9.0 Hz), 7.91 (d, 1H, H-7, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 206 ( M*, 100), 190, (15), 187 (20), 168 (5), 160 (30),137
(23).

8.4.56. N-[2-Nitro-5-(trifluorometil)fenil]Jacetamida (84)

FacUNHz (CH,C0),0 Fac\Q:NHCOCHs
NO H,SO, NO

2 2
83 84

En un matraz de bola de 50 mL con tres bocas, equipado con agitacion magnética,
termometro, condensador de aire en posicion de reflujo, embudo de adicion y
trampa anhidra, se coloco 2.45 g (0.0118 mol) de 83 pulverizada y se adiciono,
gota a gota, 1.81 g (1.67 mL, 0.0178 mol, 1.5 eq) de anhidrido acético. La adicion
se hizo de tal forma que la temperatura de reaccioén no sobrepasara los 80 °C.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente y vertio
sobre 25 g de agua-hielo. Se formé un precipitado blanco, el cual se separ6 por
filtracion al vacio, se lavd con agua hasta pH neutro y se dejo secar al aire. Se
obtuvieron 2.84 g (96.8%) de un sdlido blanco, un solo producto por ccf con Rf de
0.25 (Sistema IV) y p.f.125.3-127.4 °C.

IR (KBr) v: 3385, 1715, 1530, 1324, 1130, 850 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) 8: 3.00 (s, 3H, CO-CH3), 7.86 (d, 1H, H-6, J = 1.9 Hz),
8.14 (dd, 1H, H-4, J=1.9, J = 9.0 Hz), 9.36 (d, 1H, H-3, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 248 (M",10), 206 (100), 176 (30).
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8.4.57. N-Metil-N-[2-nitro-5-(trifluorometil)fenil]acetamida (85)
CH

I 3

F,C NHCOCH, F,C NCOCH,
|SORERe ¢
NO KOH NO

2 2
84 85

En un matraz de bola de 25 mL con tres bocas, equipado con agitacion magnética,
termémetro, embudo de adicién y septum, se mezclaron 2.48 g (0.0100 mol) de
84, 1.89 g (1.42 mL, 0.0150 mol, 1.5 eq) de sulfato de dimetilo y 10 mL de glima.
La mezcla se calent6 a 30 °C y con agitacion vigorosa se agrego, gota a gota, una
solucion de 0.841 g (0.0150 mol, 1.5 eq) de KOH al 50 % m/v en agua, cuidando
que la temperatura no sobrepasara los 34 °C. Terminada la adicion se continuo la
reaccion 30 min mas; posteriormente, se verti6 sobre 50 mL de agua con
agitacion, se extrajo con acetato de etilo (3 x 25 mL). Los extractos reunidos se
lavaron con agua, se secaron con Na;SO4 y se concentraron a presion reducida.
Se obtuvieron 2.58 g (98.6%) de un liquido color naranja, un solo producto por ccf
con Rf de 0.07 (Sistema |). Este aceite se uso crudo para la siguiente reaccion de

hidrélisis.
8.4.58. N-Metil-2-nitro-5-(trifluorometil)anilina (86)

CH,

|
F.C NHCOCH F.C NHCH,
3 U 3 H,80, 3 \O:
agua
NO NO

2 2

85 86

En un vaso de precipitados de 250 mL, adaptado con agitacion magnética y
termometro, se suspendieron 2.58 g (0.098 mol) de 85 en 5 mL acido sulfarico
concentrado, agitando suavemente. Una vez que se incorporo todo el liquido, se
agregd 1 mL de agua y la mezcla se calenté a 80-90° C durante 15 min,

comprobandose por ccf la hidrolisis total de la materia prima. Se dejo enfriar a 50
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°C y se vertio sobre 250 g de hielo. El sélido amarillo-naranja que se formo se
separo por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con agua hasta pH neutro y
se dejo secar al aire. El producto crudo obtenido recristalizo de etanol. Se
obtuvieron 2.2 g (99%) de un polvo amarillo-naranja una mancha por ccf con Rf de
0.25 (Sistema I) y p.f. 86.0-88.0 °C.

IR (KBr): 3390; 3105, 1640, 1580, 1328, 1236, 837 cm™".

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 8: 3.07 (s, 3H, N-CHs), 7.40 (d, 1H, H-6, J = 2.0 Hz ),
7.62(dd, 1H,H-4,J=2.1,J=9.0Hz), 7.93 (d, 1H, H-3, J = 9.0 Hz) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 220 (M*,70), 201 (15), 145 (30), 127 (50), 105 (100).

8.4.59. N’-Metil-4-(trifluorometil)-1,2-fenilendiamina (87)

FaC\OiNHCHa " Fsc\@jNHCI-g
Ni-Raney j
NO NH

2 2

86 87

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 2.2 g (0.0100 mol)
de 86, 1.0 g de Ni-Raney y 50 mL de etanol. La botella se acoplo al hidrogenador,
se llend con hidrégeno hasta 35-40 Ib/in® y succioné con vacio. Eta operacion se
repitio tres veces; finalmente, se lleno siempre a 60 Ib/in® y agito hasta que se
consumieron 58 Ib/in® en un lapso de 1 h. La mezcla se separ6 por filtracion con
vacio empleando doble papel filtro Whatman No. 2. El filtrado oscuro se llevo a
sequedad a presion reducida en el rotaevaporador. Se obtuvieron 1.91 g de un
solido oscuro, una sola mancha por ccf con Rf de 0.25 (Sistema |). Este solido se

utilizo inmediatamente para la reaccion de ciclacion correspondiente.
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8.4.60. 5-(2,3-Diclorofenoxi)-N-metil-2-nitroanilina (88)

cl Cl
Cl OH Cl NHCH, y oo Cl o NHCH,
UL | O
DMF
NO, NO,
69 88

En un matraz de bola de 125 mL con tres bocas, adaptado con agitacion
magneética, termometro, condensador de agua en posicion de reflujo y atmosfera
de nitrégeno, se mezclaron 10 g (0.0536 mol) de 69, 9.61 g (0.0589 mol, 1.1 eq)
de 2,3-diclorofenol, 8,14 g (0.0589 mol, 1.1 eq) de carbonato de potasio en 8 mL
de agua y 60 mL de DMF. La mezcla se llevo a 125 °C y se mantuvo en reflujo por
un espacio de 3 h, comprobandose la conversion total de la materia prima por ccf.
La reaccion se llevo a temperatura ambiente y se vertio sobre 300 g de agua-hielo,
precipitando un solido, el cual se separd por filtracion con vacio, se lavo agua y se
recristalizo de etanol. Se obtuvieron 12.4 g (81%) de cristales amarillos, un solo
producto por ccf con Rf de 0.27 (Sistema VIII) y p.f. 124.0-126.0 °C.

IR (KBr)v: 3386, 1631, 1578, 1566, 1508, 1448, 1328, 1258, 1218, 1052, 842 cm".
RMN 'H (300 MHz, CDCl3)&: 2.94 (s, 3H, N-CH3), 6.13 (dd, 1H, H-4, J =24, J =
9.6 Hz), 6.27 (d, 1H, H-6, J = 2.7 Hz), 7.07 (dd, 1H, H-6", J =1.2, J = 8.7 Hz), 7.26
(t, 1H, H-5", J =8.4, J = 8.4 Hz), 7.39 (dd, 1H, H-4", J = 1.2, J = 8.1 Hz), 8.16 (d,
1H, H-3, J = 9.3 Hz), 10.49 (sa, 1H, N-H) ppm.

EM (IE): m/z (%int. rel.) 312 (M, 100), 295 (10), 279 (5), 267 (20), 231 (40), 224
(30).
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8.4.61. 4-(2,3-Diclorofenoxi)-N’-metil-1 ,2-fenilendiamina (89)

Cl Cl
CI\©/OUNHCH3 " Cl- i 0 NHCH,
Ni-R
NO, i-Raney [ I NH,
87 88

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 8.5 g (0.0272 mol)
de 88, 3 g de Ni-Raney y 150 mL de metanol. La botella se acoplo al
hidrogenador, se lleno con hidrogeno hasta 35-40 Ib/in? y succiono con vacio. Esta
operacion se repitio tres veces; finalmente, se llen6 siempre a 60 Ib/in? , se calento

a 40 °C y se agitd hasta que se consumieron 175 Ib/in?

en un lapso de 80 min. La
mezcla se separé por filtracién con vacio empleando doble papel filtro Whatman
No. 2. El filtrado oscuro se concentro a presion reducida en el rotaevaporador. Se
obtuvieron 7.72 g de un solido oscuro una sola mancha por ccf, con Rf de 0.21
(Sistema V). Este solido se utilizé inmediatamente para la reaccion de ciclacion

correspondiente.
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Espectro 1. Espectro de IR del 5(6)-(Propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1)
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Espectro 2. Espectro de RMN 'H del 5(6)-(Propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1)
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Espectro 3. Espectro de RMN "*C del 5(6)-(Propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1)
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Espectro 4. Espectro de masas (IE) del 5(6)-(Propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (1)
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Espectro 5. Espectro de IR del 5(6)-(Propilsulfinil)-2-(trifluorometil)}-1H-bencimidazol (2)
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Espectro 6. Espectro de RMN 'H del 5(6)-(Propilsulfinil}-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (2)

182



sdo o o-
-5 ==
=3= =3
d= - -
E -]

a
a
= -

: :
- &

119,533
117,381

s
141 414
140.971
— 140,048
120 804
w
\|¢z
O
m
w
40.301
38,889

s z N |

:_[ ARIE I [

- & Al e H [

! ‘ z |
~Iy.

e (e e S s St e e e e e T T o et o B e

e g e o o m Lot AT Sy S e
140 120 100 a0 60 a0 20 P

Espectro 7. Espectro de RMN "*C del 5(6)-(Propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (2)
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Espectro 8. Espectro de masas (IE) del 5(6)-(Propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (2)

183



T

| I | | ano 2

iy |

J i
6 \.'IHJ ﬂ ﬁ, J' mul#

et 1 |
0 mM.eT ‘l'uf

nne! 144z 48 ‘ ‘
269033 \)uM!

= N |
Honec TN
13 I N { I

| | o | "
10 H T IJ sy

s "o

oo

e

v T v e s E .
40000 00 3100 1800 1400 2000 Ie00 1600 1400 1700 0 L U a0
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Espectro 11. Espectro de RMN ">C del 5(6)-(Feniltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (3)

j E
|

e e e

125 120 115 ppm

E@+ S N
- Uy
\
H

I8

271

2 22 ¢
137
31 a o o i 1ez 17 196 1% 2em w2 272
I3 4558 N . 2 . . . -
ad R e ik i L [P RVRPPRRIN | DRI DL O RS TR0 PR by

@ e L] i e 12 16a @ 2R 22a 249 288 288 e e
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Espectro 13. Espectro de IR del 5(6)-(Fenilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (4)
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Espectro 14. Espectro de RMN 'H del 5(6)-(Fenilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (4)
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Espectro 15. Espectro de RMN "*C del 5(6)-(Fenilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (4)
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Espectro 16. Espectro de masas (IE) del 5(6)-(Fenilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (4)
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Espectro 17. Espectro de IR del 5(6)-(Benzoil)-2-(trifluorometil}-1H-bencimidazol (5)
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Espectro 18. Espectro de RMN 'H del 5(6)-(Benzoil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (5)
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Espectro 19. Espectro de RMN 3C del 5(6)-(Benzoil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (5)
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Espectro 20. Espectro de masas (IE) del 5(6)-(Benzoil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (5)
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Espectro 21. Espectro de IR del 2,5(6)-Bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)
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Espectro 22. Espectro de RMN 'H del 2,5(6)-Bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)
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Espectro 23. Espectro de RMN 3¢ del 2,5(6)-Bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)
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Espectro 24. Espectro de masas (IE) del 2,5(6)-Bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)
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Espectro 25. Espectro de IR del 5(6)-(2,3-Diclorofenoxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7)
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Espectro 26. Espectro de RMN 'H del 5(6)-(2,3-Diclorofenoxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7)
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Espectro 27. Espectro de RMN 3C del 5(6)-(2,3-Diclorofenoxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7)
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Espectro 28. Espectro de masas (IE) del 5(6)-(2,3-Diclorofenoxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7)
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Espectro 29. Espectro de IR del 1-Metil-5-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (8)
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Espectro 30. Espectro de RMN 'H del 1-Metil-5-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (8)
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Espectro 31. Espectro de RMN *C del 1-Metil-5-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (8)
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Espectro 32. Espectro de masas (IE) del 1-Metil-5-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (8)
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Espectro 33. Espectro de IR del 1-Metil-5-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (9)
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Espectro 34. Espectro de RMN 'H del 1-Metil-5-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (9)
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Espectro 35. Espectro de RMN 3¢ del 1-Metil-5-(propilsulfinil}-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (9)
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Espectro 36. Espectro de masas (IE) del 1-Metil-5-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (9)
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Espectro 38. Espectro de RMN 'H del 5-(Feniltio)-1-metil-2-(trifluorometil)}-1H-bencimidazol (10)
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Espectro 39. Espectro de RMN 3C del 5-(Feniltio)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (10)
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Espectro 40. Espectro de masas (IE) del 5-(Feniltio)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (10)
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Espectro 41. Espectro de IR del 5-(Fenilsulfinil)-1-metil-2-(trifluorometil)- 7H-bencimidazol (11)
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Espectro 42. Espectro de RMN 'H del 5-(Fenilsulfinil)-1-metil-2-(trifluorometil)- 1H-bencimidazol (11)
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Espectro 43. Espectro de RMN °C del 5-(Fenilsulfinil)-1-metil-2-(trifluorometil)- 1H-bencimidazol (11)
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Espectro 44. Espectro de masas (IE) del 5-(Fenilsulfinil)-1-metil-2-(trifluorometil)- TH-bencimidazol (11)
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Espectro 45. Espectro de IR del 5-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (12)

2 T T
| I
ik W
’ Bl |
VUL v UL i

o e e s ] T -y
ppm 7.960 ppm 7.83 ppm 7.65 ppm 7.54 ppm

— e o PRy — st r——— 4
-y e — e B e N
a 7 [3 5 4 a 2
LRI

Espectro 46. Espectro de RMN 'H del 5-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (12)
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Espectro 47. Espectro de RMN '°C del 5-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (12)
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Espectro 48. Espectro de masas (IE) del 5-Benzoil-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (12)
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Espectro 49. Espectro de IR del 1-Metil-2,5-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (13)
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Espectro 50. Espectro de RMN 'H del 1-Metil-2,5-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (13)
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Espectro 51. Espectro de RMN "*C del 1-Metil-2 5-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (13)
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Espectro 52. Espectro de masas (IE) del 1-Metil-2,5-bis(trifluorometil)-1H-bencimidazol (13)
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Espectro 53. Espectro de IR del 5-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (14)
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Espectro 54. Espectro de RMN 'H del 5-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol
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Espectro 55. Espectro de RMN °C del 5-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol
(14)
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Espectro 56. Espectro de masas (IE) del 5-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol
(14)
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Espectro 57. Espectro de IR del 1-Metil-6-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (15)
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Espectro 58. Espectro de RMN 'H del 1-Metil-6-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (15)
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Espectro 59. Espectro de RMN 3C del 1-Metil-6-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (15)
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Espectro 60. Espectro de masas (IE) del 1-Metil-6-(propiltio)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (15)
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Espectro 62. Espectro de RMN 'H del 1-Metil-6-(propilsulfinil)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (16)
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Espectro 81. Espectro de IR del 6-(2,3-Diclorofenoxi)-1-metil-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (21)
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Abstract—Albendazole (Abz) and Mebendazole (Mbz) analogues have been synthesized and in vitro tested against the protozoa
Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis and the helminths Trichinella spiralis and Caenorhabditis elegans. Results indicate that
compounds 4a, 4b (Abz analogues), 12b and 20 (Mbz analogues) are as active as antiprotozoal agents as Metronidazole against G.
lamblia. Compound 9 was 58 times more active than Abz against T. vaginalis. Compounds 8 and 4a also shown high activity against
this protozoan. Compounds 4b and 5a were as active as Abz. None of the Mbz analogues showed activity against T. vaginalis. The

anthelmintic activity presented by these compounds was poor.
1 2003 Published by Elsevier Ltd.

Introduction

Parasitic infections are still a major health problem in
developing countries, affecting mainly the infantile
population. It has been reported that benzimidazole 2-
carbamates (BZC), such as Albendazole (Abz) and
Mebendazole (Mbz), used mainly as anthelmintic agents
(Fig. 1), inhibit the in vitro growth of protozoa Giardia
lamblia and Trichomonas vaginalis.'= Clinical assays
have shown that Abz is as effective as Metronidazole,
the choice drug for the treatment of giardiasis.*~%

The anthelmintic activity of benzimidazole 2-carba-
mates has been related to their selective antimitotic
activity due to the preferential binding of these agents to
helmintic tubulin over mammalian tubulin.” Similarly,
the action of Abz against Giardia lamblia also involves
the interaction with tubulin of the Giardia cytoskele-
ton.™® It is suggested that one of the requirements for
this action is that the substituted benzimidazole bear a
hydrogen atom at the 1-position and a methylcarbamate
group at the 2-position.”'?

“Taken in part from the PhD thesis of Gabnicl Navarrete-Vazquez
*Corresponding authors. Tel./fax: +52-5622-5287; c-mail: gabricl_na-
varrele(@corrco.unam.mx; rafaclc@scrvidor.unam.mx

0964-0896/$ - sec front matter [0 2003 Published by Elsevier Lid.
doi 10 1016/S0968-0896(03)00497-8

Since the site of action of the different BZC is the same,
these compounds have additive action and show crossed
resistance, which may undermine their [uture thera-
peutic value.!' Due to their poor solubility and absorp-
tion in vivo, BZC have successfully been used to treat
gastrointestinal helmintic diseases.

Although systemic infections have also been treated
with these agents, high doses and long treatments are
required.'?

As part of our search for basic information about the
structural requirements for antiprotozoal and anthel-
mintic activity,'®!3!4 we have synthesized a series of
novel 2-(trifluoromethyl)benzimidazole derivatives, ana-
logues of Abz (4a-b, 5a-b, 8, and 9) and Mbz (12a b.
and 20), reported in Table 1. The in vitro antiparasitic
activity of these compounds on an intestinal protozoan
(G. lamblia) and urogenital tract parasite (7. vaginalis):
and helminths Trichinella spiralis and Cacnorhabditis
elegans, is also reported.

Chemistry

Compounds 4a-b, S5a-b, 8 and 9 were prepared (rom the
adequate substituted 2-nitroaniline la, 1b, or lc,
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respectively. The sequence shown in Scheme 1 was fol-
lowed. Aromatic nucleophilic substitution in 1a-b with
1-propanothiol afforded 2a-b,'*'” which upon reduc-
tion with H,, Pd/C gave 1,2-phenylenediamine 3a-b.
Reaction of these with CF;COOH yielded 4a-b. The
sulfoxides Sa-b were obtained by treatment of 4a-b with
m-CPBA. Reaction of 1c with NH4SCN and Br, gave
6,'*'7 which was converted to 7 with a mixture of 1-
PrOH, 1-PrBr, KCN, H,O and then reduced and cyclo-
condensed with CFyCOOH to give 8.'* The same proce-
dure employed above was used to prepare sulfoxide 9.

Starting with 4-benzoyl-2-nitroanilines 10a-b, the
reduction with SnCl,-2H;0 and cyclocondensation of
the o-phenylenediamine intermediate with CF;COOH
afforded the corresponding benzimidazole derivatives
12a-b, respectively (Scheme 2). For the synthesis of the
regioisomeric derivative 20, o-phenylenediamine 19 was
first prepared through the series of reactions shown in
Scheme 3. Thus, 3-chlorotoluene 13, through nitration

and oxidation of the nitration products 14 with
K,Cr,0; and H,SO,, preferably gave 3-chloro-4-nitro-
benzoic acid 15. The activation of 15 with SOCl,, and
Friedel-Crafts acylation of benzene with chloride 16 led
to benzophenone 17, which upon nucleophilic substitu-
tion with CH3NH; followed by reduction of 18 with
SnCl;-2H,O afforded the required compound 19.
Cyclocondensation of 19 with CF;COOH, as shown
before, gave 20. Solid compounds were purified by
recrystallization. The structure of the purified com-
pounds was established by spectroscopic and spectro-
metric data.

Results and Discussion

In this study, 9 new 2-(trifluoromethyl)benzimidazole deri-
vatives, analogues of Abz and Mbz, have been synthesized

Table 1. Synthesized 2-(trifluoromethyl)benzimidazoles
R3

e s
N $—CF
8 N N R? N !
S wemon QY e 1
N N R!
H H
Abz Mbz Compd R! R? R?
4a H Propylthio H
(©), N o] N 4b CH, Propylthio H
o $—CF, g S—CF, S5a H Propylsulfinyl H
/r N O N 5b CH, Propylsulfinyl H
R R 8 CH, H Propylthio
Abz analogues Mbz analogues 9 CH, H Propylsulfinyl
n=0,1 R=H, CH, 12a H H Benzoyl
12b CH, H Benzoyl
Figure 1. Benzimidazole anthelmintics albendazole and mebendazole 20 CH, Benzoyl H
and their analogues prepared in this work.
9
S N NO, v NH,
—cF, -
N e - NHR! ~"s NHR!
9 CH, 2a: R'=H 3a: R'=H
2b: R'=CH, 3b: R'=CH,

vi

Jos :
A

1a: R'=H, R?=CI
1b: R'=CH,, R?=CI
1c: R'=CH,, R?=H

i l 1c
e : NO, 4 NCSU
-
NHCH,

NHR!

NO, N
\}_CFa
g plq

NO, N
e
NHCH, g N
o) R!
5a: R'=H
5b: R'=CH,

Scheme 1. Reagents: (1) 1-PrSH, ethylene glycol, 120°C; (11) NH4SCN, Bry, McOH; (iii) 1-PrBr, KCN, 1-PrOH, (Bu)sNCL. CH,Cl. reflux; (1v) Ha.
Pd/C 10%, McOH; (v) CF,COOH, HCI, reflux; (vi) m-CPBA, CHCI,, 5:C.
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. . :NHR'

10a: R'=H
10b: R'=CH,

(o]
ii N
S O
NHR! F'zl

11a: R'=H
11b: R'=CH,

12a: R'=H
12b: R'=CH,

Scheme 2. Reagents: (i) SnCly-2H,0, EtOH, reflux; (ii) CF;COOH, HCI, reflux.

COcCl

G @ @*@ *:;

13 14 15

CH

3
N NHCH,
,)—CF -~

20 19

16

‘)\(NHCH

18

Scheme 3. Reagents: (i) HaSO4~HNO;, 20°C; (i) K,Cry0q, HpSOy; (i) SOCI,, benzene; (iv) benzene, AICH; (v) CHZNHy HCL, 1.2-dimethox-
yethane, K,CO,, 130°C; (vi) SnCly-2H,0, EtOH, reflux; (vii) CF3COOH, HCI, reflux.

Table 2. In vitro susceptibility of G. lamblia and T. vaginalis to syn-
thesized compounds, Metronidazole and Abz

Table 3. Percentage of viability reduction of T spiralts muscle lar-
vac after 3 days of incubation with synthesized compounds and Abz*

Compd G. lamblia T. vaginalis
1Csp, M 1Csp, M
4a 1.515 0.345
4b 1.403 2.58
Sa 6.37 2.78
Sb 4312 442
8 10.45 02
9 20.89 0.058
12a 231 28.44
12b 1.098 29.59
20 1.285 10.64
Metronidazole 1.22 0.2161
Abz 0.037 339

and tested as antiprotozoal and anthelmintic agents.
The main features of these compounds are the substitu-
tion of the 2-methylcarbamate group by a 2-tri-
fluoromethyl group in order to enhance solubility and
absorption properties and hopefully, antiparasitic
activity; and the synthesis of regioisomeric |-methyl-
benzimidazole derivatives in order to determine the
importance of hydrogen at position 1 on the anti-
parasitic activity,

Biological assay results shown in Table 2, against G.
lamblia, indicate that compounds with a hydrogen at
position | (4a, 5a, 12a) were less active than Abz and
Metronidazole. Compounds with a methyl group at
position | (4b, 5b, 8, 9, 12b, 20) were less active than
Abz; however, regioisomeric lI-methyl Mbz analogues
(12b, 20) were as active as Metronidazole. Taking in
consideration the pattern of substitution in Abz analo-
gues, compounds 4b and 5b, with the pattern 1,2,6-tri-
substituted were more active than 8 and 9, with the

Compd 0.037 (M 0.188 (M 037 M 1.88 TM
Abz 57 58 1] 67
da nr 18 27 38
4b 11 30 48 56
Sa 10 18 30 45
5b 16 24 29 32
8 28 41 43 4%
9 8 21 29 42
12a 27 33 36 45
12b 26 32 33 37
20 21 24 28 31

nr=no reduction obscrved.
“Values arc means of three experiments.

pattern 1,2,5-trisubstituted; also, that those compounds
with a propylthio group (4a, 4b, 8) were more active
than their propylsulfinyl analogues (5a, b, 9).

In the other assay, against T. vaginalis, Abz analogues
(4a, 5a) with a hydrogen at position | were more active
than Abz, where as Mbz analogue 12a did not show
significant activity. Although these compounds showed
good activity, however, none of them were as active as
Metronidazole. Ancther observation is that Abz analo-
gues 1,2,5-trisubstituted (8, 9) were more active than
regioisomers 1,2,6-trisubstituted (4b, 5b). Although Abz
analogues with a propylthio group (4a, 4b) were more
active than those with a propylsulfinyl group (5a. 5b),
this fact was not observed with 8 and 9. Interesting Lo
note is that compound 9 was 4 and 58 times more active
than Metronidazole and Abz, respectively.

The in vitro anthelmintic activity results against T
spiralis and C. elegans are shown in Tables 3 and 4.
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Table 4. Percentage of viability reduction of C. elegans after 7 days
of incubation with synthesized compounds and Mbz*

Compd 100 M 10 M 1 M
Mbz 98 99 nr
da 28 nr nr
4b 62.4 nr nr
Sa nr nr nr
5h nr nr nr
8 62.2 nr nr
9 nr nr nr
12a nr nr nr
12b nr nr nr
20 nr nr nr

*nr, no reduction observed.

Table 5. The antiprotozoal benzimidazoles have physical propertics
compatible with recasonable pharmacokinctics and drug availability

Compd Mol Clog P No.ofH No.ofH No. of

wi bond bond crileria met
donors acceptors

Rule <500 <5 <5 <10 At lcast 3

d4a 260 395 1 | All

4b 274 4.26 0 | All

Sa 276 1.79 | 2 All

Sh 290 2.1 0 2 All

8 274 4.26 0 | All

9 290 2.1 0 2 All

12a 290 3.36 | 2 All

12b 304 3.67 0 2 All

20 304 3.67 0 2 All

respectively. In general, Abz and Mbz analogues
showed modest activity, less than that of Abz. However,
the pattern of substitution and the electronic properties
of the substituent at position 5(6) play an important
role. Thus, I-methyl Abz analogue (4b) with an electron
donating group at position 6 was more active than 8,
with the same group at position 5. The 1-H Abz analo-
gue (4a) with an electron donating group at position
5(6) was the least active of all. On the other hand,
compounds 5a, 12a with an electron withdrawing group
al position 5(6) were more active than their corre-
sponding 1-methyl analogues (5b, 9, 12b, 20). None of
the compounds showed appreciable activity against
C. elegans under 100 CM concentrations,

These compounds are fully compatible with Lipiski's
rule'® (Table 5), which should allow for the develop-
ment of additional antiprotozoal analogues. Their
advantages include: (i) physical properties known to be
compatible with desirable pharmacokinetic (low mole-
cular weight, favorable C log P, favorable hydrogen
bond donating and accepting capabilities), (i) potency
and efficacy, with ICsy values at the low micromolar
level, (iii) simple synthetic access and thus low produc-
tion costs, and (iv) non carbamated groups improving
the likelihood of reasonable solubility. Further optimi-
zation and pharmacokinetic characterization of this
series are ongoing.

Conclusion

The results obtained with the synthesized analogues as
antiprotozoal agents are very promising indeed since
they broaden the knowledge of the activity of these
versatile derivatives of benzimidazole. The fact that
some of the 1-methyl analogues were active against G.
lamblia and T. vaginalis confirm what we found in our
previous studies, viz. that the H at position | and the
methylcarbamate group at position 2, of the benzimi-
dazole ring, are not required for antiprotozoal activity;
however, they are required for a good anthelmintic activ-
ity.'%13 These findings also imply that the mechanism of
action of these novel 2-(trifluoromethyl)benzimidazole
derivatives is different from that of the benzimidazole 2-
carbamates through inhibition of the polymerization of
tubulin.

Experimental

Melting points were determined on a Biichi B-450 melt-
ing point apparatus and are uncorrected. Reactions
were monitored by TLC on 0.2 mm precoated silica gel
60 F,s4 plates (E. Merck). 'H NMR and '*C NMR
spectra were measured with a Varian EM-390 (300 and
75.5MHz) spectrometer. Chemical shifts are given in
ppm relative to tetramethylsilane (Me,Si, 0=0) in
CDClj; J values are given in Hz. The following abbre-
viations are used: s, singlet; d, doublet; q, quartet; dd,
doublet of doublet; t, triplet; m, multiplet; bs, broad
signal. MS were recorded on a JEOL JMS-SXI102A
spectrometer by electron impact (EI). Catalytic hydro-
genations were carried out in a Parr hydrogenation
apparatus. Starting materials la— and 10b were syn-
thesized in our laboratory from the commercially avail-
able 3-chloroaniline, and 4-aminobenzophenone
(Aldrich), respectively, via acetylation, nitration,
methylation and hydrolysis of the corresponding N-
Methyl-2-nitroacetanilide. m-Chloroperbenzoic acid (m-
CPBA) 57-86% was from Aldrich. The C log P values
were obtained using ACD/labs software v.4.5.

General method of synthesis of 2-(trifluoromethyl)-1H-
benzimidazoles 4a, 4b, 8, 12a, 12b, 20

The appropriate 1,2-phenylenediamine (0.0313 mol), 1.6
equivalents of CF;COOH and one drop of concentrated
HCI were heated under reflux in a N, atmosphere for 3
4 h. TLC was used to monitor the reaction. The cooled
mixture was neutralized with saturated NaHCO; solu-
tion, and the crude benzimidazole was extracted with
AcOEt. The solvent was removed under high vacuum (1
mm Hg), and the resulting solid was isolated by fil-
tration through a fritted 60-mL glass funnel packed
with Al,O3, acid type.

5(6)-(Propylthio)-2-(trifluoromethyl)- 1 //-benzimidazole
(4a). Eluted with CHCl; and recrystallized from cyclo-
hexane-CHCl,. Yield 6.92 g (85%) of white solid. Mp
102-105°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl3) 01.0 (t, 3H,
CH;CH,), 1.68 (m, 2H, CH,CH,CH,), 2.90 (t, 2H,
CH,CH,S), 7.42 (dd, 1H, H-6, /=8.55, J=1.50 Hz).



G. Navarrete-Vazquez et al. | Bioorg. Med. Chem. 11 (2003) 4615-4622 4619

7.65 (d, 1H, H-7, J=8.85 Hz), 7.69 (d, |H, H-4, J=1.65
Hz), 10.86 (bs, 1H, N-H) ppm; '*C NMR (75.5MHz,
CDCls) 013.27 (CH3CH,), 22.38 (CH3CH,CH,), 36.68
(CH,CH,S), 116.53 (C-4), 116.92 (C-7), 118.72 (q, CF3,
J=270.96 Hz), 127.34 (C-6), 133.91 (C-5), 136.29 (C-
Ta), 137.58 (C-3a), 141.16 (q, C-2, J=40.77 Hz) ppm;
MS: m/z (% rel. int.) 260 (M ™, 100), 231 (78), 218 (95),
187 (50}, HRMS: calcd for C]|H|1F_\st: 260.0595,
found: 260.0595.

1-Methyl-6-(propylthio)-2-(trifluoromethyl)-1 H-benzimi-
dazole (4b). Eluted with CHCI; and recrystallized from
cyclohexane. Yield 7.46 g (87%) of white solid. Mp 55—
56.9°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) O 1.05 (1, 3H,
CH3;CH,), 1.71 (m, 2H, CH;CH,CH,), 2.97 (t, 2H,
CH,CH,S), 3.93 (s, 3H, N-CH;), 7.39 (dd, 1H, H-5,
J=8.40, J=1.80 Hz), 7.43 (d, 1H, H-7, J=1.50 Hz),
7.78 (d, 1H, H-4, J=8.10 Hz,) ppm; "*C NMR
(75.5MHz, CDCl;) 0O 13.33 (CH;CH,), 2246
(CH3CH,CH;), 30.76 (N-CH;), 36.78 (CH,CH,S),
110.91 (C-7), 118.97 (q, CF3, J=271.49 Hz), 121.63 (C-
5), 125.88 (C-6), 134.34 (C-4), 136.47 (C-7a), 139.54 (C-
3a), 140.75 (q, C-2, J=38.70 Hz) ppm; MS: m/z (% rel.
int.) 274 (M *, 100), 245 (20), 232 (75); HRMS: calcd for
C,,H,3F3N,S: 274.0751, found: 274.0767.

1-Methyl-5-(propylthio)-2-(trifluoromethyl)-1H- benzimi-
dazole (8). Eluted with hexane and recrystallized from
cyclohexane-CH,Cl,. Yield 7.98 g (93%) of white solid.
Mp 52.4-54.5°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) 01.01 (t,
3H, CH3CH,), 1.65 (m, 2H, CH3CH,CH,), 2.92 (t, 2H,
CH,CH,S), 3.94 (s, H, N-CH3), 7.36 (d, IH, H-7,
J=8.7 Hz), 7.47 (dd, 1H, H-6, J=8.55, J=1.50 Hz),
787 (d, 1H, H-4, J=1.50 Hz) ppm; '*C NMR
(75.5MHz, CDCl;) 0O 13.30 (CH3CH,), 224l
(CH;CH,CH,), 30.94 (N-CHj), 36.93 (CH,CH,S),
110.35 (C-7), 118.87 (q, CF;, J=271.42 Hz), 122.26 (C-
4), 128.31 (C-6), 132.09 (C-5), 134.60 (C-7a), 140.96 (q,
C-2, J=139.10 Hz), 141.21 (C-3a) ppm; MS: m/z (% rel.
int.) 274 (M ™, 98), 245 (30), 232 (100); HRMS: calcd for
C2H3F;3N,S: 274.0751, found: 274.0752.

5(6)-Benzoyl-2-(trifluoromethyl)-1 H-benzimidazole (12a).
Eluted with CHCI; and recrystallized from EtOH. Yield
6.53 g (72%) of white solid. Mp 55-58°C. 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg) 07.53-7.78 (m, 5H, H-2', H-3,
H-4', H-5', H-6'), 7.83 (dd, 1H, H-6, J=8.40, J=1.20
Hz), 7.85 (d, 1H, H-7, J=8.40 Hz), 8.05 (d, IH, H-4,
J=1.20 Hz), 1040 (bs, 1H, N-H) ppm; '*C NMR
(75.5MHz, DMSO-dg) 0 113.52 (C-7), 114.66 (q, CF;,
J=270.96 Hz), 120.08 (C-4), 121.57 (C-6), 124.46 (C-2',
C-6), 125.55(C-3', C-5), 128.43 (C-4), 128.85 (C-5, C-1'),
133.42 (C-3a, C-7a), 138.34 (q, C-2, J=39.80 Hz),
196.91 (C=0) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 290 (M ",
100), 213 (98), 185 (50), 105 (70); HRMS: caled for
CsHygF3N;0: 290.0666, found: 290.0690.

5-Benzoyl-1-methyl-2-(trifluoromethyl)-1 -benzimidazole
(12b). Eluted with CHCl; and recrystallized from
cyclohexane. Yield 7.61 g (80%) of white solid. Mp
103.1-104.2°C. Mp 55-56.9°C. '"H NMR (300 MHz,
CDCl;) (04.01 (s, 3H, N-CH;), 7.49-7.54 (m, 2H, H-3',
H-5"), 7.60-7.66 (m, 3H, H-2', H-4', H-6'), 7.81 (dd, 1H,

H-6, J=8.40, J=1.50 Hz), 7.94 (d, |H, H-7, /=8.40
Hz), 8.01 (d, 1H, H-4, J=0.90 Hz) ppm; '*C NMR
(75.5MHz, CDCly) 00 31.14 (N-CH,), 112.82 (C-7),
118.74 (q, CF;, J=272 Hz), 121.10 (C-6), 125.79 (C-6),
128.36 (C-3', C-5"), 130.01 (C-2', C-6'), 132.53 (C-4),
134.77 (C-4"), 135.80 (C-5), 137.66 (C-1', C-3a), 143.29
(g, C-2, J=39.48 Hz), 143.63 (C-7a), 196.14 (C=0)
ppm; MS: m/z (% rel. int.) 304 (M *, 90), 227 (100), 199
(20); HRMS: caled for C,gH;;F3N,0O: 304.0823, found:
304.0832.

6-Benzoyl-1-methyl-2-(trifluoromethyl)-1H-benzimidazole
(20). Eluted with CHCl; and recrystallized from hexane.
Yield 7.71 g (81%) of white solid. Mp 156.8-158.1°C.
'H NMR (300MHz, CDCly) 0 4.0 (s, 3H, N-CHj).
7.46-7.63 (m, 4H, H-2' H-3', H-5', H-6"), 7.79-7.82 (m,
2H, H-4, H-4', J=8.40 Hz), 8.06 (dd, 1H, H-5, J=8.70,
J=1.80 Hz), 8.29 (d, IH, H-7, J=0.90 Hz) ppm; '*C
NMR (75.5 MHz, CDCl,) (031.15 (N-CH3), 110.36 (C-
7), 118.74 (q, CF,, J=271.80 Hz), 125.15 (C-5), 127.02
(C-4), 128.28 (C-3', C-5"), 129.98 (C-2', C-¢'), 132.37 (C-
4"), 133.38 (C-1'), 137.680 (C-6), 138.66 (C-7a), 140.10
(C-3a), 142.60 (q, C-2, J=39.10 Hz), 196.01 (C=0)
ppm; MS: m/z (% rel. int.) 304 (M *, 70), 227 (100), 199
(15); HRMS: caled for Cy¢H,F3N,0O: 304.0823, found:
304.0844.

General method of synthesis of propylsulfinyl derivatives
5a, 5b, 9

A stirred suspension of 4a, 4b, or 8 in CHCl; was trea-
ted, dropwise, with a solution of m-CPBA in CHCI, at
0-5°C. The mixture was stirred at 5°C for 30 min,
neutralized with 50% NaHCO; solution, and the
organic layer was eliminated in vacuo. The crude pro-
duct was then purified.

5(6)-(Propylsulfinyl)-2-(trifluoromethyl)- 1 H -benzimida-
zole (5a). Following the general procedure described
above, 4a (3.5 g, 0.0134 mol) in 30 mL of CHCI; and m-
CPBA (3.24 g, 0.0188 mol) in 20 mL of CHCl,; gave 5a
(3.2 g, 0.0116 mol, 86%) as a white solid, after recrys-
tallization from cyclohexane-toluene. Mp 123.2-
125.2°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) 00.93 (1, 3H,
CH;CH,), 1.34-1.72 (m, 2H, CH3CH,CH,), 2.73-2.97
(m, 2H, CH,CH,S0), 7.62 (dd, IH, H-6, J=28.40.
J=1.50 Hz), 7.89 (d, 1H, H-7, J=8.40 Hz), 8.01 (d, I H,
H-4, J=0.90 Hz), 13.84 (bs, 1H, N-H) ppm; '*C NMR
(75.5MHz, CDCly) [0 1288 (CH3;CH,). 15.18
(CH,CH,CH,), 57.71 (CH,CH,S0O), 113.43 (C-4),
117.38 (C-7), 118.81 (q, CF, J=271.42 Hz), 119.53 (C-
6), 138.20 (C-3a), 139.12 (C-7a), 140.04 (C-5), 141.76 (q,
C-2, J=139.40 Hz) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 276 (M *,
100), 260 (30); HRMS: calcd for C, H,;FiN,OS:
276.0544, found: 276.0563.

1-Methyl-6-(propylsulfinyl)-2-(trifluoromethyl)-1/{-benzi-
midazole (5b). Following the general procedure descri-
bed above, 4b (5 g, 0.0182 mol) in 42 mL of CHCl; and
m-CPBA (4.1 g, 0.0241 mol) in 30 mL of CHCl; gave 5b
(4.8 g, 0.0165 mol, 90%) as a white solid, after recrys-
tallization from cyclohexane-petroleum ether. Mp 90.7

91.8°C. '"H NMR (300 MHz, CDCly) OO0 1.0 (t. 3H,
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CH3CH,), 1.56-1.77 (m, 2H, CH;CH,CH,), 2.72-2.97
(m, 2H, CH,CH,S0), 4.14 (s, 3H, N-CH3), 7.59 (dd,
IH, H-5, J=8.70, J=1.50 Hz), 7.93 (d, 1H, H-4,
J=8.70 Hz), 8.05 (d, 1H, H-7, J=1.80 Hz) ppm; "*C
NMR (75.5MHz, CDCl3) O 13.34 (CH3CH,), 16.33
(CH3CH;CH,), 31.74 (N-CHj), 59.64 (CH,CH,SO0),
108.64 (C-7), 119.44 (C-4), 120.0 (g, CF;, J=272.0 Hz),
122.56 (C-5), 138.20 (C-7a), 141.12 (q, C-2, J=139.20
Hz), 143.35 (C-3a) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 290 (M *,
20), 273 (15), 248 (90), 200 (100); HRMS: caled for
C,2H3F;3N,0S: 290.0700, found: 290.0706.

1-Methyl-5-(propylsulfinyl)-2-(trifluoromethyl)-1 /- ben-
zimidazole (9). Following the general procedure descri-
bed above, 8 (1.58 g, 0.0057 mol) in 15 mL of CHCl;
and m-CPBA (1.37 g, 0.0079 mol) in 15 mL of CHCl,4
gave 9 (1.34 g, 0.0045 mol, 80%) as a white solid, after
crystallization from cyclohexane-petroleum ether. Mp
130-132°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) O1.0 (t, 3H,
CH;CH,), 1.59-1.84 (m, 2H, CH;CH,CH,), 2.72-2.98
(m, 2H, CH,CH,S0), 4.05 (s, 3H, N-CH3), 7.65 (d, 1H,
H-7, J=8.70 Hz), 7.82 (dd, 1H, H-6, J=8.70, J=1.80
Hz), 8.12 (d, IH, H-4, J=1.50 Hz) ppm; '*C NMR
(75.5MHz, CDCl;) 0O 1321 (CH3;CH,), 1589
(CH;CH,CHjy), 31.18 (N-CHj), 59.64 (CH,CH;SO),
111.49 (C-7), 118.47 (C-4), 119.03 (q, CF,, J=272.0
Hz), 120.65 (C-6), 127.90 (C-3a), 139.40 (C-7a), 140.87
(C-5), 142.01 (g, C-2, J=39.20 Hz) ppm; MS: m/z (%
rel. int.) 290 (M*, 100), 273 (15), 248 (20), 200 (10);
HRMS: caled for C,;;H,;3F;N,0S: 290.0700, found:
290.0701.

2-Nitro-5-(propylthio)aniline (2a). A stirred mixture of
1a (42.1 g, 0.244 mol), NaOH (12 g, 0.3000 mol), ethyl-
ene glycol (11.5 mL), H,O (587 mL) and 1-PrSH (27.88
g, 0.2527 mol) was heated under reflux for 5 h. The
mixture was cooled, filtered by suction and the crude
product recrystallized from 2-PrOH. Yield 51 g (98.5%)
of a yellow solid. Mp 69-71°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCly) 0O 1.10 (1, 3H, CH3;CH,), 1.80 (m, 2H,
CH;CH,CH3), 2.90 (t, 2H, CH,CH,S), 6.10 (bs, 2H,
NH,), 6.50 (m, 2H, H-4, H-6, J=9.0, J=1.50, J=1.70
Hz), 7.90 (dd, 1H, H-3, J=9.0 Hz) ppm; MS: m/z (%
rel. int.) 212 (M *, 100).

N-Methyl-2-nitro-5-(propylthio)aniline (2b). A stirred
mixture of 5-chloro-N-methyl-2-nitroaniline (12.1 g
(0.0648 mol), KOH (4.55 g, 0.0810 mol), ethylene glycol
(33 mL), H,O (150 mL) and 1-PrSH (5.68 g, 0.0745
mol) was heated at 115°C for 4 h. The mixture was
cooled, filtered by suction and the crude product
recrystallized from hexane. Yield 14.2 g (96.8%) of
orange crystals, Mp 61-62°C. 'H NMR (300 MHz,
DMSO-dg). 0 0.99 (t, 3H, CH3CHy), 1.65 (m, 2H,
CHiCH,CH,), 291 (s, 3H, N-CHj), 3.10 (1, 2H,
CH,CH,S), 6.50 (dd, IH, H-3, /=9.0, J=2.0 Hz), 6.69
(dd, 1H, H-6, J=2.0 Hz), 7.90 (d, 1H, H-4, J=9.0 Hz),
8.20 (bs, IH, N-H) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 226 (M *,
100).

4-(Propylthio)-1,2-phenylenediamine (3a). A mixture of
2a (6.37 g, 0.0282 mol), EtOH (100 mL) and 10% Pd/C
(300 mg) was hydrogenated at 25°C until cessation of

H, uptake. The reaction mixture was filtered off on a
Whatman paper No. 2, washed with EtOH, and the fil-
trate concentrated to provide a dark violet-colored
liquid, which was used immediately in a subsequent step
without purification.

N 2-Methyl-4-(propylthio)-1,2-phenylenediamine (3b). A
mixture of 2b (14.2 g, 0.0627 mol), MeOH (120 mL) and
10% Pd/C (700 mg) was hydrogenated at 40°C until
cessation of H; uptake. The reaction mixture was fil-
tered off on a Whatman paper No. 2, washed with
EtOH, and the filtrate concentrated to provide a dark
violet-colored liquid, which was used immediately in a
subsequent step without purification.

N-Methyl-2-nitro-4-thiocyanoaniline (6). To a stirred.
cooled (3-5°C) solution of N-methyl-2-nitroaniline (12
g, 0.0788 mol) and NH,SCN (14.9 g, 0.1891 mol) in 80
mL of MeOH was added, droppingly, a solution of Br,
(13.88 g, 0.0866 mol) in MeOH (16 mL) previously
saturated with NaBr. The reaction mixture was stirred
for one more h at 5°C, and then, poured in 200 g of ice-
water. Stirring was continued in the hood until the for-
mation of a precipitate. After work up by filtration, the
crude product was recrystallized from toluene. Yield
14.81 g (90%) of orange crystals. Mp 109-111°C. 'H
NMR (300 MHz, DMSO-dg) O 3.03 (s, 3H, N-CH,),
6.77 (d, 1H, H-6, J=6.0 Hz), 7.48 (dd, 1H, H-5, /=6.0
Hz, J=2.0 Hz), 8.24 (d, 1H, H-3, J=2.0 Hz) ppm; MS:
mfz (% rel. int.) 209 (M *, 100), 192 (4), 183 (4).

N-Methyl-2-nitro-4-(propylthio)aniline (7). A mixture ol
6 (6 g, 0.0287 mol), 1-PrBr (23 g, 0.187 mol), CH,Cl,
(60 mL), 1-PrOH (11.16 g), KCN (9 g, 0.1836 mol),
(Bu)4NCI (1 g) and H,O (27 mL) was heated under
reflux for 4 h in a N, atmosphere. Workup by extraction
with EtOAc and concentration under vacuum left a red
oil, which was purified by column chromatography
(4x60 cm, 60 g of silica gel, petroleum ether). Yield
6.23g (93%) of red oil. This oil was reduced exactly as
2a, 2b. '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 00.95 (1, 3H,
CH3CH,), 1.53 (m, 2H, CH;CH,CH,), 2.72 (1, 2H,
CH,CH;S), 3.03 (s, 3H, N-CH,), 6.45 (d. 1H, H-6,
J=6.0 Hz), 7.30 (dd, IH, H-5, J=6.0, /=2.0 Hz), 7.95
(d, 1H, H-3, J=2.0 Hz) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 226
(M™*, 100), 197 (10), 183 (33), 151 (12).

3-Amino-4-(methylamino)benzophenone (11b). A mixture
of 10b (9.6 g, 0.0395 mol), SnCl;-2H,0 (53.47 g, 0.2370
mol) and 150 mL of ethanol was stirred at 75° C for 3.5
h under a N, atmosphere. After cooling, the mixture
was basified (pH=9-10) with a 50% NaOH solution
and then filtered by suction. The solvent was carelully
removed in vacuo and the solid residue was extracted
with AcOEt (3x50 mL). The combined organic extracts
were washed with brine, dried with anhydrous Na,SO,4
and concentrated in vacuo to give 7.62 g (86%) of 11b
as an orange solid, which was immediately ciclo-
condensed in the next step. An analytical sample was
obtained by recrystallization from EtOH to give orange
crystals. Mp 129-131°C. '"H NMR (300 MHz, DMSO-
dg) 02.85 (s, 3H, N-CH,), 3.40 (s, 3H, N-H, NH,), 6.50
(m, IH, H-2), 6.91-7.56 (m, 6H, H-5, H-2', H-3', H-4',
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HS', H-6'), 7.72 (m, |H, H-6) ppm; MS: m/z (% rel. int.)
226 (M ", 100), 211 (27), 149 (58).

3-Chloro-4-nitrobenzoic acid (15). To 3-chlorotoluene
(100 g, 0.7900 mol) was added a cold (0-10°C) mixture
of HaSO4~HNO; (95-79) at 15-22°C. After the addi-
tion, the organic layer was separated, washed with brine
and dried with CaCl, to give a yellow oil (126.48 g) as a
mixture of three compounds. To a stirred suspension of
this mixture (120 g, 0.699 mol) and K,Cr,07 (236.2 g,
0.9480 mol) was carefully added H,SO4 (520 mL). The
hot reaction mixture was heated under reflux for 2 h and
then cooled with 1000 mL of water. The mixture was
filtered and the residue washed with 5% solution of
H,S0,, water, and filtered to afford 58 g (40%) of yel-
low-green solid. Mp 181-183.4°C. An analytical sample
was obtained by recrystallization from CHCl; to give
white crystals, Mp 183-184°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl,) (18.08 (d, 1H, H-2, J=1.50 Hz), 8.15 (d, 1H, H-
5.J=8.50 Hz), 8.18 (dd, 1H, H-6, /=9.0, J=1.70 Hz),
14.0 (s, I1H, O-H) ppm; MS: m/z (% rel. int.) 201 (M *,
100), 171 (38), 143 (24).

3-Chloro-4-nitrobenzoyl chloride (16). A mixture of 15
(50 g, 0.248 mol) and thionyl chloride (87.8 g, 0.744
mol) was heated in a dry atmosphere until gas evolution
was ceased. The excess of thionyl chloride was distilled
from the reaction and the residue was used immediately
for the next step.

3-Chloro-4-nitrobenzophenone (17). A stirred mixture of
16 (64 g, 0.248 mol), benzene (130 mL) and AICl; (45 g,
0.3383 mol) was heated at 80°C, under a N, atmo-
sphere, for 3 h. The cooled mixture was poured in ice-
water (500 g). After work up by filtration and extraction
with EtOAc, the crude product was recrystallized from
ethanol. Yield 52.3 g (80.7%) of a light brown solid. Mp
97.5-98.2°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) 07.51-7.57
(m, 2H, H-3', H-5), 7.64-7.70 (m, 1H, H-4"), 7.77-7.81
(m, 3H, H-2, H-6, H-6), 7.94 (d, 1H, H-2, /=2.10 Hz),
7.95 (d, IH, H-5, J=6.30 Hz) ppm; MS: m/z (% rel.
int.) 261 (M ", 78), 105 (100), 77 (44).

3-(Methylamino)-4-nitrobenzophenone (18). A stirred
mixture of 17 (10 g, 0.0388 mol), 1,2-dimethoxyethane
(150 mL), CH3;NH;-HCI (7.74 g, 0.1147 mol) and
K,CO; (15.82 g, 0.1147 mol) in H,O (8 mL) was heated
for 6 h at 130° C in a Parr reactor. Then, the cooled
reaction mixture was poured over H,O (500 mL). The
orange precipitate was filtered off and recrystallized
from ethanol. Yield 8.6 g (88.6%) of an orange solid.
Mp 121.2-122.5°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) 03.0
(s, 3H, N-CH,), 6.92 (dd, 1H, H-6, J=8.70, J=1.80
Hz), 7.23 (d, 1H, H-2, J=1.50 Hz), 7.48-7.53 (m, 3H,
H-2', H-4', H-6"), 7.82-7.85 (m, 2H, H-3, H-5'), 8.07 (s,
IH, N-H), 8.25 (d, 1H, H-5, J=8.70 Hz) ppm; MS: m/z
(% rel. int.) 256 (M ", 100), 161 (35), 105 (70).

4-Amino-3-(methylamino)benzophenone (19). A mixture
ol 18 (6 g, 0.0234 mol), SnCl,-2H,0 (31.7 g, 0.1406 mol)
and EtOH (120 mL) was stirred at 75° C for 4 h under a
N, atmosphere. After cooling, the mixture was basified
(pH =9-10) with a 50% NaOH solution and then filtered

by suction. The solvent was removed carefully in vacuo.
and the solid residue was extracted with AcOEt (3 x50
mL). The combined organic extracts were washed with
brine, dried with anhydrous Na,SO, and concentrated
in vacuo. The yellow residue was recrystallized from
benzene. Yield 4.3 g (81.3%) of 19 as yellow crystals,
which were immediately ciclocondensed in the next step.
Mp 118.7-120.4°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl5) [12.71
(s, 3H, N-CH,), 4.92 (s, 1H, N-H), 5.52 (s, 2H, NH,),
6.55 (d, 1H, H-5, J=8.70 Hz), 6.88 (m, 2H, H-2, H-6,
J=8.70, J=1.50, J=1.80 Hz), 7.43-7.62 (m, SH, H-2',
H-3', H4', H-5, H-6') ppm; MS: m/z (% rel. int.) 226
(M™, 100), 211 (27), 149 (81).

Biological assays

Culture. G. lamblia strain IMSS:0989:1 and Trichomo-
nas vaginalis strain GT3 were cultured in TYI-S-33
modified medium, supplemented with 10% calf serum
and bovine bile.! In vitro susceptibility assays were per-
formed using a method previously described.! Briefly:
4x10* trophozoites of G. lamblia or T. vaginalis were
incubated for 48 h at 37°C with increasing concentra-
tions of synthesized compounds, Abz, and Metronida-
zole. As the negative control, trophozoites were
incubated with dimethylsulphoxide (DMSO) used in the
experiments. After the incubation, the trophozoites
were washed and subcultured for another 48 h in fresh
medium alone. At the end of this period, trophozoites
were counted and the 50% inhibitory concentration
(ICsp) was calculated by Probit analysis. Experiments
were carried out in triplicate and repeated at least
twice.

Trichinella spiralis muscle larvae (parenteral phase) were
obtained according to the procedure of Dennis et al.'”
For the assay, 1000 larvae were placed in culture plates
of 24 wells (Nunclon), which contained RPMI 1640
medium, with 0.037, 0.188, 0.37, 1.88 OM of the com-
pounds tested. The parasites were then incubated in a
humid 5% CO; atmosphere at 37°C for 3 days, chan-
ging the medium and the compounds each day. Abz was
used in this test as a positive control, and the solvent
employed, as a negative control. After the incubation,
the viability of the parasites was determined by the col-
orimetric method described by Townson et al.,® with
some modifications.?!

C. elegans assay was performed following the method ol
Simpkin and Coles?® with slight modifications. Tests
were carried out in 24-well plates and four wells were
used for each experimental group. To each well, 1.0 mL
of culture medium (with 9 mg/mL chloramphenicol
instead of ampicillin) was added followed by 7.5 [IL of
the appropriate compound solution or solvent (DMSO).
Finally, 0.5 mL of culture medium containing 10-15 C.
elegans larvae (L2 or L3 obtained of synchronous cul-
tures) was added to each well, The effect of compounds
on the development and reproductive capacity of C.
elegans was determined by comparing the population
levels attained in the control and test wells after an
incubation period of 7 days at 20+ 1°C. Mebendazole
was used in this test as positive control.
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