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“Jesus ensefiaba por parabolas muchas cosas...

Cuando estuvo solo, sus discipulos le preguntaron:

Por qué ensefias con pardbolas? Y les dijo:

A vosotros os es dado saber el misterio del reino de Dios;

mas los que estan afuera, por pardbolas todas las cosas;

para que viendo, vean y no perciban; y oyendo, oigan

y no entiendan...El que tenga ojos que vea y el que tenga oidos
que oiga...Y les dijo: ;Si no sabéis esta parabola? ;Coémo pues

%

entenderéis todas las parabolas?...

Evangelio segiin San Marcos.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones y enfermedades producidas por parasitos en seres humanos son de gran
importancia médica en todos los paises en desarrollo. Para nadie resulta nuevo el aseverar que las
parasitosis actualmente constituyen uno de los problemas mas serios de salud a nivel mundial.
Aunque la mortalidad ocasionada por estas infecciones es relativamente baja, la alta prevalencia
constituye un serio problema en salud publica, el cual se debera afrontar a nivel nacional, tratando
de abatir aun mas las estadisticas y revirtiendo dichos resultados para poder obtener un bienestar
comin. La epidemiologia de estas parasitosis se relaciona directamente con factores ecolégicos,

socioeconémicos, sanitarios, higiénicos y culturales.

Las infecciones transmitidas a través del suelo y la via fecal-oral son en su mayoria
multiparasitosis, las que se ven agravadas por la coexistencia de desnutricion o deficiencias en

micronutrientes.

Los parasitos intestinales son los agentes infecciosos mas comunes en los humanos. Estos se
encuentran ampliamente diseminados alrededor del mundo; sin embargo, los paises tropicales y
subtropicales retnen las caracteristicas geograficas y climatolégicas que favorecen la prevalencia

de la mayoria de estos organismos.

La prevalencia de los parasitos intestinales esta relacionada con las condiciones sanitarias
ambientales asi como también con las condiciones de vivienda en zonas marginadas, tales como
la falta de alcantarillado, falta de agua potable, acumulacion de basura, entre otros. En México
existen deficiencias ancestrales de atraso en zonas marginadas, que propician que las infecciones
gastrointestinales se encuentren fuertemente arraigadas en diversas comunidades de nuestro
pais.

La magnitud del parasitismo intestinal en América Latina es enorme. La frecuencia con que las
encuentra el médico que atiende nifos en nuestro medio va en aumento, probablemente tanto
como consecuencia de una elevacidon real, como porque efectia las técnicas diagndsticas
adecuadas.

La quimioterapia sigue siendo el método mas eficaz y barato para controlar casi todas las
parasitosis. Los farmacos disponibles son esencialmente (tiles para tratar las infecciones en seres

humanos causadas por parasitos intestinales.
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Actualmente, se cuentan con antiparasitarios luminales y tisulares, los cuales tienen actividad
contra las diferentes especies de protozoarios intestinales patégenos y no patégenos para el

hombre.

Dentro de los farmacos que mas se han empleado en el fratamiento de las helmintiosis estan los
derivados bencimidazol 2-carbamato de metilo (BC), como el Mebendazol y el Albendazol. Estos
farmacos han demostrado una gran actividad, asi como un amplio espectro de accion en
infecciones intestinales, pero su baja solubilidad en agua reduce en gran medida su capacidad de

absorberse, y por tanto, su eficacia en infecciones de tipo sistémicas también se ve reducida.

Cabe mencionar que en este campo se requiere hacer una gran inversion en el desarrollo de
nuevos farmacos con toxicidad baja y con menos efectos secundarios en el huésped, ya que los
antiparasitarnios para tratamiento de profozoan'os intestinales actualmente disponibles, son poco
tolerados por los pacientes y tienen una toxicidad considerable. Asi mismo, se ha comprobado la

resistencia a antiparasitarios por diferentes helmintos, en borregos, cabras y otro tipo de ganado.

Por estas razones, es necesario emprender la bisqueda de nuevos agentes antiparasitarios con
un mayor espectro terapéutico, mejorar las propiedades intrinsecas de las moléculas, reducir la
toxicidad, disminuir los costos e identificar los sitios de accion de las nuevas moléculas, las cuales
son importantes para el desarrollo de tratamientos quimioterapéuticos mas eficientes. Es por eso
que el presente estudio pretende la sintesis de nuevos compuestos bencimidazélicos hibridos tipo
carboxamidas, sus derivados 1-metilados y su evaluacién biologica, utilizando Giardia intestinalis y
Tricomonas vaginalis como modelos parasitarios, para contribuir de esta forma a la investigacion
sobre los requerimientos estructurales para la actividad antiprotozoaria y con ello acrecentar una

base de datos ya existentes, para el disefio racionalizado de farmacos antiparasitarios.
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2. MARCO TEORICO
2.1. PARASITOSIS EN MEXICO

Los parasitos intestinales que causan enfermedades en el hombre son principalmente
protozoarios, nematodos y cestodos; de ellos, a nivel mundial, el protozoario Entamoeba histolytica
y el nematodo Schistosoma son las principales causas de enfermedad debidas a parasitos.” Se
calcula que alrededor de 3 500 millones de habitantes alrededor del mundo estan parasitados y
aproximadamente 450 millones padecen de alguna enfermedad parasitaria, de ellos, la proporcion
mayor corresponde a la poblacion infantil. Segun datos recientes aportados por la Organizacién
Mundiai de la Salud (OMS) 65 000 muertes anuales se atribuyen a infecciones por nematodos, en
particular a Schistosoma, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichiuris trichiura, y 60
000 muertes a infeccién por Ascaris lumbricoides. Por otro lado, tanto el protozoario E. histolytica
como Giardia intestinalis son la principal causa de enfermedad invasora intestinal y extraintestinal

en 48 millones de personas, de las cuales mueren alrededor de 70 000 anualmente.?

Las encuestas y estudios epidemiolégicos demuestran el predominio general de parasitos
intestinales en nifios menores de un afo, tanto protozoosis como geohelmintiosis. El
poliparasitismo es frecuente, a partir del seguhdo afo de edad abundan las infecciones con tres y
cuatro especies de protozoarios, principalmente entre Entamoeba coli, Endolimax nana,
Chilomastix mesnilis y G. intestinalis.’ La Direccién General de Epidemiologia de la SSA, en el afio

2003, presento los siguientes casos en México (Tabla 1).*

Tabla 1. Casos de Parasitosis en México

Tasa por
Parasitosis Tg;":oie 100 000
Habitantes
Amibiosis Intestinal 1013 535 9726
Absceso hepatico
amibiano 2104 24
Aan|Iostor_n|a_S|s y 1 142 1.4
necatoriasis
Ascariosis 224 884 2158
Giardiosis 53193 51.0
Oxiuriosis 132 796 1297
Teniosis 934 0.9
Cisticercosis 513 0.5
Triguinelosis 9 357 10.3
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Marcadas como otras | 4, 499 1175
parasitosis intestinales
Otras infecciones 546 549 524 .4
intestinales

En la Grafica 1 se muestran las estadisticas de los Uitimos 3 afios sobre la incidencia de algunas
parasitosis en nuestro pais, en donde se aprecia una ligera disminucién de la tasa de morbilidad
para el aino 2002; sin embargo, para el 2003 aumenta en forma considerable, o que representa un
problema preocupante, ya que lejos de disminuir prometen un futuro comportamiento de
persistencia con el transcurso de los afos, a pesar del incremento en medidas higiénicas,
sanitanas y tratamientos masivos con farmacos antiparasitarios. Esta ultima medida ha sido de
gran utilidad en el control de las infecciones parasitarias; sin ernbargo, a Gltimas fechas, su uso ha

favorecido la persistencia de parasitos resistentes.

500000+

4000001

|
|
300000 | (——
'm2001/
m2002|

200000+ |
m2003),

Nimero de Casos

1000001

Giardiosis Otras Ascariosis Otras
protozoosis helmintiosis

Infecciones Intestinales

Grafica 1. Morbilidad por infecciones intestinales en México reportados hasta el 2003°.
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2.2. PROTOZOOSIS
2.2.1. Giardiosis

Entre las parasitosis intestinales se encuentra la giardiosis, ésta es producida por G. intestinales
(Figura 1). Afecta predominantemente a nifios y presenta una prevalencia creciente. En nuestro
pais es la infeccion de mas alta prevalencia distribuida homogéneamente a lo largo de la
Republica Mexicana. En general, la enfermedad no es una causa de mortalidad importante; sin
embargo, debido a su patofisiologia tiene graves implicaciones en el estado nutricional y en las
tasas de crecimiento de la poblacién infantil. La giardiosis es una enfermedad transmitida por la via
fecal-oral, las fuentes de infeccién mas importante son individuos infectados y los mantos acuiferos
contaminados con aguas negras. Se sabe que mas del 60% de los nifios infectados desarrollan
sintomatologia asociada con diarrea explosiva, flatulencia y dolor epigastrico. Se ha observado que
las cargas parasitarias altas interfieren con los mecanismos de absorcién de grasas y vitaminas
liposolubles, asi como con la absorcion de lactosa, glucosa, xilosa vitamina A y By,. El sindrome de
malabsorcién puede persistir por periodos largos después de haberse erradicado la infeccion®'*'".

En los adultos comtinmente es asintomatico®.

El trofozoito de G. intestinales tiene forma piriforme, posee dos nucleos, esta compuesto de
microtubulos y tiene cuatro pares de flagelos que le dan movilidad. La concavidad constituye una
ventosa o disco suctor que tiene capacidad para adherirse a la mucosa del intestino delgado st

los quistes son la forma de resistencia del parasito.®

La infeccion inicia desde la ingesta de agua contaminada, comida o por la ruta oral-fecal, los
quistes llegan al intestino delgado, el movimiento libera los trofozoitos (cada quiste produce dos
trofozoitos); se muitiplican por fision binaria y permanecen en el lumen del intestino delgado,
donde pueden estar libres o adherirse a la mucosa. La enquistacion ocurre cuando emigra hacia el

colon y son expulsados en las heces no diarreicas (Figura 2).*

El diagnéstico etiolégico sélo puede hacerse por identificacion del parasito a través de un examen
coproparasitoscépico, pero pueden usarse estudios aiternativos de deteccion mediante pruebas de
enzimas inmunolégicas y deteccion de parasitos por inmunofluorescencia.®® El estudio

microscopico del liquido duodenal obtenido por sondaje, puede demostrar los trofozoitos. "



#w

\

4
; Cortaminacion de agua, comida
| © manas con quistes infectivos,

|

Lox trofozoitos también pueden ser
transmitidos a través de las heces
pero no sobreviven en d medio ambiente

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia intestinalis.
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2.2.1.1. Giardia intestinalis como modelo de protozoario

G. intestinalis es utilizado como modelo de protozoario dado su ciclo de vida. El parasito se puede
incubar facilmente in vitro bajo condiciones fisiologicas; su alta taza de crecimiento en cultivos
permite evaluar alteraciones estructurales, asi como la viabilidad del organismo. En esta
metodologia, el compuesto a probar se puede disolver en algun disolvente organico (por ejemplo
DMSO) para ser usado como stock, para posteriormente hacer diluciones con el medio de cultivo
para obtener solo el 1% del disolvente y de esta manera evaluar unicamente el efecto del

compuesto.

El tiempo relativémente corto de incubacion para realizar subcultivos en un estudio in vitro,
proporciona una ventaja mas para evaluar la actividad y la eficacia que podrian mostrar nuevos
agentes antiparasitarios. Los trofozoitos de G. intestinales se guardan a bajas temperaturas para
conservar su viabilidad, cuando se requieren, se incuban a temperatura ambiente, después se
hacen in6culos en medio de cultivo y se dejan incubar por 48 horas, tiempo en el cual se ha visto
que alcanzan la fase Iogéritmica de crecimiento, esto permite estar seguros de que se cuenta con
una gran cantidad de trofozoitos viables. Se toman indéculos, se agrega medio de cultivo y las

diferentes concentraciones del compuesto a probar, se incuban a 37°C por 48 horas.

En esta prueba se emplea al Metronidazol como patron de referencia por ser el farmaco de
eleccion en el tratamiento de la giardiosis. La informacion proporcionada por este método y
mediante el andlisis Probit, se calcula la concentracién inhibitoria 50 (Clso), la cual se define como

la concentracion en la‘que la mitad de la poblacién de un sistema en estudio pierde viabilidad.>

2.2.2. Amibiosis

La amebiasis es la infeccion producida por E. histolytica, especie parasita del hombre, que puede
vivir como comensal en el intestino grueso e invadir la mucosa intestinal produciendo ulceraciones
y ademéas puede localizarse del intestino en abscesos hepaticos.”! El grupo de edad
preferentemente afectado es el de los menores de 14 afios. Las tasas de morbilidad mas altas

corresponden a los menores de 1 afio."



Marco Tedrico
#

2.2.3. Tricomoniosis

Otro protozoario causante de infecciones es T. vaginalis, protozoario de forma ovoide o piriforme,
flagelado, predominante en mujeres, el cual provoca la tricomoniosis genito urinaria. La
prevalencia de este flagelado en los paises desarrollados, en areas industrializadas, oscila del 5 al

20% entre las mujeres y del 2 al 10% entre los hombres.*'*’

Los quistes no existen, observandose solo el estado de trofozoitos; sin embargo, aunque carece
de formas de resistencia, la quitina asociada a estructuras de superficie le permiten sobrevivir en

condiciones acidas (pH 4.0 - 4.5).°

T. vaginalis vive en el moco vaginal y en la secrecién ventral de la mujer; en el hombre vive en la
uretra, prostata y epididimo. Se muitiplica por fision binaria longitudinal. La trichomoniosis se
transmite a través de las relaciones sexuales, por lo que se considera una infeccion de transmision
sexual.>"

La trichomoniosis se relaciona con el cancer cervical, enfermedad inflamatoria pelviana atipica,
esterilidad, predisposicién a infeccion con VIH debido a la acumulacion local de linfocitos y
macréfagos. La infeccion en mujeres embarazadas provoca un mayor riesgo a la ruptura
prematura de las membranas de la placenta, infantes con bajo peso al nacer, ademas de

infecciones postquirtrgicas del tracto reproductor.s

Las manifestaciones clinicas no son confiables para efectuar un diagnéstico exacto y la existencia
de una poblacion asintomatica hace que el diagridstico esté basado en la demostracion del
parasito. El frotis directo simple del exudado vaginal y la observacion al microscopio de la motilidad

511 Técnicas como aglutinacién, fijacién del

del protozoario es el método mas empleado.
complemento, hemoaglutinacion indirecta, difusion en gel, anticuerpos fluorescentes etc., se han

usado para demostrar la presencia de anticuerpos antitrichomonas."’
2.2.3.1. Trichomonas vaginalis como modelo de protozoario

Al igual que con G. intestinalis, T. vaginalis (Figura 3), dado su ciclo de vida (Figura 4), se emplea
como modelo para evaluar nuevos compuestos por medio de la técnica de subcultivos, en la cual,
los trofozoitos se conservan a bajas temperaturas. Cuando son requeridos, se incuban a 37°C, se

resiembran en medio nuevo para favorecer su crecimiento y a las 48 horas de incubacion, el

8
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protozoario se encuentra en la fase logaritmica de crecimiento, por lo que se cuenta con una
cantidad considerable de trofozoitos para evaluar la actividad del compuesto, resembrando un

inéculo en medio nuevo mas la concentracién del compuesto a evaluar, el cual tiene 1% de

disolvente organico para evitar su posible interferencia.

. L
. -9
[ " -
B T
- -
- Med

Figura 3. Trichomonas vaginalis. Fotografias de trofozoitos en tincion.
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Figura 4. Ciclo de vida de Tricomonas vaginalis.
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2.3. FARMACOS ANTIPARASITARIOS
2.3.1. Agentes antiprotozoanos

Los medicamentos contra protozoos son practicamente los mismos desde hace afios, porque no
ha habido otros mejores que los sustituyan. No se dispone aun de compuestos para combatir
algunas infecciones importantes por protozoos como la trnipanosomiosis rodesiense o la
enfermedad de Chagas. Ademas, los productos antiprotozoarios eficaces suelen ser toxicos a
dosis terapéuticas y, en muchos casos, su empieo tan amplio ha ocasionado mayor resistencia de
los parasitos. Los compuestos “disefiados” recientemente, que aprovechan las diferencias
perfectamente definidas entre el parasito y e! huésped, no han tenido aplicacién terapéutica

significativa.®

Los principales farmacos utilizados en el tratamiento de las infecciones protozoarias son de dos

tipos:

a) Tisulares: estos farmacos eliminan a los organismos principalmente en la pared intestinal,
higado y otros tejidos extraintestinales. No son eficaces contra organismos en el lumen intestinal.'
Dentro de esta clasificacién se encuentran farmacos como Cloroquina, Emetina, Deshidroemetina

y Nitroheterociclos, como los 5-Nitroimidazoles.

b) Luminales: estos farmacos actiian principalmente en el lumen intestinal; no son eficaces contra
los organismos en la pared intestinal u otros tejidos (Figura 5)." Ejemplos de esta clase son los
farmacos Dicloroacetamida, Paromomicina, 8-Hidroxiguinolinas, Atovacuona, Quinacrina y Furoato

de diloxanida.

C*'b CHy
CH3 (
HN \/ o]
@f‘ﬁ -
L
& N CH,
el
Cloroguina Quinacrina Atovacuona Paramomicina

Fig'ura 5. Algunos farmacos utilizados en el tratamiento de infecciones protozoarias.
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2.3.2. Los 5-Nitroimidazoles

Los 5-Nitroimidazoles poseen una estructura heterociclica consistente de un nucleo de imidazol
con un grupo nitro en posicion 5.'® Estos compuestos son los agentes terapéuticos mas efectivos y
ampliamente usados para el control de G. intestinalis y los Unicos disponibles para el tratamiento
de infecciones por T. vaginalis. Los 5-Nitroimidazoles mas utilizados son el Metronidazol y el

Tinidazol 81715

El Metronidazol tiene efectos adversos comunes: nauseas, mutagenicidad en bacterias y altas
dosis pueden causar cancer en ratones.” Los farmacos nitroimidazolicos se han utilizado a lo
largo de 20 arios. Sin embargo, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC)
ha incluido al Metronidazol entre los compuestos para los cuales hay suficiente evidencia de
carcinogenicidad en animales de experimentacion. Desde hace tiempo, un numero de otros
nitroimidazoles como el Tinidazol, Nimorazol y Omidazol se han usado en medicina humana,

mientras que el Ronidazol y el Ipronidazol han tenido aplicaciones veterinarias (Figura 6). *°

El Tinidazol se usa como antiprotozoario en el tratamiento de infecciones causadas por T.
vaginalis, E. histolytica y G. intestinalis; también contra infecciones por bacterias anaerdbicas;
comb profilactico en pacientes que han sido sdmetidos a cistectomia o cirugia colorectal. Su rango
de efectividad es tan alto como el del Metronidazol, y ha demostrado una mejor capacidad de
matar bacterias anaerdbicas que éste, exhibiendo una muy alta potencia con una actividad
antiparasitaria demostrada de 16 veces mayor. Se absorbe facilimente, con una eficiente
penetracion al tejido, con un tiempo medio de eliminacion significativamente mas largo y su total

purificacion que los cotrespondientes valores de Metronidazol.?

El Ornidazol es otro miembro del grupo de los 5-Nitroimidazoles, tiene el mismo efecto
antimicrobiano que el Metronidazol y también se usa en el tratamiento de infecciones protozoarias
susceptibles, asi como para el tratamiento de profilaxis de infecciones por bacterias anaer6bicas.
También es bien absorbido y distribuido después de la administracion oral, su tiempo de vida
media es mas largo, comparado con el del Metronidazol. Exhibe una excelente tolerancia en

humanos cuando se administra durante el embarazo.'®
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2.3.3. 5-Nitrotiazoles como nuevos agentes terapéuticos

El anillo de nitrotiazol se selecciond para remplazar al del nitroimidazol clasico, ya que en los
estudios de AMES no se encontré efecto mutagénico con el cambio. El atomo de azufre, que
reemplaza al nitrbgeno en el anillo, es responsable de algunas detoxificaciones en los
nitroderivados de ésta familia. De esta manera, se aumenta su espectro, su eficacia, y se

disminuye la toxicidad.’

La Nitazoxanida es la 2-(acetoliloxi)-N-{5-nitrotiazol-2-il)benzamida, un derivado del S-nitrotiazol

sintetizado por primera vez por Rossignol (Figura 6).>

La Nitazoxanida tiene actividad in vitro contra E. histolytica, T. vaginalis, Cryptosparidium parvum,
G. intestinalis e Isospora belli, y los helmintos A. fumbricoides, Ancyclostoma duodenale, T.
trichiura, Taenia sagitana, Hymenolepsis nana y Fasciola hepatica. Recientemente ha sido
aprobada por la FDA para el tratamiento de giardiosis en nifios y tiene la ventaja sobre el

Metronidazol de presentarse en una formulacidn liquida.?*

Q
P
0 k|

PSS s S s e P
| H

CH,CH,0H CHZCHCHZCI CHZCHZSOZCH 2CH3
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Metronidazol Omidazol Tinidazol Nitazoxanida

Figura 6. Agentes antiprotozoarnos mas empleados en la terapéutica.
2.3.4. Mecanismo de accion de los 5-Nitroimidazoles

En ios pardsitos anaerobios, el Metronidazol sufre una reduccion por la enzima piruvato ferredoxin
oxidoreducatasa (PFORY}, la cual transfiere un electrén al grupo nitro y forma un radical nitroanién,
téxico para el parasito.'"**%% Este rompe los puentes disulfuro y causa la ruptura de cadenas de

DNA lo que ocasiona dafos celufares multiples que llevan a la muerte del parasito (Figura 7).%'
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La falla del tratamiento para la giardiosis y tricomoniosis se ha atribuido a la resistencia a los
nitroimidazoles; ya sea porque se disminuye la activacion del grupo nitro, porque hubo un cambio
en el orden de genes en el interior del parasito e inclusive porque puede haber un cambio en el

transporte de electrones.?

Para el caso de los helmintos, se ha estudiado que la Nitazoxanida interfiere con el metabolismo
de la glucosa del parasito, por alteracién de las sustancias secretadas por el Aparato de Golgi
(acetilcolinesterasa) y el consumo de glucosa del parasito, creando asi un agotamiento del

glucégeno y una acidosis lactica en el parasito, lo que ocasiona finalmente, su muerte.’

H,0
Poasdesa I Lo
| Polinsaturado . % Hidroperéxido
H,0,—— HO® ——— Lipido radical —— lipidico
Radical N
T / hidroxilo
SOD Dafio en la

- 0O ) . membrana celular
O 2 Proteina Protefna-radical — Dario en la proteina

S N

_ Ar-NO
Ar-NO» 2 Liberacién de

DNA o 24 .
o \ DNA-radical Rompimiento Ca intracelular
del DNA \ /

Enzima Enzima Inhibicién de enzimas esenciales

Reducida Oxidada
(Cofactor, Fe?')  (Cofactor, Fe*)
Piruvato Ferredoxin Oxidoreductasa

» Muerte celular

Figura 7. Mecanismo de accién de los Nitroheterociclos.
2.3.5. Bencimidazoles como agentes antiprotozoarios

Los farmacos antihelminticos que mas se han empleado son los bencimidazoles: Albendazol,

Mebendazol y Tiabendazo!.®

Los benzimidazoles, a pesar de tener un amplio espectro antiparasitario y baja toxicidad, debido a
su pobre solubilidad y absorcion in vivo, solo se emplean para tratar enfermedades
gastrointestinales por helmintos. Aunque también se han utilizado en el tratamiento de infecciones

sistémicas, se requieren altas dosis y largos tratamientos.*”*
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El Albendazol tiene un espectro amplio antihelmintico, alta actividad contra larvas y adultos de
nematodos y céstodos, es seguro y se utiliza en la medicina humana.'® El Albendazol, al igual que
el Levamisol, Mebendazol, Tiabendazol y Pirantel son los farmacos antihelminticos incluidos en la

lista de los farmacos esenciales de la OMS para el tratamiento de nematodos intestinales.?

Tabla 2. Caracteristicas de algunos Bencimidazoles de mayor uso en la terapéutica

Farmaco Ventajas Desventajas
Tiabendazol Antihelmintico de amplio | Corto tiempo de vida media.
(Mintezol)*® espectro. Mayor frecuencia de efectos

Alta biodisponibilidad. secundarios.
Ampliamente usado en el sector | Toxico para el humano.
veterinario.
Mebendazol Antihelmintico y antiprotozoario | Baja solubilidad en agua y
(Vermox, Vermicol) de amplio. por tanto baja absorcion.
Escasos efectos secundarios. Dosis mdltiple.

Uso limitados a parasitosis
gastrointestinales.
Biodisponibilidad baja

Albendazol Antihelmintico y antiprotozoario | Baja solubilidad en agua y
(Zentel, Vermin-plus, | de amplio. por lo tanto baja absorcion.
Vermilan) Escasos efectos secundarios. Biodisponibilidad baja.
Utilizado tanto en parasitosis
gastrointestinales como
sisteméticas. '
Dosis unica.

N N HyC 0 NH N N N
T LY () e

Tiabendazol Cambendazol Mebendazol
Cl
S s Cl (o}
N
\ Hoe” \ A
| >—NHCO ,CH4 | >—NHCO 2CH, | >—NHCO ,CH4l

N N N

H H cl b

Albendazol Fenbendazol Triclabendazol

Figura 8. Algunos farmacos bencimidazolicos utilizados en el tratamiento de infecciones
helminticas.
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Estudios recientes han demostrado que los compuestos bencimidazélicos 2-sustituidos, que
ademas estan halogenados en el anillo bencenoide, dan como resultado derivados con un aito

indice antiprotozoario.’

Los BC como el Albendazol, Mebendazol, Flubendazol y Fenbendazol inhiben el crecimiento in
vitro de T. vaginalis y G. intestinalis. El Albendazol es tan efectivo como el Metronidazol, el
farmaco de eleccién para el tratamiento de la giardiosis, pero es poco efectivo contra E. histolitica y
L. donovani.** Otros bencimidazoles como el Tiabendazol, Cambendazol y Triclabendazol también

son ampliamente utilizados contra G. intestinalis y T. vaginalis (Figura 8). °
2.3.6. Mecanismo de accién de los Bencimidazoles.

Los microtabulos, componentes muy importantes de las células eucaridticas, son ensamblajes de
protomeros compuestos de los polipéptidos a-tubulina y B-tubulina. La participacion de los
microtubulos en el ambiente intracelular es de gran importancia, ya que estan involucrados en
procesos fisiolégicos que se basan en su capacidad para polimerizarse y despolimerizarse, entre
los que estan:

e Formacién del huso acromatico en la division celular.

e Transporte intracelular

e Secrecion celular

e Absorcion de nutrientes

e Mantenimiento de la forma celular.

A pesar de la cerrada secuencia homologa, la B-tubulina de los mamiferos y la de los nematodos
son diferentes en su respuesta a los inhibidores de la tubulina: la de los nematodos se une a los
bencimidazoles mas fuertemente que la de los mamiferos. La unién del bencimidazol a la tubulina
del nematodo altera el equilibrio tubulina-microtibulos y causa la despolimerizacion de
microtubulos (Figura 9). Ademas, cuando la alta afinidad de la tubulina de una poblacion de

nematodos se pierde, aparece la resistencia.®'"%

Los bencimidazoles que actian a este nivel tienen la caracteristica de estar sustituidos en la

posicién 2 por un grupo carbamato de metilo y tener un hidrégeno en la posicién 1.7

Otro mecanismo de accion de los bencimidazoles antihelminticos es la inhibicion del metabolismo

de la glucosa y en la eventual produccién de energia en algunos helmintos. De acuerdo con esto,
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la inhibicién de la fumarato reductasa se considera como un corto circuito en el proceso energético
del helminto, provocando su paralisis. De hecho, la fumarato reductasa es (nica en los parasitos,

lo que la hace un excelente blanco para ia quimioterapia.®®

Los bencimidazoles pueden interferir con la ruta energética de los helmintos por inhibicién de la
malato deshidrogenasa (MDH) citoplasmatica y mitocondrial. Los bencimidazoles antihelminticos
pueden actuar como conductores proténicos liposolubles, tanto en sistemas membranales
artificiales como naturales. Estos farmacos perturban severamente el gradiente proténico

transmembranal, dejando una considerable caida en los niveles celulares de ATP."

La accion del Aloendazol contra G. intestinalis involucra la interaccion de éste con la tubulina de su

citoesqueleto.”*

TUBULINA

INHIBICION DE LA RECAPTACION DE GLUCOSA,
CIMID LES La ACTIVIDAD DE LA FUMARATO REDUCTASA'Y
BEN AZO > OTROS PROCESOS BIOQUIMICCS.

k4
MICROTUBULOS
TRASTORNCS
BIOQUIMICOS
A4
REDUCCION DE LA SECRECION » MUERTE O EXPUISION DE

ACETILCOLINESTERASA REDUCIDA
Figura 9. Mecanismo de accién de los Bencimidazoles.
2.4. METODOS DE MODIFICACION MOLECULAR.
La modificaciéon molecular se realiza con el propésito de disefiar series de compuestos y conseguir

optimizar |la actividad farmacologica principal, disminuir su toxicidad y mejorar las propiedades

farmacocinéticas o de formulacion. Este método es indispensable en el disefio y desarrollo de
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nuevos farmacos, ademas de que es mas racional y productivo que el ensayo de compuestos

naturales o de sintesis seleccionada al azar.?
2.4.1. Modificacion molecular.

La modificacién molecular consiste en tomar sustancias quimicas de actividad biolégica conocida
(prototipo) y después sintetizar y probar congéneres, homoélogos o analogos estructurales. Este
método también llamado manipulacidon molecular, método de variacion, método mecanistico,
proceso selectivo o aproximado, es el método mas usado y el que mas produce nuevos

farmacos.”®
Schuler indico varias ventajas de la modificaciéon molecular.”®

e Grandes probabilidades de congéneres homélogos y analogos, obteniendo compuestos
con propiedades farmacolégicas similares a las de los prototipos.

¢ Probabilidad de que la produccién de los nuevos farmacos sea mas econémica.

e Sintesis similar a la de los prototipos, que puede ahorrar tiempo y dinero.

» Los datos reunidos pueden ayudar a elucidar relaciones estructura-actividad.

e Uso de los mismos métodos biolégicos de ensayos para los prototipos.

Los objetivos de este método son dos: a) descubrir el grupo farmacoférico esencial, el cual, es el
rasgo de la molécula que proporciona la accion farmacoldgica; y b) obtener farmacos que tengan
mejores propiedades que el prototipo (mayor potencia, menor toxicidad, mayor especificidad,
mayor duracién de accion, de facil aplicacion o administracion, mayor estabilidad, menor costo de
produccion).?®

Los procesos generales que se pueden usar en el método de modificaciéon son dos:

1) Simplificacion molecular o disociacion; la cual consiste en la sintesis sistematica y evaluacion de
analogos simples del compuesto lider. Estas son réplicas parciales o virtuales del farmaco
prototipo, el cual es usualmente un producto natural de estructura quimica intrinseca; entre los

ejemplos de farmacos de este tipo se encuentran la lidocaina y la succinilcolina.?®
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2) Asociacion molecular. El proceso de asociacion molecular involucra la sintesis y evaluacion de
analogos mas complejos que el prototipo. Estos analogos incorporan ciertas o todas las

caracteristicas del compuesto lider.*® Existen tres tipos de asociacién molecular:

a) Adicion Molecular: Asociacion de diferentes compuestos a través de enlaces débiles, como
la atraccién electrostatica y puentes de hidrégeno; por ejemplo, Guaitilina (guaicolato de
glicerilo + teofilina); Mandelato de metanamina (metanamina + acido mandélico),

Prednazolina (prednisolona + fenoxazolina).

b) Replicacién Molecular: Asociacién de compuestos idénticos a través de enlaces covalentes;
la asociacién de dos moléculas se llamada duplicacion molecular; de tres, triplicacion
molecular; y asi sucesivamente. Dentro de algunos farmacos obtenidos por esta via estan
el Fenticlor (duplicacion de la molécula del paraclorofenol); Pentaeritritol (tetraplicacion del
nitrato); Simeticona (n = 200 a 350 de oxido de silicio); Sorbinicato (hexaplicacién de las

moléculas de acido nicotinico).

¢) Hibridacion Molecular: Asociacion de compuestos diferentes, 0 mezclas, a través de
enlaces covalentes. Los ejemplos mas representativos son el Benorilato (aspirina con
acetominofény); Prizidilo! (hidralazina cdn un B-bloqueador) y la Estramustina (estradiol con
una mostaza nitrogenada) (Figura 10).%

O

o
H
Hac)Lo 0 y HSC)LO 0 N\H/CH3
1§ N.__CH, J\O o

OH + /O/\ﬂ/ -
1 —
HO

Aspirina _ Acetominofén Benorilato

Figura 10. Compuesto obtenido por Hibridacién Molecular.

2.4.2. Maodificaciones estructurales de Bencimidazoles.

Actualmente no solo se conoce que el nicleo bencimidazdlico posee actividad antihelmintica y
antiprotozoaria, sino también se ha visto que esta molécula también puede tener propiedades

antibactenanas, anticancerigenas, insecticidas y antifungicas, entre otras, es por tal motivo que
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este heterociclo con amplia funcionalidad ha despertado el interés de muchos investigadores para

enfocarse a su estudio.?’

En lo que se refiere a la actividad antiparasitaria, las principales modificaciones estructurales que

se han realizado se muestran en la Tabla 3.3

Tabla 3. Modificaciones moleculares al anillo bencimidazélico

- C N
\>—B e
N
D |
A —— |
Sitio Modificaciones Comentarios
A R= H, COR, CH,OAr, COOR, La 'p_resenC|a_de H no es esencu'iil para la
CH, act!wdad antiprotozoaria, pero si para la
) actividad antihelmintica.
- ) B ) Actividad buena con Jos derivados
B R=-NH,, -SH, -SCH, -CH,, -CFs. azufrados, trifluorometilados y metilados,

moderada con el grupo amino.

La posicion (5 y/6 6) es importante en la
R=-CH,-, -S-, -O-, -SO-, -CO-, - | selectividad contra protozoarios y helmintos
C NH-CO-, alquilos, cicloalquilos, | intestinales y sistémicos.

alquenos, arilos, heteroarilos.

Grupos voluminosos determinan el perfil
antihelmintico.

Define requerimientos estereoelectronicos e
impide la desactivacion metabdlica.

D R=H, Cl.

En este sentido se han realizado una gran cantidad de modificaciones al anillo de bencimidazol,
principalmente en las posiciones 1, 2, 5y 6, con la finalidad de encontrar la relacién estructural que
permita obtener farmacos con mejor actividad antiparasitaria y amplio espectro de accion. De un
gran numero de derivados probados, se encontré6 que la modificacién del grupo carbamato de
metilo de los BC por un metiltio, tal como se observa en el Triclabendazol, ha permitido mejorar la
solubilidad y con ello la absorcién de este farmaco.’?* Por otro lado, con la sustitucion isostérica
del grupo diclorofenoxi de esta molécula por un grupo naftiloxi, se ha logrado obtener a un
compuesto denominado ALFA, el cual ahora resulta una nueva alternativa para el tratamiento de la
fasciolosis en animales (Figura 11).*
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Figura 11. Modificaciones moleculares al anillo bencimidazélico.

Otras modificaciones que se han realizado son en la posicién 5, con la finalidad de evitar el
metabolismo en esta posicion y para incrementar |a respuesta antihelmintica con parasitos que
habitan, tanto en el tracto gastrointestinal, como aquellos que tienen diseminacién sistémica, es la
adicion de un grupo carboxamida en dicha posicién. Asi surgié un compuesto de amplio espectro
antihelmintico /n vivo llamado CDRI-87-144 que posee un grupo aminocarbonilo en la posicién 5
(Figura 11).*° La presencia de este grupo voluminoso fue de interés para la sintesis de nuevos
compuestos en nuestro laboratorio, modificando el grupo carbamato de metilo por un grupo metiltio
para confenir mayor solubilidad {como el Triclabendazol) y conservando el grupo aminocarbonilo de
la posicion 5. La introduccién de un halégeno como el cloro en la posicion 6, permite prolongar el
tiempo de vida del compuesto al impedir la desactivaciéon metabdlica. La sustitucién del carbamato
de metilo en el CDRI-87-144 por un grupo meliltio como en el Triclabendazol, y, ademas, la
introduccion de cloro en la posicion 6, generd la serie de compuestos que se muestran en |la Tabla

4, éstos presentaron una actividad equiparable con el Albendazol sobre T. spiralis in vitro. *®

Tabla 4. Actividad antihelmintica de 1H-bencimidazoles con modificaciones en la posicion 5 del

ndcleo bencimidazélico

0
(\ NJ N\
- \) ] N>*SCH3
2 1 |
g
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% Reduccién de Clgp uM Clso uM
Compuesto | Ry | Ry Z o .
T. spiralis* G. intestinalis | T. vaginalis
| H| H |CH 61 0.368 8.051 |
il Cl| H |CH 48 0.359 1.281
1] H | CH; | CH 27 3.918 4.009
v Cl | CH3 | CH 35 2.095 5.955
ABZ 46 0.037 1.592

*% de reduccion de la capacidad metabolica de T. spiralis a 3.77 uM.

ABZ = Albendazol

La introduccién de un grupo metilo en la posicién 1 mejoré la actividad antiprotozoaria con

respecto a sus analogos 1H bencimidazélicos. Tal es el caso de los compuestos presentados en la

Tabla 5 donde se observé que el patréon de sustitucion conservado en el anillo de bencimidazol

mostré una mayor actividad que el Metronidazol contra los trofozoitos de Giardia intestinalis® .

Tabla 5. Actividad antiprotozoaria de los 1-metilbencimidazoles sobre 7. vaginalis y G. intestinalis

T
R, N |
)Ry
R, N
Compuesto R1 R2 R3 Dlso(nM) Dleof:h)
T. vaginalis | G. intestinales

IX Cl H CH; 3.277 0.044
X Ci H NH: 142.760 0.132
Xl Cl H SH 0.505 0.020
Xl Cl H SCHs 1.094 0.122
X! Ci Ci CHa 17.705 0.056
XV Cl Cl NH: 4.883 0.074
XV Cl Cl SH 26.426 0.008
XVi Cl Cl SCH;3 8.455 0.024
NLB13 Piperidinilcarbonil Cl SCHs 0.046 0.122
NLB15 4-metilpiperidinilcarbonil Cl SCHa 0.111 0.099
ESR 37 Cl Piperidinilcarbonil SCH;3 NR 7.013
ESR 38 Cl 4-metilpiperidinilcarbonil | SCHs NR 4226
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Nitazoxanida 0.110 0.013
Albendazol 1.592 0.037
Metronidazol 0.216 1.228

2.5. SINTESIS DE BENCIMIDAZOLES
2.5.1. El Behcimidazol

La estructura del bencimidazol consiste de un sistema anular biciclico, en donde un anillo de
benceno se encuentra unido a las posiciones 4 y 5 de un anillo de imidazol. La molécula de
bencimidazol se encuentra en equilibrio tautomérico proténico, donde el protén de la posicién 1
migra a la posicion 3. Cuando el anillo bencenoide esta sustituido asimétricamente, el equilibrio
tautomeérico se establece entre dos tautdmeros con una relacion del sustituyente 1,5y 1,6 (Figura
12).?

4 3 H
5 7
R, N - R,._6 N
A\ -
SN :©:/>2 R,
R3 6 Ni R N
~ | 3 D 4
H 3

Figura 12. Tautomerismo del anillo de Bencimidazol.

Sin embargo, en béncimidazoles N-sustituidos el tautomerismo no es posible y cuando el anillo
bencenoide estd sustituido asimétricamente se pueden aislar y caracterizar dos compuestos
distintos, isdbmeros no equivalentes. Asi, la N-metilacién del 5(6)-clorobencimidazol produce una

mezcla de metilbencimidazoies, con la relacion estructural 1,5y 1,6 (Figura 13)."

CH
4 3 7 13
R2 ° N\ 2 R2 6 N1l
>—R, />2—R1
6 [?] 1 5 N
7 4 3
CH, R? = Cl

Isémero 1,5 Isémero 1,6

Figura 13. Isdmeros del 1-metilbencimidazol.
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2.5.2. Método de Phillips

Es el método mas importante de sintesis de una amplia variedad de bencimidazoles 2-H o 2-
alquilsustituidos por el método de Phillips, en la cual se ciclocondensa una o-feniléndiamina con
acidos carboxilicos o sus derivados. El bencimidazol puede hacerse con un 80% de rendimiento
colocando una mezcla de o-feniléndiamina y 4cido formico a temperatura ambiente por 5 dias. A

100 °C el proceso toma lugar en 2 horas. Las condiciones de reaccién son esenciales para obtener
buenos rendimientos.®

Las condiciones mas utilizadas en el método de Phillips consiste en calentar los reactivos en
presencia de acido clorhidrico 4 M (Figura 14).%

NH, Q H* N
L e o U
NH, )

NH, 0 b N
©: * CJ J\OH A ©:N\%CH3
NH, H, )

0
ey e OO
A N
NH, )

Figura 14. Método de Phillips para la sintesis de Bencimidazoles.
2.5.3. Sintesis de Bencimidazoles a partir de N-Acil o feniléndiaminas

Otra de las rutas mas comunes de sintesis de bencimidazoles emplea un compuesto de tipo o-
ariléndiamina, en el cual uno de los grupos amino ha sido acilado o tioacilado, se cicla por
termdlisis, o con acido acuoso o etandlico, o cloruro de fosforilo (Figura 15), o por calentamiento
bajo reflujo en etanol.®

R1
|
NHCOR, H* N\ REDUCCION NCOR,
A > R, A
NHR, hll NO,
R1

Figura 15. Sintesis de Bencimidazoles.
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Esta técnica se extiende al uso de o-nitroacilaminoarenos, los cuales ciclan a medida que se
reduce el grupo NO, quimica o cataliticamente. Los rendimientos generalmente son buenos y en
ocasiones superiores a los obtenidos de la reaccién entre una o-aminoanilina y un acido

carboxilico (Figura 15).%
2.5.4. Sintesis de N-Metilbencimidazoles
La sintesis de N-metilbencimidazoles se puede lograr cuando una vez obtenido el anillo

bencimidazdlico, este se hace reaccionar con yoduro de metilo en medio basico, generando una

mezcla de isémeros en relacién 1:1 (Figura 16).*°

o e O - D

Figura 16. Metilacion de Bencimidazoles 5(6)-sustituidos.

La mezcla de isdmeros sélo se obtiene cuando los sustituyentes en 5 y 6 son diferentes, de lo
contrario cuando la sustitucion del bencimidazol es simétrica, la metilacion directa lleva a la

formacion de un solo derivado.

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

bencimidazol es simétrica (Figura 17).%°

Me OMe
N N
\>_R +0Me TOLUENO \>—R
N H,C OMe 'Il
OmMe H OMe ©H,

Figura 17. Metilacion de Bencimidazoles con acetales dimetilados.
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Esta técnica puede resultar con gran ventaja, ya que se alcanzan mayores rendimientos que
cuando se usa sulfato de dimetilo o yoduro de metilo en medio basico; ademas, la preparacion del

acetal se realiza sin dificultad o incluso estan disponibles comercialmente.

La reaccién de metilacion via aminacién reductiva usando paraformaldehido y cianoborohidruro de
sodio en acido acético es otra alternativa atractiva para la formacion de 1-metilbencimidazoles con

rendimientos aceptables (Figura 18).*’

RJCEN> (HCHO)n/NaBH,CN Rj@[N\>
N\ .
- N CH,COOH . N

H CH,

Figura 18. Metilacién de Bencimidazoles via aminacién reductiva.
2.6. METODOS DE SINTESIS DE CARBOXAMIDAS

El grupo funcional amida (-CONR;) constituye la base de la estructura de las proteinas. Muchos
compuestos de interés farmacéutico y productos naturales poseen un grupo amida como parte de
su estructura.*? Carboxamida es el término utilizado como sufijo en la formacién de la

nomenclatura sistematica para denotar el grupo —CONH..

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

2.6.1.A partir de Halogenuros de acilo
El método mas comun consiste en la reaccion de halogenuros de acilo con amoniaco o aminas. Su

preparacion involucra el empleo de dos equivalentes de la amina o alguna otra base como piridina

o NaOH (reacci6én de Schotten-Bauman) para captar el acido producido en la reaccién. En general,
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la reaccion entre el cloruro de acilo y la amina tiene lugar a temperatura ambiente y produce un

buen rendimiento (Figura 19).*°

O .
J\N/R1
1

Figura 19. Formacién de Carboxamidas a partir de Halogenuros de Acido.

2.6.2. A partir de Esteres

Los ésteres sufren sustitucion nucleofilica en sus carbonos acilicos cuando se les trata con

amoniaco o con aminas primarias y secundarias. Estas reacciones ocurren con mas lentitud que

las de los cloruros y anhidridos de acilo, por lo que generalmente no se utiliza (Figura 20).*

O

OMe

NH,

EtOH -

Figura 20. Formacién de Carboxamidas a partir de Esteres.

2.6.3. A partir de Acidos utilizando un agente acoplante

Un metodo excelente para la preparacion de amidas a partir de aminas y acidos carboxilicos utiliza
N, Ndiciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo activante. Los rendimientos son generalmente

elevados y las condiciones sumamente suaves como para permitir la utilizacion de este reactivo

muy costoso en muchas sintesis de péptidos complejos (Figura 21).**°

CHy

OYOH O—N=C=N—O¢ OYO\“/NH\O

CHy N\O

RyNH
R,NH (o]
1 2 HO

Chy

%TNH\O

O

o}

— O—HNL'NH—O oﬁ/NHRl

CH,

Figura 21. Formacion de Carboxamidas utilizando DCC como agente acoplante.
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Otro método de preparacion de carboxamidas, utilizando un agente acoplante, consiste en la
reaccion de acidos carboxilicos con 1,1-carbonildiimidazol (CDI). Se forrma un intermediario
imidazolico, al cual, posterormente se le adiciona la amina, para finalmente obtener la amida

correspondiente. Este método reporta buenos rendimientos y es relativamente fcil (Figura 22).%

o] o]

I SN, 0, N, e, T
I
R

N+ NN
e/ L/ e/

2

Figura 22. Formacion de Carboxamidas utilizando CDI como agente acoplante.
2.7. NITRACION DE COMPUESTOS AROMATICOS Y TIAZOLES,

La nitracién de tiazol con la mayoria de los agentes nitrantes da el derivado 5 sustituido mas que el
4, la posicién 2 no se nitra.*®

Para sustratos de baja reactividad, el reactivo mas comin es una mezcla de acido nitico y acido
sulfarico concentrados, pero para sustratos activados, la reaccién puede llevarse a cabo con acido

nitrico concentrado, en agua, en acido acético o en anhidrido acético.*®

El 2-aminotiazol se nitra en la posicién 5 con buenos rendimientos utilizando la mezcla sulfonitrica
(Figura 23).4

H,SO,/HNO,

N N
(S»\NHz 0°C OzN/[S)\NHz

Figura 23 Nitracién de Tiazoles utilizando mezcla sulfonitrica.

Si las condiciones anhidras son requeridas, la nitracién puede ser efectuada con N,Os, el cual
remueve el agua formada en la reaccién, La nitracién en medio alcalino puede ser acompaiada

con ésteres de Acido nitrico, como el nitrato de etilo (EtONO,) (Figura 24). Este reactivo también
se emplea con Acidos de Lewis.*
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EtONO,

N ) N
Q»\NHZ BASE OzN/[S»L\NHz

Figura 24. Nitracion de Tiazoles utilizando Nitrato de Etilo.

Otros agentes nitrantes son NaNQ; y acido trifluoroacético, N,O4 (el cual da buenos rendimientos
con hidrocarburos policiclicos), VO(NO;)s, y sales de nitronio, asi como NO;'BFs, NO;'PFg, y
NO, CF,S0O;". Una mezcla de HNOj/anhidrido acético en una B-ceolita da una buena selectividad

en la orientacion 5 en la nitracion (Figura 25).%

N HNO, N
'[)\NH o o ozm/li)\rsm2
S : H3CJ\OJJ\CH3 '

Figura 25. Nitracion de Tiazoles utilizando acido nitrico y anhidrido acético.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aln cuando en la actualidad existen farmacos disponibles para combatir enfermedades causadas
por helmintos y protozoarios, algunos estudios relacionados con su toxicidad, baja absorcion y la
generacion de resistencia hacia los farmacos de eleccion, hacen indispensable el continuar con la

basqueda de moléculas con actividad antiparasitaria.

Hoy se conoce por nuestro grupo de investigacion, que los derivados 1-metilbencimidazélicos,
entre ellos las 2-metiltio-5(6)-carboxamidas, han mostrado importante actividad antiprotozoaria.
También se sabe que la Nitazoxanida, cuyo farmacéforo reside en el la parte de la amida formada
por el 2-amino-5-nitrotiazol, es un antiparasitario de amplio espectro. Ademas, esta establecido
que un método para el disefio de farmacos es la asociacion de compuestos diferentes a través de

enlaces covalentes.

Con estas premisas en mente surge el siguiente planteamiento:
¢Es posible que la combinacién de las moléculas 5(6)-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-
bencimidazol y 2-amino-5-nitrotiazol, unidas a través de un enlace carboxamida, genere una

molécula hibrida que potencie el efecto antiparasitario de sus precursores?

De esta forma se pretende sintetizar tres nuevos compuestos bencimidazélicos considerando las
siguientes variables:

1) La introduccion de un grupo farmacoférico tipo 5-nitrotiazol (derivado de la Nitazoxanida), .

mediante un enlace covalente de tipo carboxamida, en la posicién 5 6 6.

2) Un grupo metiltio en la posicion 2, para mejorar las caracteristicas de solubilidad y por tanto

la absorcidén del farmaco, basandose en el disefio del Triclabendazol.

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

4) La introduccién de un grupo metilo en la posicion 1 con la finalidad de evitar el efecto
tautomérico que sufre la molécula del bencimidazol e impedir la formacién de enlaces de
hidrégeno intermoleculares. De esta forma se pretende tener regioisbmeros que al

evaluarse frente a G. intestinalis y T. vaginalis, hagan ver cual regioisomero es mas activo y
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cémo varia la actividad con respecto a sus analogos 1H-bencimidazoles que han mostrado

actividad antihelmintica; ademas, incrementar la solubilidad para mejorar la absorcion.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos hibridos entre el 2-amino-5-nitrotiazol y el bencimidazol unidos por un enlace
carboxamido tendran mejor actividad antiprotozoaria contra G. intestinalis y T. vaginalis que la

Nitazoxanida y los 1H- y 1-metilbencimidazoles dei tipo carboxamida ya conocidos.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar la  carboxamida  6-cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-

carboxamida, sus analogos 1-metilados y evaluar su actividad antiprotozoaria.
5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1. Sintesis de los compuestos: 6-cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (12), 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-
1H-bencimidazol-5-carboxamida (19), y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-
2-il)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (20) a partir de sus 4acidos carboxilicos

correspondientes.

5.2.2. Sintesis de los acidos: 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10), 6-cloro-1-
metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (15), y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-6-carboxilico (16).

5.2.3. Purificar y caracterizar los intermediarios y productos finales, mediante el empleo de las
diferentes técnicas de separacion y purificacion convencionales, asi como de técnicas

espectroscopicas con la finalidad de comprobar su estructura quimica.
5.2.4. Evaluar la actividad antiprotozoaria de las carboxamidas hibridas 12, 19 y 20, asi como

la de sus precursores inmediatos 11, 17 y 18, utilizando como modelos de protozoarios

a G. intestinalis y T. vaginalis.
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5.2.5. Analizar y comparar los resultados de la actividad antiparasitaria con sus analogos 1H-
bencimidazoles y otros bencimidazoles 1-metilados reportados por nuestro grupo de

investigacion.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para una mejor comprension de las actividades llevadas a cabo, el presente trabajo se divide en
dos partes: la primera comprende la secuencia de sintesis que llevé a la preparacion de los
compuestos de interés, asi como una breve descripcion de la misma; y la segunda, que presenta
la descripcion de los ensayos preliminares de la actividad bioldgica a las que se sometieron los
compuestos sintetizados. Las metodologias involucradas para la preparacion de cada uno de los
intermediarios y productos finales, asi como fa comprobacion estructural realizada por métodos

espectroscopicos, se presentan en el Anexo A.

6.1. SECUENCIA SINTETICA PARA LA PREPARACION DE LAS TRES CARBOXAMIDAS
BENCIMIDAZOLICAS HIBRIDAS

La sintesis de las carboxamidas 12, 19 y 20 se dividi6 en 3 partes. Primero se obtuvo el
intermediario 6-cloro-2-mercapto-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (8), como se muestra en
el Esquema 1, el cual se utilizd como precursor comun para sintetizar 12, 19 y 20. En una
segunda etapa se preparé la carboxamida 12 segin el procedimiento que se muestra en el
Esquema 2. Finalmente, siguiendo la misma ruta de sintesis empleada para 12, en la tercera

etapa se sintetizaron los compuestos 19 y 20 (Esquema 3).

Para obtener el intermediario 8 se partié del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1), el cual se
esterificé con sulfato de dimetilo en medio basico para dar el 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
La reduccion catalitica de 2 llevé al 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3). Este compuesto se
acetilo inmediatamente y se tratd con acido nitrico a bajas temperaturas (0-5°C) para dar el 4-
acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). La posterior hidrélisis selectiva del grupo
acetamido y la reduccién del grupo nitro por medio de una hidrogenacion catalitica a temperatura
ambiente, 'generé el 4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7), que inmediatamente se
ciclocondensé con disulfuro de carbono en medio basico para dar el par de tautobmeros del 2-

mercapto-6-clorobencimidazol-5-carboxilato de metilo, el intermediario requerido 8.

Para preparar 12, el precursdr 8 se trat6 con un equivalente de CHs;l en medio basico,
procedimiento por el cual la metilacion selectiva del azufre llevé al 6-cloro-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9), el cual se sometié a una hidrdlisis alcalina para dar el
acido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10). El acido 10 se traté con cloruro de

tionilo en exceso para dar el cloruro correspondiente, cloruro de 6-cloro-2-(metiltio)-1H-
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bencimidazol-5-carbonilo, el cual se traté con 2-aminotiazol y dio origen a la 6-cloro-2-(metiltio)-N-
(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (11). Finalmente, la nitracion de 11 con una
mezcla de anhidrido acético y acido nitrico fumante permitié6 obtener el compuesto esperado, 6-
cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (12), como mezcla de

tautémeros.

En la tercera etapa del trabajo sintético, el intermediario 8 se traté con 2 equivalentes de CHsl en
medio basico, lo que originé la mezcla de isdbmeros: 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de metilo (13) y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo
(14). Dichos isdbmeros se separaron por cromatografia en columna flash. A los isémeros 13 y 14,
por separado, se les sometié a la hidrélisis basica del éster para dar los correspondientes acidos
bencimidazdlicos: 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (15) y 5-cloro-1-metil-
2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilico (16). Posteriormente, cada acido por separado se trat6
con cloruro de tionilo y se obtuvieron los correspondientes cloruros de acido: cloruro de 6-cloro-1-
metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carbonilo y cloruro de  5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carbonilo. El posterior tratamiento de cada cloruro de acido con 2-aminotiazol dio
las carboxamidas correspondientes: 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-
5-carboxamida (17) y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(18). Finalmente, 17 y 18 se nitraron de igual forma que 11 y se obtuvieron las nitrocarboxamidas
1-metiladas:  6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5-carboxamida
(19) y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (20).

Esquema 1. Secuencia de sintesis para la preparacion del compuesto intermediario 8

COOH COOCH, © COOCH, COOCH,
d
COOCH, COOCH, COOCH,
H,C00C N c g ©
pe s ST SN
cl N NH,
H NH,
8 6 o

(a) (CH,),S0,, DMF/INaHCO,, calor; (b) H,, Ni-Raney, MeOH; (c) Ac,0; (d) HNO,, 5°C;
(e) NaOH/MeOH: (f) H,, Ni-Raney, MeOH/ACOEL; (g) CS,, EtOH, H,0, KOH, calor.
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Esquema 2. Secuencia de Sintesis de la Formaciéon del Compuesto 12

H,C00C N H,CO0C N , HOOC A~ N
a
j@[ H—sH —— j@: H—scH, — :@i S—scH,
N N N

Ci Cl
H H H
8 9 10

__</\N o) </\N )
ON SJ\NJ N d SJ\N N
H H—scH, ~—— H S—scH,
- Cl N Ci N
H H
12 11

(a) 1 eq. CH,l/KOHac, EtOH; (b) KOH/MeOH; (c) SOCI,, 2-Aminotiazol, Acetonitrilo, NaHCO,;
(d) HNO,, Ac,0.

Esquema 3. Secuencia de sintesis para obtener los compuestos 19 y 20
Ri N | Ry N
J@i — a,b,c,d ;@[ N —scr
N N
R \ \

2 R2
CHy - CHg

8a: R, =COOCH,, R, =Cl

13: R, = COOCH,, R, =Cl
8b: R, =Cl, R,= COOCH,

14: R, = Cl, R, = COOCH,
15: R, = COOH, R, =ClI
N Q 16: R, =Cl,R,= COOH
TAG = 2-Tiazoflaminocarboni [ )\ )\\ 17: R, =TAC,R, =Cl
S 18: R, =CI, R, =TAC

(o]
N 19: R, =5NO,TAC, R, =ClI
5-NO,TAC = 5-Nitro-2-tiazoitaminocarbonii / \
2 _ 02((8)\,)\ 20: R, = Cl, R, =5-NO,TAC

(a) 2 €q. CH,l, KOH, H,0, EtOH; (b) KOH, MeOH; (c) 1) SOCI,, 2) 2-aminotiazol, CH,CN, NaHCO,;
(d) HNO,, Ac,0.
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6.2. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD BIOLOGICA
6.2.1. Evaluacion in vitro de la actividad antiprotozoaria contra G. intestinalis

El ensayo biologico para la determinaciéon de la actividad antiprotozoaria se llevdé a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del IMSS, Centro
Médico Siglo XXI, bajo la direccion de la Dra. Lilian Yépez Mulia. Para estos ensayos se siguio el
método descrito por Cedillo-Rivera y Mufioz (1992)**%°, con algunas modificaciones. Brevemente
se incubaron de 5x10* trofozoitos/mL de G. intestinalis a 37°C por 48 h con diferentes
concentraciones del compuesto prueba (0.5, 0.1, 0.050, 0.010, 0.005 pg/mL); paralelamente,
también se incubaron Albendazol, Metronidazol y Nitazoxanida a las mismas concentraciones
como controles positivos, asi como un control negativo donde sélo se incorporé el inéculo
correspondiente a 5x10* trofozoitos/mL con el disolvente utilizado (DMSO). Después de este
_periodo de tiempo, los trofozoitos se resembraron en medio de cultivo fresco y se incubaron a
37°C por 48 h. Al final de este periodo se contaron los trofozoitos y finalmente se analizaron los
datos por el método estadistico Probit.

6.2.2. Evaluacién in vitro de la actividad antiprotozoaria contra T. vaginalis

Para el ensayo de la actividad antiprotozoaria se llevé a cabo el mismo procedimiento que el
utilizado para G intestinalis, en el mismo Centro Médico. Se incubaron de 5x10* trofozoitos/mL de
T. vaginalis a 37°C por 48 h con diferentes concentraciones del compuesto prueba (0.5, 0.1, 0.050,
0.010, 0.005 pg/mL); paralelamente, también se incubaron Albendazol, Metronidazol y
Nitazoxanida a las mismas concentraciones como controles positivos, asi como un control negativo
donde sdlo se incorpord el inéculo- correspondiente a 5x10* trofozoitos/mL con el disolvente
utilizado (DMSO). Después de este periodo de tiempo, los trofozoitos se resembraron en medio de
cultivo fresco y se incubaron a 37°C por 48 h. Al final de este periodo, se contaron los trofozoitos y

finalmente se analizaron los datos por el método estadistico Probit.

36



R — Resultados y Discusion

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. RESULTADOS DE LA PARTE QUIMICA

En la Tabla 6 se presentan las constantes fisicas de los intermediarios y los productos finales
sintetizados en este trabajo asi como los rendimientos. En la Tabla 7 se resume las constantes
espectroscopicas de IR, RMN 'H y espectrometria de masas asi como las asignaciones

realizadas para cada compuesto.

Tabla 6. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados

EUACRRCACRRCRIGAELE

97.61 93.12

99.86 92.34

96.86

85.45 1148-1154f Tolueno | 0.38() I
|
80.67 138.9 — 139.7 Aoetato deetio || 0.72(1) I

92.13 -219.9—221 | Etanol I 0.64 (1)

0.23 ()

100.00
. 8554
98.92

I
I
]

83.63 86.58 Etanol - DMF

250.1-251 §
|

96.06

86.42 91.4-923 |
71.57 0.36 (1l
64.82. - 0.47 (IV)
86.35 Etanol ' 0.39(1)

93.83 125.6 - 127 Etanol

71.13

80.23

w
(=}
*

0.43(ll)

51.44 “92.1 252 — 253 Etanol 0.02()

92.28 90.47 300.8 - 301.1 Etanol 0.02(1)

-
N

Acetato de etilo

Acetato de etilo

58.35 275.7-276.7 | Etanol - DMF

33.15 259.6 —260.4 j| Etanol — DMF

50.14 307 — 308 0.46(1)

ENKRRRUCRRRARRNE

62.89 97.38 250 - 251 0.50(I)

67.87 0.30(1)

70.08 0.31(1)

*Obtenidos por cromatografia en columna flash.
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Tabla 7. Constantes espectroscépicas de los compuestos sintetizados.

COMPUESTO

SENALES

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

COOCH,

Qo

Espectro 1, IR: Pastilla (KBr) cm: 3099 (C-H
Aromatico), 2965 (-CHj), 1719 (C=0 de éster), 1527 y
1356 (Ar-NQO,), 1297 (C-O-C, de éster),

Espectro 2, RMN 'H: (TMS, CDCl,) ppm: 3.995 (s, 3H,
CHs; de éster); 7.978 (dd, J;=8.7, J,=0.3 Hz, 1H, H-6);
8.167 (dd, J;=8.7 Hz, J>=2.1 Hz, 1H, H-5); 8.317 (d,
J=2.1 Hz, 1H, H-3). :

Espectro 3, EM: IE/ID m/z: 215 (M+, 32%) 217 (M+2,
10%); 184 (M-31, 100%).

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

COOCH,

Qo

Espectro 4, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3426 y 3336 (Ar-
NH>), 3221 (C-H Aromatico), 2951 (-CHs), 1702 (C=0 de
éster), 1264 (C-O-C, de éster).

Espectro 5, RMN 'H: (TMS, CDCls) ppm: 3.714 (s, 3H,
CH; de éster); 6.171(sa, 2H, int. con D,0, NH,); 6.496
(dd, J;=8.7 Hz, J,=2.4 Hz, 1H, H-5); 6.617 (d, J=2.4 Hz,
1H, H-3); 7.626 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-6).

Espectro 6, EM: IE/ID mv/z: 185 (M+, 55%); (M+2, 18%);
154 (M-31, 100%).

-Acetamldo 2-clorobenzoato de metilo (4)
COOCH,

2.

Espectro 7, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3308 (NH), 3106 (C-
H Aromatico), 2947 (-CH,), 1724 (C=0 de éster), 1678
(C=0 de amida), 1592 (N-C=0), 1251 (C-O-C, de éster).

Espectro 8, RMN H: (TMS, CDCIl3) ppm: 2.208 (s, 3H,
CH3CO); 3.910 (s, 3H, CH; de éster); 7.499 (dd, J,=8.7
Hz, J,=2.1 Hz, 1H, H-5); 7.713 (d, J=1.8 Hz, 1H, H-3);
7.791 (sa, 1H, int. con D,O, -NH-); 7.841 (d, J=8.4 Hz,
1H, H-6).

Espectro 9, EM: IE/ID m/z: 227 (M+, 39%); 229 (M+2,
13%); 185 (M-42, 68%); 154 (M-73, 100%).

4-Acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato
metilo (5)

de

COOCH,

s

Espectro 10, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3343 (R-NH-C=0),
3123 (C-H Aromético), 2952 (-CHs), 1732 (C=0O de
éster), 1529y 1335 (Ar-NO,), 1230 (C-O-C de éster).

Espectro 11, RMN 'H: (TMS, CDCl;) ppm: 2.337 (s, 3H,
CH,CO); 3.963 (s, 3H, OCHj; de éster); 8.824 (s, 1H, H-
3); 9.054 (s, 1H, H-6); 10.523 (s, 1H, int. con D,0O, -NH-).

Espectro 12, EM: IE/ID m/z: 272 (M+, 17%); 274 (M+2,
26%); 230 (M-42, 100%), 226 (M-46, 17%).
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4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo

(6)
COOCH,
Cl

NO

NH,

Espectro 13, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3453 y 3348 (Ar-
NH,), 3245 (C-H Aromatico), 2950 (-CHj), 1707 (C=0 de
éster), 1627 (-NH,), 1534 (Ar-NO;), 1369 (C-O-C de
éster).

Espectro 14, RMN "H: (TMS, acetona-ds) ppm: 3.856 (s,
3H, CHj; de éster); 7.218 (s, 1H, H-3); 7.562 (sa, 2H, int.
con D50, -NH,); 8.705 (s, 1H, H-6).

Espectro 15, EM: IE/ID m/z: 230 (M+, 77%); 232 (M+2,
24%), 199 (M-31, 100%).

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

COOCH,
Cl

NH
NH

Espectro 16, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3403.55 y 3324.89
(Ar-NH,), 3081.16 (C-H, Aromatico); 2952 (-CHa),), 1716
(C=0 de éster), 1362 (C-O-C, de éster), 1534.07 (Ar-
NQO,), 1641.09 (-NH,).

Espectro 17, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.704 (s,
3H, CH; de éster); 4.782 (sa, 1H, int. con D,0O, -NHy);
5.487 (sa, 1H, int. con D0, -NH,); 6.537 (s, 1H, H-3);
7.104 (s, 1H, H-6).

Espectro 18, EM: IE/CG m/z: 200 (M+, 100%), 202
(M+2, 33%); 169 (M-31, 90%).

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

H,CO0C N
\%SH
N

H

Cl

Espectro 19, IR: Pastilla (KBr) cm: 3241 (Ar-NH-R), '
3042 (C-H Aromatico), 2912 (-CH,), 1704 (C=0O de
éster), 1632 (C=N), 1253 (C=S), 1182 (C-O-CH; de
éster).

Espectro 20, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 3.827 (s,
3H, CH; de éster); 7.216 (s, 1H, H-7); 7.522 (s, 1H, H4);
12.898 (s, 2H, int. con D,0, N-H, de la tiona).

Espectro 21, EM: IE/ID m/z: 242 (M+100%); 244 (M+2,
37%); 211 (M-31, 72%).

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

H,CO0C

Cl

N
H—scH,
N
\

H

Espectro 22, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3319 (Ar-NH-R),
2839 (-CHj3), 3010 (C-H Aromatico), 1710.04 (C=0 de
éster), 1624.49 (C=N), 1292 (S-CH3), 1186.85 (C-O-C
de éster).

Espectro 23, RMN 'H: (TMS, CDCly) ppm: 2.712 (s, 3H,
-SCH,); 3.839 (s, 3H, CH; de éster); 7.571 (s, 1H, H-7);
7.870 (s, 1H, H-4); 8.255 (s, 2H, int. con D0, N-H).

Espectro 24, EM: [E/ID m/z: 256 (M+,100%): 258 (M+2,
36%); 225 (M-31, 66%).
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Acido  6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-
S-carboxilico (10)

HOOC

Cl

N
D—scH,
N
\

H

Espectro 25, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3497 (Ar-NH-R),
3257.84 (C-H Aromatico), 2933 (-CH3), 2464.96 (HOOC-
), 1706 (C=0); 1617.45 (C=N).

Espectro 26, RMN 'H: (TMS, DMSO-d¢) ppm: 2.695 (s,
3H, -SCH3); 7.548 (s, 1H, H-7); 7.853 (s, 1H, H-4);
12.953 (sa, 2H, int. con D,0O, O-H de acido y NH).
Espectro 27, EM: IE/ID mv/z: 242 (M+, 100%), 244
(M+2, 34%), 209 (M-33, 65%).

6-Cloro-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (11)

0O

7
s)\NJ EC[N
H —scH,
cl N
H

Espectro 28, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3109 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromatico), 2849 (-CHj3), 1665 (C=0
de amida).

Espectro 29, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.702 (s,
3H, -SCH5); 7.289 (sd, 1H, H-4"); 7.524 (sd, 1H, H-5");
7.595 (s, 1H, H-7); 7.670 (s, 1H, H-4); 12.632 (sa, 1H,
int. con D,O, N-H de amida).

Espectro 30, EM: IE/ID nvz: 324 (M+, 0.7%); 326 (M+2,
0.11%); 289(M-35, 70%); 225 (M-99,100%).

6-Cloro-2-(metiltio}-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-
1H-bencimidazol-5-carboxamida (12)

N O
OZN’</S\ N N
N S—scH,
cl N
H

Espectro 31, IR: Pastilla (KBr) ecm™: 3112 (Ar-NH-R),
>3000 (C-H Aromatico), 1724 (C=0O de amida), 1539.75
y 1352.51 (Ar-NOy), 1303 (S-CHa).

Espectro 32, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.636 (s,
3H, -SCHj3); 7.940 (s, 1H, H-4); 7.863 (s, 1H, H-7); 8.698
(s, 1H, H-4’); 12.995 (s, 1H, int. con D;O); 13.084 (s, 1H,
int. con D,0); 13.746 (sa, 1H, int. con D>O, N-H de
amida). Mas ofras sefales colrespondientes a
impurezas: 2.719 (s, 3H); 2.860 (s, 3H); 2.879 (s, 3H).

Espectro 33, EM: FAB+1 m/z: 370 (M+1, 7.5%); 225 (M-
145, 40%); 154 (100%).

6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (13)

H,CO0C N
H—scH,
\

Cl
' CH,

Espectro 34, IR: Pastilla (KBr) cm™. 3001 (C-H
Aromatico), 2928 (-CHj), 1724 (C=0O de éster), 1620
(C=N), 1237 (C-O-C de éster).

Espectro 35, RMN 'H: (TMS, CDCl;) ppm: 2.748 (s, 3H,
SCHa); 3.690 (s, 3H, NCH3); 3.867 (s, 3H, CH; de éster);
7.757 (s, 1H, H-7); 7.963 (s, 1H, H-4).

Espectro 36, EM: IE/ID m/z: 270 (M+, 100%); 272 (M+2,
38%); 239 (M-31, 47%). -
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5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxilato de metilo (14)

Espectro 37, IR: Pastila (KBr) cm™: >3000 (C-H
Aromatico), 2925 (-CHs), 1722 (C=O de éster), 1616
(C=N), 1269 (C-O-C de éster).

CH3 Espectro 38, RMN H: (TMS, CDCls) ppm: 2.784 (s, 3H,
H3COOC N/ SCH3); 3.700 (s, 3H, NCHa3); 3.875 (s, 3H, CHj de éster);
7.977 (s, 1H, H-7); 7.684 (s, 1H, H-4).
)—SCH,
cl N Espectro 39, EM: IE/ID m/z: 270 (M+, 100%); 272 (M+2,
36%); 239 (M-31, 47%).

_ Espectro 40, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3450 (HO-), >3000
Acndq _ 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H- | (C-H Aromatico), 2933 y 256 (-CH;), 1699 (C=0),
bencimidazol-5-carboxilico (15) 1613.95 (C=N), 1255 (S-CHa).

HOOC N Espectro 41, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 2.719 (s,
N\ 3H, SCHjy); 3.662 (s, 3H, NCHy); 7.703 (s, 1H, H-7),
>*SCH3 7.929 (s, 1H, H4); 13.191 (sa, 1H, int. con D,0O, O-H de

Cl N\ acido).
'CH3 Espectro 42, EM: IE/ID m/z: 256 (M+, 100%); 258 (M+2,
36%); 223 (M-33, 66%).

) Espectro 43, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3433 (HO-), >3000
Ac:d(_> _ 5—cloro-1-meti|—2-metiltio—1H— (C-H Aromatico), 1479 (-CHa), 1699 (C=0), 1614 (C=N),
bencimidazol-6-carboxilico (16) 1350 (C-O-H), 1266 (C-S).

CH3 Espectro 44, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 2.723 (s,

HOOC / 3H, SCHj3); 3.679 (s, 3H, NCHgy); 7.629 (s, 1H, H4),

: N 7.950 (s, 1H, H-7); 13.109 (sa, 1H, int. con DO, O-H de
/>*SCH3 acido).
Cl . N Espectro 45, EM: |IE/ID m/z: 256 (M+, 100%); 258 (M+2,

36%); 223 (M-33, 60%).

6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-
il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (17)

%
S N N
HJ:@[ S—scH,
Cl N
CH,

Espectro 46, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3422 (NH- de
amida), 3084 (C-H Aromatico), 2930 (-CHs), 1665 (C=0
de amida), 1307 (Ar-N-R).

Espectro 47, RMN 'H: (TMS, DMSO-dg) ppm: 2.733 (s,
3H, -SCHj3); 3.695 (s, 3H, NCH5); 7.250 (d, J=3.3 Hz, 1H,
H-4"), 7.505 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-5'); 7.750 (s, 2H, H-4, H-
7); 12.572 (sa, 1H, int. con D,O, N-H de amida).

Espectro 48, EM: FAB+1 n/z; 339 (M+1, 33%).
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5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-
il}-1H-bencimidazol-6-carboxamida (18)

LI
ST N 1]@[ )—SCH,
Cl N

Espectro 49, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3406 (NH- de
amida), 3057 (C-H Aromatico), 2928 (-CHs), 1679 (C=0
de amida), 1308 (Ar-N-R).

Espectro 50, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.745 (s,
3H, -SCH,); 3.701 (s, 3H, NCH,); 7.300 (d, J=3.6 Hz, 1H,
H-4'); 7.587 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-5); 7.700 (s, 1H, H-4);
7.882 (s, 1H, H-7); 12.602 (sa, 1H, int. con D,O, N-H de
amida).

Espectro 51, EM: FAB+1 m/z: 339 (M+1, 100%).

6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(19)

/ N 0O
OZN‘”(S\J\NJ N
Ho | D—scH,
Cl N
CH,

Espectro 562, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3417 (NH- de
amida), 3135 (C-H Aromatico), 2927 (-CHj3), 1671 (C=0
de amida), 1540 y 1350 (A-NO,), 1308 (Ar-N-R).

Espectro 53, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.748 (s,
3H, -SCH,); 3.716 (s, 3H, NCHj); 7.890 (s, 1H, H-4);
7.839 (s, 1H, H-7); 8.696 (s, 1H, H-4'); 13.664 (sa, 1H,
int. con D,O, N-H de amida).

Espectro 54, EM: FAB+1 m/z: 384 (M+1, 18%).

5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-
tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(20)

Espectro 55, IR: Pastilla (KBr) cm™: 3387 (NH- de
amida), >3000 (C-H Aromaético), 2927 (-CH,), 1672.16
(C=0 de amida), 1539.52 y 1337.54 (Ar-NO,), 1303.21
(Ar-N-R).

Espectro 56, RMN 'H: (TMS, DMSO-ds) ppm: 2.763 (s,
3H, -SCHs); 3.717 (s, 3H, NCHa); 7.759 (s, 1H, H-4);
7.990 (s, 1H, H-7); 8.701 (s, 1H, H4); 13.652 (sa, 1H,
int. con D,O, N-H de amida).

OZN{%JEC .
H ,)—SCH,
Cl N

Espectro 57, EM: FAB+1 m/z: 384 (M+1, 10%).

Para la obtencion del compuesto 12, se parti6 del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1), el
cual se esterificé con sulfato de dimetilo en medio basico, una reaccién rapida y con altos
rendimientos. El cambio estructural fue faciimente identificado a través de la espectroscopia de
RMN 'H, donde se demostré la presencia del metilo de éster por un singulete a 3.995 ppm. La
espectrometria de masas confirmé la masa molecular del compuesto con m/z de 215 (32%), asi
como el fragmento de m/z 184 que correspondio a la pérdida del -OCH; que origind el pico base

del espectro.

La hidrogenacion catalitica del éster 2, empleando Ni-Raney como catalizador a temperatura
ambiente, dio origen a la amina correspondiente con un buen rendimiento del producto crudo. La

seleccion del catalizador fue un aspecto importante para la preparaciéon de este compuesto, ya que
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se ha visto que al usar Pd/Carbono se promueve la eliminacion del cloro de la posicion 2, por ser
este catalizador muy agresivo. El andlisis espectroscopico de IR mostré las dos bandas amplias a
3426 y 3336 cm™' caracteristicos del grupo amino. La espectroscopia de RMN 'H mostr6 una sefial
amplia a 6.171 ppm que integré para 2H y desaparecié cuando se intercambié con D,O; esta sefal
se asigné a la amina primaria. El espectro de masas mostrd el ion molecular con m/z 185 (55%)
concordante con la masa molecular esperada, también se observod la sefal de M+2 con una
abundancia relativa del 18%, debida a la presencia del cloro y un pico base de m/z 154 (M'-31)
generado por |a pérdida del -OCHs.

La acetamida 4 se obtuvo a partir de 3 mediante la adicion de anhidrido acético a temperatura
ambiente. Esta reaccion procedio rapidamente dando muy buenos rendimientos. El espectro de IR
mostré, ademas del carbonilo del éster a 1724 cm™, una banda caracteristica del carbonilo de la
acetanilida a 1678 cm™. El espectro de RMN 'H mostré un singulete a 2.208 ppm que integré para
3H, correspondiente al metilo de la acetanilida, asi como una sefial amplia a 10.38 ppm
caracteristica del N-H de la acetanilida, la cual desaparecio cuando se hizo el intercambio con
D;0. En el espectro de masas se observé el ion molecular con una relacién m/z de 227 (39%) que
correspondié a la masa molecular. El pico base del espectro aparecié en una relacion m/z de 154

generado a partir de la pérdida del acetilo de la amida y del -OCH; del éster.

El siguiente paso fue la nitracién de la acetamida 4, la cual se realizé por adicién directa del acido
nitrico sobre la acetanilida disuelta en H,S0,4 entre 0 y 5°C. En estas condiciones se obtuvo muy
poca formacion del isomero nitrado en la posicién 3, el cual se elimind mediante cristalizaciéon
fraccionada con AcOEt dando un buen rendimiento para el producto esperado (5). El IR mostré las
bandas caracteristicas del grupo nitro en 1529 y 1335 cm'. En el analisis espectroscopico de RMN
'H se comprobé el cambio estructural por la pérdida del sistema ABX, apareciendo unicamente
dos senales simples a 8.824 y 9.054 ppm correspondientes a los hidrégenos H-3 y H-6,
respectivamente. El espectro de masas mostré el ion molecular con m/z 272 (17%) confirmado por
la pérdida del grupo nitro por el fragmento de m/z de 226; ademas el pico base del espectro fue el

fragmento con m/z de 230, que equivale a la molécula cuando se ha roto el enlace de la
acetanilida.

La hidrolisis basica de la acetamida 5, a temperatura ambiente, produjo el compuesto 4-amino-2-
cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) con un buen rendimiento. El espectro de IR mostré dos bandas
intensas en 3453 y 3348 cm” cormrespondientes a la amina primaria y la desaparicion de las

bandas de C=0 de amida a 1678 cm™1. En el espectro de RMN 'H, la presencia de la amina se
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comprobé por un singulete amplio a 7.562 ppm, la cual desapareci6 cuando se realizo el
intercambio con D,0; asi como la presencia de un singulete a 3.856 ppm, que integrd para 3H,
probo la presencia del grupo éster no hidrolizado. La espectrometria de masas sefal6 la presencia
del ion molecular con m/z de 230 (77%) y un pico base con una relacion m/z de 199 (M+-31). La
facil hidrélisis del acetamida demostré la influencia del grupo NO, en orfo aumentando la

electrofilia del C=0 de la acetamida.

La diamina 7 se obtuvo a través de la reduccién catalitica del grupo nitro a temperatura ambiente;
ésta se proceso rapidamente para evitar su oxidacion, por lo que inmediatamente se someti6 a la
siguiente reaccion. Una muestra se separé para hacer andlisis espectroscépico. En el IR se
observé la desaparicion de las bandas del grupo nitro a 1529 y 1335 cm™. En el espectro de RMN
'H, las dos sefales aisladas a 4.782 y 5.487 ppm que integraron para 2H cada una, que ademas
desaparecieron al realizar el intercambio con D,O; demostré la presencia de las dos amina
primarias. En espectrometria de masas el ion molecular con m/z de 200 correspondi6 al pico base

del espectro y a la masa molecular del compuesto.

El 2-mercaptobencimidazol 8 se obtuvo a través de la ciclocondensacién de la o-feniléndiamina 7
con disulfuro de carbono en medio basico, tomandose en cuenta que el proceso de formacién del
xantato de etilo se realizé en el mismo medio de reaccion. La temperatura por debajo de 65°C y el
pH de 9 fueron importantes para evitar la hidrélisis del éster. El espectro de IR mostré unas
sefales a 3241 cm™ correspondiente al enlace N-H del anillo de imidazol, y una banda de mediana
intensidad a 1253 cm™ que se asigné al grupo C=S de la forma de tiona. En el espectro de RMN
'H los singuletes a 7.216 ppm y 7.522 ppm correspondieron a los protones aromaticos H-7 y H-4
respectivamente; y la sefial simple a 12.898 ppm que integré para dos hidrégenos y desaparecio
con el intercambio con D,O, comprobé los hidrogenos unidos a nitrégenos en posicion 1,3 del
anillo de bencimidazol, cuando se encuentra en forma de tiona. El espectro de masas mostro el ion
molecular con m/z de 242 que correspondi6 al pico base del espectro, ademas de la sefial M+2
con una abundancia del 37%, indicativo de los efectos sumados de los isétopos cloro y azufre para

este compuesto.

La metilacion del tiol 8 con un equivalente de yoduro de metilo en medio basico, a bajas
temperaturas para evitar la metilacién en el NH del anillo de bencimidazol, dio origen al compuesto
9. El espectro de IR revel6 la presencia de una banda de intensidad débil a 3319 cm™ sefalando la
presencia del enlace N-H del bencimidazol, asi como la banda correspondiente a los enlaces C-H

de tipo alifatico se observé a 2839 cm™. En el espectro de RMN 'H la sefial a 2.712 que integré
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para 3H, comrespondio al metilo unido a azufre; se observaron también los singuletes a 7.571 y
7.870, ppm que integraron para un hidrogeno, correspondientes a los hidrégenos H-7 y H-4
respectivamente del anillo bencimidazdlico; ademas, a 3.839 ppm, un singulete caracteristico del
grupo carbometoxi. En el espectro de masas se comprobé la masa molecular del compuesto por el

idn con m/z de 256, que también ongind al pico base del espectro.

El acido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10) se obtuvo mediante hidrolisis
basica a 60 — 65°C de 9. El espectro de IR mostré una banda amplia a 2464 cm™ que comprobé el
grupo hidroxilo del acido; asi mismo se observd una banda intensa caracteristica del carbonilo del
grupo COOH a 1706 cm™. El espectro de RMN 'H mostré un singulete amplio a 12.953 ppm
correspondiente al OH del grupo COOH y que desapareci6é cuando se le realizo el intercambio con
D,0. E! espectro de masas mostro el idn molecular con m/z de 242 y correspondid al pico base del
mismo;, ademas se comprobd la presencia del sulfuro por el fragmento nvz 209 (M*-33),

caracteristico de sulfuros aromaticos.

La sintesis de la carboxamida 11 se obtuvo a partir del 4cido obtenido en la reaccién antenor, via
la_formacion del cloruro de acido correspondiente con cloruro de tionilo a 60 — 65°C, el cual
posteriormente se hizo reaccionar con el 2-aminotiazol para formar la carboxamida con un
rendimiento del 75%. En el espectro de IR se observé una banda a 1665 cm”, la cual se asigno al
grupo carbonilo de amida. En el espectro de RMN *H aparte de los singuletes a 7.670 y 7.595
ppm, correspondientes a los hidrégenos H<4 y H-7 del anilio bencimidazélico, aparecieron dos
dobletes a 7.518 y 7.295 ppm con J=3.6 Hz que integraron para un hidrégeno, correspondientes a
los hidrogenos H-4' y H-5’ respectivamente del anillo de tiazol; ademas, una sefial aislada a 2.702
para grupo metiltio y una sefal débil a 12.632 correspondiente al hidrégeno del grupo N-H de la
carboxamida, la cual desaparecié cuando se hizo el intercambio con D,O. E| espectro de masas
mostro el ion molecular poco estable con una relacién m/z de 324 y una abundancia del 0.7%: el
fragmento de m/z 225 correspondié al pico base, caracteristico de la pérdida del aminotiazol por
ruptura del enlace carboxamida.

La carboxamida 11 se nitr6 con HNO; fumante y anhidrido acético entre 40 — 50°C, dando el
producto 6—cloro-2-(metiltio)—N—(S-nitro~1,3-tiazo|-2—il)—1H—bencimidazol-s-carquamida {12). E!
espectro de IR mostrd las bandas caracteristicas del grupo nitro en 1539 y 1352 ¢cm™. En el
espectro de RMN *H se observaron los singuletes a 7.940 y 7.863 ppm que integraron para un
hidrébgeno respectivamente, correspondiendo a los hidrégenos H4 y H-7 del anillo

bencimidazélico, una sefal desplazada a campo bajo a 8.698 ppm que integré para un hidrégeno,
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correspondiente al H-4' del anillo de tiazol, o que evidencié la presencia del grupo nitro en la
posicion 57 sin embargo, se observé también un singulete a 8.172 ppm que no se pudo asignar a
ningun proton en particular, se observé un singulete a 2.719 ppm que integr6 para 3 hidrégenos,
caracteristicos del grupo metiltio; ademas, un singulete amplio a 13.746 correspondiente al
hidrégeno del grupo N-H de la carboxamida; también se observé un singulete mas a 2.879 ppm,
que integré para 3 hidrogenos del grupo metiltio; lo cual nos hace suponer que el producto
obtenido tal vez sea una mezcla del compuesto 12 y la carboxamida dinitrada en las posiciones 4y
5 del anillo de tiazol. El espectro de masas se determiné por la técnica de ionizacion FAB+ dada la
baja estabilidad del ion molecular, en este espectro se observé el ion molecular a 370
correspondiente al M+1 caracteristico de esta técnica, ademas, se observé un ion de m/z= 415 con
un abundancia del 4%, el cual corresponde al M+1 del producto dinitrado; asi como un ion de m/z=
369 que corresponderia a la pérdida de un grupo nitro. La formacion del compuesto dinitrado se
debidé posiblemente a Iés condiciones de reaccién de nitracion, ya que se calentd entre 40 — 50°C

durante la reaccion.

Para la obtencion de las carboxamidas 1-metiladas, 19 y 20 (Esquema 3), el compuesto 8 se
dimetilé con dos equivalentes de yoduro de metilo en medio basico; se obtuvo una mezcla de
isébmeros (13 y 14) debido al efecto tautomérico intrinseco del anillo bencimidazoélico. La mezcla se
separé mediante la técnica de Cromatografia én Columna Flash.* El compuesto de Rf mayor (14)
se obtuvo en un 30%, mientras que el de Rf menor (13) con 44%. Ambos isémeros presentaron
espectros muy parecidos, en el IR se observo la banda del carbonilo del éster a 1724 (14) y 1722
cm™' (13); ademas, una banda muy intensa a 1237 (13) y 1269 ¢m™ (14) asignada a la vibracién
del CH;-S y CH3-N. En el espectro de RMN 'H se observaron las sefales simples que integraban
para 3H cada uno a 2.748, 3.690 y 3.867 ppm, para el compuesto 13y a 2.784, 3.700 y 3.875 ppm
para el compuesto 14, comrespondientes a los CH; unidos a S, N y O respectivamente. La
espectrometria de masas comprob6 la masa molecular de ambos isémeros por el ion molecular a
270 que también originé el pico base de ambos espectros; ademas, la alquilacion del compuesto

se demostré por el ion m/z 239 (M*-31), correspondiente a la pérdida de un metilo.

Para confimar la estructura de estos compuestos y diferenciarfos uno de otro, se recurrié al
experimento NOE diferencial de RMN (andlisis unidimensional), donde se mostré la correlacion del
H-7 (7.764 ppm) del anillo aromatico con el N-metilo (3.690 ppm) en el caso del isébmero 1-metil,5-
carboxilato de metilo y la correlacion del H-7 (7.977 ppm) con el N-metilo (3.701 ppm) en el
isémero 1-metil,6-carboxilato de metilo, como se muestra en las Figuras 26 y 27. Ademas la CCD

corrobor6 que los compuestos obtenidos por columna fueron diferentes entre si.
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Figura 26. Espectro de NOE diferencial del compuesto 13.
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Figura 27. Espectro de NOE diferencial del compuesto 14.

La tecnica de NOE diferencial, es un andlisis unidimensional que consiste en irradiar
selectivamente a una cierta frecuencia una de las sefales de H de interés del espectro onginal, a
tal grado que dicha sefial desaparezca, provocando que los H cercanos que estén interaccionando

con este aparezcan en este nuevo espectro y tengan un desplazamiento similar al del espectro
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original, indicando que hay una relacion directa entre estos 2H. De esta manera se pudo

determinar con mayor precision la identificacion de cada isémero.

Los acidos carboxilicos 15 y 16, por separado, se obtuvieron mediante hidrdlisis basica a 65 —
75°C de los ésteres 13 y 14. El IR para mostré bandas intensas en 3450 (15) y 3433 cm™ (16)
caracteristicas del grupo HO- del acido carboxilico, asi como sefiales en 1699 cm” (15 y 16)
correspondientes al grupo C=0 de los acidos. En el espectro de RMN 'H se comprobd la presencia
del acido se comprobo por una singulete débil a 13.191 ppm (15) y 13.109 ppm (16), la cual
desaparecio en el intercambio con D,O; Gnicamente se observaron dos singuletes a 2.719 y 3.662
ppm para 15, 2.723 y 3.679 ppm para 16, integrando para 3H cada uno, correspondientes a los
CHj; unidos a S y N. En la espectrometria de masas, la presencia del ion molecular n/z de 256,

correspondid al pico base, asi como a la masa molecular del compuesto para ambos isémeros.

Las carboxamidas 6-c|oro—1—metil-2-(meti|tio)-N—_(1,3-tiazol-2-i|)-1H-bencimidazol-5—carboxamida
(17) y 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (18) se
obtuvieron a partir de los acidos 15 y 16 respectivamente. Los acidos por separado se hicieron
reaccionar con cloruro de tionilo a una temperatura de 65 — 70°C para formar el cloruro del acido,
para posterormente hacerlo reaccionar con el 2-aminotiazol y obtener la carboxamida
correspondiente (17 y 18). El espectro de IR péra ambas carboxamidas presentd bandas intensas
a 3422 (17) y 3406 cm™ (18) caracteristicas del grupo carboxamido (-HN-C=0). La RMN 'H revel6
la presencia de una banda de baja intensidad en 12.572 ppm en 17 y 12.602 ppm en 18, que
integré para 1H del N-H de la amida, la cual desaparecié después del intercambio con D,O; ambos
compuestos presentaron dos dobletes en 7.250 y 7.505 ppm (17) con J=3.6 Hz, 7.300 y 7.587 ppm
(18) con J=3.6 Hz, correspondientes a los hidrégenos H-4’ y H-5" respectivamente del anillo de
tiazol; los dos hidrégenos del bencimidazol aparecieron en 7.750 ppm para el compuesto 17
como una senal simple que integré para 2H, y dos singuletes en 7.700 y 7.882 ppm para 18. En el
Espectro de Masas, determinado en la modalidad de FAB, se observo el ion molecular con una
relacion m/z de 339 M+1 y una abundancia de 33% para el isomero 17, y del 100% para el

isdbmero 18, que correspondié a la masa molecular esperada.

Finalmente, para obtener los dos Ultimos compuestos, se hicieron reaccionar, por separado, las
carboxamidas 17 y 18 con acido nitrico fumante en anhidrido acético, a una temperatura de 40 —
50°C, dando los productos finales nitrados en la posicion 5 del anillo de tiazol (isémeros 19 y 20).
Para comprobar que realmente fueran los compuestos deseados se recurrio a las técnicas

espectroscopicas y espéctrométricas anteriores. En el espectro de IR para el isémero 19, 6-cloro-
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1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida, asi como para el
isomero 20, 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-6-carboxamida,
se observaron las bandas caracteristicas al grupo nitro en 1540 y 1350 cm™ (19); 1539y 1337 cm’™
(20). En el espectro de RMN 'H se observaron los singuletes en 7.890 y 7.839 ppm para 19, para
20 en 7.759 y 7.990 ppm, que integraban para un hidrégeno, correspondientes a los hidrégenos H-
4 y H-7 respectivamente del anillo bencimidazélico; las sefales simples a 8.696 ppm (19) y 8.701
ppm (20), que integraban para un hidrégeno, correspondieron at hidrégeno H-4 del anillo de tiazol,
lo que evidencié la presencia del grupo nitro en la posicién 5 y una sefial débil a 13.664 ppm (19) y
13.652 ppm (20) integré para 1H correspondiente al hidrogeno del grupo N-H de la carboxamida, la
cual desaparecié en el intercambio con.D,0. En el espectro de masas se observo el ion con una
relacion m/z de 384 y una abundancia relativa del 18% (19) y 10% (20), que correspondio a la

masa molecular esperada (M+1).

Finalmente, para asignar correctamente las sefiales correspondientes a estos compuestos se

realizé el experimento NOE diferencial para los isémeros 19 y 20 (Figuras 28 y 29).

~7.839

5.716

Figura 28. Espectro de NOE diferencial del compuesto 19.
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Figura 29. Espectro de NOE diferencial del compuesto 20.

ppm

Como se observa, el Espectro 28 mostré la correlacion del grupo metilo de la posicion 1 (3.716

ppm) con el hidrégeno de la posicion 7 de! anillo bencimidazélico (7.839 ppm), obtenieéndose al

compuesto que guarda relacion 1,5 con respecto a la amida. De la misma forma, en el espectro 29,

se observa la correlacion que existe entre el grupo metilo de la posicion 1 (3.717 ppm) y el

hidrégeno de la posicién 7 del anillo bencimidazélico (7.991 ppm), dando el compuesto 1,6
respecto a la amida.

Para establecer la metodologia para la obtencion de las carboximadas 12, 19 y 20 a partir de sus

acidos se estudié en primer lugar |la formacion de 12, La Tabla 8 resume el estudio realizado para

la obtencion de la amida precursora 11 y la Tabla 9, los experimentos que se llevaron a cabo para

la reaccion final de nitracién para obtener el compuesto final 12.

Tabla 8. Ensayos de sintesis de la carboxamida 11.

Formacion del

Formacion de la

Tiempo de reaccion para la

Rendimiento Pureza
Cloruro de Acido Carboxamida formacién del dloruro de acido
Tolueno, SOCI, Acetona, NaHCO,, 2-
) 24 h 6.3% Impuro
(6 eq). aminotiazol,
Benceno, SOCI, Acetona, NaHCQO;, 2-
L 36 h 16.56 % Impuro
(6 eq). aminotiazol.
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Carbonildiimidazol DMF, NaHCO;, 2- |
o 24 h 2.98 % Puro
(CDI), acetonitrilo aminotiazol. : :
]

Acetonitrilo, NaHCO3, 2-
SOCI; (6 eq.) _ 4 h 75.19 % Puro
aminotiazol.

La reaccion de la formacion de la carboxamida 11 en tolueno procedi6 lentamente, debido a que
nunca hubo una mezcla homogénea, lo que provocdé que la reaccion no se llevara a cabo
eficientemente. Después de 24 horas se observé la formacion de un producto diferente al acido
materia prima y al cloruro del acido; por lo que se detuvo la reaccion, destilando el exceso de
cloruro de tionilo con tolueno para posteriormente formar la amida en acetona, pero debido a Io
anterior, el rendimiento de la carboxamida 11 fue muy bajo (6.3%) y el producto presentd
impurezas dificiles de eliminar. Cuando se cambio el disolvente por benceno se obtuvieron

resultados semejantes y el tiempo de reaccion de formacion del cloruro de acido aumenté a 36 h.

En el tercer ensayo se utilizé N, N-carbonildiimidazol (CDI) como agente acoplante, la reaccion fue
lenta por la baja solubilidad de 10 en acetonitrilo. Después de 24 horas alin con la presencia del
acido materia prima, el producto se hizo reaccionar con el 2-aminotiazol en dimetilformamida. Esta
vez se obtuvo un producto mas limpio, pero con un rendimiento mucho mas bajo que el de las dos

reacciones anteriores (2.98%).

Finalmente se decidi6 hacer reaccionar el acido carboxilico directamente con 6 equivalentes de
cloruro de tionilo, sin disolvente, observandose que la formacion del cloruro del acido procedi6 en
un tiempo de 3 - 4 horas con consumo total del &cido y ningun otro producto secundario, lo que
permitié formar la carboxamida en acetonitrilo, dando el compuesto 11 puro y con un rendimiento

del 75.19%. Este procedimiento se sigui6 para la obtencién de las amidas 17 y 18.

Con respecto al estudio de la reaccion de nitracion se ensayaron varios métodos que se muestran

en la Tabla 9.

Tabla 9. Ensayos de nitracion para obtener el compuesto 12.

. Agente Tiempo de Temperatura o
Disolvente ) ) Rendimiento Pureza
Nitrante Reaccién (°C)
. . Acido nitrico Mezcla de
Acido sulfurico 12 h. -5-0°C 45 % N
conc. isomeros
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Acido acético, Acido nitrico
8 h. 50 - 60°C 0% No se obtuvo
acetona. conc.
Anhidrido Acido nitrico Buena
L. 4 h. 40 - 50°C 80.24 %
acético. fumante. Pureza

Cuando se utilizé6 mezcla sulfonitrica, dada las fuertes condiciones, a pesar de que la reaccion se
hizo en frio se formé la mezcla de los isémeros nitrados en 5° y 4°, aun empleando un solo
equivalente de acido nitrico concentrado; la reaccion fue muy lenta (12 h) y no hubo consumo total

de la materia prima.

Se intenté disolver la materia prima en acido acético para suavizar las condiciones de la reaccién y
se agrego un solo equivalente de acido nitrico concentrado a temperatura ambiente; sin embargo,
fue necesario agregar acetona para tratar de homogeneizar el medio de reaccion. Al cabo de 3
horas no se observé reaccién, por lo que se calenté a 50-60° C sin ningiin avance. Esto se debi6 a
que el acido acético no es lo suficientemente fuerte para formar el ion nitronio en el medio para

llevar a cabo Ia nitracién.

El procedimiento que dio mejores resultados fue emplear como mezcla nitrante acido “nitrico
fumante/anhidrido acético, para lo cual se suspendi6 la amida 11 en el anhidrido acético y a esta
suspension se le agregé un equivalente de acido nitrico fumante, a temperatura ambiente. Cuando
la mezcla se calenté a 40 — 50°C se observé un progreso rapido de la reaccién. La reaccion se
complet6 en 4 horas y la CCD mostré una sola mancha. Este método de nitracion se empleé para
la obtencién de los hibridos 19 y 20. Desgraciadamente el espectro de masas y de RMN 'H para el
corhpuesto 12 mostr6 contaminacion con posible compuesto dinitrado mas otra impureza, lo que
sugiere mayor estudio de la técnica de nitracion. En el caso de los isomeros 19 y 20 los productos
mostraron buena pureza.

52




Resultados y Discusién

7.2. RESULTADOS DE LA PARTE BIOLOGICA
7.2.1. Efecto de los hibridos sobre G. intestinalis

Los compuestos hibridos, las carboxamidas 12, 19 y 20, asi como sus precursores sin nitrar 11,
17 y 18, se sometiéron a la prueba de actividad in vitro contra G. intestinales; Los resultados se
muestran en la Tabla 10 y la Grafica 2. En éstas se observa que todos los compuestos fueron
mas potentes que el Metronidazol, entre 12 y 245 veces mas activos. Los compuestos 11, 17 y 18

fueron semejantes al Albendazol y 12, 19 y 20, 3.4 a 7.4 veces mas potentes que la Nitazoxanida.

Tabla 10. Evaluacion antiprotozoaria de 11, 17, 18, 12, 19 y 20 sobre G. intestinalis y T. vaginalis.

s

G. intestinalis ‘T, vaginalis

F

" Compuesto  Clso (M)  Clso (1M)
11 0.022 0.012
17 0.035 0.015
18 0.095 0.018
12 0.005 ' 0.019
19 0.010 0.016
20 0.005 0.010
Nitazoxanida 0.013 0.110
Albendazol 0.037 1.592
Metronidazol 1.228 ~ 0.216

En este estudio también se evaluaron las carboxamidas precursoras (11, 17 y 18) de los hibridos
finales. Esto se hizo con la finalidad de conocer el efecto antiprotozoario que la carboxamida no
nitrada como tal tiene, y comparario con el efectd de las carboxamidas hibridas. Los resultados
obtenidos claramente indican que las carboxamidas nitradas, los hibridos 12, 19 y 20, fueron mas
potentes, lo que indica una importante contribucién del grupo nitro en el incremento de la potencia
observada, muy probablemente debido al efecto oxidante de este grupo, discutido con anterioridad
en los antecedentes.

Con relacion a la actividad de los isomeros 1-metilados se observo una diferencia importante en la

potencia de 19 y 20, siendo este ultimo, el isbmero mas potente. También se observdé que la
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potencia de 20 es la misma que la del compuesto 12, sin el metilo en la posicion 1, lo que hace
suponer que la relacién 1,6 (con respecto a la amida) ejerce una gran influencia sobre la actividad
antiprotozoaria sobre G. intestinalis y demostrar que el H en la posicién 1 del bencimidazol no es
esencial para la actividad antiprotozoaria.

1/CIS0
g

._,.].%D_r_'gﬁ_._‘:‘ e e A et j. @7

11 17 18 12 19 20 Nitazoxanida Albendazol Metronidazol

Compuestos
Grafica 2. Comparacion de las Cls, de los hibridos en G. intestinalis.

7.2.2. Efecto de los hibridas sobre T. vaginalis

Tanto las carboxamidas 12, 19 y 20, asi como sus precursores sin nitrar 11, 17 y 18, se sometieron
a pruebas de actividad in vitro contra T. vaginalis. Los resultados se muestran en la Tabla 10 y
Grafica 3. En éstas se puede apreciar que las carboxamidas nitradas (12, 19 y 20), al igual que las
no nitradas (11, 17 y 18), mostraron una potencia superior a la del Metronidazol (21 veces mayor);
muy superior a la del Albendazol (160 veces mayor), y superior a la de la Nitazoxanida (11 veces
mayor). Aqui también se observo el efecto que tiene el grupo nitro en |a actividad antiprotozoaria,
aunque no fue tan marcado como en el caso de Giardia, ya que no hubo una diferencia
significativa entre las actividades de 11, 17 y 18 comparada con las de 12, 19 y 20. Estos
resultados son muy importantes debido a que son pocos los compuestos, aparte de los

comerciales, que tienen efecto sobre este protozoario. Los resultados hasta ahora obtenidos
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indican que estos compuestos son buenos candidatos para continuarse estudiando como posibles

prototipos de nuevos y mejores tratamientos de las protozoosis.
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Grafica 3. Comparacion de las Cls, de los hibridos en T. vaginalis.

En la Grafica 4 se muestra una comparacion de las actividades de las carboxamidas sin nitrar 11,
17 y 18, las nitradas 12, 19 y 20, los antiparasitarios de eleccién y algunas carboxamidas
sintetizadas por nuestro grupo de trabajo, que previamente se mostraron en las Tablas 4 y 5, para

los dos protozoarios de prueba.

En esta gréafica es evidente que la actividad antiprotozoaria que presentan los hibridos sintetizados
es mucho mayor que la que presentan los farmacos de eleccién, asi como las carboxamidas
sintetizadas anteriormente; pero esto no quiere decir que dichos compuestos no sean de utilidad,
por el contrario, han servido como base de precursores de nuevos compuestos antiparasitarios,
como es el caso del compuesto NLB13, que ha demostrado una actividad superior al de la

Nitazoxanida para el caso de T. vaginalis.
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Ademas, se puede observar que especificamente contra T. vaginalis es dificil encontrar un
compuesto activo y con una Cls, por debajo de 0.1 uM, por lo que la actividad tricomonicida de las
nuevas carboxamidas hibridas sintetizadas en esta tesis representa un importante avance en el
estudio de las correlaciones estructura-actividad biolégica en el campo de las protozoosis.

1/C150
=)
o

ESR37 o

ESR38 A" A

Nitazoxanida /|
Albendazol

@T. vaginalis | o
2 " " 0O,
\BG. intestinalis 'b‘o‘/e
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(o]

Grafica 4. Comparacion de los hibridos con otras carboxamidas y farmacos de eleccion.
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8. CONCLUSIONES

> Los 3 compuestos hibridos sintetizados presentaron una mayor actividad antiprotozoaria

que la Nitazoxanida y los 1-metilbencimidazoles.

> Se sintetizaron las tres carboxamidas propuestas: 6-cloro-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
i)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (12), 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
i)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (19), 5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
i)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (20), asi como sus acidos carboxilicos
correspondientes; donde el paso limitante fue la separacioén de los isobmeros 1,5y 1,6 por
Cromatografia en Columna Flash, previo la formaciéon de los acidos carboxilicos. En
general, todas las reacciones tuvieron rendimientos cercanos al 80%, excepto la reaccion

de nitracién del tiazol donde el rendimiento fue bajo.

> Se obtuvieron estructuras  bien definidas de las 3 carboxamidas propuestas y se
caracterizaron usando métodos espectroscopicos, como Infrarrojo y RMN 'H, asi como

técnicas espectrométricas, como la Espectrometria de Masas.

> Se evalué la actividad biolégica de lbs compuestos finales 12, 19 y 20, asi como sus
precursores no nitrados 11, 17 y 18, contra protozoarnos de importancia clinica, como

fueron G. intestinalis y T. vaginalis.

¢ En general, se obtuvieron Cls, mas pequefas en relacion a otros antiparasitarios
(Metronidazol, Albendazol y Nitazoxanida), tanto para G. intestinalis, como para T.

vaginalis, lo que represent6 una mayor actividad de los nuevos compuestos.

¢ Para el caso especifico de G. intestinalis, los hibridos 12, 19 y 20 fueron mas
activos que sus precursores 11, 17 y 18, lo que parece indicar una potenciaciéon de

la actividad antiprotozoaria por el grupo 5-nitro.
¢ Enelcaso de T. vaginalis 1a actividad entre los compuestos 12, 19 y 20 no presenté

una diferencia significativa con respecto a la de sus precursores 11, 17 y 18, por lo

que el efecto de potenciacién no fue apreciable.
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> Se puede decir que el hibrido1-metil con la relacion 1,6 (con respecto a la amida) ejefce
una gran influencia sobre la actividad antiprotozoaria sobre G. intestinalis y que el H en la
posicion 1 del bencimidazol no es esencial para la actividad antiprotozoaria. Se puede

especular que el tautomero 1,6 del compuesto 12 podria ser su forma activa.

> El estudio y actividad biologica de los compuestos hibridos sintetizados en este trabajo, es
la base de futuras modificaciones para obtener mejores principios activos, que puedan

servir como alternativas a tratamientos contra enfermedades parasitarias.
> Se adquirié el conocimiento para aplicar las herramientas de quimica farmacéutica, asi

como la experiencia en quimica organica para la obtencién de nuevos compuestos de

interés farmacéutico en el campo de la parasitosis.
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APENDICE A. PARTE EXPERIMENTAL
A.a. INSTRUMENTAGION

> Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron en un hidrogenador marca Pamr Modelo
3916EG con 60 Ibfin? y B0°C como capacidad maxima, adaptado a un tanque de hidrégeno
INFRA y como catalizador Ni-Raney marca Aldrich.

» Los puntos de fusién (p.f.) se determinaron en un aparato Buchi Modelo B-540, utilizando

capilares de vidrio y no estén corregidos.

» La concentracion de las soluciones se llevd a cabo en un rotaevaporador marca Bichi
Modelo R-144 con vacio generado con bomba de vacio marca GAST modelo 0523-V4F y
comprescra VWR Scientific Modelo 1107.

> Los espectros de masas por Impacto Electrénico (IE) se determinaron por Cromatoegrafia
de Gases-Espectrometria de Masas (CG-EM), por Introduccién Directa de la muestra (ID) o
mediante la técnica de FAB+1, en un aparato marca Jeol Modelo JMS-SX102A. La

simbologia utilizada es M*= ion molecular, m/z = relacion masafcarga y p.b. = pico base.

> Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de transformada de Fourier,
marca Pekin Elmer Modelo 1605, en pastilla de bromuro de potasio. Las sefiales se
reportan en cm™.

> Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H), de 300 MHz asi como la
técnica de NOE diferencial, se determinaron en un equipo Varian Modelo VRX-300 MHz
utilizando como disolventes sulféxido de dimetilo deuterado (DMSO-ds), acetona deuterada
(acetona-ds) y deuterocloroformo (CDCly). Como referencia intema se utilizd
tetrametflsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millén
(ppm). La simbologia empleada es: s = singulete, d = doblete, sd = singulete doblete, sa =

singulete amplio, dd = doble de dobles, m = multiplete.

A.b. CROMATOGRAFKIA
» El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizé por cromatografia en
capa delgada (CCD), utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60, GF-254
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(Merck). Los compuestos organicos se visualizaron con luz ultravioleta (UV) y/o por

exposicion a vapores de yodo. Los sistemas de elucion utilizados fueron los siguientes:

Sistema Composicion Proporcion

| CIoroformo-MetahoI 95:5

Il Hexano-Cloroformo-Acetato de Etilo | 50:35:15

il Cloroformo-Acetona 65:35

v Cloroformo-Metanol 80:20

> Para la separaciéon cromatografica por la técnica de Cromatografia en Columna Flash se
utilizé una columna de vidrio empacada con gel de silice 60 (Merck), con un tamafio de
particula de 0.04 ~ 0.063 mm y malla 230 — 400. La velocidad de flujo se ajusté a 0.07

in?min mediante una bomba calibrada a 4.0 Ib/in® de presion.
A.c. TECNICAS PARA LA PREPARACION DE INTERMEDIARIOS Y PRODUCTOS FINALES

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

Esterificacion
FHOOC H,COOC
(CH,),SO,
_ NaHCO,, DMF
cl NO cl NO,

2

1 PM201.56 2 PM 21559
T ——

En un matraz de 1 L con 3 bocas, provisto de termémetro, columna Vigreux y embudo de adicién,
se disolvieron 50 g (0.2481 mol) del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1) en 150 mL de DMF a 50°C.
Posteriormente, se adicionaron 41.7 g (2 equivalentes, 0.4962 mol) de NaHCO; en suspensién
acuosa; se verificO que el pH estuviera en 7 y se agregaron, gota a gota, 352 mL (1.5
equivalentes, 0.3722 mol) de sulfato de dimetilo, a una temperatura de 60-62°C. Terminada la
adicion, se dej6 reaccionando por 20 minutos. Después de este tiempo, la CCD indicé el consumo
total de 1 (Rf = 0.64, Sistema 1), por lo que la mezcla de reaccién se vertié en agua, se filtr6 al
vacio y se lavé repetidas veces con agua. El producto crudo, un sélido color amarillo claro, pesé
52.2 g (97.61%); una pequeia parte se recristalizé de EtOH dando unos cristales amarillos
brillantes (93.12%) con p.f. de 76-76.5°C.
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4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

Hidrogenacion catalitica

H;COOC H,CO0C
H,, Ni-Raney
CH,OH
Cl NO Cl NH

2

2

2 PM 215.59 3 PM 185.607

En un frasco de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 30 g (0.1392 mol) de 2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (2) y 9 g (30%) de catalizador Ni-Raney, previamente lavado con agua y
MeOH, en 230 mL de MeOH. El frasco se colocé en el hidrogenador y se purgd mediante tres
lavados de 30 Ib/in? de hidrégeno; después, el frasco se cargo con hidrégeno hasta una presion de
60 Ib/in’. La reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente por 4 horas, consumiéndose 685
Ib/in? de hidrégeno. La suspension translicida, incolora, se filtré con vacio a través de un Bichner
con celita. El filtrado resultante se concentré en el rotaevaporador dando 25.8 g (99.86 %) de un
solido blanco con Rf = 0.55 (Sistema 1). Una pequeiia parte se recristalizé de agua obteniéndose
de esta forma un sélido blanco cristalino (92.34%) con un p.f. de 108.5-109.5°C

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

H,CO0C H,COO0C ~
]Q\ ]@L %
cl NH Cl NH “CHj

3 PM 185.607 4 PM 227.644

Acetilacion

En un vaso de precipitados de 250 mL, provisto de termémetro, varilla de agitacion de teflon y
bafio de agua con hielo, se colocaron 26.6 g (0.1433 mol) del 4-amino-2-clorobenzoato de metilo
(3) y se le adicionaron 90 mL de anhidrido acético con agitacién vigorosa, sin que la temperatura
rebasara los 40°C, luego, se dejé reaccionar por 20 minutos. Después de este tiempo, la CCD
revel6 el consumo total de la materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se vertiéo en 300 mL

de agua helada. El sélido blanco que precipité se separ6 por filtracion cen vacio, se lavé con agua
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y se dejo secar al aire. El producto crudo con un Rf = 0.38 (Sistema ) pesé 31.6 g (96.86%). Una
pequeiia parte se recristalizo de tolueno. El p.f. determinado fue de 114.8 — 115.4°C.

4-Acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

Nitracion con acido nitrico/acido sulfarico

H,CO0C H3CO0C NOzo
j@\ I S /u\
J J\ ‘ cl NH CHq

ol NH  CHj

4 PM 227644 5 PM 27264
R

En un vaso de precipitados de 250 mL, acondicionado con termoémetro, embudo de adicion y
sumergido en un bafo de hielo con sal, se disolvieron 30 g (0.1318 mol) del 4-acetamido-2-
clorobenzoato de metilo (4) en 60 mL de H,SO, concentrado, a una temperatura entre 0-3°C. Una
vez disueito el sustrato, se le adicionaron poco a poco 20 mL de acido nitrico concentrado. La
adicion del HNO; se hizo de tal manera que la temperatura no rebasara los 3-5°C
(aproximadamente 2 h). Después de este tiempo, la CCD indicé el consumo total de 4 y la
formacién de dos productos en la relacion de 8:2, por lo que la mezcla se vertio sobre 200 mL de
.agua con hielo picado. El sélido que precipitd se separé por filtracion al vacio, se lavé con agua y
se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 35.94 g (100 %) de un sblido amarillo claro. El producto crudo
se recnstalizd de AcOEt dando unos cristales amarillos brillantes con un Rf = 0.72 (Sistema 1), los
cuales pesaron 29.0 g (80.70 %). E! p.f. determinado fue de 138.9 — 139.7°C.

4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)
Hidrdlisis

NO,

H,COOC NO, H5C0o0C
@: b e jQ:
cl NH J\CH3 cl NH,

5 PM 27264 6 PM 230.61

En un vaso de precipitados de 1 L, adaptado con termémetro y agitacion magnética, se
suspendieron 58.6 g (0.2149 mol) del 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5) en 586 mL

de MeOH. Después, la mezcla se agitdé vigorosamente a temperatura ambiente y con agitacion
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constante se le incorporaron 8.6 g (1 equivalente) de NaOH acuoso (1:1), cuidando que la
temperatura no se elevara mas de 40°C. Después de 20 minutos se formé un precipitado. Una
CCD mostré el consumo total de materia prima. La mezcla se filtrd con succién y se lavé con
MeOH frio repetidas veces. De esta forma se obtuvieron 42.4 g {85.54%) de un sdlido color
amarillo limén, que en CCD presentéd una-sola mancha (Rf = 0.64, Sistema 1). Una pequeia parte
se recristalizé de EtOH dando 92.13% de rendimiento. El p.f. encontrado fue de 219.9 — 221°C

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

3C0o0C NG, H3COOC NH,
H,, Ni-Raney
MeOH, AcOEt

cl NH, cl NH,

6 PM 23061 7 PM 200.62

En un frasco de hidrogenacién de 500 mL se suspendieron 15 g (0.0650 mol) del 4-amino-2-cloro-
5-nitrobenzoato de metilo (6) en una mezcla de MeOH/ACOEt (150 mL/100 mL) y 4.5 g (30%) de
catalizador Ni-Raney, previamente lavado 3 veces con agua y MeOH. Una vez instalado el frasco
en el sistema de hidrogenacion, se le coloco una camisa de calentamiento, la cual sélo se usé para
conservar el calor de la reaccion, el aire del matraz se eliminé por tres lavados de
aproximadamente 30 Ibfin? de hidrégeno. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente por
2% horas, consumiéndose 355 Ib/in? de hidrégeno. La CCD revelé una mancha principal con un Rf
= 0.23 (Sistema |), por lo que la mezcla de reaccion se procesé filtrando el catalizador al vacio, el
filtrado resultante se concentré en el rotaevaporador, obteniéndose un sélido color morado, el cual
pesd 12.9 g (98.92%).

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

Ciclocondensacion
HaCOO0C NH, H3CO0C N
Ci NH N
5 cl N
7 PM 20062 8 PM 24268
T, N
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En un matraz “Kontes Taper” de 500 mL, provisto de embudo de adicién, condensador en posicion
de reflujo, termometro y atmoésfera de nitrégeno, se disolvieron 25.9 g (0.1291 mol) de la 4,5-
diamino-2-clorobenzoato de metilo (7) en 270 mL de etanol a temperatura ambiente. Una vez en
solucién, se le adicionaron 16 g (2 eq, 0.279 mol) de KOH disuelto en 54 mL de agua.
Posteriormente, se adicionaron lentamente 17 mL (2 eq, 0.279 mol) de disulfuro de carbono.
Terminada la adicion, la mezcla se calenté a 60°-65°C por 3 horas. La primera CCD realizada
revelé ademas del producto, presencia de materia prima, el pH de la mezcla de reaccion fue de 9,
por lo que se adicionaron 2 mL (0.033 mol) mas de CS; y se dejé reaccionar por 1 hora mas. Una
vez consumida la materia prima, la mezcla de reaccion se vertié en 900 mL de agua; después, con
agitacion magnética continua se adicion6 acido acético glacial al 20%, para ajustar el pH a 5. El
sélido formado se separ6 por filtracion al vacio y se lavé con agua repetidas veces. El producto
crudo, un sélido color crema, pesé 26.2 g (83.63%) y su andlisis por CCD dio una sola mancha con
Rf = 0.33 (Sistema 1). Una pequefia parte del producto crudo se recristalizé de EtOH + 10% de
DMF, el rendimiento de la recristalizacion fue de 86.58%. Se obtuvieron unos cristales blancos
cuyo p.f. fue de 250.1 — 251°C.

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

H,CO00C N HaCOOC N
KOH, Acet
\\ SH ona \>—SCH3
_ N/ CH,\ .
cl - cl N

8 PM 24268 9 PM 256.71

En un matraz bola de 250 mL, provisto de termémetro, embudo de adicion, atmésfera de nitrégeno
y sumergido en un bafo de agua helada, se disolvieron 10 g (0.0412 mol) del compuesto 8 en 100
mL de acetona. Después, se adicionaron 2.8 g (1.2 eq, 0.0494 mol) de KOH acuoso (1:1).
Posteriormente, a una temperatura de 10-12°C, se adicionaron, gota a gota, 2.8 mL (1.1 eq,
0.0453 mol) de CH;l. Terminada la adicion, se dejé en agitacion por 3 horas. La primera CCD
realizada mostré presencia de materia prima, por lo que se adicioné 0.3 mL mas de CHajl a 10°C.
Después de 1 hora de reaccion se agregé 0.1 mL mas de CHs;l manteniendo la temperatura a 10°C
por 30 minutos. La CCD realizada mostré ausencia de la materia prima, por lo que la reaccién se
vertié en 300 mL de agua fria y se neutralizé con HC| 20%. El sélido formado se separ6 por

filtracién al vacio y se lavo repetidas veces con agua. El producto crudo obtenido fue un sélido café
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claro que pes6 10.16 g (96.06%), con un Rf = 0.38 (Sistema ). Una parte del producto crudo se
recristalizoé de etanol dando cristales blancos con un rendimiento de 86.42%, con un p.f. de 91.4 —
92.3°C.

Acido 6-cloro-2-metiltio-1 H-bencimidazol-5-carboxilico (10)

Hidrdlisis
H,CO0C N HOOC N
jij[ \> SCH3 KOH, MeOH j@[ N scHy
cl N cl N
H H
9 PM 256.71 10 PM 242.68
_

En un matraz “Kontes Taper” de 100 mL con 3 bocas, acondicionado con termémetro, embudo de
adicién y condensador en posicién de reflujo, se suspendieron 8.2 g (0.0319 mol) del compuesto 9
en 32.8 mL de MeOH. A temperatura ambiénte se adicionaron 3.6 g (2 equivalentes, 0.0639 mol)
de KOH en solucion acuosa (1:1) y se observo disolucion total del sustrato en el medio de
reaccion. Posteriormente, la mezcla se calent6 a 60 — 65°C por 1 % horas. Después de consumida
toda la materia prima, la reaccién se vertiéo en 120 mL de agua y se acidulé con H,SO, al 20% a
pH de 4. El sélido formado se separé por filtracién al vacio, se lavé con agua y se secé al aire,
dando 7.36 g (95.50%) de un sélido color crema que analizado por CCD present6 una mancha con
Rf =0.06 (Sistema ). Una parte del producto crudo se recristalizé de etanol dando unos cristales
blancos brillantes con un rendimiento de 88.62%. El punto de fusién determinado fue de 220.1 —-
221°C.

6-Cloro-2-(metiltio)-N-{(1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (11)

Sustitucién

- </\{“ 5
HOOC N e S/\\NH N
oc
\>—SCH3 — ) c \>—SCH3
2) 2-Amintiazol, CH,CN, NaHCO,
cl N cl N
H

H
10 PM 24268 11 PM 32481
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En un matraz bola de 50 mL con dos bocas, provisto de termémetro, un condensador en posicion
de reflujo acondicionado con trampas de NaOH y sumergido en un bafo de aceite, se mezclaron 1
g (0.0041 mol) del compuesto 10 seco y 1.8 mL de SOCI, (6 equivalentes, 0.0246 mol).
Posteriormente se calenté a 50 — 60°C y se mantuvo en agitacion por 3 horas. Una CCD revelo la
ausencia de materia prima, lo que indicé que se habia formado el cloruro del acido. El exceso de
SOCI, se eliminé por codestilacion con benceno (4 x 25 mL). Después, la mezcla seca
inmediatamente se sometio a la siguiente reaccioén. Al matraz, conteniendo al cloruro de acido, se
le acondiciond con un refrigerante en posicion de reflujo, termémetro y trampa de humedad.
Después se le agregaron 12 mL de acetonitrilo, 0.7 g (0.008 mol) de NaHCO; y 0.3 g (0.8
equivalentes, 0.003 mol) de 2-aminotiazol. La mezcla se calenté a 65 — 70°C y se mantuvo en
agitacion por 4 horas. El sélido formado se separé por filtracion al vacio, se lavé con acetonitrilo y
se seco al aire. El sélido seco se resuspendié en agua para eliminar el excedente de bicarbonato
de sodio, la suspensién se filtr6 al vacio, se lavé con agua y se secéd al aire dando 0.952 ¢
(71.13%) de un sélido color café claro, que analizado por CCD presenté una mancha con Rf =0.36
(Sistema Ill). El producto crudo se recristalizo de etanol déndo un soélido blanco con un rendimiento
de 71.57%. El punto de fusion determinado fue de 224.3 — 225.1°C.

6-Cloro-2{metiitio)-N-{5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (12)

Nitracion con nitrato de acetilo

by oy
s NH \ i A0, HNO,fum. S NH N scH,
) :>—scu 3 .

11 PM 324.81 12 PM 369.81
S

En un vaso de precipitados de 10 mL, acondicionado con termémetro y agitacién magnética, se
suspendieron 0.2 g (0.0006 mol) del compuesto 11 en 5 mL de anhidrido acético. Posteriormente
se le adicionaron, poco a poco, 0.05 mL (2 equivalentes, 0.0012 mol) de acido nitrico fumante. Una
vez terminada la adicién, se calenté hasta una temperatura de 40-50°C por aproximadamente 4
horas. Después, una CCD mostré la formacién de un solo producto de reaccién, asi como una
pequena cantidad de materia prima menor al 5%. Seguidamente, la mezcla se verti6 en 20 mL de
agua helada, se mantuvo en agitacién y luego se calenté a 30°C por 15 minutos, para eliminar el
posible producto de acetilacion. Enseguida, la mezcla se neutralizd y el sélido formado se separ6

por filtracion al vacio y se lavé con agua. De esta forma se obtuvieron 0.1827 g de un sélido
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amarillo-naranja (80.23%). El producto se recristalizd de EtOH-DMF dando unos cristales de color
amarillo-naranja claro que pesaron 0.1184 g (64.82%) y con un Rf = 0.47 (Sistema IV). El p.f.
determinado fue de 217.5 - 218.5°C.

6-Cloro-1-metil-2{metiltio)-1 H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (13)
5-Cloro-1-metil-2{metiltio)-1 H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (14)

Dimetilacion

CHa

H,C00C N HaCOOG N HaCOOC N
1) KOH, Acet
N oy ) ona_ \>—SCH3 + Sty
> 2) 2 CH,|
N\ cl N\ cl N

Cl

H CHj

8 PM 24268 13 PM 270.73 14 PM 270.73
O —

En un matraz bola de 250 mL, provisto de termémetro, embudo de adicion, atmésfera de nitrégeno
y sumergido en un bario de agua helada, se disolvieron 50 g (0.2060 mol) del compuesto 8 en 350
mL de acetona junto con 24.3 g (2.1 eq, 0.433 mol) de KOH acuosa (1:1). Posteriormente, a una
temperatura de 10-12°C, se adicionaron, gota a gota, 27 mL (2.1 eq, 0.433 mol) de CHsl.
Terminada la adicién, se dej6é en agitacion por 3 horas. La CCD revelé la presencia de los dos
productos, asi como la ausencia de materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se vertié en
750 mL de agua fria, se ajust6 el pH con acido acético hasta un valor neutro. El sélido formado se
separ6 por filtracién al vacio y se lavo repetidas veces con agua. El producto crudo obtenido fue
una mezcla de dos sélidos de color café oscuro, cuyo peso fue de 48.3 g (86.61%). Al analizar la
mezcla por CCD se observaron 2 manchas con un Rf; = 0.39 y Rf, = 0.43 (Sistema Il). 5 g del
producto crudo se sometieron a una cromatografia en columna flash, utilizando CHCI; como fase
movil y gel de silice como fase estacionaria, con un flujo de 0.7 in/min. Se obtuvieron 1.5 g (30%)
del compuesto con Rf mayor y 2.2 g (44%) del otro con el Rf menor. Cada uno se recristalizé de
etanol. Se obtuvieron unos cristales blancos bnillantes para el caso del isomero (14) con el Rf =
0.43 (Sistema 1), los cuales fundieron a 125.6 — 127°C; mientras que para el isomero (13) con Rf =
0.39 (Sistema Ill), se obtuvieron unos cristales blancos nacarados cuyo p.f. fue de 113.3 —
114.3°C.
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Acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1 H-bencimidazol-5-carboxilico (15)

Hidrolisis

13 PM 270.73

H,CO0C N
AN
s,

cl \

KOH, MeOH

SCH,

Y

HOOC N
-
cl N\

15 256.71 CHa

En un matraz “Kontes Taper” de 100 mL con 3 bocas, acondicionado con termémetro, embudo de
adicion y condensador en posicién de reflujo, se suspendieron 8.2 g (0.0303 mol) del éster 13 en
33 mL de MeOH. A temperatura ambiente se adicionaron 3.4 g (2 equivalentes, 0.0606 mol) de
KOH en solucion acuosa (1:1), se observé disolucion total del sustrato en el medio de reaccion.
Posteriormente, la mezcla se calenté a 60-65°C por 2 horas. Consumida la materia prima, la
reaccion se vertié en 120 mL de agua y se acidulé con acido acético al 20% a pH de 4. El sélido
formado se separé por filtracion al vacio, se lavo con agua y se seco al aire dando 4 g (51.44%) de
un sélido amarillo claro, que analizado por CCD presenté una mancha con Rf =0.02 (Sistema I).
Una parte del producto crudo se recristalizé de etanol dando unos cristales amarillo claro brillantes

con un rendimiento de 92.11%. El punto de fusion fue de 252 — 253°C.

Acido 5-cloro-1-metil-2-metiltio-1 H-bencimidazol-6-carboxilico {1 6)
Hidrolisis

CH, CHa
H3CO0C N/ HOOC N ‘
\ KOH, MeOH
SCH > SCH
U 4 3 )—SCHa
cl N cl N
14 PM270.73 16 256.71
-

En un matraz “Kontes Taper” de 50 mL con 3 bocas, acondicionado con termémetro, embudo de
adicion y condensador en posicion de reflujo, se suspendieron 4 g (0.0148 mol) del éster 14 en 18
mL de MeOH. A temperatura ambiente y con agitacién constante se incorporaron 1.7 g (2
equivalentes, 0.0296 mol) de KOH acuoso (1:1), después, la reaccién se calentdé a una
temperatura de 60-85°C por 2 horas. Una CCD mostrd el consumo total de matena prima, por lo

que la reaccion se vertié en 70 mL de agua y se acidulé con acido acético al 20% a pH de 4. El
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sélido formado se separé por filtracidon al vacio, se lavd con agua y se sec6 al aire. De esta forma
se obtuvieron 3.5 g (92.28%) de un sélido color blanco que en CCD present6 una sola mancha (Rf
= 0.02, Sistema |). Una pequefa parte se recristaliz6 de EtOH dando 90.47% de rendimiento. El
p.f. encontrado fue de 300.8 — 301.1 °C

6-Cloro-1-metil-2{metiltio)-N<{1,3-tiazol-2-il}-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (17)

Sustitucion

N (o]
4
F—IOOC N <S\/\\\ J N
j@[\>—SCH3 1) SOC, = NH \>—SCH3
2) 2-Aminctiazol, CH,CN, NaHCO,
N N
Cl \ Cl \
CHgj

17 338.83

En un matraz bola de 50 mL con dos bocas, provisto de termémetro, un refrigerante en posicion de
reflujo acondicionado con trampas de NaOH y sumergido en un baiio de aceite, se mezclaron 1 g
(0.0039 mol) del compuesto 15 seco y 1.7 mL de SOCl, (6 equivalentes, 0.0234 mol).
Posteriormente, la mezcla se calenté a 50 — 55°C por 3 horas. Una CCD revel6 la ausencia de
materia prima, lo que indic6 que se habia formado el cloruro del acido. El exceso de SOCI, se
eliminé por codestilacion con benceno (4 x 25 mL). Después, la mezcla seca se sometié a la
siguiente reaccion. Al matraz con el producto, se le adicionaron 12 mL de acetonitrilo, 0.7 g (2
equivalentes, 0.008 mol) de NaHCO; y 0.3 g (0.8 equivalentes, 0.003 mol) de 2-aminotiazol en
condiciones anhidras. La mezcla de reaccién se calentd a 65 — 70°C por 4 horas. El sélido formado
se separ6 por filtracion al vacio, se lavd con acetonitrilo y se secd al aire. El sélido seco se
resuspendi6é en agua para eliminar el excedente de bicarbonato de sodio, la suspension se filtr6 al
vacio, se lavé con agua y se secé al aire, dando 0.6618 g (50.14%) de un sélido color café claro,
que analizado por CCD presenté una mancha con Rf =0.50 (Sistema 1). Una parte del producto
crudo se recristaliz6 de acetato de etilo, dando un sélido blanco nacarado con un rendimiento de
98.51%. El punto de fusién fue de 307 — 308°C.
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5-Cloro-1-metil-2(metiltio)-N-{1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (18)

Sustitucion

. N I
CHa </\\ 0 /CH3
N A .
S NH
1) soc, N sen
SCH3 N - - / 3
Y/ 2) 2-Aminotiazol, CH,CN, NaHCO,
ci N cl
16 PM 256.71 18 PM 338.83

En un matraz bola de 50 mL con dos bocas, provisto de termometro, un refrigerante en posicion de
reflujo acondicionado con trampas de NaOH y sumergido en un bafio de aceite, se colocaron 1 g
(0.0039 mol) del compuesto 16 seco y 1.7 mL de SOCl, (6 equivalentes, 0.0234 mol).
Posteriormente, la mezcla se calenté a 50 — 55°C por 3 horas. Una CCD revel6 la ausencia de
materia prima, lo que indic6 que se habia formado el cloruro del acido. EI exceso de SOCI, se
elimin6é por codestilacion con benceno (4 x 25 mL). Después, la mezcla seca se sometié a la
siguiente reaccion. Al matraz, se le adicionaron 12 mL de acetonitrilo, 0.7 g (2 equivalentes, 0.008
mol) de NaHCO; y 0.3 g (0.8 equivalentes, 0.003 mol) de 2-aminotiazol en condiciones anhidras,
se calent6 a 70°C y se mantuvo en agitacion por 4 horas. El sélido formado se separ6 por filtracion
al vacio, se lavo con acetonitrilo y se secd al aire. El sélido seco se resuspendié en agua para
eliminar el excedente de bicarbonato de sodio, la suspension se filtr6 al vacio, se lavé con agua y
se seco al aire dando 0.8302 g (62.89%) de un sdlido color café claro, que analizado por CCD
presenté una mancha con Rf =0.46 (Sistema I). Una parte del producto crudo se recristalizé de
acetato de etilo dando un sélido blanco nacarado con un rendimiento de 97.38%. El punto de
fusion fue de 250 — 251°C.

6-Cloro-1-metil-2{metiltio)-N«(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (19)

Nitracién con acido nitrico fumante

@ Jo N ! OZN"(\J\ 0 N
s NH N\ . AGO, HNO, fum. S NH A\ CHs
) N\>—SCH > S

Cl

CHs 19 PM 383.83 CHs

17 PM338.83
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En un vaso de precipitados de 10 mL, acondicionado con termémetro y agitacién magnética, se
suspendieron 0.2 g (0.0006 mol) del compuesto 17 en 3 mL de anhidrido acético. Posteriormente,
se adicion6, poco a poco, y a temperatura ambiente, 0.05 mL (2 equivalentes, 0.0012 mol) de
acido nitrico fumante. Una vez terminada la adicién, se calenté hasta una temperatura de 50-60°C
por aproximadamente 4 horas; después, se realizé una CCD donde se mostré la formacién de un
solo producto de reaccién, asi como una pequefia cantidad de materia prima, menor al 10%. La
mezcla se vertié en 20 mL de agua helada y se mantuvo en agitacion por 15 minutos para eliminar
el posible producto de acetilacion. Posteriormente, la mezcla se neutralizé con una solucién de
NaOH al 25% vy el sélido formado se separ6 por filtracion al vacio. Se obtuvieron 0.1563 g de un
solido amarillo canario (67.87%). El producto crudo se recristalizé de EtOH-DMF, dando un sélido
amarillo canario que pesé 0.0912 g (58.35%). La CCD presenté6 una mancha con Rf = 0.31
(Sistema ). El p.f. fue de 275.5 — 276.5°C.

5-Cloro-1-metil-2-{metiltio)-N-{5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (20)

Nitracion con acido nitrico fumante

N o} N o
PNy S Py
/>—scr-|3 Ac,0, HNO, fum. NH />_SCH3
ci N ol N
18 PM 338.83 20 PM 383.83

En un vaso de precipitados de 10 mL, acondicionado con termometro y agitacion magnética, se
suspendieron 0.2 g (0.0006 mol) del compuesto 18 en 3 mL de anhidrido acético. Posteriormente,
se le adicionaron, poco a poco, y a temperatura ambiente, 0.05 mL (2 equivalentes, 0.0012 mol) de
acido nitrico fumante. Una vez terminada la adicién, se calentd hasta una temperatura de 60°C por
aproximadamente 5 horas; después, se realizé una CCD donde se mostré la formacién de un solo
producto de reaccién asi como una pequeifia cantidad de materia prima, menor al 5%. La mezcla
se vertio en 20 mL de agua helada y se mantuvo en agitacion por 15 minutos para eliminar el
posible producto de acetilacion. Posteriormente, la mezcla se neutralizé con una solucién de NaOH
al 25% y el sdlido formado se separé por filtracion al vacio. Se obtuvieron 0.1614 g de un sdlido
amarillo oscuro (70.08%). Todo el producto crudo se recristalizdé de EtOH-DMF dando un sélido
amarillo canario que pes6 0.0535 g (33.15%) y con un Rf = 0.30 (Sistema I). El p.f. fue de 259.6 —
260.4°C.
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Espectro 1, IR: Pastilla (KBr) cm™: 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
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Espectro 34, IR: Pastilla (KBr) cm™: 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio}-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo {13).



311

o ;m
© wn > 9
" b = ~
o~ .y o o

L]

SRy 2 t
~ (" |
o |
[ W l

o

|
|
4
H,CO0C N
H—scH,
| c” 7 N
L CH,
_J S _ A i _ J‘__,_
AR A AL L LA AL A ) B A Al L i L DO
7.95 7.80 ppm 3.95 3.80 ppm 2.78 ppm
—_— —— e _,—__,_._‘J._J\L )L___f,_ _A__A e = - — -
L S S S S S S i T L2nutsl ninas el AAAn S S N (A L | A T T T kT T T 1 ! Il e e
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
ooy Yo -
0.860.14 3.03
0.80 2.87 3.00

Espectro 35, RMN'H. (TMS, CDCl;) ppm: 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (13).

g ooipusdy



gll

1%%8

2’8

H,CO0C N
V—sCH,
N
Cl ; \
CH,
237 239
|
I
193 @en
T 45 5§ /9 88 37 120 es B | ;’
M%MLWMF l,T_mh~_‘ , |.[r_ tll :
A BB 98 198 120 140 160 18@ 20@ P2@ 240 26@ 280

Espectro 36, EM. (IE/ID) m/z. 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio}-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (13).

1
3¢
m/ /

g 9oipuady



¥ll

100.0 .

%T

95 |

35

30

25

20 4

15 |

0.0

3410.64

7
HSCOOC:C[
Cl

1722.92

1475.79

1616.68

1423.62 1308.

1201.73

1269.19

4000.0

3000

2000

1500

1000 500 400.0

Espectro 37, IR: Pastilla (KBr) cm™: 5-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (14).

g a2ipusdy



Apéndice B

(#1) Oll}3W 8p 0)RYIX0qIBO-g-|0ZEPIWIDUBG-H |-(ORBW)-Z- 38w -1 -04010-G ‘wdd (1000 ‘SW.L) 'H NIWY ‘8¢ os30edsy

952 :..o
[ % 972 670
- A~ A
wdd 1 2 £ b g -9 g 01 194 21 £ v1
[ S U TS T S S AU Y SR ST GR N S S TN WS SN R PO PR SRR S Y PR Y [ADUE TS PRI S Y W PSRN S SR T | PR B
T in
i
| 4
N SN 0]
z
Iom|A\ _
P
,f NTN 2009°H
HO
wdd vz w82 wdd g/ 06°¢

)

_

s S

—

WPL ©

0L°¢

14" =

wdd /¢ B¢ 18
il

S FEERY SRS SR FUE RN P

A
|

I O p——

LI& M Sy
beg L
296
TR

115



Apéndice B

({7 5 O|l}aLU 8P O}e}IXCqIBD-G-|0ZepIWIouBg-H | -(ORaw)-Z-Iilel-1-01010-G Z/w (al/31) "3 ‘6€ 0130ads3

116

2,0
WAL BB Y9¢  Bpe  B2¢  vB¥2 @8l B9l @l @2t 23l 28
. P R S N 1 5 1 N I N 1 L | S i " i N { N
é [ A A S
! ) _ $ 5¢ 6
b vez  E6I
!
[
T.
, .
gee (E2 N
N 1D X
m ¢
M Iow‘A\
. £
M \z D002%H
“ ¢
% HO

(V)

ey g e



Apéndice B

(1) 021{}X0qJBI-G-|OZEPILUIDUBG-H | -OlIBUI-Z-[}8WI- | -0J0j0-g OPIdY © WD (GY) BlllIsed i ‘0F 041deds3

000r 00§ 0001

1

0°000¥

1 1 1

Werl

jAxesal

76086

65 1%L U'SET L

0L°6L8 f

0b'£Ts 0'9LL 12

SLIPET

T

SCEIPI

Eo'Lorl

—_—
=T

L1'6691

$6°E19

N D00H

asre

60982 $8°5E6T

00

i o1

Bl

"oz

0t

113

oy

r sy
1%

5L

08

g8

" $6

- 0001

117



Apéndice B

(1) 001}X0qIBD-G-{0ZBPILIOUS]-H |-ON|}BW-Z-{li8W- | -0Jojo-g opy ‘widd (*p-OSIWGA ‘SWL) "H,NIWY ‘L¥ osjdeds]

w0
y—
y—
§0°E 26°0
00" £ »E°0 §L°0
N AR oo B My
wdd I 2 £ 17 S ] l 8 6 01 17 2T £7 vl ST
S R O T | . Vs L Lol FUP N B SRPIra § FEEDTE WY U R S BRSPS T S " 1 L PR TR N SR | NP | P R

wdd §-g7

€0 L

E .

N fo

_ N 900H

-
W
»
-

299~

ST T—



Apéndice B

——

'(g§) 0911X0g/89-G-|0ZEPIIDUSG- | -01}|1IBLL-Z-|1BW-|-0J0[2-g OpIDY Z/Au {QI/31) W3 'ty os30ede]

Py v )
egc @82 @92 @2 @22 @@2 @81 @91 @vi 921 @8l o
L L | | " 1 i , | Y 1
BRA A
o1 sl ES! P21 Ve,
H a8
| |
o1z
g2z
€
HO
N 19
\ ‘HOS—
052

N DOOH

av

B 83
:é?v:ﬁ. :::?1.

’

Ep

j@

—_

- @5

W..mm:

119



Apéndice B

(94) 0OII|X0GJBO-G-{OZEPIWIOUBY-H L -ORBLLI-Z-}BLLI~| -0I0[0-G OPIY :, Wd (IFX) ElIsed M| ‘¢p-0Lj08ds]

ooy 008
1

000t ~ o0sT 000z 000¢

0rooor

— 1

LLYL

AT

BL9SZI

s'0scl 68'6651 N

N DO0H

08785 w_w_:

I&LET SEFIN

w 056Lr1 BY66IT

‘_.,___,____

T\ \ T

ﬁod

vrc_
&1

FoT

rse
" 0L

-

§6

1%

oo

120



Apéndice B

'(91) 021jjx0qJe0-9-|0ZEPIWIOUSG-H | -OIIIBW-Z-|l}8l- | -0J0j0-G OpioY ‘widd (*p-OSING ‘SINL) .:.rzs_m ‘b os3oeds3

9g°" € (570
80° € 18°0 13°0
- -ty 'y A o .
wdd T 4 £ v S 9 4 e 6 0T 17 27 £T T
J S SR SO S AU S SRR S S VN VNN S TSR GHY ST NN MR RN S ST S VY (Y T ST A I S S SRS SN N0 ST RS T S N S S S TS B

N I \

wudd Z°g7 @°¢7

FER S TV A SN

R

$29°¢

058672

[JUL % S

7
»

xI
Q

2]
A

\ OOOH

7z
- 629
=

121



Apéndice B

(91) 0211]X0GIEI-G-|0ZEPILIIUSH-H L-Ol|1oW-Z-1ew- | -0J0jo-G opIdY Z/w (Ai/31) "3 ‘G o430ads]

2, u
o0r 262 292 Bv2 pe2 eo? @8l 3l v g2! 21 28 e Bb
S " ] 1 L R 1 | [ N 1 Y L a i 3 1 | I N 1
_.M: ;“. __ B M L i L L L) B A R T
' “ ,mm_ 81 Ga1 821 il ¢5 88 G¢ ¥ G 44
562 592
“ 9ie
g2g
N 10
€
! Iomk\
ace N _
) O0O0OH
€

.
Y

s
[te]

.

122



Apéndice B

'(£1) EplWEx0qJed-G-loZepiwiouad-H | -(Ji-z-10zel-g' | )-N-(0RjlswW)-Z-11sw- | -010|0-g :, wd (3G)) eljsed M| ‘9p osjoeds]

I-uo )
0°00+ 00§ 0001 . 0OST 0007 000¢ 0'000F
\ L 4

i —l

i —_— -

TYLOtL §l
02

\ o) rnN
: N

: ¢ B
68§11 IomI.A/ n S of

e Mrov

! h L1991 sr
912£01 ‘ oLt & :
_ ;0§
Lfz608 .
£0'988 SU891L sz
f 09

LT919 BE'$66 :.mvﬁﬂ

gC99¢1 0L'6LLT

oL
13r6e 1 ﬁ ¥20£6T 80°TLre

r) T §L
3 K 80'780€ - 08

. _%" ) \
$LSL ’ | 1\ TIIE
wﬁ T 2B

123



Apéndice B

‘(L1) EPILUBXO0qIBI-G-|0ZEPIWIOURG-H L-(|I-Z-|0Zefi-€ ' | -N-(Ohlilew)-Z-1aW-| -0i0|0-g :wdd (Pp-OSWA ‘SW.L) "H,NWY 'Ly 0130eds3

vl e R6°0 65°1
v'¢e 06°1 1¢°0

- - A A A —————— e

wdd 1 Z £ v S g { ] 6 0T 17 rA S £1 vl
L e AU [ G N S S S DESUOU SO A S0 A G UYWAY AU U S NS E U ST ST Y S S G MU . . "

124

IR T
¢ ..P\

wdd g/ Sv'/ 097/ wdd @271
adunboedesad b dasland Gl ds dadilab! b lsibiledtish

Vv

2L5° 21—

_
R}
*Ho °"

— YT ¢
Y
as¢¢

§ve°¢L
952 ¢




Apéndice B

'(L1) EPIWEXOQIBI-G-0ZEPIWIOUST-H L-(jI-2-10ZeNn-€' | )-N-(onI1sw)-Z- 18w | -01010-9 ‘Z/w (L+8V4d) "INT ‘8p 013deds]

a3

X
WO

(544

125

T mhanﬂ._m.;.{:?:..ﬂ
j 3 €3 5

c2F ¢

Z 10 et
mIOW\A/ H@ﬂ:\ﬂ S pst
N
T

R R

(@]



Apéndice B

'(81) eplwexoqIed-g-|0Zepiwiduag-H|-(I-Z-10zel-¢' | )-N-(0n|ew)-z-{sw- | -010[0-G : WD (IGN) B|Ised M| ‘6p oj0eds3

0'00r 00%
A ,

0001

00s1

0"o00p

§9'L69

L3'ri9

LB68L

9 08°0v8

k4vA T1Lss

[ % 74

(Al

|

"80€1

'8EL]

§201v1

bs'15¥1

Nwdhv

90 £r51

8L°6L91

8EPIS

nrowk”HmHME s
*d o) /Lﬂ/\v

08'826T

00

F ol

B

4

Fsg
r o
sy
L oc 1%
TS
09
"9
oL

§L

—_—

- 08
I8
06

I $6

T 0001

126



Apéndice B

{81) epluEX0qIED-g-[0ZEPIUNDUSG-H |-(1-Z-10Zel-¢ ' | }-N-(onisw)-g-|iaw- 1 -010]0-G ‘widd (*0~QSINA ‘SWL) 'H NWY ‘0 ondeds]

127

80°E »0°TI0°T
82 00" 15870 8070
4 L] hoAA A —_——
wdd T 2 £ 4 5 9 L T B 0T TT ra €T A
P S T EPRE TS EEFUU T RSP EEr ST RN AT S U GO SR LR SEr S BRI E U A S SR
) ﬂ i
” 1
[N -
|
!
L ©
w- ~
~ bt
& wdd  py 9L g ¢ wdd 221
EENETEFREWY PEETE SUNES FANNE SEUE] SUTEE FUE N "

e

i

09° L

s0g ¢

[21'3.]
bEZ L
925" I
ges e
[:1:2 2
(21" 94
L
T
O
0
oy
z L
0\2 N
35‘ O
_<
{%/'”




Apéndice B

"(81) EPIWEXOqIRD-G-|0ZBPIWIOUSG-H L~(|I-Z-10ZeN-C ‘| )-N-(0ljijeLu)-Z- W= -010|0-G Z/w (L+8V4d) "3 ‘IS o43o8ds]

T
Ar A8t 293¢ Avt STA 248, 232 B3¢ vz @22 222 @8t a3t Pei get 23! 28 29 ay
T PSR NS — S S S w—— SR S— . by ) P W — T R T b ek e -
1 i ;g BE
LS £g 15 !
v\(’.v_ !
L as
!
se2 ﬁ
!
|
i
i

o

I

O

o)
[s2]
|
Omm N

i\ $)

/<ZI
&/”

128



Apéndice B

‘(61) BPILUEXOGIED-G-{OZEPILIOUSG-H | -(|-Z-10ZBI-E' | -0RIU-G)-N-(OB|dW)-Z-idU-|-010|0- :, W (AG)) BlilISed | ‘7§ 0130eds]

0'00¥ 00§ 0001

1w

0Cs1

-1

000t

0°000Y

f— H [, Ce e —m—— = PR

$8'80¢1

68LLtl

967051

9T EIPl

£8'8971

1£°98¢1

rorst

PO 1L

SEITPI

*Ho

N 10
"Hos—( H o
e

s1Lzee
99°Lire

08's€IE

AN

00
F
_ﬁ ot

sl

I gp

1%
" 0§

res

e ———n

129



Apéndice B

'(61) BPIWEXOQIEI-G-[0ZBPIUIOUST-H | ~(1I-Z-|0Zel}-¢ | -0u)U-G)-N-(O|18W)-Z-|1eW- | -010[0-9 ‘widd (Pp-OSING ‘SINL) "H,NINY ‘€S ospoads]

wdd

vi‘§ v6°0 §°
00°¢ £6°'0 880
s o ey A ——
v L °] 0T 11 2T T vI
PR RPN SRR S GG N A SONN WU ST YU WISST SN WU W S ST SO I W NS 2 I i PUNSTUNIVIINS S U SIS S ST WURr SIS VY S S G S|
[ J? T
: i
wdd 59°¢2
. L
w
w
>

L1 XA

T T T e e

[13° M4

088 L

988’ 8@

f

§

~
w
a
-3
&

130



Apéndice B

(61) EPILEX0QIEO-G-|0ZEPILIOUSG-H L-(|I-Z-[0Ze-€ ' L -0J)U-G)-N-(Ol|}ow)-Z-|ilew-1-01010-g :Z/w (L+8Vd) 'W3 ‘p§ 0J3dads]

Zu
@b3 ¥25 PP  @EC @9  @vS 826 225  @8b  89gb
- s N { " l_ o " .. I N 1 "
T ¥ Cht L T e o i 1 T (ool
. A oY A ~
£v9 b1g - 366 <8BS ars . Gev
3 £l ZES Isas
936
@Sy
£
HO
/Z 1D :
. bBE
HOS—< H
NO

- 32

131



Apéndice B

(02) epIWEX0q.ED-g-|0ZEpIWLIOUBg-H |-(|I-Z-1028})-¢ | -01IU-G)-N-(0B|3BL)-Z-1BL- 1 -010]D-G 1, WD (1gXM) Blllised :¥] ‘s§ o4)0ads]

1-u
0°00Y 00§ 000T 0051

L —l | I 1

0002 000¢
Lo,

0000t

1T'E0ET

/2.5

T8 18v1

80°T6T1

[0 | [L§'6EST

L9

1¥°€601 rTLot

oo 173914

eyt

8r'LEL

8p6sL 80919

N 1
*Hos—(
N n/ﬁm N°O
*HO N/

0LL8%¢

__

s

ol
st
oz

Y4

00

1%

132



Apéndice B

(0Z) ePIWEX0qIED-9-|0ZBPILIDUST-H L~(|I-Z-|0ZEN-E ' L -OINU-G)-N-(OnpiIow)-2-18w-| -010|0-G ‘wdd (p-OSING ‘SWL) "H NINY ‘96 0430ads3

[A TN 50 pg o
00°¢E 8670 €8°0
- A A A A —t—
wdd T P4 £ v S g L ] 6 0T 7 A €1 A ST
RTINS NS R ) TR S RS YN VR VRGP YT TIDRNE ORI U ST VT SO DN ST IO TS S5 SN T U A S AP SN ST G SRS S MU TS ST S W S S { PR T SN VNN SV S RO SR NI
L JJ\I)\ T ATA S
i
v
1
)
wdd 96/ 071°8
aehiebnebobudindunl o .
lj‘
{ ‘
|
[
! &
1 u
N 10
~ P b N € 4
PR W.. . : IOm\Az n/ﬂm :
w n ~ 3 (-1
- / N'O
*HO r L /

133



Apéndice B

‘(02) %_Emxoemo-m._oum!e_ocmni V-(1-Z-10Z81-g ' L -0IU-G)--(OliIatl)-Z-18w- | -040|0-5 Z/w (L+8V4d) ‘W3 ‘LS 0n9ads3

2L

ens 8Sk ese
:1}_:5.?:}4?. .h bt :__:_: E::_.:_h_ tuunh _E:...%__:E_::::::_::_:::_E :__ 7 _i: ! L_::_ﬂ
- 618§ _ :
kS o 58s Ebb 266 baw v £8c G5E A
3
29y vac
N 10
"Hos—/ H
N NS
\ U —No

B

- Bl

134



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Marco Teórico
	3. Planteamiento del Problema
	4. Hipótesis    5. Objetivos
	6. Desarrollo Experimental
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	Referencias Bibliográficas
	Apéndices

