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INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son un problema de salud publica a escala
mundial, estimandose que mas de la mitad de la poblacion mundial se encuentra
infectada por algun tipo de parasito. Estas enfermedades generalmente no son causa
de urgencias médicas, pero, a largo plazo producen graves deterioros a la salud. En
México, las infecciones parasitarias se encuentran como una de las principales causas

de morbilidad, afectando principalmente a la poblacion infantil.

Estas enfermedades no solo afectan a la poblacién humana, sino que también
afectan a los animales domésticos, causando una merma considerable en la economia

del sector veterinario.

Dentro de los compuestos usados en el tratamiento de estas enfermedades se
encuentra el albendazol, [5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo, un
derivado del bencimidazol de amplio espectro antiparasitario, el cual es efectivo en el
tratamiento de infecciones causadas por varios helmintos intestinales. El albendazol el
farmaco de eleccion en el tratamiento de las helmintiosis; sin embargo, es poco
efectivo contra infecciones sistémicas debido a su pobre absorcién, la cual se atribuye

a su poca solubilidad en fluidos biolégicos.

La dificultad en el tratamiento de parasitosis sistémicas con albendazol se ve
reflejada por las dosis altas y en los tratamientos prolongados, que pueden ser
facilmente abandonados por los pacientes. Hasta la actualidad se ha tratado de
abordar esta probleméatica desde el campo de la quimica farmacéutica mediante el
desarrollo de nuevos derivados bencimidazolicos con mejores propiedades
biofarmacéuticas y de la tecnologia farmacéutica mediante el desarrollo de nuevas

formulaciones.
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Con la finalidad de contribuir, desde el punto de vista de la quimica
farmacéutica, a una solucion a la problematica planteada, en este trabajo se han
disefiado nuevos derivados del albendazol buscando que tengan mejor solubilidad
para mejorar la absorcion y biodisponibilidad; considerando, de que ya absorbidos,

puedan ser biotransformados en albendazol.
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RESUMEN

El albendazol, [5(6)-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo, es uno
de los compuestos antihelminticos de mayor uso en la actualidad; no solo por su
amplio espectro de actividad en parasitos del tracto gastrointestinal, sino también por
su efectividad en el tratamiento de las parasitosis sistémicas, como la
neurocisticercosis. Sin embargo, debido a su pobre solubilidad en los fluidos
biolégicos, tiene baja absorcion y biodisponibilidad, por lo que se requiere de altas

dosis y tiempos prolongados para el tratamiento.

Con el propésito de contar con algunos derivados del albendazol con mejores
propiedades biofarmacéuticas, en esta tesis se describe la sintesis de los siguientes
cinco derivados metilados del albendazol: Metil[5(6)-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-
iljlcarbamato de metilo (1), [1-Metil-6-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de
metilo (2), Metil[1-metil-6-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (3), [1-
Metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-il[jcarbamato de metilo (4), Metil[1-metil-5-
(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (5); los cuales se consideré que
podrian generar el albendazol por una N-desmetilacion metabdlica.

Los compuestos 1-5 se obtuvieron por metilacion directa del albendazol, pero
sélo se logré purificar el compuesto 1 por cromatografia en columna. Ante esto se
realizo la sintesis de cada uno de los compuestos 2-5 por separado.

Los compuestos 1, 2 y 4 se evaluaron in vivo contra la fase muscular y adulta
del nematodo Trichinella spirallis. Los resultados mostraron una actividad
antihelmintica inferior a la del albendazol. Adicionalmente, estos compuestos también
se evaluaron in vitro contra el cisticerco de Taenia crassiceps mostrando menor

actividad que el albendazol y su sulféxido, el ricobendazol.

También se sintetizaron dos de los posibles metabolitos del compuesto 4: el [1-
Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4A) y el [1-Metil-5-
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(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4B) como referencias en la

evaluacion por HPLC del metabolismo de 4 que se realizara en un trabajo posterior.

Adicionalmente, en este trabajo de tesis se evalud la actividad antiprotozoaria
de los compuestos 1-5 sobre los protozoarios Giardia intestinalis, Entamoeba
histolytica y Trichomonas vaginalis. Los compuestos 1-5 presentaron buena actividad
contra los tres parasitos, distinguiéndose de manera sobresaliente los compuestos 3 y

5 que mostraron ser potentes antiprotozoarios.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Enfermedades parasitarias

Las enfermedades parasitarias son un problema de salud publica a escala
mundial. En nuestro pais se reportan entre las principales causas de morbilidad.* En el
caso de las enfermedades causadas por los helmintos (helmintiosis), se encuentran
las del tracto gastrointestinal, como la ancilostomosis (Ancylostoma duodenalis),
ascariosis (Ascaris lumbricoides), enterobiosis (Enterobius vernicularis), teniosis
(Taenia solium), Trichuriosis (Trichuris trichiura); y las sistémicas, como la trichinellosis
(Trichinella spiralis) vy la cisticercosis (Cysticercus cellulosae), las cuales se describen
abajo y son de gran importancia, ya que se han registrado en nuestro pais zonas de
alta incidencia.>* Cabe mencionar que las enfermedades parasitarias son muy
frecuentes en el sector veterinario, lo que representa un problema econémico y una

fuente de infeccion para la poblacion humana.
1.1.1. Trichinellosis

La trichinellosis humana, causada por el parasito Trichinella spiralis se adquiere
por la ingestion de larvas que se encuentran en la carne mal cocinada de cerdos
infectados. Estas larvas se desarrollan a su fase adulta en la mucosa intestinal y
posteriormente se reproducen dando origen a nuevas larvas que migran al tejido
muscular y enquistan, (Figura 1). Las consecuencias de la infeccion sistémica llegan a

ser graves ya que pueden ver afectados el corazén y el cerebro.>*®

1.1.2. Cisticercosis

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria producida por la forma larvaria
de la Taenia solium, denominada Cysticercus cellulosae. Puede adquirirse por medio
del consumo de alimentos contaminados con huevos o por auto infeccion en

portadores de la fase adulta (intestinal). La cisticercosis se desarrolla por migracion de
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la larva de Taenia solium del tracto intestinal a nivel sistémico, donde muy
frecuentemente llega a nivel cerebral provocando graves deterioros a la salud o
incluso la muerte. La fase adulta del parasito se adquiere por medio del consumo de
carne de cerdo contaminada con cisticercos y se ha observado que entre 5 a 40% de
los infectados con la fase adulta desarrollan cisticercosis, (Figura 2).* >’

o Canivalizmo
Canivalismo /
e,
\ﬂ-’
Foedores

Circulacian /
A\ Estadio infectivo T

A Estadio disgnistico (4]

Figura 1. Ciclo vital del parasito T. spiralis.® (1) ingestion de carne infectada, (2) larva
liberada en el intestino delgado, (3) adultos en el intestino delgado, (4) larva incrustada
en la mucosa, (5) larva enquistada en muasculo estriado.
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Cizticercosis

A\ Eztadio infectivo
B Estadio diagndstico

Figuara 2. Ciclo vital del parasito T. solium.® (1) huevos y proglétidos gravidos
expulsados al medio ambiente, (2) huevos embrionados y/o proglétidos gravidos
ingeridos por cerdos, (3) las oncosferas penetran la barrera intestinal y circulan a la
musculatura, (4) las oncosferas se desarrollan a cisticercos en el musculo del cerdo,
(5) el escolex se fija a la mucosa intestinal, (6) se desarrolla el adulto en el intestino
delgado, (7) los huevos embrionados son ingeridos por el humano, (8) las oncosferas

penetran la barrera intestinal y circulan a la musculatura, (9) desarrollo de cisticercos.
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1.2. Tratamiento de enfermedades parasitarias causadas por helmintos

Para el tratamiento de las helmintiosis se han usado diferentes tipos de
compuestos, dentro de los cuales destacan los bencimidazol 2-carbamatos de metilo
(BC) por ser antihelminticos de amplio espectro usados en medicina humana y
veterinaria con pocos efectos adversos (ver Figura 3).>*? También se ha utilizado el

11-13

praziquantel para el tratamiento de la neurocisticercosis; sin embargo, el costo del

tratamiento es elevado. Recientemente se ha encontrado que la nitazoxanida, un

nitrotiazol, es también un antiparasitario de amplio espectro de accion.*

(@]
S
HSC/\/ | N\>7NHCOOCH N
. 3 O C | \>—NHCOOCH3
H N
H
Albendazol Mebendazol

S
H3C/\/ N\
| >7NHCOOCH3
N
H

Ricobendazol
(e}

)}\ o]
~QLLT T

Nitazoxanida Praziquantel

Figura 3. Compuestos ampliamente usados en el tratamiento de las helmintiosis.
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1.2.1. Los bencimidazoles en el tratamiento de las parasitosis

En la década de los 50°s surgi6 interés en el ndcleo de bencimidazol para el
desarrollo de agentes quimioterapéuticos (Figura 4), debido a que se encontraba como
parte integral de la estructura de la vitamina Bi,. Una de las areas mas beneficiadas
como resultado de la investigacion de este nucleo fue la de los agentes
antiparasitarios, comenzando con el descubrimiento del tiabendazol en 1961,%
posteriormente, se abrieron las puertas a la sintesis de un gran nimero de moléculas
antiparasitarias con este nucleo, lo que llevo a los BC, activos en varias fases del ciclo
vital de distintos tipos de helmintos (Tabla 1).*° Los BC conforman una gran variedad

de compuestos usados en medicina humana y veterinaria.**

52 N
Y
6%7 N

H

1

Figura 4. Ndcleo de bencimidazol.

Tabla 1. Espectro antihelmintico de algunos bencimidazol-2-carbamato de metilo

ArfsErashars Nematodos Cestodos Trematodos
Intestinal Huevo | Sistémico Intestinal Sistémico hepéatico | pulmonar Huevo

Parbendazol v X X X X x X X
Oxibendazol v v X X X X X X
Mebendazol v X v v J X v X
Flubendazol v v ? X ? X X X
Fenbendazol v v v v ? X V X
Oxfendazol v v v v ? X V X
Albendazol v v v V J J V J
Ricobendazol v v v v J X ? X
Luxabendazol v v ? X X J ? J
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1.2.2. Mecanismo de accién de los bencimidazol-2-carbamato de metilo

La primera evidencia sobre el mecanismo de accion de los bencimidazol-2-
carbamato de metilo se dio a principios de los afios 70, cuando se reportd que el
mebendazol era capaz de desintegrar los microtibulos de células intestinales de
Ascaris suum.'® Subsecuentemente, otros estudios ampliaron esta observacién con el
uso de otros bencimidazoles sobre microtibulos de distintas especies de helmintos,
ademas, se observo que estos compuestos mostraban selectividad para unirse a la p-
tubulina.'® Posteriormente, se observé que los BC se unian con mayor selectividad a la
B-tubulina de helminto que a la de mamifero.’” Estos estudios llevaron a plantear que
los BC ejercen su accion por medio de la inhibicion la polimerizacion de la B-tubulina
(Figura 5),'"*® impidiendo con esto la formacién de microttbulos. Como resultado de
su actividad causan la inmovilizacion del parésito, la pérdida de transporte por
vesiculas secretoras, reduccion en la captacién de la glucosa y aumento en el uso de

las reservas de glucégeno lo que lleva al parasito a la muerte.*®

() a—tubulina ‘f,f—
R |

i
@ b- tubulina @) Espiral de 13 miembros

b formado por e-y p-

tubulina alternadas.

Transporte de vesiculas a
lo largo del microtibulo

Polo Negativo. La ruptura Polo positive. La formacion del

del microtibule aumenta microtibulo aumenta con GTP,

por una caida en la Mg**, temperatura y se inhibe por

temperatura y Ca**, los bencimidazol-2-carbamato de
metilo,

Figura 5. Formaciéon del microtubulo y su inhibicion por los bencimidazol-2-carbamato

de metilo.
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Un estudio reciente ha propuesto como se unen los BC a la B-tubulina, para
esto se us6 un modelo computacional generado con la B-tubulina de Haemonchus

contortus y el ricobendazol.*®

Este trabajo muestra las interacciones de hidrogeno con
varios restos de aminoacidos en el posible sitio de unién, entre ellos se encuentra
principalmente la valina 236, que interacciona con los N-H del grupo carbamato y de
la posicién 1 del bencimidazol; la serina 165 y el glutamato 198, que interaccionan con
el oxigeno carbonilico; y la histidina 6, que interacciona con el oxigeno del sulféxido.
En este modelo se resalta la importancia del grupo carbamato de metilo en posicion 2
del anillo de bencimidazol, los grupos N-H en posicién 1 y el sulféxido en posicién 5

para la union a la B-tubulina (Figura 6).°

ke

Figura 6. Posible sitio de union del ricobendazol a la B-tubulina de H. contortus.
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1.3. El Albendazol

El albendazol (ABZ) es un BC que ha sido ampliamente usado hasta nuestros
dias. Su sintesis se desarroll6 en el afio de 1975 por Gyrick, R.J. y colaboradores y la
patente fue cedida a SmithKline Corporation.”* En el afio de 1979 se patent6 un

método alternativo por Thomas J. y la patente fue cedida a Ethyl Corporation (Figura
7).22

Método 1

Cl NHCOCH; n-Pr-S NH, n-Pr-S NH,
a b
o, = U, >
NO, NO, NH,

n-Pr—S N
\C[ )—NHCOOCH;
N

(a) n-PrSH, NaOH, H,0; (b) H,, Pd/C, HCI, EtOH; (c) NCNH,, CICOOCH,, NaOH, H,0/Acetona.

Método 2

NO2 NCS NO2 n-Pr-S NH2
a b
—_— —
NH, NH, NO,
lc
Pr-S ’
n-Pr—
N d nPr-s NH,
| )—NHCOOCH; =—— \©:
N

NH,

(a) NH,SCN, Br,, MeOH;(b) PrBr, PrOH, NaCN, MeBu,NCl, H,0, CH,Cl,;(c) Na,S 9H,0; (d) NCNH,, CICOOCH,, NaOH, H,O.

Figura 7. Sintesis del albendazol: (1) Gyrick, R.J. (1975); (2) Thomas J. (1979).

10
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El ABZ es un compuesto altamente efectivo contra helmintos, que inicialmente
tuvo aplicaciones en medicina veterinaria y posteriormente, en 1982, fue aprobado
para uso en medicina humana.'* Este compuesto se ha usado ampliamente debido a

la gran variedad de helmintos susceptibles y su baja toxicidad (Tabla 2).%1%*

Tabla 2. Helmintos sensibles al albendazol

Localizacion Helminto

Necator americanus

Ancylostoma duodenale

Ascaris lumbricoides

Strongyloides stercoralis

Nematodos intestinales Capillaria philippinensis

Trichinella spiralis

Taenia solium

Trichuris trichiura

Enterobius vermicularis

Trichinella spiralis

L Gnathostoma spinigerum
Nematodos sistémicos

Toxocara canis (Larva migrans cutanea)

Toxocara canis (Larva migrans visceral)

Echinococcus granulosus

Cestodos sistémicos Echinococcus multilocularis

Cysticercus cellulosae

1.3.1 El albendazol en el tratamiento de parasitosis sistémicas

El albendazol muestra alta eficacia y pocos efectos adversos contra
enfermedades causadas por una gran variedad de nematodos intestinales en
tratamientos que van de 1 a 2 dosis de 400 mg diarias; sin embargo, esta eficacia se
ve disminuida contra nematodos sistémicos donde las dosis son de 200 mg
diariamente por 10 a 20 dias y para cestodos sistémicos los tratamientos pueden

llegar a ser de 15 mg/kg por un mes. 12324
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La baja eficacia del albendazol para tratar parasitosis sistémicas se debe a su
insolubilidad en los fluidos intestinales, o que trae como consecuencia pobre

absorcion y biodisponibilidad.****#

1.3.2. Algunos datos farmacocinéticos del albendazol

Para producir sus efectos -caracteristicos, un farmaco debe alcanzar
concentraciones adecuadas su sitio de accion. Las concentraciones de farmaco
alcanzadas dependen de factores como la dosis administrada, la magnitud y rapidez

de su absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion.?*?’

1.3.2.1. Absorcién

El albendazol, a pesar de ser uno de los medicamentos de eleccién para el
tratamiento de parasitosis sistémicas, se caracteriza por tener una pobre absorcion, se
ha determinado que se absorbe menos del 5 % cuando se administra por via oral.***
La baja absorcién del albendazol se atribuye a su capacidad para formar agregados de

varias moléculas por la formacion de puentes de hidrégeno intermoleculares.

1.3.2.2. Distribucioén

El albendazol al ser absorbido es convertido rapidamente en su sulfoxido, que
es su principal metabolito activo. Ambos compuestos se han detectado en plasma®® y
demas, se ha detectado la presencia de sulfoxido de albendazol en liquido

cefalorraquideo.?®

1.3.2.3. Metabolismo

Se conoce la via metabdlica del albendazol por medio de estudios realizados en
vacas, ovejas, ratas y ratones (Figura 8).'3%3! En el metabolismo del albendazol

juegan un papel muy importante las enzimas como la flavin monoxigenasa microsomal
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(MFMO) para la oxidacion a su sulféxido y el citocromo P450 para la oxidacion a
sulfona. El sulfoxido y la sulfona son los metabolitos predominantes del albendazol en
plasma y orina, sin embargo, sus proporciones varian con cada especie. Otros
caminos metabdlicos menores incluyen la biotransformacion de los metabolitos, como
la hidroxilacién del anillo aromatico, asi como la S-metilacion y la N-metilacion.®

O O

MFMO s
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N o
n-pr” N\ e N Hidrolisis S N
| N> NHCOOCH; === \ \}NHCOOCH3 —_— \ \>—NH2
N N

n Albendazol
l activo H  Sulféxido H

activo
P450 l l

(0]
[oNI

Et S N o
T \ ot
OH | }NHCOOCW n-pr” N\ o N
H \ }NHCOOCH3 | \}NHZ
Sulfona N

N N

l inaciiva l i N

HS N
\>7 (0] (\?
\ NHCOOCH; s \ 0.6 CHg
N n-Pr \ /\ N
H \ }NHCOOCH3 n-pr
l "o \ \ N/}NH2

H
e N
s \ \}NHCOOCH3
N

H
0
] Lo o
HO
HaC™ N\ HsC N\ ~ N N\
\ }NHCOOCH3 \ }NHCOOCH3 \ }NHCOOCH3
N N N

H H H

OH

=0

Figura 8. Metabolismo del albendazol.

1.3.2.4. Excrecidn

El Albendazol y sus metabolitos se eliminan principalmente por via biliar, pasan
al intestino y salen con las heces.'>* También aparecen en pequefia proporcién en
orina.
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1.3.3. Nuevos derivados del albendazol con mejor solubilidad acuosa

Con el fin de solucionar el problema de la baja solubilidad del albendazol puede
recurrirse a distintas estrategias entre las que se encuentran la modificacion molecular,
gue es de especial interés en el area de quimica farmacéutica. Otras técnicas
empleadas se abordan desde el punto de vista de la tecnologia farmacéutica por

medio de desarrollo de nuevas formulaciones.

Como ejemplo de la primera estrategia se sintetizaron tres derivados N-

metilados del albendazol. Se encontrd6 que la solubilidad acuosa mejord
significativamente por la introduccion de un grupo metilo sobre los nitrdgenos en el
nuacleo de bencimidazol, o en el nitrégeno localizado en el grupo carbamato (Tabla

3).33

Tabla 3. Solubilidad a diferente relacion sdélido/agua desionizada del albendazol y sus

derivados N-metilados

CH s
S N S / 3 N\
J/ ‘ \%NCOOCH N ‘ >—NHCOOCH,
3
| »—NHCOOCH
HaC N CHy4 J/ ‘ N/ 3 HsC N\
H H3C CHs
2

1 4

Solubilidad, uM + DE (relacion sélido/agua)
g, Mtcm?
Compuesto Amax, NM 1:1 2:1 3:1 4:1
(etanol)
295 11591.01 16.2 +5.36 18.7 + 4.37 15.1+6.78 18.3+7.13
ABZ
1 299 14801.79 20.4 +4.34 25.7+3.21 26.3+2.18 | 24.12+5.14
2 306 18011.17 58.0 + 6.24 54.9 +4.52 59.9 +3.15 50.8 +3.79
4 306 18435.75 88.2+116 | 823+12.45 89.2 £6.9 88.3+15.3

Los datos de solubilidad son un promedio de tres determinaciones. DE: desviacién estandar. Para ABZ

y 1, no se encontrd diferencia significativa para p<0.05.
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Aunque se cree que son necesarios los grupos N-H en la actividad
antihelmintica, los derivados N-metilados podrian generar el albendazol ya que el
organismo humano cuenta con enzimas como el citocromo P450 que cataliza
reacciones de N-desmetilacién sobre ciertos sustratos. El citocromo P450 se
encuentra distribuido en varios tejidos; las isoformas CYP1A2 y CYP2E1l se
encuentran en gran proporcion en higado y catalizan reacciones de N-
desmetilacion. EI CYP2E1 también se encuentra en intestino delgado y colon;
ademas, otras isoformas distribuidas por todo el organismo podrian presentar el

34,35

mismo efecto sobre estos sustratos. Varias moléculas son susceptibles a sufrir

N-desmetilacion metabdlica, entre éstas, un ejemplo clasico es la cafeina.

1.4. Metabolismo de cafeina como ejemplo de N-desmetilacién

La cafeina es uno de los xenobioticos mas consumidos a nivel mundial, por
esto, su metabolismo ha sido de interés en muchos trabajos de investigacion. Se
conoce que este compuesto se metaboliza intensamente a nivel hepético y solo
una cantidad menor al 5% es eliminada en orina sin cambios. El metabolismo de la

cafeina es complejo y se han detectado 17 metabolitos en orina.

Uno de los procesos metabdlicos que sufre la cafeina es de gran interés en
este trabajo: la N-desmetilacion, la cual puede llevarse en las posiciones 1, 3y 7
para dar teobromina, teofilina y paraxantina, respectivamante. Se sabe que
principalmente la isoenzima CYP1A2, en menor grado CYP2E1 y probablemente
otras isoformas contribuyen a la desmetilacion de la cafeina en las tres posiciones.
Ademas, segun estudios in vivo e in vitro, el CYP1A2 es probablemente
responsable de la N-desmetilacion en posiciones 1, 3 y 7 de la paraxantina,

teobromina y teofilina.***

Esta via metabdlica sugiere una ruta por la cual podrian
metabolizarse por medio de la N-desmetilacibn compuestos de interés bioldgico

con estructuras similares, como los bencimidazoles.
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Figura 9. N-desmetilacion metabdlica de la cafeina y sus derivados.

Hasta la fecha no hay estudios relacionados con el metabolismo y actividad

antiparasitaria de los derivados N-metilados del albendazol.
1.5. El albendazol como agente antiprotozoario

Los estudios realizados in vitro sobre la actividad del albendazol como
antiprotozoario demostraron que éste fue mejor giardicida que el metronidazol
(farmaco de eleccion). Sin embargo, presentd baja actividad trichomonicida y muy
pobre actividad amebicida.**** Estudios clinicos muestran que el albendazol es tan

efectivo como el metronidazol para el tratamiento de la giardiosis.*>™’

16



JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. JUSTIFICACION

Dentro de los compuestos mas utilizados en el tratamiento de las helmintiosis
se encuentra el albendazol. Sin embargo, su eficacia se ve disminuida contra
parasitosis sistémicas debido a su pobre absorcion. Por esta razon surge la necesidad
de crear nuevos compuestos derivados del albendazol con mejores propiedades
biofarmacéuticas; buscando que sean menos polares, mas solubles y tengan mayor
grado de lipofilia, lo que les permitir4 tener una mayor absorcion, y, después, al ser
metabolizados puedan producir albendazol; también, que al evaluarse in vitro, sobre

helmintos puedan dar informacion sobre su actividad intrinseca.

Por otro lado, considerando que las enfermedades parasitarias también
incluyen a las protozoosis, se justifica la evaluacion antiprotozoaria de los derivados

del albendazol que se preparen.

3. HIPOTESIS

Los derivados N-metilados se metabolizardn sufriendo una N-desmetilacion
para generar albendazol y presentaran actividad comparable o superior al albendazol,
lo cual se medira indirectamente usando pruebas in vivo, no mostrandose este

fenomeno en las pruebas in vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Obtener derivados del albendazol con mejor biodisponibilidad a través de la N-
metilacibn y conocer mas sobre la importancia de los N-H en la actividad
antiparasitaria de los bencimidazol 2-carbamato de metilo.

4.2. Objetivos particulares
e Sintetizar 5 derivados N-metilados del albendazol.

e Evaluar su actividad antiparasitaria en modelos in vitro e in vivo.

e Sintetizar algunos de los posibles metabolitos de estos compuestos para
posteriores estudios biofarmacéuticos.
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5. DISENO DE LOS DERIVADOS DEL
ALBENDAZOL

Los derivados del albendazol se disefiaron teniendo en consideracién que al
metilar los nitrégenos del anillo bencimidazdélico, como del grupo carbamato, se
disminuye o anula la posibilidad de formar enlaces de hidrogeno intermoleculares y
como consecuencia las moléculas seran mas solubles en los fluidos bioldgicos y
por ende, mejorara su absorcién y biodisponibilidad. Una vez absorbidos se espera
que sufran una N-desmetilacién metabdlica, como la cafeina y sus derivados, que
origine al albendazol. Como no es posible predecir cudl precursor N-metilado sera
el que se metabolice mejor, se consideraron todos los posibles compuestos de N-

metilacion.

N N H 0 N CHj
| \>7NHCOOCH3 LSO» | \>7I\IICOOCH3 & | \>7ILCOOCH3
N N\ H

H

\

CH3

Figura 10. N-desmetilacion propuesta para el albendazol

5.1. Compuestos disefiados para sintetizar
En la Tabla 4 se presentan las estructuras de los cinco derivados del

albendazol disenados, los cuales se sintetizaron, y, posteriormente, se mandaron a

evaluar, in vitro e in vivo, sobre distintos modelos experimentales.

19



DISENO DE LOS DERIVADOS DEL ALBENDAZOL

Tabla 4. Derivados N-metilados del albendazol disefiados y sintetizados

Ry N T4
’ \>—NCOOCH3
R; N\
R3
Compuesto R R> R3 R4

1 CH3(CH,),S H H CHs
2 H CH3(CH,),S CHs H
3 H CHs(CHy,),S CHs CHs
4 CH3(CHy),S H CHs H
5 CH3(CH,),S H CHs CHs

En este trabajo también se realiz6 la sintesis del sulféxido (4A) y la sulfona (4B)
de la Tabla 5, que son derivadas del compuesto 4, los cuales se plantea que seran
producto de su oxidacion metabdlica. En un trabajo posterior, las moléculas 4A y 4B

se usaran como referencias para el desarrollo de ensayos bioldgicos.

Tabla 5. Sulféxido y sulfona del compuesto 4 sintetizados

Compuesto R R> Rs R4
4A CH3(CH,),SO CHs
4B CHj(CH,),S0; CHs
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1. Parte quimica
En esta seccidén se describen las rutas sintéticas seguidas para obtener los
compuestos planteados en las Tablas 4y 5.

6.1.1. Estudio sobre la metilacién del albendazol

Primeramente, y de acuerdo con el Esquema 1, el Albendazol se sometié a una
reaccion de N-metilacién y la mezcla de reaccion se separd por cromatografia en
columna.”®*® Se logré aislar un compuesto puro, el cual se identific6 como 1, y dos

mezclas de dos compuestos que no se pudieron separar.

S N CH
\C[\>—II\ICOZCH3 1

N

\

H

H /CH3
I H S H
/\/S N | NS N | 2
NCO,CH | NCO,CHg
/) >CH3
N N
CH3

K,CO,, CH,l, DMF

> < /\/S N/ CI:HS
\C[ />—NCOZCH3 3
N
NS N H
\C[\}rllcozcw
N P N 'ﬁ
! \C[N\>_NCOZCH3 4
\

Albendazol CHs

I o
N S)
\

CHs

Esquema 1. Equilibrio tautomérico del albendazol que lleva a cinco posibles productos

de N-metilacion
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Posteriormente, se realizd un estudio para sintetizar 1-5 por una ruta alterna
apropiada para cada compuesto, ademas, se prepard el sulfoxido (4A) y la sulfona
(4B) a partir del compuesto 4.

6.1.2. Estudios sobre la sintesis del compuesto 1

El método alterno de obtencién del compuesto 1 se basé en la sintesis del
albendazol reportada por Gurick (Figura 7), en la que el precursor inmediato, la 4-
(propiltio)-1,2-fenilendiamina se visualizé como un intermediario que al reaccionar con
el 1,3-dimetilmetoxicarbonil-S-metilisotiourea (26) daria el compuesto 1. En un estudio
modelo se puso a reaccionar la 1,2-fenilendiamina comercial 6 con 26, como se
muestra en el Esquema 2; sin embargo, no se obtuvo el compuesto esperado 7 y se
descartd este método para obtener 1. La preparacion del reactivo 26 se describe mas

adelante en esta seccion.

NH e N CH
+ H3C\ /)\ /[k CHy o | : NCO,CH,
S I}l (@] A N
CHs3 H

NH,

6 26 7

Esquema 2. Reaccién modelo para la obtencion de compuestos N-metilados
6.1.3. Sintesis de los compuestos 2y 3

Para sintetizar los compuestos 2 y 3 se hicieron las reacciones del Esquema 3.
Se parti6 de la 3-cloroanilina comercial (8) que se adicion6 sobre un exceso de
anhidrido acético para dar la 3-cloroacetanilida (9). La solucion fria obtenida se
adiciono lentamente a una solucion de HNO3; fumante en anhidrido acético en frio; lo
que llevé a la 5-cloro-2-nitroacetanilida (10), la cual se trat6é con sulfato de dimetilo y se
obtuvo la 5-cloro-N-metil-2-nitroacetanilida (11), que se hidroliz6 con H,SO4
concentrado y dio la 5-cloro-N-metil-2-nitroanilina (12). Posteriormente, 12 se sometio
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a una reaccion de sustitucion nucleofilica con 1-propanotiol en medio basico y permitié
obtener la N-metil-2-nitro-5-(propiltio)anilina (13), que se llevé a una reduccién
catalitica con Hy, Pd/C para obtener la N*-metil-4-(propiltio)-1,2-fenilendiamina (14). La
ciclocondensacion de 14 con el dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea llevo al [1-metil-6-
(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (2).>°°* El tratamiento de éste con
yoduro de metilo e hidruro de sodio dio el metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-

iljlcarbamato de metilo (3).

i i
cl NH, g Cl NHCOCH; p cCl NHCOCH, ¢ Cl NCOCH, ¢ Cl N
NO, NO, NO,

8 9 10 11 12

CH,
NS N/ T ©
\ N/>—NC02CH3 st ?Hs
2 V\g ~S Ny . A~ NGy
h -
L CHj,
/ NH, NO,
NS N (‘:H3
\C[ />7NC02CH3 14 13
N
3

(@) Ac,0; (b) HNO, fum., Ac,0, (c) (CH,),SO,, NaOH, H,0; (d) H,SO,, calor; (e) n-PrSH, NaOH, HOCH,CH,OH,;
(f) H,, Pd/C, EtOH; (g) CH,O0CN=C(SCH,;)NHCOOCHS,, H", pH 5, calor; (h) CH,l, NaH, monoglima.

Esquema 3. Secuencia sintética para la preparacion de los compuestos 2y 3

6.1.4. Sintesis de los compuestos 4y 5

Para la sintesis de 4 y 5 se siguid la secuencia de reacciones que se muestra
en el Esquema 4. Se partié de la 2-nitroanilina comercial (15) que se sometié a las
reacciones conocidas de acetilacion (16), N-metilacion (17) e hidrdlisis (18). Para la
siguiente reaccion, de tiocianacion, la N-metil-2-nitroanilina (18) se tratd con tiocianato
de amonio y bromo en etanol y la N-metil-2-nitro-4-tiocianoanilina formada (19) se trato
con bromuro de n-propilo, KCN, n-propanol y CH,Cl, en presencia del cloruro de
tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fases. Esta reaccion llevo a la

obtencion de la N-metil-2-nitro-4-(propiltio)anilina (20). Posteriormente, 20 se redujo
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con H, en presencia de Pd/C y dio la N'-metil-4-(propiltio)-1,2-fenilendiamina (21)
que por tratamiento con dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea en medio &cido y calor
dio el [1-Metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4).°>** El
tratamiento de éste Ultimo con yoduro de metilo e hidruro de sodio llevé al Metil[1-

metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (5).

NO, NO, NO, NO, NCS NO,
a b c d
— e E— ]
NH, NCOCH, NCOCH, N N
15 6 | 17 b, 18 19 b,

e
/\/S N H
\ \>—l|\lCOOCH3 l
N
4 CH, Vg\ S NH, . S NO,
lh «
NP N | |
\ \>—NCOOCH3 21 ch, 20 ch,
N
\
5 CHj

(&) Ac,0, H,SO, (cat); (b) (CH,),SO,, NaOH, H,0; (c) H,SO,, calor; (d ) NH,SCN, Br,, EtOH; (e) n-PrBr, n-PrOH, KCN,
CH,Cl,, Bu,NClI; (f) H,, Pd/C, EtOH; (g) CH,00CN=C(SCH,)NHCOOCH,, H', pH 5, calor; (h) CH,l, NaH, monoglima.

Esquema 4. Secuencia sintética para la preparacion de los compuestos 4y 5

6.1.5. Sintesis de los compuestos 4Ay 4B

Para la sintesis de los compuestos 4A y 4B se siguié la secuencia de
reacciones del Esquema 5. El compuesto 4 se sometié a una oxidacion empleando
un equivalente de NalO, para dar el [1-Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-
illcarbamato de metilo (4A); por otra parte, cuando el compuesto 4 se tratd con dos
equivalentes del mismo agente oxidante se obtuvo el [1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-
bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo (4B).*
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(a) NalO, (1 eq), H,0, CH,CN, 5 °C; (b) NalO, (2.5 eq), H,0, CH,CN, 60 °C.

Esquema 5. Secuencia sintética para la preparacion de los compuestos 4A y 4B

6.1.6. Sintesis de los intermediarios 23y 26

Para la sintesis de los intermediarios 23 y 26 se siguid la secuencia de
reacciones del Esquema 6. En la sintesis del intermediario 23 se partié del
hemisulfato de S-metilisotiurea comercial (22), el cual se hizo reaccionar con
cloroformiato de metilo a pH 7 para luego aislar la dimetoxicarbonil-S-
metilisotiourea o intermediario 23.>* Para la sintesis de 26 se parti6 de la
dimetiltiourea comercial 24, la cual se sometié a una reaccion de S-metilacion con
sulfato de dimetilo en medio basico para formar el hemisulfato de 1,3-dimetil-S-
metilisotiourea (25), posteriormente, el compuesto 25 se traté con un equivalente
de cloroformiato de metilo y base manteniendo el pH neutro durante el transcurso
de la reaccion para dar el 1,3-dimetilmetoxicarbonil-S-metilisotiourea (26). En esta
parte se utilizé la mezcla de reaccién como tal para la reacciéon de ciclacion

correspondiente.
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SCHj o) o) SCH; O

NaOH/H,0
12 HaS0u + 2 )J\ "7 )L )\ )J\
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N XNH cl OCHg P H,CO N NH  OCH,
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CH
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HaCNH — NHCH, Hy,CO O A NH-CH, aon. p o
o
\
CH,
24 25 26

Esquema 6. Preparacion de los intermediarios 23 y 26 para reacciones de ciclacion

6.2. Parte bioldgica

En esta seccion se describen los ensayos de evaluacion antihelmintica de los
compuestos 1, 2 y 4; in vivo, sobre el parasito Trichinella spiralis; e in vitro, sobre el
parasito Taenia crassiceps. Adicionalmente se describen los ensayos de actividad

antiprotozoaria de los compuestos 1-5 sobre G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis.

6.2.1. Evaluacion de la actividad in vivo de los derivados N-metilados del

albendazol sobre T. Spiralis

Las pruebas de actividad antihelmintica sobre T. spiralis se realizaron en el
Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS) a cargo de la Dra. Lilidn Yépez Mulia. Los
experimentos se hicieron sobre la fase muscular y enteral del parasito usando como
control positivo albendazol a dosis de 75 mg/Kg y una cantidad equimolar de los

compuestos 1, 2y 4.
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El ciclo de vida de T. spiralis se realiz en ratas de la cepa Sprague-Dawley a partir
de las cuales se aislaron las larvas musculares que se emplearon en los ensayos de

evaluacion bioldgica de los compuestos sintetizados.

Para evaluar la actividad de los compuestos 1, 2 y 4 se emplearon ratones

BALB/c de cuatro a seis semanas de edad y de 20 a 25 g.

Para el estudio de la actividad de los compuestos sobre la fase sistémica y
enteral de T. spiralis, los ratones se infectaron experimentalmente por inoculacion
intragastrica con 800 larvas musculares suspendidas en 0.1 mL de bactoagar al 0.2%.
Los compuestos a evaluar se emplearon a una dosis de 75 mg/kg de peso,
resuspendidos en una formulacion de cromofor/etanol/agua (1:1:8). Como control
positivo se utilizé albendazol a una dosis equimolar con respecto a los compuestos.>®
Cabe mencionar que los resultados de estas evaluaciones se basaron en un solo

experimento.

6.2.1.1. Fase muscular

En los ensayos sobre fase muscular de T. spirallis se infectaron grupos de 10
ratones con T. spiralis y después de 28 dias de infeccion se trataron durante siete dias
con los compuestos 1, 2, 4 y albendazol. Seis dias después de la Ultima
administracion, los animales se sacrificaron, las larvas se extrajeron del musculo

esquelético de los animales y se contaron.

La reduccion de la carga parasitaria se calculd con respecto al control de

infeccion.

6.2.1.2. Fase enteral

Para los ensayos sobre la fase intestinal de T. spiralis se infectaron seis grupos
de 10 ratones y después de tres dias de infeccidn se trataron con una sola dosis de los

compuestos 1, 2, 4 y albendazol. Posteriormente, los ratones se sacrificaron el dia seis
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postinfeccion, se obtuvieron los intestinos y se contaron los parasitos adultos

obtenidos.

6.2.2. Evaluacion de la actividad in vitro de los derivados del N-metilados del

albendazol usando el metacestodo de Taenia crassiceps

Las pruebas de actividad in vitro sobre el cisticerco de T. crassiceps se
realizaron en el Instituto Nacional de Neurologia bajo la direccion de la Dra. Helgi Jung
Cook.

En este estudio se emplearon el parasito T. crassiceps para evaluar la actividad
cesticida de los compuestos sintetizados. Se usO la cepa ORF como prueba
preliminar dado a su rapido desarrollo y posteriormente la cepa WFU que a pesar de

su lento desarrollo presenta caracteristicas muy similares a T. solium.

Se usaron ratones machos BALB/c de dos meses de edad infectados con
huevos de T. crassiceps. Después de tres meses de infeccidon, los ratones se
sacrificaron, se removieron los cisticercos de la cavidad peritoneal y se lavaron con

solucién salina estéril al 9%.

Los compuestos 1, 2, 4, albendazol y ricobendazol se disolvieron en DMSO. Las
soluciones de trabajo se prepararon con medio de cultivo para obtener
concentraciones de 0.28 uM y 1.7 uM. Se us6 como control negativo una preparacion
de medio de cultivo con 0.25 % de DMSO. Cada frasco de cultivo contenia 25
cisticercos en 5 mL de medio de cultivo y se incubaron a 37 °C, con 5 % de CO; por 11
dias. Durante la incubacion, los cisticercos se observaron todos los dias al microscopio
de luz invertida y se registré su mortalidad. El criterio para determinar la mortalidad de
los parésitos fue la pérdida del fluido vesicular, paralisis de la membrana y el colapso
del cisticerco. La mortalidad se confirmé el dia 11 por exclusion de Azul de Tripano.

Cada experimento se realizé por triplicado.
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6.2.3. Estudios adicionales sobre la actividad de 1-5 en los protozoarios Giardia
intestinalis, Entamoeba histolyticay Trichomonas vaginalis

Adicionalmente a este trabajo de investigacion se evalu6 la actividad
antiprotozoaria (in vitro) de los cinco derivados N-metildos del albendazol contra G.
intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis. Estas pruebas se realizaron en la Unidad de
Investigacion Médica de Enfermedades infecciosas y parasitarias del Centro Médico
Nacional Siglo XXI (IMSS), a cargo de la Dra. Lilidn Yépez Mulia.

Para estos ensayos se siguié el método descrito por Cedillo Rivera.**°®°" El
procedimiento general aplicado a cada parasito varié solamente en el niamero de
trofozoitos incubados, correspondiendo a 5x10* trofozoitos/mL para G. intestinalis,
2x10* trofozoitos/mL para E. histolytica y 6x10° trofozoitos/mL para T. vaginalis.

6.2.3.1. Evaluacion de la actividad antiprotozoaria de los derivados N-metilados

del albendazol

Se incub6 el numero de trofozoitos correspondiente segun el tipo de parasito a
evaluar (como se describi6 anteriormente) con los diferentes compuestos a
concentraciones de 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5y 1 pg/mL. El albendazol y metronidazol
se usaron como controles positivos y el DMSO libre de farmacos como control
negativo. Los tubos se incubaron a 37 °C por 48 h. Posteriormente, los trofozoitos se
lavaron y resembraron en medio fresco por 48 h mas. Finalmente, se determiné el
namero de trofozoitos por mililitro en una camara de Neubauer. Los resultados se
analizaron por medio de un andlisis probit para determinar la concentracion inhibitoria
50 (Clso) de cada uno de los compuestos que corresponde a la concentracion del
compuesto que inhibié en 50 % el crecimiento de los trofozoitos.

Cabe mencionar que las actividades de los cinco compuestos fueron

determinadas en un solo ensayo contra E. histolytica, al igual que el compuesto 4

contra T. vaginalis.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccion se ha dividido en dos apartados; el primero de ellos es la parte
quimica, que abarca un analisis sobre las rutas sintéticas asi como el analisis
espectroscopico y espectrométrico de los compuestos finales; el segundo,
corresponde a la parte bioldgica, en el que se presentan los resultados y andlisis

de la actividad antihelmintica de los compuestos 1, 2 y 4, y antiprotozoaria de 1-5.

7.1. Parte quimica

En la Tabla 6 se presentan los rendimientos y algunas propiedades fisicas
de los compuestos sintetizados.

Tabla 6. Rendimientos y propiedades fisicas de los compuestos finales

No. PM Estado fisico Rend. (%) Pf. (°C) Rf
1 279.35 Sélido blanco 40 80.0-82.0 0.36
2 279.35 Escamas blancas 75 142.1-143.4 0.45
3 293.38 Solido amorfo amarillo 47.6 73.1-75.0 0.33
4 279.35 Escamas blancas 81.5 120.5-122.1 0.45
5 293.38 Solido amorfo amarillo 57.1 68.0— 69.8 0.34

4A 295.35 Sélido blanco 70.5 148.1-150.9 0.27

4B 311.35 Sélido blanco 58.3 174.3-179.2 0.47

7.1.1. Metilacién del albendazol y obtencion del compuesto 1

La reaccion de metilacion del albendazol planteada en el Esquema 1 dio
como resultado cinco productos. La separacion cromatografica en columna

permitié aislar un compuesto con Rf 0.36 en el Sistema VII, el cual se caracteriz
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como 1 por sus constantes espectroscopicas y espectrométricas, las cuales se
discuten integralmente mas adelante. Los productos de reaccion restantes solo fue

posible obtenerlos como dos mezclas de dos compuestos (Rf 0.22) y (Rf 0.01).

La técnica presentada en el Esquema 1 es una opcion viable para la
obtencion del compuesto 1, sin embargo, no es una buena alternativa para obtener
el resto de los compuestos dado a la dificultad para separarlos y su pobre

rendimiento.

Para la ruta alterna para obtener los compuestos N-metilados usando el
reactivo 26, como se muestra en el Esquema 2, no llevd a los compuestos

esperados bajo distintas condiciones de reaccion.

Los resultados desfavorables en esta Ultima reaccion pueden explicarse
desde dos puntos de vista. En primer lugar es posible que el compuesto 25 no
reaccione con el cloroformiato de metilo debido a un impedimento estérico,

causado por el grupo metilo localizado sobre el nitrégeno.

'~
NH-CHj N%\F’H ! L,
3

25 26

Esquema 7. Reaccion estudiada para la sintesis del intermediario 26
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En otra posibilidad se plantea que el intermediario 26 se haya formado y
para explicar la falta de reactividad se realizd un estudio de las propiedades

estéricas y electronicas mediante un estudio computacional.

En este estudio se usoé el programa Spartan 02. Primeramente se construyé
la molécula, misma que se optimizé usando mecanica molecular, posteriormente,
se realiz6 un analisis conformacional para obtener el conférmero de minima
energia y finalmente dicho conféormero se sometio a una optimizacion mediante el
método semiempirico PM3. Una vez que se obtuvo y optimizé el conférmero de
minima energia, se calcul6 el potencial electrostatico para observar la distribucién
de carga sobre el sitio reactivo, ademas, se calculé una superficie de densidad
electronica para obtener informacion sobre las dimensiones de los grupos
sustituyentes. El mismo procedimiento se aplicé para el compuesto 23 con fines
comparativos, sabiendo que este compuesto es un reactivo eficaz en la formaciéon

de compuestos del tipo bencimidazol-2-carbamato de metilo, (Figura 10).

Los resultados de estos calculos sobre la molécula 26 muestran que existe
una densidad de carga positiva en el carbono sp® que forma la parte central del
esqueleto de isotiourea lo que le da la propiedad electrofilica, sin embargo, la
distribucion espacial y el volumen de los sustituyentes hacen dificil que un
nucledfilo pueda llegar hasta el sitio reactivo. Si comparamos con el compuesto 23,
éste muestra una conformacion plana lo que le hace susceptible al ataque
nucleofilico. Estos resultados coinciden con lo observado experimentalmente y por
lo tanto se concluye que esta reaccion no es viable para obtener los derivados N-

metilados, descartando asi la sintesis planteada en el Esquema 2.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 10. Potencial electrostético y densidad electrénica de los compuestos 23 y 26;
(a) potencial electrostatico de la molécula 26 calculado a un isovalor de 0.080; (b)
densidad electrénica de la molécula 26 calculada a un isovalor de 0.002; (c) potencial
electrostético de la molécula 23 calculado a un isovalor de 0.080; (d) densidad

electrénica de la molécula 23 calculada a un isovalor de 0.002.

33



RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.2. Sintesis de los compuestos 2y 3

La sintesis de los compuestos 2 y 3 se realiz6 de acuerdo a las reacciones que

se muestran en el Esquema 3.

En la sintesis del compuesto 2 se obtuvieron muy buenos rendimientos en todos
los pasos de la secuencia sintética, excepto en la obtencién del compuesto 10 en el
que se obtuvo un rendimiento moderado (45.2%) debido a la formacion de

subproductos y las pérdidas que conlleva su purificacion.

~

of NHCOCHj;
\Oi r Producto deseado
H NO,

.0 10

|
cl NCOCH,4 Ac ]
+ HNO; ——
cl NHCOCH;
9 D/ r Posible subproducto
O,N

Esquema 8. Reaccion de obtencion del compuesto 10

En la obtencién del compuesto 2, a partir de 14, se optimizaron las condiciones
de reaccion reportadas en la literatura del mismo modo que se discutird mas adelante
para el compuesto 4 debido a que se obtuvo un subproducto que dificulta su
purificacién.*>
Para la obtencion del compuesto 3, se sometié el compuesto 2 a una metilacion

usando distintas bases y agentes alquilantes (Tabla 7).
De las pruebas para obtencion del compuesto 3 mostradas en la Tabla 7 se

observa que el compuesto 2 es muy sensible a bases nucleofilicas como NaOH,

ademas la dimetilformamida, no es un buen disolvente en esta reaccion dado a que
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favorece la formacién de productos secundarios. La mejor reaccion de metilacion del
compuesto 2 se dio con hidruro de sodio, monoglima y yoduro de metilo manteniendo

la reaccién bajo condiciones anhidras.

Tabla 7. Alquilaciéon del compuesto 2 con distintos reactivos, bases y disolventes a 25
°C

Base |Agente alquilante| Disolvente Resultado
CHjsl
DMF
(CH3)2,S0,
NaOH CHsl _ Descomposicion del producto y sustrato
Monoglima
(CH3)2S0,
(CH3),S0, (CH3)2S0,4
CHjsl DMF Mezcla compleja y dificil de separar
K2CO3
(CH3)2S0Oq4 _ producto no deseado
Monoglima : : _
NaH CHgsl Satisfactorio: Un compuesto principal (3)

7.1.3. Sintesis de los compuestos 4y 5

La sintesis de los compuestos 4 y 5 se realizé6 mediante técnica planteada en el
Esquema 4.

Los compuestos 16 y 17 se obtuvieron con buenos rendimientos. Para la
obtencién del compuesto 18 se optimizd la metodologia antes reportada en la

literatura,>*>?

obteniendo muy buenos rendimientos y sin productos secundarios.
Posteriormente, en la obtencion del compuesto 19 se obtuvo un producto secundario
dificil de separar, Esquema 9. El producto secundario formado en la obtencion del
compuesto 19 se analizd por espectrometria de masas (Figura 11). Los resultados
sugieren que se trata de un derivado bromado (M* 230 “59 %”, M+2 232 “56 %”) que

puede confundirse con la materia prima de Rf idéntico (Rf 0.63, Sistema I).
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NO,

L.
\

18 CH,

NCS NO,
NH,SCN, Br, \©:
_— /H
EtOH N
19 CH,
PM 209

Br NO,
_H
¥ : :w
CH,4
Producto secundario

PM 231

Masa exacta 230

Esquema 9. Obtencion del compuesto 19 y producto secundario
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Figura 11. Espectro de masas del producto 19 y subproducto de reaccion.
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Los compuestos 20 y 21 se obtuvieron con buenos rendimientos. Se modifico la
técnica de obtencion de 4 reportada en la literatura, ya que se obtenia un subproducto
dificil de separar. El subproducto aislado se identific6 por medio de resonancia
magnética nuclear como el bencimidazol-2-carbamato de etilo formado por una
reaccion de transesterificacion del compuesto 4 con el disolvente (etanol), (Figura 12).
Se observd que la reaccion de transesterificacion con el disolvente se lleva a cabo
facilmente cuando se tiene un grupo metilo en posicion 1 del anillo de bencimidazol.
Este problema se solucioné usando una mezcla de metanol-agua como disolvente

para obtener un producto puro.

o /—CH3
(0]

he > N >_
: A\
-
\CH3

.972

————11

A

A
ppm

13 12 11 10 9 8 7 3 5 4 3 2 1 ppm

[S— [
0.9%4 0.95 z.00 2.03
-3

Figura 12. Espectro de RMN 'H de [1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-

ilflcarbamato de etilo (producto de transesterificacion).
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El compuesto 5 se obtuvo con un rendimiento moderado siguiendo la misma

metodologia de metilacién usada para el compuesto 3.

7.1.4. Sintesis de los compuestos 4A y 4B

La sintesis de los compuestos 4A y 4B se realizO segun las reacciones
mostradas en el Esquema 5. Se obtuvieron rendimientos moderados después de

su purificacion.

7.1.5. Espectroscopiay espectrometria de los compuestos finales

Los datos espectroscépicos y espectrometricos de los compuestos finales se
muestran en la Tabla 8. Todos los compuestos finales se identificaron por
espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnético nuclear (‘H y *C), vy

espectrometria de masas.

7.1.5.1. Espectroscopia de infrarrojo

Todos los compuestos finales mostraron bandas de estiramiento y
deformacion caracteristicas para los grupos metilo (2975-2950, 1470-1435) y para
los grupos metileno (2885-2860, 1480-1440), ademas, una banda intensa cercana
a 1700 caracteristica de grupos carbonilo. Los compuestos 1, 2, 4, 4A y 4B;
mostraron bandas intensas y agudas caracteristicas para grupos N-H arriba de

3000 cm™, no observandose estas Ultimas para los compuestos 3y 5.
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Tabla 8. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales

Sefales

IR (KBr) en cm™: 3333.18, 2956.25, 2870.21, 1702.88, 1546.67,
1454.16, 1198.50, 1165.06, 1107.82.

EM (IE) m/z (int.%): 279 (M*, 100), 236 (36), 237 (36), 220
(10), 204(13), 178 (26), 177 (13).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & en ppm): 0.935 (t, 3H,
CH3CH2CH,S-, J = 7.2 Hz), 1.524 (m (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J
= 6.8 Hz), 2.848 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 3.469 (s,
3H, N-CHjs), 3.839 (s, 3H, -OCH3), 7.112 (dd, 1H, J = 8.4, J =
1.6 Hz, H-6a), 7.394 (d, 1H, J = 8 Hz, H-7a), 7,476 (d, 1H, J =
1.6 Hz, H-4a) y 11.992 (s, 1H, N-H heterociclo, intercambiable
con D20).

RMN **C (DMSO-ds, 100 MHz), & (No.): 13.099 (4b), 22.078
(3b), 33.661 (4), 36.487 (2b), 53.768 (6), 111.914 y 113.361 (7a
6 4a), 117.544 y 119.164 (7a 6 4a), 124.106 (6a), 127.078 (5a),
132.526 y 134.033 (7a* 6 3a*), 139.626 y 141.283 (3a* 6 7a*),
148.961 (2a) y 154.203 (2).

Compuesto
1
( ) 3b /4a N CH
Hsc/ Nop” N5 gy, /4 3
4b | | >\23—N
68; 7a 1\
0" \” //2—(3
la o \CH
3
3 6
) IR
N NP N\
T
Sa\ /33'\N// 1\2
4a’ 3a //_9\
9 g

IR (KBr) en cm™: 3255.97, 2964.50, 2869.96, 1628.59, 1590.14
1450.93, 1219.37, 1173.80, 1088.48.

EM (FAB") m/z (int.%): [M+1]" 280 (100).

RMN 'H (CDCls, 299.7 MHz & en ppm): 1.022 (t, 3H,
CH3CH2CH,S-, J = 7.2 Hz), 1.650 (m (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J
= 7.5 Hz), 2.904 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 3.660 (s,
3H, heterociclo N-CHs), 3.796 (s, 3H, -OCHs), 7.226 (d, 1H, J =
7.8 Hz, H-4a), 7.249 (dd, 1H, J = 6, J =1.2 Hz, H-5a), 7,286 (d,
1H, J = 0.89 Hz, H-7a) y 9.631 (s, 1H, N-H, intercambiable con
D,0).

RMN **C (CDCls, 75.3 MHz), & (No.): 13.283 (4c), 22.500 (3c),
28.581 (1b), 37.501 (2c), 52.755 (5), 111.126 (7a), 111.314
(4a), 125.886 (5a), 127.062 (6a), 131.010 (7a* y 3a*), 131.170
(7a* y 3a*), 153.673 (2a) y 163.238 (2).
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IR (KBr) en cm™: 2965.67, 2930.22, 2872.67, 1719.68, 1528.50,
1478.21, 1454.12, 1204.25, 1164.17.

EM (FAB") m/z (int.%): [M+1]" 294 (100).

RMN 'H (CDCls, 299.7 MHz & en ppm): 1.034 (t, 3H,
CH3CH2CH,S-, J = 7.6 Hz), 1.6725 (m (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J
= 7.2 Hz), 2.943 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.6 Hz), 3.523 (s,
3H, N-CHg), 3.661 (s, 3H, heterociclo N-CH3), 3.820 (s, 3H, -
OCHj3), 7.386 (dd, 1H, J = 8, J = 2 Hz, H-5a), 7.396 (s, 1H, H-
7a)y 7.723 (d, 1H, J = 9.2 Hz, H-4a).

RMN **C (CDCls, 100 MHz), 8 (No.): 13.342 (4c), 22.536 (3c),
30.578 (1by 4), 37.313 (2c), 54.098 (2c), 111.689 (7a), 118.689
(4a), 126.481 (5a), 132.570 (3a* y 7a*), 133.735 (3a* y 7a%),
136 (6a), 147.644 (2a) y 154.666 (2).

3) o
3c S Ta
Hsc/ e I NN /§H3
2 A
Sa. /3a\N// 1\2_0
4a’ 3a // 5\
o) CH,
3 6
@ .
Hy N 1IN NN,
2 T e
6a Ta* 1\
S~ —
I T/ \
CH; O CHy
1b 3

IR (KBr) en cm™: 3286.98, 2956.08, 2929.46, 2868.25, 1631.18,
1490.64, 1451.44, 1217.44, 1172.07, 1086.47.

EM (FAB") m/z (int.%): [M+1]" 280 (100).

RMN 'H (DMSO-ds, 300.2 MHz & en ppm): 0.938 (t, 3H,
CH3CH2CH,S-, J = 7.5 Hz), 1.532 (m (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J
= 7.5 Hz), 2.858 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 6.9 Hz), 3.468 (s,
3H, heterociclico N-CHs), 3.607 (s, 3H, -OCHs), 7.190 (dd, 1H,
J =8.40, J = 1.50, H-6a), 7.326 (d, 1H, J = 8.10, 7a), 7.427 (s,
1H, H-4a) y 11.981 (s, 1H, N-H, intercambiable con D,0).

RMN °C (DMSO-ds, 75.5 MHz), & (No.): 13.019 (4c), 21.994
(3c), 28.035 (1b), 36.162 (2c), 51.722 (5), 109.645 (7a),
112.782 (4a), 124.351 (6a) 128.713 (5a), 129.214 (7a* 6 3a*),
129.592 (7a* 6 3a*), 153.511 (2a) y 162.517 (2).
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IR (KBr) en cm™: 2953.21, 2875.65, 1715.82, 1523.14, 1477.73,
1351.17, 1163.97.

EM (FAB") m/z (int.%): [M+1]" 294 (100).

RMN 'H (CDCls, 299.7 MHz & en ppm): 1.011 (t, 3H,
CH3CH2CH,S-, J = 7.2 Hz), 1.650 (M (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J
= 7.2 Hz), 2.913 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 3.503 (s,
3H, N-CHg), 3.656 (s, 3H, heterociclo N-CH3), 3.811 (s, 3H, -
OCHz3), 7.286 (d, 1H, J = 8 Hz, H-7a), 7.39 (dd, 1H,J=8.4,J =
1.6 Hz, H-6a) y 7.797 (d, 1H, J = 1.6 Hz, H-4a).

RMN **C (CDCls, 100 MHz), & (No.): 13.5 (4c), 22.5 (3c), 30.5
(2c), 37.5 (4 y 1b), 54.0 (6), 110.087 (7a), 120.013 (4a),
126.799 (6a), 131.842, 132.224, 138.5 (7a*, 5a 6 3a*), 148.063
(2a), y 154.794 (6).

IR (KBr) en cm™: 3243.36, 2962.70, 2870.24, 1651.59, 1623.94,
1592.32, 1492.68, 1434.97, 1204.05, 1073.71, 1062.31,
1019.78.

EM (FAB") m/z (int.%): [M+1]" 296 (100).

RMN 'H (CDsOD, 299.7 MHz & en ppm): 1.032 (t, 3H,
CH3CH,CH,S(0)-), 1.536-1.796 (m, 2H, CHsCH.CH,S(0)-),
2.845-2.992 (M, 2H, CHsCH,CH,S(0)-), 3.595 (s, 3H, N-CHa),
3.753 (s, 3H, -OCHs), 7.520 (s, 2H, Ar-H), 7.718 (s, 1H, Ar-H).

RMN *C (CD30OD 75.5 MHz), 5 (No.): 13.460 (5c), 17.206 (4c.),
29.495 (1b), 53.420 (5), 59.876 (3c), 108.982 (7a), 111.405
(4a), 120.387 (6a), 129.381 (5a), 131.2 (7a*), 134.890 (3a*),
137.783 (2a) y 155.5 (2).
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IR (KBr) en cm™: 3313.17, 2978.30, 2942.23, 1647.35, 1626.56,
1588.79, 1494.88, 1441.25, 1275.59, 1210.24, 1127.63.

EM (FAB") m/z (int.%), [M+1]* 312 (100).

RMN 'H (DMSO-ds 299.7 MHz & en ppm): 0.881 (t, 3H,

o CHsCH,CH,S(O2)-, J = 7.2 Hz), 1523 (m (6), 2H,
/SC\?CE!{]C\ A CHsCH,CH,S(O2)-, J = 7.5 Hz), 3.165-3.217 (m, 2H,
T T e CHsCH2CH,S(05)-, J = 7.8 Hz), 3.553 (s, 3H, N-CH), 3.640 (s,
Ga%m/”‘*\nl,a 1\2_9 3H, -OCHa), 7.624 (d, 1H, J = 8.39, H-7a), 7.695 (dd, 1H, J =

cHy g// \(5:H3 8.39, J =1.19, H-6a), 7.873 (s, 1H, H-4a) y 12.249 (s, 1H, N-H,

intercambiable con D;0).

RMN **C (DMSO-ds, 300.2 MHz) & (No.): 12.469 (6c), 16.356
(5c.), 28.645 (1b), 52.021 (5), 56.927 (4c), 109.719 (7a), 111
(4a), 122.111(6a), 129 (7a*), 132.423 (5a), 134.5 (3a*), 141
(2a) y 154.5 (2).

*Los compuestos se numeraron arbitrariamente con fines didacticos

7.1.5.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *H

Todos los compuestos mostraron espectros RMN *H que concuerdan con la
estructura molecular de los compuestos planteados. Sin embargo, para los
compuestos 1, 2 y 4, los espectros en una dimension no son suficientes para
discriminar la posicion en la cual se encuentra el los grupo metilo. Para obtener
pruebas contundentes sobre la estructura de estas moléculas se recurrio al
experimento NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) para poder
observar una correlacién entre los hidrogenos del grupo metilo y los protones que

estan cercanos en el espacio.

En el caso del compuesto 1 se observa una correlacion débil debido a que el
grupo metilo se encuentra alejado de los protones aromaticos del anillo de
bencimidazol en posicion 4 y 7, (Figura 13). Ademas, se observa una correlacion
fuerte entre el hidrégeno en posicién 1 con los protones aromaticos en posicion 7
(Espectro 13).
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Para los compuestos 2 y 4 se observé una correlacion fuerte entre los protones
del grupo metilo en posicion 1 del bencimidazol y el proton en posicion 7 (Figura 14 y
15).

3

o CH H
P N \>*O/ P N CHy
@D \
N E= | N
N \CH3 N )—o
H H \
H O CH

F2

< (pp:_) oS < e.=<>

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
F1 (ppm)

Figura 13. Experimento NOESY para el compuesto 1.
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Figura 14. Experimento NOESY para el compuesto 2.
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Figura 15. Experimento NOESY para el compuesto 4
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7.1.5.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *C

En los espectros de RMN **C todos los compuestos tuvieron el nimero de
atomos de carbono y los desplazamientos quimicos esperados con las estructuras

planteadas.

Para el compuesto 1 (Figura 16) se observan sefales duplicadas para los
carbonos que fusionan los anillos y los que estan unidos directamente a ellos (Tabla 7:
3a*, 7a*, 4ay 7a) lo cual se debe al equilibrio tautomérico del anillo de bencimidazol.
Este efecto no se observa en el resto de los compuestos, ya que se encuentran
metilados en posicion 1, presentando asi una evidencia mas sobre la posicion del

grupo metilo en este compuesto.

119.164
e 117 . 544
113.361
111.914

b

|||||

T [ e
141 138 135 ppm 120 116 ppm

L

ey T T T  BMMMELE ey e r T T e T T T
220 200 180 160 140 1zo0 io00 a0 60 40 20 ppm

Figura 16. Espectro de RMN **C del compuesto 1.
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Para el compuesto 20 (Espectros 7 y 8) se observan sefiales que no
corresponden a la estructura molecular, pero basados en el desplazamiento quimico
de éstas se aprecia que la muestra se encuentra contaminada con acetato de etilo el

cual se uso como disolvente para extraer el compuesto.

7.1.5.4. Espectrometria de masas

El compuesto 1 mostr6 el lon molecular esperado y fragmentaciones
caracteristicas. Entre las fragmentaciones mas importantes se encuentran las
planteadas en la Figura 17. Los compuestos con un grupo metilo en posicion 1 del
anillo de bencimidazol no fueron susceptibles al analisis por la técnica de impacto
electronico (IE") y fue necesario usar la técnica bombardeo de atomos rapidos (FABY)

para observar el ion molecular M+1.

H3c/\><s><<>['\l\ / ot
e

\

CHg
Figura 17. Sitios de ruptura para generar las fragmentaciones mas importantes del

compuesto 1 en espectrometria de masas.

7.2. Parte Bioldgica

En esta seccidn se presentan los resultados de actividad antihelmintica in vivo
de los compuestos 1, 2 y 4 sobre la fase muscular y enteral de T. spiralis, asi como la
actividad in vitro de los mismos sobre el cisticerco de T. crassiceps. Ademas, se
incluyen los resultados de actividad antiprotozoaria sobre G. intestinalis, E. histolytica y

T. vaginalis.
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7.2.1. Pruebas de actividad bioloégica in vivo contra Trichinella spiralis

7.2.1.1. Actividad de los derivados N-metilados del albendazol sobre la larva
muscular de T. spiralis

Los resultados de actividad antihelmintica de los compuestos 1, 2 y 4 sobre la
larva muscular (LM) de T. spiralis se muestran en la Tabla 9 y en el Gréfico 1.
Tabla 9. Actividad del albendazol a 75 mg/kg y de los compuestos 1, 2, 4 en

cantidades equimolares contra larva muscular de T. spiralis

% Reduccion de la carga
Compuesto No. de LM/ratén o
parasitaria
Control 53,500
Albendazol 7,875 85.3
1 33,750 37
2 52,556 1.8
4 47,778 10.7
1,
N 0.8
i)
< 06
>
o 0.4]
£
@]
O 0.2
S . P
0 : : : :
Albendazol 1 2 4

Gréfico 1. Cociente de reducciéon de los compuestos sobre el albendazol contra larva

muscular de T. spiralis
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Los compuestos 1, 2 y 4 tuvieron una menor actividad antihelmintica contra la
larva muscular de T. spiralis que la del albendazol. Este comportamiento puede
deberse a dos causas. La primera puede ser que los compuestos no sean susceptibles
a sufrir una N-desmetilacion metabdlica o lo hagan solo en baja proporcion, lo que los
lleva a tener baja actividad. La segunda posibilidad es que antes de ocurrir una N-
desmetilacidén, o en competencia con ésta, los compuestos sean oxidados a la sulfona,

gue ya sea 1-metilada o no, sea inactiva.

Aunque estas Ultimas posibilidades explicarian la baja actividad de los
compuestos, los resultados contundentes solo se conoceran hasta contar con estudios

analiticos sobre los metabolitos de estos compuestos en plasma.

Por otra parte la actividad de los drivados N-metilados del albendazol (1>4>2),
podria sugerir que la posicion mas susceptible a una N-desmetilacion en las moléculas
sintetizadas se encuentra en el N-CH3z del grupo carbamato, por lo que resulta
interesante evaluar in vitro estos compuestos en un trabajo posterior para comparar y
concluir si la actividad se ve afectada por algin proceso metabdlico en los ratones del

estudio.

7.2.1.2. Actividad de los derivados N-metilados del albendazol sobre la fase

enteral de T. spiralis

Los resultados de actividad antihelmintica de los compuestos 1, 2 y 4 sobre la
fase adulta de T. spiralis se muestran en la Tabla 10 y en el Gréfico 2.

Los resultados muestran una tendencia en el porcentaje de reduccion (1>4>2)
muy similar a lo observado en la fase muscular. Comparado con el albendazol, el

porcentaje de reduccion fue menor para todos los compuestos.
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Tabla 10. Actividad del albendazol a 75 mg/kg y de los compuestos 1, 2, 4 en

cantidades equimolares contra el adulto de T. spiralis

o i % Reduccion de la carga
Compuesto No. de parasitos/raton o
parasitaria
Control 65.3
Albendazol 28.6 55.9
1 36 44.9
2 86.7 0
4 52.7 19.4
1,
0.8
'ﬂ\ﬂl 0.6
@ o
X
~ 04’
£
o 0.2
O =
2 | &=
Albendazol 1 2 4

Gréfico 2. Cociente de reducciéon de los compuestos sobre el albendazol contra la

Fase enteral de T. spiralis

Para este ensayo se considerd que el citocromo P450 también se encuentra

distribuido en el intestino de los animales de estudio y que a este nivel pueden

efectuarse reacciones de N-desmetilacion produciendo la actividad observada en los

compuestos 1 y 4. Por otra parte, cabe la posibilidad de que los compuestos tengan

actividad por si mismos contra este parasito, lo que puede explicar los resultados

sobre ambas fases en caso de no sufrir una desmetilacidn; sin embargo, se plantea en

trabajos previos que es necesario el hidrogeno en posicion 1 del anillo de bencimidazol
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y en el nitrdgeno del grupo carbamato, viéndose reforzada esta Ultima situacion con

los resultados sobre Taenia crassiceps reportados mas adelante en este trabajo.

7.2.2. Evaluacion de la actividad bioldgica in vitro de los derivados N-metilados
del albendazol contra Taenia crassiceps

Los resultados de mortalidad inducida sobre las dos cepas se muestran en la

Tabla 11y en los graficos 3y 4.

Los compuestos 1, 2 y 4 mostraron actividades por debajo del albendazol y
ricobendazol contra las dos cepas de T. crassiceps. Este comportamiento es
esperado, debido que se conoce que para presentar actividad antihelmintica por la
inhibicion de la polimerizacion de la tubulina los bencimidazol 2-carbamato de metilo
se requieren de los grupos N-H en su estructura;**** La pobre actividad presentada
por los compuestos evaluados se puede atribuir a que éstos no sufrieron la N-

desmetilacidon metabdlica y que tampoco tuvieron actividad intrinseca.

Tabla 11. Porcentaje de mortalidad in vitro del cisticerco de T. crassiceps inducida por

el albendazol, ricobendazol y los compuestos 1,2y 4

Cepa ORF Cepa WFU
Compuesto % Mortalidad % Mortalidad % Mortalidad % Mortalidad
0.28 uM 1.7 uM 0.28 pM 1.7 uM
Albendazol 805 98.8+0.8 60+8 80+11
Ricobendazol 46+ 5 88+t7 25+2.3 35+23

1 3+23 3+23 ND ND

2 1+23 4+2.1 2.6+4.64 53146

4 3+23 5+23 0 0

ND: no determinado
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1,
N 0.8
2
s 0.6]
g— 0.4
(@]
% 0.2
> |

Albendazol Ricobendazol 1 2 4

[0.28 Micromolar B1.7 Micromolar

Gréafico 3. Cociente de reduccion del ricobendazol y los compuestos sobre el
albendazol contra la cepa ORF de T. crassiceps

0.8
0.6
0.4
0.2

%Comp / %ABZ

Albendazol Ricobendazol 2 4
80.28 Micromolar B 1.7 Micromolar

Gréafico 4. Cociente de reduccion del ricobendazol y los compuestos sobre el
albendazol contra la cepa WFU de T. crassiceps

7.2.3. Pruebas de actividad bioldgica in vitro contra los protozoarios Giardia

intestinalis, Entamoeba histolyticay Trichomonas vaginalis

Los resultados de actividad antiprotozoaria de los compuestos 1-5 contra los

parasitos G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis se muestran en la Tabla 12 y
Grafico 5.
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Tabla 12. Actividad antiprotozoaria (Clsp) de los derivados N-metilados del albendazol,

albendazol y metronidazol

Clso (LM) Clso (LM) Clso (LM)

Sl G. intestinalis E. histolytica T. vaginalis
Albendazol 0.038 56.33 3.39
Metronidazol 1.226 0.35 0.236

1 0.3293 0.3222 0.5871

2 0.2505 0.2434 0.423

3 0.034 0.0545 0.075

4 0.2327 0.2685 0.3293

5 0.1023 0.075 0.1704

*La Clsg del albendazol y metronidazol contra los distintos protozoarios fue tomada de las referencias 59

y 60.

ABZ

MTZ 1

2

3

OG. intestinalis ME. histolytica OT. vaginalis

Gréfico 5. Potencia antiprotozoaria de los compuestos sintetizados en comparacion

con albendazol (ABZ) y metronidazol (MTZ).
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Los compuestos N-metilados presentaron actividad contra G. intestinalis
superior a la del farmaco de eleccion (metronidazol). En particular, el compuesto 3

muestré una actividad similar a la del albendazol contra este parasito.

En los ensayos contra E. histolytica se observa que todos los compuestos, a
escepcion de 1, presentaron una actividad superior a la del metronidazol;
particularmente, los compuestos 3 y 5 fueron potentes amebicidas, 6.4 y 4.7 veces
mas potentes que el metronidazol, respectivamente. Todos los compuestos fueron

mas activos que el albendazol contra este mismo parasito.

En lo que respecta al parasito T. vaginalis, todos los compuestos muestran una
actividad superior con respecto al albendazol y sélo los compuestos 3 y 5 muestran
actividades por encima del metronidazol, siendo 3.1 y 1.4 mas potentes

respectivamente.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo, en lo referente a la parte quimica, se logré sintetizar e
identificar los cinco derivados N-metilados del albendazol en cantidades suficientes

para ser evaluados in vivo e in vitro sobre los distintos modelos experimentales.

En la sintesis de estos compuestos se logro optimizar la obtencion de algunos
intermediarios con respecto a los resultados reportados en la literatura y se obtuvieron

dos de los compuestos finales (3 y 5) los cuales son moléculas novedosas.

En la evaluacion biolégica de los compuestos 1, 2 y 4 sobre T. spiralis se
reportan resultados importantes que hablan de los requerimientos estructurales de los
derivados N-metilados del albendazol para presentar actividad. EI hecho que los
derivados N-metilados mostraron menor actividad que el albendazol sugiere que se

requiere del hidrégeno sobre los nitrégenos.

El compuesto 1, a pesar de presentar actividad menor a la del albendazol, se
muestra particularmente interesante dado que presentd una actividad moderada en
ambas fases del parasito; esto lleva a plantear si realmente se ve influenciada su
actividad por un proceso metabdlico, dando pie a incursionar en el estudio de su
metabolismo y asi obtener informacién para disefiar nuevas moléculas con mayor

potencial.

En la evaluacion bioldgica de los compuestos 1, 2 y 4 sobre T. crassiceps los
resultados in vitro mostraron una actividad muy baja, con lo que se concluye de
manera contundente la importancia de los N-H en la actividad antihelmintica del

albendazol sobre este parasito.

Basados en las pruebas biol6gicas efectuadas se rechaza la hipétesis
planteada en este trabajo, ya que ninguno de los compuestos monometilados
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probados fue méas o igual de activo que el albendazol, lo que sugiere que no se

lograron N-desmetilar metabdlicamente al menos en cantidades importantes.

Adicionalmente, los cinco derivados N-metilados del albendazol sintetizados
mostraron actividad contra los parasitos G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis,
resultando de especial interés los compuestos 3 y 5 que mostraron alta actividad
contra los tres parasitos. De este resultado se concluye que la actividad contra los
parasitos E. histolytica y T. vaginalis se incrementa en gran medida al metilar los
nitrogenos del albendazol. Ademas, es de especial interés el compuesto 3, que mostré

actividad ante los 3 parasitos superior al albendazol y metronidazol.

Los compuestos N-metilados son de interés, ya que presentan buena actividad
contra los tres protozoarios en que fueron evaluados y podrian seguir estudiandose
contemplando futuras aplicaciones en el tratamiento de enfermedades causadas por
protozoarios extraintestinales como la fase invasiva de E. histolytica y parasitos del

tracto genitourinario como T. vaginalis.
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9. PERSPECTIVAS

Actualmente se contempla la evaluacion in vivo de los compuestos 3 y 5 contra
fase muscular y enteral de T. spiralis. Ademas se contempla la evaluacién in vitro de

los mismos compuestos contra el cisticerco de T. crassiceps.

Por otro lado, se determinaran los metabolitos de los derivados N-metilados en
plasma de ratones usando cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC). Este
proyecto proporcionara datos muy valiosos que llevaran a conclusiones contundentes
sobre el metabolismo de los derivados N-metilados y su potencial en el tratamiento de
infecciones causadas nematodos y cestodos sistémicos. En apoyo a este proyecto, en
el presente trabajo de tesis se sintetizaron los compuestos 4A y 4B con fines de

identificacion cromatogréfica.

Ademas, el presente trabajo de tesis ha abierto las puertas a la sintesis de
nuevas moléculas disefiadas a partir de la estrategia de N-metilacion, encontrandose
en marcha en la actualidad otros proyectos que sin duda tomaran experiencias Utiles

de este trabajo.
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10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1. Instrumentacioén

El peso de las sustancias se determiné en una balanza granataria OHAUS
E4000, o bien, en una balanza analitica Sartorius A210P.

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla
automatica IKA modelo IKAMAG RET basica con sensor de temperatura modelo
IKATRON ETS-D4 fuzzy.

La concentracion de las soluciones se realizé a presion reducida por medio de
un rotaevaporador Bichi R-114 con bafio B-480 acoplado a una bomba de vacio
marca Gast 0523-V47-6528DX ajustada a 50 mmHg y un condensador de alta
eficiencia conectado a un enfriador VWR Scientific modelo 1107, o bien, acoplado a un
condensador de dedo frio enfriado por un elemento refrigerante en espiral Brinkmann
modelo IC30. Para disminuir la presion del Sistema se utilizé una bomba de vacio

marca Vacuubrand modelo PC 610 con regulador de vacio integrado CVC2.

La hidrogenacion catalitica se realiz6 empleando un hidrogenador marca Parr
Modelo 3916 EG con 60 Ib/pulg® y 250 cc como méxima capacidad, utilizando un
tanque de hidrégeno de la casa INFRA y como catalizador Pd/C (al 10 %) de la casa
Aldrich.

El punto de fusion (pf) de los productos se determind en un aparato Buchi B-

540, utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.
Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin

Elmer de transformada de Fourier modelo FT-IR-1600, en pastilla de bromuro de

potasio, la frecuencia de las sefiales se reportan en cm™.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN 'H) se realizaron en
espectrometros Varian modelo Unity Inova de 300 y 400 MHz usando
tetrametilsilano como referencia interna. Los disolventes deuterados empleados
fueron cloroformo, dimetilsulfoxido, metanol y agua para el intercambio de
hidrogeno. Los desplazamientos quimicos (6) se dan en ppm. Las constantes de
acoplamiento J se dan en Hertz. Los simbolos correspondientes a la multiplicidad
de las sefales son: s = sefal simple, d = sefial doble, dd = sefal doble de doble, t

= sefal triple, m = sefal multiple.

Los espectros de masas (EM) se realizaron por introduccién directa en un
espectrometro de masas JEOL modelo JMS-SX102A la técnica de impacto
electrénico (IE) o mediante la técnica FAB*. La simbologia empleada es: m/z

(masal/carga), M+ (i6n molecular), M+1, M+2 (picos isotopicos).

10.2. Sistemas cromatograficos

Para el desarrollo experimental de este trabajo se usaron los Sistemas

cromatograficos que se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Sistemas cromatogréaficos usados en este trabajo

Sistema Componentes Proporcién
I Hexano-Cloroformo-Acetato de etilo 50:35:15
Il Hexano-Acetato de etilo 25:75
" Hexano-Acetato de etilo 85:15
\Y Hexano-Acetato de etilo 90:10
\ Cloroformo-Metanol 80:20
VI Cloroformo-Metanol 90:10
VI Cloroformo-Metanol 95:5
VI Cloroformo-Metanol 98:2
IX Cloroformo-acetona 955

59



PARTE EXPERIMENTAL

10.3. Procedimientos sintéticos

10.3.1. Metil[5(6)-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (1)

S S
H3C/\/ N\ |I| K,CO, H3C/\/ N\ (I:H3
>——NCOOCH3 4+ H—l .~ >——NCOOCH3
N N
H H

Albendazol 1
PM 265.33 PM 141.94 PM 279.36

D 2.28

En un matraz de bola de 100 mL con una boca, acondicionado con agitacion
magnética y tapon de hule, se adicionaron 4.22 g (0.0159 mol) de albendazol, 1 mL
(0.0160 mol, 1 eq) de yoduro de metilo, 2.20 g (0.0159 mol, 2 eq) de carbonato de
potasio y 80 mL de dimetilformamida. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 3 dias. Posteriormente, se filtré y el filtrado se concentrdé al vacié
guedando un aceite color ambar, el cual mostré6 4 manchas en ccf (Sistema VII). La
mezcla se separd por cromatografia en columna usando 120 g de gel de silice 60
Merck como fase estacionaria y el Sistema IX como fase movil. La primera fraccion
eluida de la columna contenia el primer compuesto, el cual se recristalizé de hexano
dando 1.78 g (40 %) de un sdlido blanco que mostré ser un solo compuesto en ccf con
Rf de 0.36 (Sistema VII) y pf. 80.0-82.0 °C. Este compuesto se identificé como el
compuesto 1 por sus datos espectroscopicos y espectrométricos.

10.3.2. 3-Cloroacetanilida (9)

cl NH
2 i jl cl NHCOCH,
+ - -
He” Y07 CH, \O/

8 9
PM 127.57 PM 102.09 PM 169.61
D 1.20 D 1.08
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En un vaso de precipitados de 100 mL, adaptado con termdmetro, agitacion
magnética y un embudo de adicion, se colocaron 10 mL (0.0941 mol) de 8 y se
afadieron lentamente y con agitacion constante 11 ml (0.1164 mol, 1.24 eq) de
anhidrido acético manteniendo la temperatura debajo de 80 °C, una vez terminada la
adicién se mantuvo la agitacion durante 30 minutos. Posteriormente, la reaccion se
vertio sobre hielo y se formd un sélido blanco que se filtr6 al vacio y se lavo con agua
helada hasta pH neutro. Se obtuvieron 15.71 g de un soélido blanco (98.5 %), el cual
mostro ser un solo compuesto por ccf con Rf de 0.1 (Sistema VIII) y pf. de 77.1-78 °C.

10.3.3. 5-Cloro-2-nitroacetanilida (10)

cl NHCOCH, Ac,0 cl NHCOCH,4
\©/ + HNO; —— »
NO,

9 10

PM 169.61 PM 63.01 PM 214.61
D15

En un vaso de precipitados de 250 mL, adaptado con agitacion magnética,
termometro, embudo de adicion y bafio de hielo, se disolvieron 15 g (0.0884 mol) de 9
en 35 mL de anhidrido acético. La mezcla se llevé a temperatura de 0 °C y se afiadio
gota a gota, cuidando que la temperatura no subiera mas de 5 °C, una solucién de 7.5
mL (0.1767 mol, 2.0 equivalentes) de &cido nitrico fumante rojo (99 %) en 7.5 mL de
anhidrido acético; posteriormente, se siguid agitando la mezcla de reaccion durante 3
horas y finalmente se llevé a temperatura ambiente. Se obtuvo un precipitado amarillo
el cual se separo por filtracion al vacio, se lavé con agua helada hasta pH neutro y se
recristalizd de etanol dando 6.04 g cristales color amarillo que mostraron ser un solo
compuesto por ccf con Rf de 0.44 (Sistema 1) y pf. 118-118.5 °C. Posteriormente, el
filtrado de la reaccion se vertid6 sobre hielo y se obtuvo un segundo precipitado

amarillo, se filtré al vacio y se lavo con agua helada hasta pH neutro. Este sélido se
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extrajo con benceno (75 mL x 3), los extractos reunidos se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo amarillo se recristaliz6 de etanol
obteniéndose 2.53 g de cristales amarillos, un solo compuesto por ccf con Rf de
0.44 (Sistema I) y pf. de 117.5-118.3 °C. Ambos cristales puros sumaron un total
de 8.57 g (45.2 %).

10.3.4. 5-Cloro-N-metil-2-nitroacetanilida (11)

H CHs
. NCOCH,4 ol NCOCH,
\©f + (CH3),S0, NaOH \Oi
NO, CH,OCH,CH,OCH, NO,
10 11
PM 214.61 PM 126.13 PM 228.63
D 1.32

En un matraz con dos bocas de 250 mL, adaptado con termémetro, embudo
de adicion y agitacibn magnética, se mezclaron 50 g (0.2330 mol) de 10, 35 mL
(0.3663 mol, 1.57 eq) de sulfato de dimetilo y 30 mL de glima. La mezcla se agit
vigorosamente mientras se calentd sobre un bafio con agua hasta 30 °C y se
afadié lentamente, y manteniendo la temperatura entre 30-40 °C, una solucién al
50% m/v de hidréxido de sodio (14.7 g, 0.3675 mol, 1.57 eq de NaOH). Terminada
la adicién, la reaccidn se dejo en agitacion por una hora mas y se obtuvo un
precipitado amarillo, se filtré al vacio y se lavd con agua helada. Se obtuvieron 49 g
(92 %) de un solido amarillo, el cual mostré ser un solo compuesto por ccf con Rf
de 0.13 (Sistema I), y pf. de 89.9-90.9 °C.
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10.3.5. 5-Cloro-N-metil-2-nitroanilina (12)

CHjy
Cl NCOCH;4 Cl NHCH;
NO, NO,
11 12
PM 228.63 PM 186.60

En un matraz con dos bocas de 250 mL, adaptado con termémetro, agitacion
magnética, refrigerante en posicion de reflujo y un bafio con hielo, se colocaron 52.5
mL de &cido sulfarico concentrado y se le adicionaron 35 g (0.1531 mol) de 11 por
debajo de 10 °C. Posteriormente, se retiré el bafio de hielo y se llevo a 70-80 °C
durante 15 minutos. La reaccién tomé un color café oscuro, se comprobé el consumo
de 11 por ccf y se vertié sobre 300g de hielo-agua. Se formé un precipitado amarillo
que se separd por filtracion al vacio y se lavé con agua helada hasta pH neutro. Se
obtuvieron 27g (95 %) de un sélido amarillo que mostré ser un solo compuesto en ccf
con Rf de 0.42 (Sistema 1) pf. 105.7-106.8 °C.

10.3.6. N-Metil-2-nitro-5-(propiltio)anilina (13)

Cl NHCH S NHCH
3 HOCH,CH,OH  Hie” N 3
+ CH3CH2CH28H £
NaOH

12 13

PM 186.60 PM 76.16 PM 226.30
D 0.84

En un matraz de 1 L con tres bocas, adaptado con termometro, agitacion
magnética, refrigerante en posicion de reflujo, atmésfera de nitrogeno y tapon de hule,
se agregaron 21.8 g (0.1168 mol) de 12, 54.5 mL de etilénglicol, 275.5 mL de agua,
25.3 mL de una solucion al 50% m/v de hidroxido de sodio (12.67 g, 0.3168 mol, 2.71
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eq, de NaOH) y 18 mL (0.1985 mol, 1.70 eq) de 1-propanotiol. La mezcla de reaccion
se llevo a 95 °C con agitacion por 3 horas, al cabo de las cuales se formdé un
precipitado color anaranjado. Se dej6 llegar a la temperatura ambiente y se filtr6 al
vacio, se lavo con agua helada recibiendo el filtrado sobre 1 L de hipoclorito de sodio
al 6 %. Se obtuvieron 22.7 g (85.9 %) de cristales color anaranjado que mostraron ser
un solo compuesto en ccf con Rf de 0.28 (Sistema lll) y pf. 60.6-61.3 °C. Una muestra
se recristalizé de etanol para obtener los siguientes datos:

IR (KBr) en cm™: 3364.79 (-NH-), 3081.76 (Ar-H), 2958.16 (CHs), 2925.33 (CH,),
2869.40 (CH3, CHy), 1570.02 (NO), 1320.20 (NOy).

EM (IEY) m/z (int.%): 226 (M", 60), 184 (100), 150 (25), 137 (54).

RMN *H (CDCls, 300.2 MHz, & ppm): 1.064 (t, 3H, CHsCH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 1.750
(m (6), 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 2.962 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 6.9 Hz), 2.996
(s, 3H, N-CHg), 6.482 (dd, 1H, Ar-H J =9, J = 2.1 Hz), 6.55 (s, 1H, Ar-H), 8.038 (d, 1H,
Ar-H J = 8.7 Hz), 7.0-7.45 (1H, N-H, intercambiable con D,0).

RMN 'C (CDCl;, 755 MHz, & en ppm): 13.426 (CH3;CH,CH,S-), 22.066
(CH3CH>CH,S-), 29.589(CHsNH-), 33.580 (CH3CH.CH,S-), 108.455 (C6), 113.275
(C4), 126.894 (C3), 129.213 (C5), 146.139 (C2), 149.763 (C1).

10.3.7. N*-Metil-4-(propiltio)-1,2-fenilendiamina (14)

H3C/\/S\©:NHCH3 Pd/C, MeOH ch/\/s\@NHCHg
NO, NH,

13 14

PM 226.30 PM 196.31

En una botella de hidrogenaciéon Parr de 500 mL se colocaron 22.5 g (0.0994
mol) de 13, 2.25 g (10 %) de catalizador Pd/C al 10 % y 200 mL de metanol. La botella
se acoplé al hidrogenador y se cargd con hidrogeno hasta 30 Ib/in?> succionando
posteriormente con el vacid. Esta Ultima operacion se repitid tres veces. Finalmente, la

botella se llené con hidrégeno hasta 60 Ib/in® y se agité a temperatura ambiente hasta
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que no se consumié mas hidrégeno, lo cual ocurrié después de consumirse 529 Ib/in?
en un lapso de 4 h. Durante el proceso, la botella se llené con nuevas cargas de
hidrogeno cuando se habia consumido 50% de la carga inicial. La mezcla de
hidrogenacion se filtré al vacio usando celita para quitar el catalizador y el filtrado se
concentrd a presion reducida dando un aceite morado oscuro, el cual mostrd ser un
solo compuesto en ccf con Rf de 0.21 (Sistema |). Este aceite se empledé como tal,

recién obtenido, el la siguiente reaccion.

10.3.8. [1-Metil-6-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (2)

CHs CHs
S NH S-CHs H*, pH 5 s
Hae” + /K s T Y | ) NHCOOCH
H3COOCHN” SNCOOCH, A /> 3
NH, N
14 23 2
PM 196.31 PM 206.22 PM 279.36

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, adaptado con tapén de hule,
termoOmetro, refrigerante en posicion de reflujo conectado a trampas de cloro y
agitacidbn magnética, se mezclaron 17.4 g (0.0886 mol) de 14, 20.22 g (0.0981 mol,
1.11 eq) de 23, 142 mL de metanol, 142 mL de agua y 3 mL de acido acético como
catalizador &cido, luego, se llevé a reflujo hasta agotarse la materia prima (3 h) y se
dej6é enfriar. La mezcla de reaccidon se vertio sobre hielo con agitacion y se formé un
precipitado morado, se filtr6 vacio y se lavd con agua helada, recibiendo el filtrado
sobre 1 L de hipoclorito de sodio al 6%. El producto se purificd6 por cromatografia en
una columna de 9 cm de didmetro empacada con 100 g de alimina neutra y
empleando cloroformo como fase movil. La solucion cloroférmica se evapor6 a presion
reducida dando un precipitado color café, el cual se purifico por decoloracion de una
solucién metabdlica con 2.5 g de carbén activado en metanol a reflujo por una hora.
Se obtuvieron 18.7 g (75.0 %) de cristales blancos con Rf de 0.45 (Sistema VI) y pf. de
142.1-143.4 °C.
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10.3.9. Metil[1-metil-6-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (3)

Ot Ot
s s

e N N + He—1 NS N

»—NCOOCH |  )—NcoocH,
N N
2 3
PM 279.36 PM 141.94 PM 293.38
D 2.28

En un matraz de bola de 100 mL de 1 boca se colocaron 5 g (0.0179 mol) de 2,
40 mL de monoglima anhidra, 0.9 g (0.0225 mol, 1.26 eq) de NaH al 60% y 1.67 mL
(0.0269 mol, 1.50 eq) de CHsl. La mezcla se dej6é reaccionar durante 5 dias hasta
agotar la materia prima; posteriormente, se filtré6 y se concentr6 el filtrado a presion
reducida. Se obtuvo un aceite amarillo ambar, el cual se purificé por cromatografia en
columna usando 150 g de gel de silice 60 en una columna de 38 cm de altura por 3.5
cm de didmetro y Sistema IV como fase movil. Se obtuvieron 2.5 g (47.6 %) de un
sélido amarillo ambar el cual mostré ser un solo compuesto en ccf con Rf de 0.33
(Sistema ll) y pf. de 73.1-75.0 °C.

10.3.10. 2-Nitroacetanilida (16)

NH, o o iy NHCOCH;
NO, HsC 0 CHs NO,

15 16

PM 138.12 PM 102.09 PM 180.16
D 1.08

En un vaso de precipitados de 500 mL, adaptado con termémetro y agitacion
magnética, se mezclaron 60 g (0.4344 mol) de 15, 70 mL (0.7405 mol, 1.70 eq) de
anhidrido acético y 6 gotas de acido sulfarico concentrado. La temperatura se

incrementd espontaneamente a 50 °C y se formo una solucion la cual se agité por 20
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minutos, cuidando que la temperatura no subiera de 70 °C. Posteriormente, se
enfri0 a temperatura ambiente y se vertié sobre 1 Kg de hielo-agua, se formé un
precipitado, se filtr6 al vacio y se lavé repetidas veces con agua hasta pH 7. Se
obtuvieron 75.9 g (96.9 %) de un sélido verde oscuro, el cual mostré ser un solo

compuesto en ccf con Rf de 0.4 (Sistema |) y pf. de 91.5-92.8 °C.

10.3.11. N-Metil-2-nitroacetanilida (17)

H C|3H3
NCOCH;3 NaOH NCOCH;,

+  (CH3);S04 -
CH,OCH,CH,0CH,

NO, NO,

16 17
PM 180.16 PM 126.13 PM 194.19
D 1.32

En un matraz de bola de 50 mL con dos bocas, adaptado con termémetro,
agitacion magnética y embudo de adicion, se mezclaron 75.9 g (0.4213 mol) de 16,
60.15 mL (0.6295 mol, 1.49 eq) de sulfato de dimetilo y 10 mL de monoglima. La
mezcla se calentd hasta 30 °C y se afiadid, gota a gota, una solucién acuosa al 50
% m/v de hidréxido de sodio (25.3 g, 0.6325 mol, 1.49 eq), manteniendo la
temperatura entre 30-35 °C. Terminada la adicion se agitd por una hora mas.
Posteriormente, se afiadieron 100 mL de agua y la fase organica se extrajo con
acetato de etilo (100 mL x 3), las fases organicas juntas se lavaron con 100 mL de
agua, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente a presion
reducida. Se obtuvieron 80.5 g (94.0 %) de un sdlido café, el cual mostré ser un

solo compuesto en ccf con Rf de 0.13 (Sistema |) y pf. de 67.6-69 °C.
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10.3.12. N-Metil -2-nitroanilina (18)

T
@NCOCH?, H2304, Hzo @NHCH"&
NO, NO,
17 18
PM 194.19 PM 152.15

En un matraz de bola de 250 mL con dos bocas, adaptado con agitacion
magnética, termometro y refrigerante en posicion de reflujo, se colocaron 72.7 mL de
acido sulfurico al 30% v/vy 75 g (0.3862 mol) de 17. La reaccion se llevé a 120 °C por
5 horas; posteriormente, se enfri6 a temperatura ambiente y se neutralizd con
carbonato de sodio. El producto se extrajo con acetato de etilo (100 mL x 3), se
juntaron las fases organicas, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el
disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 56.5 g (96.1 %) de un sélido rojo el cual
mostré ser un solo compuesto por ccf con Rf de 0.6 (Sistema 1). Una muestra de este
compuesto se recristalizé de éter de petroleo dando cristales en forma de agujas color

anaranjado-rojizo y pf. de 34-35.1 °C.

10.3.13. N-metil-2-nitro-4-tiocianoanilina (19)

NHCH, NHCH,
CH,OH
+  NH,SCN + Br, _—
NO, NCS NO,

18 19

PM 152.15 PM 76.12 PM 159.8 PM 209.23

D3.1

En un matraz de bola de 1 L con dos bocas, adaptado con agitacion magnética,
termémetro, embudo de adicion y bafio de hielo, se colocaron 55 g (0.3614 mol) de 18,
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66 g (0.8671, 2.39 eq) de tiocianato de amonio y 450 mL de metanol. La mezcla se
enfrid a 3 °C y se adiciond lentamente y manteniendo la temperatura entre 3-5 °C, una
solucién de 20.5 mL (0.3976 mol, 1.10 eq) de bromo en 50 mL de metanol saturado
con bromuro de sodio. Terminada la adicion, la reaccion se dejé en agitacion a 3 °C
por una hora mas, se dejé llegar a temperatura ambiente y se vertio sobre 1 Kg de
hielo. Se formé un precipitado amarillo, se filtr6 al vacio lavando con agua helada y se
obtuvo un solido color anaranjado el cual muestré ser un compuesto principal y uno
secundario en ccf, este solido se lavo 2 veces con éter de petréleo a reflujo y se
recristalizé de tolueno obteniendo 50 g (66%) de un solido amarillo intenso el cual
mostrd ser un solo compuesto en ccf con Rf de 0.37 (Sistema |) y pf. de 114.2-116.6
°C.

10.3.14. N-Metil-2-nitro-4-(propiltio)anilina (20)

NHCH3 NHCH3
n-PrOH,CH,CI,
+ KCN + n-PrBr - HaC
3
NCS NO H,0, Bu,NCI SN g NO,

19 20

PM 209.23 PM65.11 PM 122.99 PM 226.30

D 1.35

En un matraz de tres bocas de 1 L, adaptado con agitacibn magnética,
termémetro, tapdn de hule y condensador en posicion de reflujo conectado a trampas
de cloro, se colocaron 33.3 g (0.1592 mol) de 19, 66.3 g (1.0183 mol, 6.40 eq) de una
solucion acuosa de KCN al 25% m/v, 945 mL (1.0373 mol, 6.52 eq) de 1-
bromopropano, 76.8 mL de propanol, 330 mL de cloruro de metileno y 5.52 g de
cloruro de tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fases. La mezcla de
reaccion se llevo a reflujo durante 5 horas, posteriormente, se separaron las fases
organica y acuosa por adicion de solucion saturada de sal (brine). La fase orgénica se
evaporoé al vacié y se resuspendio en 250 mL de acetato de etilo, el cual se lavo con
agua (250 mL x 3), se secO con sulfato de sodio anhidro y se concentré a presion

reducida. El producto crudo, un aceite rojo con fuerte olor a cianuro, se purificoO por
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cromatografia en una columna empacada con 100 g de alimina neutra y Sistema Il
como fase movil. Se obtuvieron 33.3 g de un aceite rojo (92.5 %), el cual mostré ser un
solo compuesto en ccf con Rf de 0.6 (Sistema I). Las fases acuosas de reaccién y
lavados se trataron con 1 L de solucion al 6 % de hipoclorito de sodio para destruir el

cianuro y se dejaron reposar durante 24 horas antes de ser desechadas.

IR (Pelicula) en cm™: 3392.06 (-NH-), 3080.45 (Ar-H), 2961.35 (CHs), 2930.62 (CH,),
2871.87 (CH3, CH,), 1513.92 (NO,), 1350.54 (NO,).

EM (IE") m/z (int.%): 226 (M*, 100), 150 (72), 137 (54).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, & en ppm): 0.984 (t, 3H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 1.593
(m (6), 2H, CH3CH2CH,S-, J = 7.2 Hz), 2.784 (t, 2H, CH3CH,CH,S-, J = 7.2 Hz), 3.020
(s, 3H, N-CHs), 6.808 (d, 1H, Ar-H, J = 9.2 Hz), 7.491 (dd, 1H, Ar-H, J =92y J =24
Hz), 8.213 (d, 1H, Ar-H, J = 2.4 Hz), 7.0-7.6 (s, 1H, N-H, intercambiable con D,0).
RMN *C (CDCls, 100 MHz, & en ppm): 13.183 (CH3CH,CH,S-), 22.504
(CH3CH,CH,S-), 29.599 (CH3NH-), 37.864 (CH3CH.CH,S-), 113.974 (C6), 121.634
(C4), 129.553 (C3), 131.806 (C2), 140.134 (C5), 145.245 (C1).

10.3.15. N*-Metil-4-(propiltio)-1,2-fenilendiamina (21)

s NO, S NH
>
NHCH3 NHCH,

20 21

PM 226.30 PM 196.31

En una botella de hidrogenaciéon Parr de 500 mL se colocaron 20 g (0.0884 mol)
de 20, 2 g de catalizador Pd/C al 10% y 200 ml de metanol. La botella se acoplo al
hidrogenador y se cargd con hidrégeno hasta 30 Ib/in? succionando posteriormente

con el vacio. Esta Ultima operacidn se repitio tres veces. Finalmente, la botella se llen6
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con hidrégeno hasta 60 Ib/in? y se agité a temperatura ambiente hasta que no se
consumié mas hidrégeno, lo cual ocurrié después de consumirse 398 Ib/in?en un lapso
de 4 horas con 20 minutos. Durante el proceso, la botella se llené con nuevas cargas
de hidrogeno cuando se habia consumido 50% de la carga inicial. La mezcla de
hidrogenacion se filtré al vacio usando celita para quitar el catalizador y el filtrado se
concentrd a presion reducida dando un aceite morado oscuro, el cual mostrd ser un
solo compuesto en ccf con Rf de 0.30 (Sistema VIII). El producto crudo se usé como
tal para la reaccién posterior.

10.3.16. [1-Metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4)

~_S NH, <
HaC S-CHg HpHS  He” N\
+ /g - . | >NHCOOCH3
NH N

| H3COOCHN NCOOCH;,4 A

CHs CHa
21 23 4

PM 196.31 PM 206.22 PM 279.36

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, adaptado con tapén de hule,
termoOmetro, refrigerante en posicion de reflujo conectado a trampas de cloro y
agitacidon magnética, se colocaron 16.3 g (0.0830 mol) de 21, 18.94 g (0.0918 mol,
1.11 eq) de 23, 142 mL de metanol, 142 mL de agua y 3 mL de acido acético como
catalizador &cido. La reaccion se llevo a reflujo durante 3 horas hasta agotar la materia
prima y se dejé enfriar. Posteriormente, la reaccion se vertio sobre hielo-agua
formando un precipitado gris oscuro que se separo por filtracion al vacio y se lavo con
agua helada, recibiendo el filtrado sobre 1 L de hipoclorito de sodio al 6%. Para la
purificacion, el soélido gris se disolvi6 en cloroformo y la solucion se filtr6 en una
columna de 9 cm de diametro empacada con 100 g de alimina neutra en cloroformo.
La solucién filtrada conteniendo al producto se concentrd al vacié dando un precipitado
color amarillo, el cual se recristalizO de metanol. Se obtuvieron 19 g (81.5%) de
cristales blancos en forma de escamas, un solo compuesto en ccf con Rf de 0.45
(Sistema VI) y pf. de 120.5-122.1 °C.
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10.3.17. Metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (5)

s H S CH
N N 3
HSC/\/ A\ | NaH H3C/\/ | N
| NCOOCH, SO NCOOCH;
N + 3 N
\ \

CHg CH3
4 5

PM 279.36 PM 141.94 PM 293.38
D 2.27

La obtencién del compuesto 5 a partir de 4 se llevé a cabo bajo las mismas
condiciones de reaccion y separacion citadas para la obtencidn del compuesto 3.
Ademas, se usaron las mismas cantidades de reactivos y materia prima. Se obtuvieron
39 (57.1 %) de un sdlido amarillo &mbar, el cual mostré ser un solo compuesto en ccf
con Rf de 0.34 (Sistema Il) y pf. de 68.0-69.8 °C.

10.3.18. [1-Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (4A)

o}
S N Il
H C/\/ 1S

: \>>NHCOOCH3 H.0 o™ N \

N +  Nalo, - - }NHCOOCH3
\ CH,CN, 5°C N
CHs \
4 4A
PM 279.36 PM 213.89 PM 295.36

En un matraz de bola de 25 mL con dos bocas, adaptado con termémetro,
agitacion magnética, bafio de hielo y tapén de hule, se colocaron 200 mg (0.7159
mmol) de 4, 154 mg (0.7199 mmol, 1.01 eq) de peryodato de sodio, 2.5 mL de
acetonitrilo y 2.5 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité a 5 °C durante 8 horas.
El producto se extrajo con cloroformo (10 mL x 3), los extractos reunidos se lavaron
con agua, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 a presion reducida. Se
obtuvo un soélido blanco el cual se recristalizO de benceno y se obtuvieron 149 mg
(70.5 %) de un sdlido blanco, el cual mostroé ser un solo compuesto en ccf con Rf de
0.28 (Sistema VII) y pf. 148.1-150.9 °C.
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10.3.19. [1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4B)

O o
/\/S N \\//
HsC N\ H,0 NS N
»—NHCOOCH 2 HaC
4 Nalo, .- 2 \C[ \>—NHCOOCH3

N
\ CH,CN, 60 °C
CHj

4 4B

PM 279.36 PM 213.89 PM 311.36

En un matraz de bola de 25 mL con dos bocas, adaptado con termometro,
agitacion magnética, bafio de agua y tapon de hule, se colocaron 200 mg (0.7159
mmol) de 4, 382 mg (1.7898 mmol, 2.50 eq) de peryodato de sodio, 2.5 mL de
acetonitrilo y 2.5 mL de agua. La mezcla de reaccion se agité a 60 °C durante 24
horas. El producto se extrajo con cloroformo (10 mL x 3), los extractos se lavaron con
agua y se secaron con sulfato de sodio anhidro y luego se concentraron a presion
reducida. Se obtuvo un soélido blanco, el cual se recristaliz6 de metanol. Se obtuvieron
130 mg (58.3%) de un sélido blanco, el cual mostré ser un solo compuesto en ccf con
Rf de 0.47 (Sistema VII) y pf. 174.3-179.2 °C.

10.3.20. 1,3-Dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (23)

CHs
7]\ . _ NaOH,pH7 _ * SCH; O
N )k
\T NH, RN Toaoc "o N o
H
22 23
PM 139.19 PM 94.50 PM 206.22

D1.22

En un matraz de bola de 1L con 3 bocas, adaptado con agitacion magnética,
bafio de hielo, termometro, potenciometro y embudo de adicién, se colocaron 70 g
(0.5029 mol) de 22, 300 mL de agua y 82 mL (1.0586 mol, 2.10 eq) de cloroformiato de
metilo. La mezcla se enfri6 en bafio de hielo a 0°C y se afiadi6 lentamente una
solucion de 70 g (1.75 mol, 3.75 eq) de hidroxido de sodio en 200 mL de agua,
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PARTE EXPERIMENTAL

manteniendo la temperatura entre 0-10 °C y el pH neutro. El producto se extrajo con
cloroformo (200 ml x 3), el extracto se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo
a presién reducida. El producto crudo se recristaliz6 de metanol. Se obtuvieron 73.4 g
(70 %) de cristales blancos que mostraron ser un solo compuesto en ccf con Rf de
0.52 (Sistema I) y pf. 99.1-100.8 °C.
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Espectro 26. RMN 3C del [1-Metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4)
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Espectro 27. Experimento NOESY del [1-Metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4)
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Espectro 28. IR del

Metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (5)
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Espectro 29. EM (FAB ) del

Metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (5)
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Espectro 30. RMN *H del Metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (5)
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Espectro 31. RMN *3C del Metil[1-metil-5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (5)
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Espectro 33. EM (FAB") del
[1-Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4A)
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Espectro 34. RMN *H del [1-Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4A)
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Espectro 35. RMN *3C del 1-Metil-5-(propilsulfinil)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4A)
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Espectro 36. IR del
[1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4B)
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Espectro 37. EM (FAB") del
[1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (4B)
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Espectro 38. RMN *H del [1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4B)
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Espectro 39. RMN *3C del [1-Metil-5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-illcarbamato de metilo (4B)
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