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1. Introduccidn

A pesar de los avances en el area cientifica y tecnoldgica, las enfermedades parasitarias
siguen siendo uno de los problemas méas importantes de salud publica a nivel mundial,
sobre todo en paises en vias de desarrollo como el nuestro. Esto es evidente si se toma en
cuenta que mas de doscientos millones de personas viven con infecciones intestinales
parasitarias alrededor del mundo, siendo los nifios los mas afectados. La alternativa, a corto
y mediano plazo, para el tratamiento de estas enfermedades es la quimioterapia, debido a
que el desarrollo de vacunas y las estrategias de educacion sanitarias seran factibles a largo
plazo. El problema que actualmente se presenta en la quimioterapia de las enfermedades
parasitarias es la disposicion de sélo unas cuantas sustancias para su tratamiento. Situacion
que conlleva a que, en un momento dado, se puedan presentar cepas de parasitos resistentes
a los farmacos actuales. De 1223 farmacos disponibles en el mercado entre 1975 y 1997,
solo el 1% fue destinado para el tratamiento de enfermedades parasitarias. Lo que resalta la
importancia del desarrollo de nuevos farmacos antiparasitarios mas potentes y de facil

acceso a la poblacion.

En el campo de la Quimica Farmacéutica, una de las estrategias para la bldsqueda de
principios activos es la hibridacién molecular, la cual consiste en la asociacion de dos
moléculas activas, o porciones estructurales de las mismas, para formar un nuevo
compuesto activo. En la basqueda de nuevos antiparasitarios esta estrategia resulta de
particular interés, ya que al combinar dos porciones estructurales bioactivas, se producirian
compuestos con menor probabilidad de generar cepas resistentes. Con la intencion de
aplicar esta estrategia, nuestro grupo de investigacion disefid una serie de moléculas
hibridas al combinar cinco derivados bencimidazolicos con el 2-amino-5-nitrotiazol (NTZ)
(Figura 1). Por un lado, los derivados bencimidazolicos, particularmente los bencimidazol-
2-carbamatos de metilo, son estructuras que presentan actividad antihelmintica de amplio
espectro; por otro lado, el NTZ es el grupo farmacoférico del antiparasitario nitazoxanida.
El mecanismo de accion antiparasitaria de los derivados bencimidazoélicos y el de la

nitazoxanida, hasta donde hoy se conocen son totalmente diferentes.
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nitazoxanida
derivado del bencimidazol

compuesto hibrido

Figura 1. Consideraciones para el disefio de los hibridos.

La hipétesis del disefio de estas moléculas hibridas, se sustenta en que al unir estas

porciones estructurales se obtendran moléculas con actividad antiparasitaria.

Para demostrar la validez de esta hipotesis, el objetivo general de este trabajo fue la
preparacion de los cinco compuestos hibridos disefiados (Tabla 1). Una vez obtenidas las
sustancias se enviaron a determinar su actividad antiparasitaria contra el cestodo

Hymenolepis nana, agente causal de la hymenolepiasis.

Tabla 1. Compuestos hibridos propuestos
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S NH N\ i
l\{ 1
Rz

Comp R; R, Nombre IUPAC
1 H H N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
2 CHs H 2-metil-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
3 NHCOOCH; H 5-{[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)amino]carbonil}-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo
4 H CH; 1-metil-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
5 NHCOOCH; CHs 1-metil-5-{[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)amino]carbonil}-1H-

bencimidazol-2-ilcarbamato de metilo

Comp= compuesto
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2. Marco de Referencia

En este apartado se encuentra la informacion referencial del presente trabajo de tesis. La
informacion estd dividida en cuatro secciones principales: la primera contiene los aspectos
relevantes de Hymenolepis nana como agente causal de la hymenolepiasis; en la segunda
se encuentran generalidades sobre la nitazoxanida; en la tercera parte, aspectos relacionados
con los derivados del bencimidazol; y en una cuarta parte, los aspectos relacionados con la
estrategias del disefio de moléculas hibridas.

2.1. Hymelopis nana y la hymenolepiasis

Hymenolepis nana es el cestodo que provoca la enfermedad, en seres humanos,
denominada hymenolepiasis. En el ciclo de vida de H. nana, no es necesario un huésped
intermediario, la transmision de los huevos desde un humano a otro puede ser por via fecal-
oral; el ser humano sirve tanto como huésped intermediario como definitivo. El desarrollo
larval ocurre en las vellosidades de la parte superior del intestino delgado luego de ingerir
un huevo. Después de la incubacion, las larvas penetran las vellosidades y se desarrollan a
un estadio cisticercoide en la pared proximal, antes de migrar nuevamente hacia la luz
intestinal, donde como gusanos adultos, se adhieren al revestimiento mucoso (Figura 2).'

Los gusanos adultos de H. nana son pequefios —no mas de 4.6 cm— y a menudo simulan
filamentos mucosos; por lo que no se observan comunmente en las muestras de materia
fecal. Poseen un diminuto escélex armado con 20 a 30 ganchos. Los huevos son
morfologicamente tipicos, con una cubierta lisa externa y una membrana interna; contienen
un embrion hexacanto (con seis ganchos).!

El diagnostico de laboratorio se lleva a cabo por la deteccion microscopica de los huevos
.. . . ~- . 1
caracteristicos en montajes o frotis tefiidos de muestras de materia fecal.

En la actualidad el tratamiento de la hymenolepiasis se basa en el prazicuantel, la
niclosamida y paromomicina (Figura 3).'” Dentro de los efectos secundarios de los
farmacos utilizados para el tratamiento de la hymenolepiasis se encuentran las alteraciones
gastrointestinales, que incluyen ulceracion, ocasionadas por la paromomicina asi como su
utilizacion limitada a formas no parenterales debido a la toxicidad renal que ocasionan,
ademas de problemas de biodisponibilidad.?

2.2 La nitazoxanida como antiparasitario

La nitazoxanida es un antiparasitario de amplio espectro contra protozoarios y helmintos
que ha mostrado ser bien tolerado, con un minimo de efectos secundarios y muy pocas
cepas de parasitos distintos han presentado resistencia ante este farmaco.' En la
hymenolepiais se ha encontrado una tasa de cura hasta del 92% y una disminucién en el
numero de huevos del 99.9% con el tratamiento con este farmaco.’
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los cisticercoides son ingeridos, { el escolex se adhiere al intestino
pierden la cola y exvaginan A se desarrolla el céstodo adul

hospederos
definitivos

la oncosfera se desarrolla a
. ; cisticercoide en vili intestinal
los huevos son ingeridos por el hospedero
definitivo vy se alojan en el duodeno, las
oncosferas penetran el vili intestinal

infeccién directa
sin hospedero
intermedio

los huevos son tfragados por

[\ el escarabaijo y se alojan en el intestino

los cisticercoides con cola
se desarrollan en el hemocoel

hospedero intermedio opcional
{larvas y escarabajos adultos)

Figura 2. Ciclo de vida de Hymenolepis nana.
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Cl

O,N NH

=
N Cl OH

prazicuantel niclosamida

OH NH,
OH

paromomicina

Figura 3. Sustancias para el tratamiento actual contra la hymenolepiasis.

2.2.1 Mecanismo de accion de los nitroheterociclos

En Giardia sp. la nitazoxanida inhibe la piruvato ferredoxin oxidorreductasa (PFOR), una
enzima vital en el metabolismo intermedio central de organismos anaerobicos. Al contrario
de los nitroimidazoles, la nitazoxanida interactua directamente con la PFOR, no es
dependiente de la ferredoxina reducida, ademas de que los productos de la NTZ activada no
inducen mutaciones en el ADN. Estas diferencias en los mecanismos de accion explican el
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éxito de la NTZ como agente antiparasitario incluso en cepas que han mostrado alta
resistencia al metronidazol (Figura 4).6

acetil-CoA

piruvato + CoASH

ferredoxina
(oxidada)
/ NADH \ /02
Piruvato ferredoxin Ferredoxin NAD" NADH
oxidorreductasa oxidorreductasa oxidasa
\ NAD*/ \ .
membrana del (reducida)
trofozoito
RNO, RNO, RNO, + SOD
‘ solamente Entamoeba
productos no téxicos

Figura 4. Mecanismo de accion antiparasitaria de la nitazoxanida.
2.3. Los derivados del bencimidazol como agentes antiparasitarios

Los derivados bencimidazolicos como el albendazol y el mebendazol representan la unica
clase de antihelminticos de amplio espectro (Figura 5).” El mecanismo de accién de estos
compuestos es la interaccion directa con la tubulina. La tubulina es la subunidad dimérica
(subunidades o y B) que forma los microtibulos, los cuales existen en un equilibrio
dinamico con la tubulina. Este equilibrio es controlado por proteinas reguladoras enddgenas
y cofactores. Sin embargo, puede ser alterado por sustancias enddgenas conocidas como
inhibidores de microtabulos. Estos compuestos inhiben la asociacion de las subunidades de
tubulina a los microtabulos (Figura 6).”*

0
S N >—o N O
e S \
3 | N CH, | \>—NH—/<
N N O—CH
H H

albendazol mebendazol

O

Figura 5. Estructura de dos bencimidazol-2-carbamato de metilo
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Los microtibulos son estructuras proteicas del citoesqueleto fundamentales para la
homeostasis celular ya que intervienen en el proceso de reproduccion celular y de
transporte de moléculas. Por lo tanto la inhibicion de su polimerizacion conduce a la
pérdida de funciones celulares como la inhibicion de la enzima fumarato reductasa y del
metabolismo de lipidos, disminucion en los niveles energéticos por la inhibicion de
recaptura de glucosa, inmovilizacion y finalmente a la muerte del parasito (Figura 6).’

En un protocolo experimental, se informé que el tiabendazol es un bencimidazol que ha
mostrado curar al 52% de los pacientes con hymenolepiasis.’

2.3.1 Relacion estructura-actividad antiparasitaria de los derivados del bencimidazol

La relacion estructura-actividad antiparasitaria de los derivados del bencimidazol que ha
sido estudiada por distintos grupos de investigacion ha establecido las zonas de importancia

bioldgica indicadas en la Figura 7.
bencimidazol

g

tubulina microtibulo
-~ ; o ®
R b
“n':“‘.* m
-3
-

despolimerizacion del

microtubulo
v
inhibicién de la recaptura de Reduccién de la
glucosa, de la actividad de la Decremento de las secrecion de
fumarato reductasa y otros funciones celulares acetilcolinesterasa

procesos bioquimicos

Movilidad reducida
Transtornos del parasito

bioquimicos Muerte y/o expu|Sién
del parasito

Figura 6. Mecanismo de accion del albendazol y mebendazol

10
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4 3
Rz > N,
Sitio C | YR, { sito B
R4 6 N\l
7 Rl
~
Sitio A

Figura 7. Relacion estructura-actividad antiparasitaria del bencimidazol

Sitio A: Este sitio ha sido modificado, para conocer la importancia del efecto tautomérico y
del hidrégeno en la posicion 1, mediante 1-alquilaciones, 1-acilaciones y 1-
arilalquilaciones. Los resultados han denotado la importancia del hidrogeno en posicion 1
para conservar la actividada anthihelmintica mediante la inhibicion de la polimerizacion de
la tubulina (Figura 6).'""2

Sitio B: Los sustituyentes de la posicion dos desempefian un papel sumamente notable en el
perfil antiparasitario de la molécula. Posiblemente debido a las diferencias en solubilidad
que presentan los distintos grupos funcionales (Figura 7).'"?

Sitio C: Se ha demostrado que la presencia de sustituyentes, en las posiciones 5 y 6 de
bencimidazoles 2-sustituidos, define el perfil antihelmintico de estos compuestos. La
importancia del patron de sustitucion reside en la prevencion del metabolismo que llevaria
a la disminucion de la actividad farmacolégica (Figura 7).'%"?

2.4 Hibridacion molecular

En el campo de la Quimica Farmacéutica se utiliza la herramienta de la asociacion
molecular en el descubrimiento y optimizacién de prototipos.” Si las moléculas que se
unen son idénticas se trata de gemelos, mientras que si las moléculas que se unen son
diferentes, se trata de compuestos hibridos (Figura 8)."*"'*

Los compuestos hibridos se disefian con la intencion de incrementar la potencia en la

actividad biolégica u optimizar el comportamiento farmacocinético de los principios
: - 1314

activos que les dieron origen."

Los gemelos tienen el mismo modo de accion, mientras que los hibridos pueden tener el
mismo mecanismo de accidbn o poseer mecanismos de accion diferentes y
complementarjos."*™"*

11
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0] OH O OH @] OH o
o O + HsC o duplicacién o
PO [
3 0” “OH
aspirina aspirina diaspirina
(gemelo)

farmaco hibrido por

asociacion
SO,NH,
Cl
NH
N
SOZ \/\~NH/ﬁ/\O "
OH —
accion diurética accion antihipertensora por

antagonismo p-adrenérgico
clorfenamida pindolol
Figura 8. Estrategias de hibridacion molecular.
Esta estrategia resulta interesante para su aplicacion en el area de los antiparasitarios, dado
que se obtendrian moléculas con potencias aceptables (Clso<I0 pM) y con menores

posibilidades menores de generar cepas resistentes dado que estan conformadas por
porciones estructurales que actiian de diferentes maneras sobre el parasito.

12



DISENO
EXPERIMENTAL



Disefio experimental

3. Disefio experimental

Este capitulo se encuentra dividido en dos partes con el objetivo de facilitar la presentacion de la
informacion contenida en el mismo. La primera parte hace referencia a la sintesis quimica y la

segunda se ocupa de la parte biologica.
3.1 Parte quimica

3.1.1 Sintesis de los hibridos 1y 2

La preparacion de los hibridos 1y 2 siguid la serie de reacciones presentadas en el Esquema 1.

a: HCOOH b:CH,COOH c: Sulfato de S-metilisotiouronio + CICOOCH, d:CDI, NTZ, DBU e: CDI, NTZ

Esquema 1. Sintesis de los compuestos 1y 2

La preparacion de los intermediarios 7 y 8, se llevd a cabo al ciclar el &cido 3,4-diaminobenzoico

(6) con &cido férmico y acético, respectivamente.

Para la sintesis del intermediario 9, se prepar6 un intermediario formado con sulfato de S-
metilisotiouronio con cloroformiato de metilo. Se adiciond una solucion acuosa de NaOH al 25%
de tal manera que el pH oscilara entre 7.0 y 7.5 y la temperatura entre 5 y 15° C. Posteriormente
se adapté el matraz del intermediario a un sistema de tres frascos lavadores con solucion de
hipoclorito de sodio (Figura 9) y se adicioné &cido 3,4-diaminobenzédico (6) suspendido en

amortiguador de acetatos.

Figura 9. Aparato para la neutralizacion de vapores

14
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La formacion de 1 se llevo a cabo haciendo reaccionar N,N"-carbonildiimidazol (CDI) y el
compuesto 7 en acetonitrilo. Posteriormente se agreg6 el 2-amino-5-nitrotiazol (NTZ) y 1,8-
diazabiciclo[5.4.0.]-undec-7-eno (DBU).

El hibrido 2 se obtuvo mediante la activacion de un equivalente de 8 con CDI en acetonitrilo. Se
agregd NTZ y se calentd a 50° C durante dos dias.

3.1.2. Sintesis del hibrido 3

Para la formacion del compuesto 16 primero se formd un intermediario con tiocianato de potasio
y cloroformiato de metilo. Posteriormente se adiciono el acido 3,4-diaminobenzoico (6). A la
mezcla de reaccion se adapté un sistema de tres frascos lavadores con hipoclorito de sodio
(Figura 9). Se calentd a reflujo durante 1 hora.

La preparacion del hibrido 3 se realizé activando el compuesto 16 con CDI. Posteriormente se
agregod NTZ (Esquema 2).

IS
J\ NH OCH3
CI” OCHZ + KSCN ——=
NH OCH3

Y

b

OzN’Q
\}NH OCHj
a: acido 3,4-diaminobenzéico (6) 3

b: NTZ, DBU, CDI

o]

Esquema 2. Sintesis del compuesto 3
3.1.3 Sintesis del hibrido 4

Para la sintesis del hibrido 4 se siguieron las reacciones mostradas en el Esquema 3. El 4cido 4-
cloro-3-nitrobenzaico 10 se esterifico con NaHCO; y sulfato de dimetilo. Posteriormente se llevo
a cabo la reaccion de sustitucion nucleofilica aromética con K,COs y clorhidrato de metilamina.
Después se realizo la reduccion del grupo nitro mediante hidrogenacion catalitica con Pd/C 5%
para obtener al compuesto 13. El compuesto anterior fue ciclado con acido férmico obteniéndose
asi el 1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (14) que posteriormente se sometid a una

15
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hidrolisis basica con KOH, para obtener el acido 1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (15).
Finalmente, 4 se obtuvo acoplando 15 con el NTZ mediante CDI.

o (@] o (@]
NO NO NH;
HO” \[ INOZ a Hsco)KOi " b H3CO)k©i e HSCOJ\Oi
—_— —_— —_—
cl cl NH NH
10 11 12 CH3 13 CH3
N O
/ 0
o) N’<\J\ o)
2 S NH N\ f HO N e N
| ><— B HaCO B
y N

\
4 CH3 15 CHgz 14 CHa
a: (CH,),S0O,, NaHCO,, DMF; b: CH,NH, HCI, K,CO,, glima; c: H, Pd/C, 5%; d: HCOOH e: MeOH, KOH f: CDI,
NTZ

Esquema 3. Sintesis del compuesto 4

3.1.4. Sintesis del hibrido 5

La preparacion del hibrido 5 se realizé mediante la serie de reacciones mostrada en el Esquema 4.
Para la obtencion del intermediario 17, en un reactor PARR se mezclaron 10, monoglima y
clorhidrato de metilamina. La mezcla se calenté a 130° C durante 24 horas a 30 bar y con
agitacion constante. Después de un tratamiento de separacion se acidifico6 con HCI 20%.
Posteriormente se llevo a cabo una reduccion por hidrogenacién donde el catalizador fue Pd/C al
5% en metanol a 30° C. Después de un proceso de aislamiento el sélido obtenido 18 se proceso
inmediatamente para hacerlo reaccionar con un intermediario formado por tiocianato de potasio
y cloroformiato de metilo.

El compuesto 20 se obtuvo mediante la reaccion de un intermediario reactivo con la diamina 18.
El intermediario se prepard con sulfato de S-metilisotiouronio y cloroformiato de metilo a pH
neutro. Posteriormente se agrego la diamina 18 y solucion amortiguadora de acetatos. La mezcla
de reaccion se calentd a temperatura de reflujo y con agitacion constante.

Finalmente la obtencion del compuesto 5 se realizd mediante la activacion del &cido 19 con CDI.
Posteriormente se formo el enlace amida agregando NTZ y DBU (Esquema 4).
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Disefio experimental
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s NHJK@[N\%NHKOCM ) NHJ\NH/U\O/CHs
|

0]

-

CHs
NH_ O
5 19 ’\\‘Y T‘l/ \CH3
HC s o)

a:CH;NH, HCI, K,CO, monoglima; b: H, Pd/C al 5%; c: CICOOCH,, KSCN; d: CDI, NTZ, DBU e: Sulfato de S-metilisotiouronio + CICOOCH,

Esquema 4. Sintesis del compuesto 5

3.2 Parte biologica

A continuacion se describe el método utilizado para llevar a cabo la evaluacion de la actividad
antihymenoléptica de los hibridos 1-5.

Se colecto el excremento de un lote de cinco ratones infectados por el cestodo H. nana cada
tercer dia durante una semana. Un granulo de excremento de cada ratén, fue colocado en un tubo
eppendorf con 500 microlitros de formol. Después de suspender con agitacion, 30 microlitros de
esta suspension se colocd en un portaobjetos; se agregd una gota de lugol y se colocd un
cubreobjetos de 18 X 18 mm. Se observd al microscopio con el objetivo 10X y se contaron los
huevos de H. nana en el area total del cubreobjetos. Se multiplicé por 17.3 para obtener el total
de huevos por gramo de heces.

En este punto del ensayo, por medio de una canula, se administraron oralmente a cada raton 4 mg
del hibrido correspondiente (inmersos en goma arabiga) a probar durante tres dias. Se dejé pasar
un dia y al siguiente se retomo la cuantificacion de los huevos en el excremento. Esta operacion
se repitié cada tercer dia durante una semana con el objetivo de apreciar el efecto de cada
compuesto en el parasito.

Finalmente se realizaron las necropsias de los ratones e igualmente se cuantificaron los huevos
por gramo de heces.

Se utilizé albendazol como testigo positivo.
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Disefio experimental
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Figura 10. Evaluacién biolégica antiparasitaria de los compuestos 1-5
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de la parte quimica

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos finales 1-5, asi

Resultados y Discusion

como para los intermediarios y materias primas 6-20, se muestran en las Tablas 2 y 3. Los
datos espectroscopicos y espectrométricos de estos compuestos se muestran en la Tabla 4.

4.1.1 Constantes fisicas y rendimientos

Tabla 2. Rendimientos y constantes fisicas de los compuestos finales 1-5

Compuesto p.f. (°C) Rf Rendimiento (%)
1 309.3-311.6 0.25 51.0
2 297.7-298.7 0.32 514
3 352.5-353.7 0.34 61.6
4 359.0-361.8 0.37 40.5
5) 363.1-368.1 0.32 10.2

2. R¢ determinado en Sistema: cloroformo/metanol 90:10
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Tabla 3. Rendimientos y constantes fisicas de los compuestos intermediarios 6-20

Compuesto p.f. (°C) Rf Rencé(i);: )iento
6 213.2-214.3 0.38 NA
7 >300 0.38 95.1
8 >300 0.31 97.3
9 >300 0.53 92.7
10 181.0-181.9 0.54 NA
11 81.3-82.5 0.62 92.2
12 144.8-145.9 0.68 98.8
13 ND 0.34 99
14 123.8-124.4 0.59 93.4
15 >300 0.50 77.3
16 146.8° 0.34 78.8
17 316.7-318.3 0.54 99.0
18 ND ND 97.7
19 150.2° 0.32 70
20 >300 0.52 60

Desc: descompone, NA: No aplica, ND: No determinado
% Ry determinado en Sistema: cloroformo/metanol 90:10
®. Funde con descomposicion
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4.1.2 Constantes espectroscopicas

Tabla 4. Constantes espectroscopicas de los compuestos 1-20

Compuesto Datos espectroscopicos

g Espectro 1, IR (KBr) cm™: 3097.22 (CONH-), 1627.12 (C=0), 1592.12 y 1361.24 (NO,),

on 1T 154735 (C=N).
s N?)KCE% 4 | Espectro 2, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 290 (9%)
b
N

Espectro 3, RMN *H (TMS, DMSO-de) &: 7.71 (d, 1H, J= 8.8, H-a), 7.99 (dd, 1H, J=1.2,
a He |J=8.4, H-b), 843 (s, IH, Hc), 8,49 (s, 1H, H-d), 8.69 (s, 1H, H-g), 13.21 (sa, 2H, int. con D,0,

1. PM 289.271 H-e y H-f)

* v o Espectro 4, IR (KBr) cm™: 3127.21 (CONH-), 1626.32 (C=0), 1543.60 y 1368.03 (NO,).
OZN’@\ Sy Espectro 5, EM (IE/ID) m/z: M 303 (10%), 159 (100%), 131 (85%), 104 (9%), 90 (22%), 63
o N—cny
a Hd

(14%)
Espectro 6, RMN *H (TMS, DMSO-dg) &: 2.52 (s, 3H, CHs), 7.32 (sa, 1H, NH) 7.54 (d, 1H,
J=8.4, H-a), 7.94 (dd, 1H, J=1.2, J=8.4, H-b), 8.24 (sa, 1H, NH), 8.32 (s, 1H, H-c), 8.64 (s, 1H,

2. PM 303.298 H-¢)

1 | Espectro 7, IR (KBr) em™: 3360.30 (CONH-), 2949.45 (CHs), 1536.66 y 1357.28 (NO,)
SANHJKC[N\ I | Espectro 8, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 363 (8%)

© L L) o | Espectro 9, RMNH (TMS, DMSO-dg) 3: 3.77 (s, 3H, NHCO,CHy), 7.49 (d, 1H, J=8.7, H-a),
. 7.93 (dd, 1H, J=1.8, J=8.4, H-b), 8.23 (d, 1H, J=1.2, H-c), 8.65 (s, IH, H-), 12.19 (sa, 2H, int.
con D,O, H-d y H-e)

3. PM 362.322
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Compuesto

Datos espectroscopicos

Espectro 10, IR (KBr) cm™: 3111.50 (CONH-), 2799.61 (CHs), 1660.88 (C=0), 1551.48 y
1350.90 (NOy)
Espectro 11, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 304 (4%)

S NH
o N\>d Espectro 12, RMN*H (TMS, DMSO-ds) &: 3.88 (s, 3H, CH;), 7.66 (d, 1H, J=8.7, H-a), 8.10 (d,
a v, 1H, J=7.5, H-b), 8.29 (s, 1H, H-c), 8.49 (s, 1H, H-d), 8.59 (s, 1H, H-f) 13.60 (sa, 2H, int. con
4. PM 303.298 D:0, H-¢)
; N o . Espectro 13, IR (KBr) cm™ : 3398.25 (CONH-), 1535.01 y 1352.14 (NOy).
OZN{J\NH o Espectro 14, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 377 (4%).
) oo | Espectro 15, RMN'H (TMS, DMSO-dg) &: 3.61 (s, 3H, N-CHs), 3.74 (s, 3H, NHCO,CHj),
= b, 7.25 (d, 1H, J=8.4 H-a), 7.77 (d, 1H, J=1.6, H-c), 7.91 (dd, 1H, J=2, H-b, J=8.4), 8.68 (s, 1H,
H-e), 11.30 (s, 1H, H-d).
5. PM 376.349
O
C
HO NH; Espectro 16, IR (KBr)em™': 3330.36 y 3208.16 (NH,), 2838.84 (COOH), 1625.46 (C=0)
Espectro 17, EM (IE/CG) m/z: M 152 (50%), 135 (25%), 107 (17%), 80 (18%)
b NH, Espectro 18, RMN'H (TMS, DMSO-ds) &: 5.11 (sa, 4H, int. con D,O, NH>), 6.49 (d, 1H,
a J=7.81, H-a), 7.06 (dd, 1H, J=2.1, J=8.1, H-b), 7.11(d, 1H, J=1.8, H-c)
6 PM 152.15
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Compuesto Datos espectroscopicos
O
c \ Espectro 19, IR (KBr) cm™: 3205.51 (OH), 1666.10 (C=0), 1623.24 (C=N)
HO | \> q Espectro 20, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 163 (25%)
b N Espectro 21, RMN'H (TMS, DMSO-ds) &: 7.64 (dd, 1H, J=0.6, J=8.4, H-a), 7.82 (dd, 1H,
o H J=1.5, J=8.4, H-b), 8.19 (dd, 1H, J=0.6, J=1.5, H-c), 8.38 (s, 1H, H-d) 12.73 (sa, 2H, int. con
D,0, OH y NH)
7 PM 162.146
o)
HO > N Espectro 22, IR (KBr) cm™: 3330.76 (OH), 1632.41 (C=0), 1445.16 (CH;)
| \>—CH3 Espectro 23, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 177(12%)
b N Espectro 24, RMN'H (TMS, DMSO-ds) &: 2.51 (s, 3H, CHs), 7.49 (d, 1H, J=8.1, H-a), 7.75
a H (dd, 1H, J=1.5, J=8.4, H-b), 8.05 (d, 1H, J=0.9, H-c), 12.52 (sa, 2H, int. con D,0, OH y NH)
8 PM 176.172
't Cc
o N j)\ Espectro 25, IR (KBr)em™: 3350.72 (-OH), 2956.54 (-COOH), 1648.39 (-NHCOOR-)
A | \%NH o-Ha | Espectro 26, EM (ID/IE) m/z: M™ 235 (50%), 203 (100%), 186 (48%), 177 (7%), 158 (18%).
H Espectro 27, RMN'H (TMS, DMSO-dg) &: 3.77 (s, 3H, H de CH3), 7.42 (d, 1H, J=8.4, H-a),
a 7.75 (dd, 1H, J=1.8, J=8.4, H-b), 8.03 (d, 1H, J=1.5, H-c), 11.31 (sa, 2H, int. con D,O, OH y
NH)
9 PM 235.196
0
C
HO NO» Espectro 28, IR (KBr) cm™': 3084.48 (OH), 1693.75 (C=0), 1546.90 y 1318.82 (NO,)
Espectro 29, EM (IE/CG) m/z: M 201(83%), 184 (7%), 171 (27%), 99 (100%), 75 (62%)
b Cl Espectro 30, RMN'H (TMS, DMSO-d) : 7.88 (d, 1H, J=8.4,H-a), 8.15 (dd, 1H, J=2.1, J=8 4,

a

10 PM 201.564

H-b), 8.46 (d, 1H, J=2.1, H-¢), 13.714 (sa, 1H, int. con D,0, OH)
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Compuesto Datos espectroscopicos
o)
°_ _No, |Espectro 31, IR (KBr) cm™: 3100.77 y 2960.94 (CHs), 1716.28 (C=0), 1538.36 y 1356.94
H5CO (NO»)
b Espectro 32, EM (IE/CG) m/z: M 215 (64%), 184 (100%), 138 (43%), 110 (41%), 75 (50%).
Cl Espectro 33, RMN'H (TMS, DMSO-dg) 8: 3.89 (s, 3H, CH3), 7.88 (dd, 1H, J=0.3, J=8.1, H-a),

a

11 PM 215.590

8.13 (dd, 1H, J=2.1, J=8.4, H-b), 8.45 (d, 1H, J=2.1, H-c)

o)
C
NO,
H3CO

12 PM 210.187

Espectro 34, IR (KBr) cm’': 3364.99 (NH), 2956.94 (CHs), 1708.63(C=0), 1564.38 y 1322.46
(NO»)

Espectro 35, EM (IE/CG) m/z: M™ 210 (100%), 193 (48%),179 (49%), 161(26), 105 (73%)
Espectro 36, RMNH (TMS, DMSO-dg) 3: 2.98 (s, 3H, NHCH), 3.33 (s, 1H, int. con DO,
NH), 3.81(s, 3H, OCHj), 7.03 (d, 1H, J=9.01, H-b), 7.95 (dd, 1H,J=2.10, J=9.01, H-a), 8.57(d,
1H, J=1.8, H-c)

(0]

Espectro 37, IR (KBr) cm™: 3403.75 y 3325.82(NH,), 2942.89 (CHs), 1679.46 (C=0)

C
cho)ﬁNHz Espectro 38, EM (IE/CG) m/z: M 180 (100%), 165 (32%), 149 (73%), 94 (12%), 78 (7%)
b Espectro 39, RMN'H (TMS, DMSO-ds) 6: 2.76 (d, 3H, J=4.8, NHCH,), 3.71 (s, 3H, OCHj3),
- ’I\IH 4.68 (s, 2H, intercambia con D,O, NH,), 5.41 (¢, 1H, J=4.8, int. con D,O, NHCHj3), 6.37 (d, 1H,
CHs J=8.4, H-a), 7.16 (d, 1H, J=2.10, H-¢), 7.23 ( dd, 1H, J=8.1, J=1.8, H-b)
13 PM 180.204
Q C
H4CO N Espectro 40, IR (KBr) cm™: 2993.50 y 2947.38 (CH3),1706.53 (C=0)
) | \> d Espectro 41, EM (IE/CG) m/z: M 190 (63%), 159 (100%), 131 (62%), 104 (12%), 63 (12%)
N\ Espectro 42, RMN'H (TMS, DMSO-dg) 6: 3.85 (s, 3H, NCH3), 3.86 (s, 3H, OCHj3), 7.67 (d,
a CHy 1H, J=8.4, H-a), 7.89 (dd, 1H, J=1.5, J=8.7, H-b), 8.24 (d, 1H, J=1.2, H-c), 8.34(s, 1H, H-d)

14 PM 190.199
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Compuesto Datos espectroscopicos
0 c Espectro 43, IR (KBr) cm-1: 3449 (OH), 2951 (CHj3), 1681 (C=0)
HO N Espectro 44, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 177 (43%)
| \> d Espectro 45, RMN 'H (TMS, DMSO-ds) &: 3.85 (s, 3H, CHs), 7.63 (d, J= 8.4, 1H, H-a), 7.88
b N (dd, J= 1.5y J= 8.4, 1H, H-b), 8.23 (d, J= 0.9, 1H, H-c), 8.32 (s, 1H, H-d), 12.79 (sa, 1H, int.
a \CH3 con D,O, OH)

15 PM 176.172

[
HOJ\@NHJLNH OCHg
b NH _NH _OCH
S
S O

16 PM 386.406

Espectro 46, IR (KBr) cm™: 3180 (OH), 1603 (C=0), 1527 (C=S), 1040 (C=S)

Espectro 47, EM (ID/FAB+) m/z: No se observo la sefial del i6n cuasimolecular [M+1].
Espectro 48, RMN H (TMS, DMSO-dg) 6: 3.71 (s, 3H, OCHs), 3.72 (s, 3H, OCH3), 7.87 (dd,
1H, J=1.8, J=8.4, H-b), 8.07 (d, 1H, J=8.4,H-a), 8.21 (d, 1H, J=1.8, H-¢c), 11.31 (s, 1H, int. con
D,0, NH), 11.51 (s, 1H, int. Con D,O, NH), 11.52 (s, 1H, int. Con D,O, NH), 11.55 (s, 1H, int.
Con D,0O, NH), 13.3 (sa, 1H, int. con D,0, OH)

o)
< NO,
HO
X
a "

17 PM 196.160

Espectro 49, IR (KBr) cm-1: 3377 (NH), 2805.03(OH), 1679.46 (C=0), 1615.30 y 1363.73
(NOy), 1470.48 (CHj3)

Espectro 50, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 197 (5%)

Espectro 51, RMN H (TMS, DMSO-ds)d: 2.99 (d, 3H, J= 4.8, NHCH3), 7.02 (d, 1H, J= 9.0,
H-a), 7.95 (dd, 1H, J=2.1, J=6.0, H-b), 8.54 (¢, 1H, J=5.2, int. con D,0, NH), 8.58 (d, 1H,
J=2.1, H-c), 12.86 (sa, 1H, int. con D,O, OH)

)kC(NHJK )‘\ _c

Wi g g

19 PM 400.432

Espectro 52, IR (KBr) °™': 3202 (OH), 1609 (C=0), 1528 (C=S), 1044 (C=S)

*| Espectro 53, EM (ID/FAB+): No se obtuvo sefial correspondiente al i6n cuasimolecular [M+1].
Sin embargo se obtuvo un 8% de abundancia de un [M+1] 283 que podria corresponder al
compuesto mono [(metoxicarbonil)carbamotioil]amino

Espectro 54, RMN'H (TMS, DMSO-d) ) : 2.74 (d, 3H, OCH3), 3.74 (s, 3H, NCH3), 6.62 (d,
1H, J=8.7, H-a), 7.62( s, 1H, H-c), 7.72 (d, 1H, J=8.7, H-b), 10.78 (s, 1H, NH), 11.36 (s, 1H,
OH).
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Compuesto Datos espectroscopicos
Espectro 55, IR (KBr) m-l. 3315.64 (OH), 1699.90 (COOH), 1656.48 (NHCOCH;), 1436
OH o (CH3).
O)\CEN\>—NHJ\O/CH3 Espectro 56, EM (ID/FAB+) m/z: [M+1] 250 (5%)
g Espectro 57, RMN'H(TMS, DMSO-dg) &: 3.51 (s, 4H, NCH3)*, 3.16 (s, 4H, NHCOOCH;)*,
CHy 7.44 (d, 1H, J= 8.4, H-a), 7.80 (dd, 1, J=1.2, J=8.4, H-b), 7.98 (s, 1H, H-c), 12.20 (sa, 2H, H del

20 PM 249.223

NH y OH).
*Las senales integran para 4 Hidrogenos dada la gran cantidad de agua presente en el DMSO
durante la adquisicion del espectro.

s: singulete, d: doblete, dd: doble de doble, c: sefial cuadruple, sa: singulete amplio
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4.1.3 Carboxamidas 1,2y 4

La sintesis de las carboxamidas 1, 2 y 4 se logr6 siguiendo la secuencia de los Esquemas 1
y 3. Para las carboxamidas 1, 2 y 4 se lograron obtener puntos de fusion bien definidos asi
como rendimientos mayores al 40%.

N O
O 02N‘—</\J\
HO N CDI, NTZ, DBU S7 NH N\
B — [ D
N N
H

7
H 1

0]

CDI, NTZ N O
HO N —_— OZN/(/\J\
| H—cH, S N
N | >—cHs
H N
2 H

8

Esquema 5. Sintesis de los compuestos 1y 2 a partirde 7y 8

(o)
N (0]
HO)K©[N\> CDI, NTZ oZN’{\/\k N
N S NH N\
>
\

\
CH3

15 4 CHg
Esquema 6. Sintesis del compuesto 4 a partir de 15

La técnica consistio en la activacion del acido bencimidazoélico correspondiente (7, 8 y 15)
con CDI, que formo rapida y de manera evidente (debido al desprendimiento de CO,), un
buen grupo saliente imidazolio que fue sustituido por el grupo amino del NTZ, a pesar de
tener poco disponibles su par libre de electrones debido a la aromaticidad del tiazol y a
tener en posicion relativa meta al grupo nitro.

En el caso de la carboxamida 1 se utiliz6é también DBU que aument6 el poder nucleofilico
del grupo amino del tiazol permitiendo que se incrementara el rendimiento de un 15% hasta
un 51%.

Para la sintesis de la carboxamida 4, el rendimiento (40.5%) fue significativamente menor a
los obtenidos para las carboxamidas 1y 2 (51% y 51.4%, respectivamente). Esto se debe a
que la sintesis de las carboxamidas 1 y 2 consiste solamente de dos pasos y la de la
carboxamida 4 es de 6 pasos, siendo los pasos limitantes la hidrélisis del éster y la
formacion de la amida.

La purificacion de estos compuestos fue sencilla. Se utilizé una solucion de éacido citrico al
5% para eliminar los restos de NTZ y DBU; y una solucioén saturada de NaHCOs para
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eliminar el posible acido carboxilico y materia prima que permanecieron sin reaccionar. El
producto secundario imidazol se eliminé con las soluciones acuosas anteriormente
mencionadas.

Las carboxamidas 1, 2 y 4 presentan una banda ancha en 3097.22, 3127.21 y 3111.50 cm,
respectivamente, que corresponde al enlace amida (CONH-). De la misma manera, en
1627.12, 1626.32 y 1660.88 cm™ se presentd la banda caracteristica del enlace C=0 del
enlace carboxamida. El grupo nitro se evidencié en distintas bandas: para la carboxamida 1
en 1592.12 y 1361.24 cm™, para la 2 en 1543.6 y 1368.03; y para la carboxamida 4 en
1543.60 y 1368.03cm™. La espectrometria mostrd la presencia de M+1 290 para la
carboxamida 1 y de M 303 (10%) ién molecular. En el caso de la espectroscopia de
RMN'H, se confirmé la formacion de la carboxamida debido a la sefial del proton del tiazol
aproximadamente en 8.64 ppm y a la presencia del sistema aromatico del bencimidazol. Se
presentaron los protones del enlace amida en los espectros de las carboxamidas 1y 4 y no
el de la 2, sin embargo, la espectroscopia de masas mostré el i6n molecular de m/z=303
correspondiente al peso molecular del compuesto 2.

4.1.4 Carbamatos 3y 5

La obtencion del carbamato 3 se llevd a cabo con un rendimiento elevado y este compuesto
presento constantes fisicas bien definidas.

Para la obtencion del carbamato 3 se exploraron varias rutas de sintesis. Inicialmente (Ruta
I) se utilizé la misma con la que llevo a cabo la obtencion de las carboxamidas 1, 2 y 4. Sin
embargo al intentar esa ruta, se observd que la materia prima era muy insoluble en
acetonitrilo, dimetilformamida e incluso en dimetilsulféxido a 70°C, por lo que el
intermediario de reaccion no se formo. Por lo tanto se procedid a buscar una ruta alterna de
sintesis.

Una ruta alterna (Ruta II) consistié en la proteccion, con el grupo t-Boc, de los dos grupos
aminos de la materia prima 6 para la posterior activacion del acido carboxilico utilizando
CDI, con el grupo amino del NTZ. Después se planed desproteger los grupos amino en
medio 4cido y finalmente ciclar con cloroformiato de metilo y sulfato de S-metilisotiourea,
obteniendose el grupo carbamato en la posicion dos del bencimidazol. La reaccion de
proteccion se obtuvo con buen rendimiento y pureza, sin embargo enel acoplamiento al
NTZ el rendimiento y la pureza no fueron los deseados, de cualquier forma se decidio
proseguir con el siguiente paso, pero la desproteccion con HCI concentrado resultd
infructuosa.

Otra ruta alterna (Ruta III) que se intentd fue la de sintetizar un derivado tipo tiofanato
(bistioureido) a partir del acido 3,4-diaminobenzdico 6 para posteriormente activar el acido
carboxilico con CDI para acoplarlo al NTZ y después ciclar para obtener el bencimidazol
con el grupo carbamato de metilo en la posicion dos utilizando diciclohexilcarbodiimida
(DCC). La reaccion de formacion del derivado del tiofanato resultd con alto rendimiento y
pureza por lo que se procedié a activarlo con 1.5 equivalentes de CDI. La formacion del
intermediario también fue la proyectada, aunque el analisis por ccf permitid observar la
presencia de un producto adicional. Por lo tanto se procedid a la adicion del nucledfilo. La
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obtencion del crudo de reaccion fue sencilla, como se ha descrito para las carboxamidas 1y
2. Sin embargo, fue necesario ponerlo a reflujo con acetona para eliminar algunas
impurezas de alta polaridad. Al analizar la espectroscopia del compuesto, se observo la
ausencia de las sefiales correspondientes a los cuatro hidrogenos —NH- que debia tener la
molécula (presentes en el espectro de RMN'H en 11-12 ppm en el derivado del tiofanato) y
solamente se encontrd un singulete que integrd para tres hidrogenos asignados al grupo
metilo y no seis, como se esperaba. En el espectro de masas modalidad FAB" se observé un
i6n cuasimolecular [M+1] de m/z 363 correspondiente al compuesto 3 y en el espectro de
infrarrojo no se presentaron las bandas tipicas de C=S, que estuvieron presentes en la
molécula precursora 16 en 1527.59 y 1040.12 cm™. De lo que se infiri6 que se habia
formado el bencimidazol 3.

Por lo tanto es probable que el CDI, ademés de ser un agente activador del &cido
carboxilico, funcionara como agente deshidratante que favorecio la ciclacion de la molécula
en las condiciones en las que se llevo a cabo la reaccion.

Ademas de las sefiales en la RMN'H mencionadas anteriormente, se presentaron las del
sistema aromatico del bencimidazol, la del proton del tiazol en 8.65 ppm y una singulete
ancha que integr6 para dos hidréogenos y que se intercambiaron con D,O correspondiente a
los protones unidos al nitrégeno del bencimidazol en posicion 1 y enlace amida.

Las ventajas de esta ruta fueron que se obtiene como producto mayoritario el carbamato
que deseamos. Ademas de que el producto final se obtiene en menos pasos sintéticos.
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Esquema 7. Alternativas para la obtencion del compuesto 3

Debido a la experiencia anteriormente descrita, el carbamato 5, se intent6 obtener bajo las
mismas condiciones, sin embargo la formacion del derivado tipo tiofanato N-metilado no
procedi6 de manera cuantitativa, obteniéndose principalmente el monotiouréido y no el bis-
tiouréido. El grupo metilo unido al nitrégeno en posicion para al acido carboxilico
dificultd, probablemente mediante impedimento estérico, el ataque nucleofilico del
nitrogeno al intermediario de la reacciéon formado por el cloroformiato de metilo y el
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tiocianato de potasio. Por lo tanto se obtuvo mayoritariamente el derivado monotiouréido.
En el espectro del infrarrojo de este compuesto se apreciaron las bandas caracteristicas del
enlace C=S en 1044.55 y 1528.06 cm™. En la RMN'H se observaron tres sefiales en la zona
aromatica, dos singuletes que integraron para tres protones asignados al grupo metilos y
tres hidrogenos que enlazan con heterodtomos. Se comprobd la obtencion del
monotiouréido con la espectrometria de masas, donde en la modalidad FAB'se observé un
16n cuasimolecular [M+1] de m/z 284 que corresponde al monotiouréido.

4.1.5 Acidos 7y 8y éster 14.

La sintesis de los intermediarios 7, 8 y 14 resultd con buenos rendimientos y los productos
obtenidos mostraron constantes fisicas bien definidas.

(e}
N
i NH / 7 N
NH, o
6 \b\ N
HO

| H—cH;

g '

a: HCOOH b:CH,COOH

Esquema 8. Sintesis de los compuestos 7 y 8

0 o) o
NO NH
H5CO 2 a  HCOo 2. b HCO | N\>
NH; NH \
CHg CHgz
12 13 14

a: H, Pd/C al 5%; b: HCOOH

Esquema 9. Sintesis del compuesto 14

La obtencién de los bencimidazoles 7, 8 y 14 se llevé a cabo sin ninguna dificultad bajo el
principio de la reaccion de Phillips. El punto central para obtener un buen rendimiento es
no excederse en la cantidad de base que se utiliza para que precipite el compuesto, de tal
manera que el acido carboxilico permanezca protonado y que el nitrogeno del bencimidazol
permanezca. Por lo tanto se eligi6 al NaHCO;, que no posee propiedades basicas muy
fuertes, para evitar la disolucion del producto y por lo tanto rendimientos bajos.
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En el caso del éster bencimidazolico 14, también fue muy importante asegurarse que la
formacion, mediante hidrogenacion catalitica, de la diamina 13 se hubiera llevado a cabo
completamente. La formacion de la diamina se asegurdé mediante la realizacion de ccf que
mostraron el consumo total de la materia prima 12. De esta forma el rendimiento de la
reaccion se incremento.

Los intermediarios 7 y 8 presentaron en el espectro de infrarrojo, la banda ancha tipica del
grupo carbonilo en 1640 cm™ aproximadamente. Los compuestos 8 y 14 mostraron las
bandas tipicas del grupo metilo en 1445.16 y 2947.38cm™, respectivamente. En la
espectroscopia de RMN'H los compuestos 7, 8 y 14 mostraron las sefiales caracteristicas
del sistema aromatico del bencimidazol. Los acidos 7 y 8 presentaron singuletes amplios
caracteristicos de grupo hidroxilo en 12.6 ppm que intercambiaron con agua deuterada y los
compuestos 8 y 14 presentaron las sefales correspondiente al grupo metilo que poseen en
su estructura. En las espectrometrias de masas los compuestos 7 y 8 mostraron un i6n
cuasimolecular [M+1] de m/z 163 y 177 respectivamente, el compuesto 14 mostrd un i6n
molecular de m/z 190 correspondiente a su peso molecular.

4.1.6 Derivados del tiofanato 16 y 19

El compuesto 16 se obtuvo con una pureza adecuada y constantes fisicas bien definidas. Sin
embargo, el rendimiento fue bajo, es posible que haya ocurrido de esta manera debido a que
en la purificacion de los compuestos, probablemente, el producto deseado se disolvid en
agua como consecuencia de la formacion de puentes de Hidrogeno

La sintesis y purificacion del compuesto 16 se llevo a cabo de una manera muy sencilla.
Uno de los aspectos importantes de este tipo de reaccion es el manejo correcto de los
equivalentes de tiocianato de potasio y de cloroformiato de metilo que se utilizan. Es
importante que estén en exceso debido a que existe la posibilidad de que, como lo
deseamos, el nitrogeno del tiocianato ataque al carbono del carbonilo del cloroformiato de
metilo sin embargo también existe la posibilidad de que el azufre del tiocianato ataque al
carbono del carbonilo del cloroformiato de metilo. Lo que nos llevaria a la formacion de un
intermediario no deseado que no ciclaria a un bencimidazol con el grupo carbamato en
posicion dos.

La espectroscopia del infrarrojo muestré dos bandas caracteristicas del enlace C=S en
1040.12 y 1527.59 cm™, la RMN'H mostré cuatro singuletes asignados a los hidrogenos
enlazados a los nitrogenos del bistiouréido, asi como dos singuletes correspondientes a los
dos grupos metilos y un singulete amplio en 13 ppm asignado al acido carboxilico.

No se logr6 obtener cuantitativamente el intermediario 19 probablemente debido a que el
metilo unido al grupo amino en posicion 4 del acido 18, impidié que el nitrégeno atacara al
carbono del S=C=N-R en el intermediario de la reaccion. Por lo tanto se obtuvo
principalmente el derivado monotiouréido 19a.
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Esquema 10. Sintesis del compuesto 19

En el espectro de infrarrojo se apreciaron las bandas caracteristicas del enlace C=S en
1044.55 y 1528.06 cm™. La RMN'H evidenci6 la presencia de tres protones aromaticos,
seis protones correspondientes a los dos grupos metilos y tres que enlazados a
heteroatomos. Se comprobd la obtencion del monotiouréido con la espectrometria de
masas, donde se obtuvo un i6n cuasimolecular [M+1] de m/z 284 (9%, M+1),
correspondiente al monotiouréido 19a. La teoria indica que es posible la formacién del
monotiuréido del nitrogeno N-metilado debido al efecto inductivo del metilo, sin embargo
también es preciso considerar que los electrones de este nitrogeno entran en resonancia del
anillo aromatico por tener en posicion para un grupo carbonilo.

4.1.7 Carbamatos bencimidazoélicos 9 y 20
El carbamato 9 se obtuvo con buen rendimiento (92.7%) y en el caso del carbamato 20 el

rendimiento no fue el esperado (60%) sin embargo ambos carbamatos se obtuvieron con un
alto grado de pureza y, como se esperaba, con punto de fusion muy elevado.

o) o) o
NH, N
HO)‘\@ a HO)KC[ \>_NHJJ\OCH3
6 NH, 9 H

a: Sulfato de S-metilisotiouronio + CICOOCH,

Esquema 11. Sintesis de los compuesto 9

33



Resultados y Discusion
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a: Sulfato de S-metilisotiourea + CICOOCH,

Esquema 12. Sintesis del compuesto 20

Durante la obtencion del intermediario de la reaccion, el paso fundamental fue controlar el
rango de pH en el que se formo el intermediario. Si el pH estd por arriba de 7.5 el
intermediario se hidroliza y si estd por debajo de 7.0 la reaccion procede lentamente. El
espectro de RMN'H del compuesto 9 mostré tres sefiales en la zona aromatica, un singulete
que integro para tres protones asignados al grupo metilo y un singulete amplio en 12.52
ppm correspondiente a los hidrogenos unidos a heterodtomos. De la misma manera en los
espectros en el infrarrojo se presentaron sefiales de C=0 de carbamato en 1648.39 para 9y
1656.48 para 20. Ademas de esas senales, para el compuesto 20 aparecioé un singulete en
3.51 ppm correspondiente al grupo metilo de la posicion uno del bencimidazol.

4.1.8 Ester 11y 4cido 15

El éster 11 se obtuvo con muy buen rendimiento y un punto de fusion bien definido. Para
esta reaccion la esterificacion no se llevo a cabo por el método de Fischer debido a que
tiene la desventaja de que es necesario destilar el agua y agregar en exceso el alcohol, en
cambio en el método de esterificacion en medio ligeramente bésico las condiciones de
reaccion son mas simples. El espectro de RMN'H muestro, en relacion a la materia prima,
la desaparicion del proton en 13-14 ppm que correspondiente al OH asi como la aparicion
de una senal en 3.89 ppm que integr6 para tres protones correspondientes al grupo metilo
del éster, en el espectro de infrarrojo fue posible observar en 1716.28 cm™ una banda muy
intensa que corresponde al grupo carbonilo del éster y en la espectroscopia de masas se
encontrd el idn molecular de m/z 215 correspondiente al peso molecular del compuesto.
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Esquema 13. Sintesis de los compuestos 11 y 15

El acido 15 se obtuvo con rendimiento aceptable y punto de fusion elevado. Se sintetizod
utilizando la técnica de “hidrolisis de ésteres promovida por i6n hidréxilo” en lugar de
“hidrolisis de ésteres catalizada por acidos”. Las ventajas del método que se utilizd sobre el
de catélisis 4cida de hidrolisis de ésteres son que el 16n hidroxilo es mejor nucleofilo que el
agua, que no se forman productos de transesterificacion y, sobre todo, que no es necesario
destilar el alcohol que se formaria como producto secundario. El espectro de RMN'H
muestrd la aparicion de un singulete amplio en la zona de 12-13 ppm, en relacion a la
materia prima, que corresponde al dcido carboxilico e intercambia con agua deuterada, en
el espectro de infrarrojo se observo una banda ancha correspondiente al grupo OH
aproximadamente en 3400 cm’ y la espectrometria de masas muestré un ion
cuasimolecular [M+1] de m/z 177 que corresponde al peso molecular del 4cido 15.

4.1.9 Obtencién de los compuestos 12y 17

La sintesis de los compuestos 12 y 17 se llevo a cabo mediante una reaccion de SyAr de 11
y 16, respectivamente, se utilizo clorhidrato de metilamina como reactivo en esta reaccion.
Ambos productos se obtuvieron con rendimientos altos y constantes fisicas bien definidas.
La reaccion de SyAr se vio favorecida para los compuestos 11 y 16 debido a la presencia
del grupo nitro en posicion orto al cloro y por el grupo éster y acido en para,
respectivamente. En el caso de la SyAr del compuesto 12, el tiempo fue muy importante
porque si se excedia de una hora 45 minutos se empezaban a formar dos productos
secundarios. Para la sintesis de 17, solo se form6 un producto secundario. Para ambas
reacciones los lavados con agua fueron suficientes para eliminar a los productos
secundarios. El compuesto 17 se obtuvo como sal, por lo que fue necesario acidificar el
medio con HCI al 20% hasta que precipit6é un solido amarillo (pH= 3).
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En el caso de 12, el espectro de infrarrojo, muestr6 una banda fina de mediana intensidad
atribuida a aminas secundarias en 3364.99 cm™ a diferencia de su materia prima que no la
muestra. En la RMN'H se observo la aparicion de un doblete en 2.98 ppm que integro para
tres protones, que corresponden al grupo metilo de la metilamina. También se observo la
aparicion de un singulete en 3.33 ppm que integré para un proton e intercambié con D,O
que corresponde al proton de la amina secundaria. Se confirm6 la obtencion del 12
mediante la aparicion de su i6n molecular de m/z 210 en la espectroscopia de masas por IE.

o o)
NO NO
H3CO ? 4 HsCO 2
Cl NH
11 12 CHs

a: CH;NH, HCI, K,CO,, monoglima

Esquema 14. Sintesis del compuesto 12

Para el compuesto 17 en el espectro de infrarrojo, se observé una banda fina de mediana
intensidad en 3377.02 cm™ que corresponde a una amina secundaria a diferencia de su
materia prima 16 que no la muestra. En la RMN'H se aprecié en 3 ppm un doblete que
integré para tres protones atribuidos al grupo metilo de la metilamina y en 8.55 ppm se
observo un cuarteto que integro para un proton y que desaparece con D,O que evidencio la
presencia del -NH-CH.

OH OH
NO
o 2 . o NO,
Cl NH
|
10 17 CHs

a:CH;NH,HCI, K,CO, monoglima

Esquema 15. Sintesis del compuesto 17
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4.2 RESULTADOS BIOLOGICOS
A continuacion se presentan los resultados bioldgicos obtenidos al evaluar in vivo la
eficacia como antiparasitarios de los compuestos 1-5 en el parasito Hymenolepis nana con

el modelo anteriormente descrito.

Tabla 5. Resultados de actividad biologica antihymenolépica de los compuestos finales 1-5

Compuesto Eficacia (%) Toxicidad
1 20 Muy toxico
2 100 No toxico
3 70* No toxico
4 No present6 actividad No toxico
5 No present6 actividad No toxico

* Este compuesto presentd problemas de solubilidad acuosa

Es posible agrupar los compuestos 1-5 evaluados en dos grupos: los que fueron eficaces
contra Hymenolepis nana en el modelo experimental utilizado, y los que no presentaron
actividad en el mismo modelo.

Los compuestos que presentaron actividad farmacologica tienen en comun el esqueleto 1-H
bencimidazdlico. Lo que nos indica que la actividad farmacologica se ve favorecida cuando
el efecto tautomérico estd presente. Debido a que el blanco farmacologico de los
compuestos 1-5 es desconocido, solo es posible suponer que esta tltima observacion es
ocasionada a la formacion de un puente de hidrégeno que favorece el anclaje de la
molécula en alguna enzima, interrumpiendo alguna actividad esencial para el parasito.

Asi mismo la sustitucion en la posicion 2 es sumamente importante tanto para la actividad
farmacoldgica como para la toxicidad. Se evidenci6 que, en la posicion 2, la presencia del
grupo metilo es la que mas propicia la actividad farmacologica, seguida de la del grupo
carbamato de metilo y finalmente el compuesto no sustituido en la posicion dos.
Posiblemente estas anotaciones fueron obtenidas debido a la pobre solubilidad del
compuesto 3 en comparacion con la solubilidad aceptable del compuesto 2.

También se puede extraer que los compuestos cuya sustitucion en la posicion 2 es diferente
al hidrogeno no son toxicos. Esta observacion es muy importante ya que, junto con los
datos anteriormente discutidos, es posible detectar las caracteristicas estructurales que son
requeridas para que la molécula presente actividad antihimenoléptica, sea soluble y al
mismo tiempo no sea toxica.
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5.- CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo experimental mostraron que los compuestos 1, 2 y 3
sintetizados poseen actividad antihymenoléptica.

Se evidencid la relevancia de efecto tautomérico del bencimidazol en la actividad
antihnymenoléptica. Para que el compuesto sea activo contra H. nana no debe ser sustituido
el hidrégeno en la posicion 1 del bencimidazol.

La sustitucion en la posicion 2 del bencimidazol tuvo consecuencias importantes en la
actividad farmacologica, la molécula fue mas activa cuando en la posicion 2 tuvo como
sustituyente al grupo metilo, después al carbamato de metilo y finalmente al hidrégeno. La
sustitucion en la posicidn 2 por el hidrogeno presentd problemas de toxicidad en el modelo
experimental utilizado.

Los rendimientos de las sintesis de los compuestos finales (1-4) fueron aceptables
considerando que se obtuvieron rendimientos del 41 al 62%, con excepcion del rendimiento
del compuesto 5 (10%). Para los compuestos intermediarios se obtuvo en | mayoria de los
casos un rendimiento mayor al 75%.

Se caracterizaron las moléculas sintetizadas utilizando técnicas espectroscépicas de RMN
'H, espectrometria de masas y espectroscopia en el infrarrojo.

Se logré la sintesis de bencimidazoles 2-carbamato de metilo a partir del derivado tipo
tiofanato (bistiouréido) correspondiente utilizando la ruta de sintesis en la que el N,N"-
carbonildiimidazol actGa como agente acoplante facilitando la formacion del enlace amida
y como agente que promueve la ciclacion del intermediario al bencimidazol 2-carbamato de
metilo.
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Apéndice

Apéndice A. Métodos de preparacion

Acido 1H-bencimidazol-5-carboxilico (7)

En un matraz de bola de 200 mL, provisto de columna Vigreux y con atmosfera de
nitrogeno, se adicionaron 10 g del &cido 3,4-diaminobenzoico 6 en 30 mL de &cido formico
al 98% mas dos gotas de HCI concentrado. La mezcla de reaccion se agitd continuamente y
calentd a 100 ° C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se tom6 una muestra de la
reaccién para observar el avance de la reaccion por analisis de ccf; el resultado revel6 el
consumo total de la materia prima. La reaccion se dejé enfriar, y posteriormente se le
agregaron 100 mL de hielo y neutralizé con NaHCOs3. Finalmente la suspension se separo
por filtracion y el solido residual se lavé con agua hasta pH neutro. Esquema 1.

Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (8)

El compuesto 8 se obtuvo al tratar de 10 g del acido 6 con 30 mL de &cido acético glacial
mas dos gotas de HCI concentrado en un matraz de bola de 200 mL, provisto de una
columna Vigreaux bajo atmdsfera de nitrégeno, con agitacion continua y calentamiento a
110 °C durante 2 horas. Transcurrido este tiempo una ccf revel6 el consumo total de la
materia prima. La reaccion se dej6 enfriar, se le adicionaron 100 g de hielo y neutralizo
con NaHCOg. Por altimo, se filtrd y lavo con agua hasta pH neutro. Esquema 1.

Acido 2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilico (9)

Para la sintesis del compuesto 9 se prepard primero el siguiente intermediario: En un
matraz de bola de 100 mL y provisto de agitacion magnética, se suspendieron 1.68 g (1
equivalente) de sulfato de S-metilisotiourea en 5 mL de agua. El sistema se enfrié a 5 °C en
bafio de hielo, para posteriormente adicionar 2 equivalentes de cloroformiato de metilo. Se
adiciond, gota a gota, una soluciéon acuosa de NaOH al 25% de tal manera que el pH
oscilara entre 7.0 y 7.5 y la temperatura entre 5 y 15 °C. Durante la adicidn se observo la
aparicion de un sélido blanco esponjoso. La adicién de NaOH se detuvo cuando el pH de la
mezcla se estabilizo.

Posteriormente se adapto al matraz que contenia el intermediario un sistema de 3 frascos
lavadores con solucién de hipoclorito de sodio (Figura 9) conectados a través de una
columna Vigreux y se adiciond6 0.9281 g de acido 3,4-diaminobenzéico (6), que
previamente se suspendid en 10 mL de solucion amortiguadora recién preparada de acetatos
(12.4 mL de AcOH, 4.4 g de acetato de sodio y 44 mL de agua). La mezcla de reaccion se
calent a reflujo por 5 horas. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se vertié sobre
hielo-agua, filtrd al vacio y lavé en repetidas ocasiones con agua. El sélido obtenido mostro
ser un solo producto en la ccf. Esquema 1.
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N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (1)

En un matraz de bola de 500 mL provisto de una columna Vigreux, se pesaron bajo
atmasfera de nitrogeno, 1.43 g (1.3 equivalentes) de N,N"-carbonildiimidazol (CDI)y 1.1 g
(1 equivalente) de 7. Se agregaron 200 mL de acetonitrilo anhidro y se calenté a 50 °C
durante 3 horas. Una vez transcurrido este tiempo, una ccf revel6 el consumo total de la
materia prima y la aparicion de un producto intermediario con un R = 0.52 en el sistema
cloroformo/metanol 90:10. Posteriormente se agregaron 0.9850 g (1 equivalente) de 2-
amino-5-nitrotiazol y 1 mL (1 equivalente) de 1,8-diazabiciclo[5.4.0.]-undec-7-eno (DBU).
La reaccion se calenté a 60 °C durante 24 horas. Una ccf revel6 el consumo total de la
materia prima por lo que se procedio a filtrar la reaccion. El solido obtenido se agité con 50
mL de una solucién de &cido citrico al 5% durante 24 horas. Nuevamente se filtrd y se agitd
con 50 mL de una solucion saturada de NaHCOj3 durante 24 horas. Finalmente la mezcla de
reaccion se volvio a filtrar y una ccf revel6 la presencia de un solo compuesto. Esquema 1.

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

El compuesto 2 se obtuvo, en un matraz de bola de 500 mL adaptado a una columna
Vigraux y bajo atmosfera de nitrogeno, mediante la activacion de 1.0 g del &cido 8 con 1.19
g (1.3 equivalentes) de CDI en 50 mL de acetonitrilo a 60 °C por 6 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, una ccf revel6 el consumo total de la materia prima y la aparicion
de un compuesto de Ry = 0.65 en el sistema cloroformo/metanol 90:10. Se agregaron 0.907
g (1.1 equivalentes) de NTZ y se calenté a 50 °C durante dos dias. Una ccf reveld la
desaparicion del intermediario y se procedio a eliminar el disolvente a presion reducida. El
solido obtenido fue lavado con 50 mL de una solucion de acido citrico al 5% y filtrado. Por
ultimo, el solido fue resuspendido en 50 mL de una solucién saturada de NaHCOs, filtrado
y lavado tres veces con 20 mL de agua. Una ccf reveld la presencia de un solo compuesto.
Esquema 1.

Acido 3,4bis{[(metoxicarbonil)carbamotioillJamino}benzéico benzéico (16)

Se pesaron 5.0 g (0.56 equivalentes) de tiocianato de potasio en un matraz redondo de 250
mLy se agregaron 150 mL de acetonitrilo con agitacion constante. Posteriormente se
adicionaron, gota a gota, 3.8 mL (0.54 equivalentes) de cloroformiato de metilo con un
embudo de adicion con igualador de presiones. Una vez terminada la adicion, la reaccion
permanecio en estas condiciones durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se adicionaron
2.0 g (0.143 equivalentes) del acido 3,4-diaminobenzdico (6). La mezcla de reaccion fue
rdpidamente adaptada a un sistema de tres frascos lavadores con hipoclorito de sodio. Y se
calento a reflujo durante 1 hora. Finalmente se dej6 enfriar la reaccion, se le agregaron 100
mL de hielo, se filtr6 y lavo con agua en repetidas ocasiones. Una ccf revel6 el consumo
total de la materia prima. Esquema 2.
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5-{[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)amino]carbonil}-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo

3)

La preparacion del compuesto 3 se realizé pesando, en un matraz de bola de 250 mL
provisto de una columna Vigreux y con atmdsfera de nitrégeno, 1.0 g del compuesto 16 y
activandolo con 0.6325 g (1.5 equivalentes) de CDI en 150 mL de acetonitrilo a 60 °C y
con agitacion constante. La mezcla de reaccion se dejo en estas condiciones durante 24
horas. Una vez transcurrido este tiempo una ccf revel6 el consumo total de la materia prima
y la formacién de un compuesto con un R = 0.71, cuya mancha no estaba bien definida en
la cromatoplaca. Por lo tanto se agregaron a la mezcla de reaccion 0.376 g de NTZ y se
calent6 a 70 °C durante dos dias. Cuando finaliz6 este tiempo, el acetonitrilo se elimino
mediante una destilacion a presion reducida. El sélido obtenido se resuspendié y agit6 en
50 mL de una solucion saturada de NaHCO3 durante un dia. Posteriormente se filtrd y lavo
con 20 mL de agua y se resuspendio y agité en 50 mL de acetona a reflujo durante 2 horas.
Finalmente se filtro y seco al vacio. Una ccf revel6 la presencia de un solo producto de R¢=
0.34 en el sistema cloroformo/metanol 90:10. Esquema 2.

4-cloro-3-nitrobenzoato de metilo (11)

En un matraz de dos bocas de 250 mL, provisto con embudo de adicién y termometro, se
disolvieron 30.0 g (0.1488 mol) del &cido 4-cloro-3-nitrobenzdico (10) en 90 mL de
dimetilformamida a 40 °C. Posteriormente se adicionaron 25.0 g (2 equivalentes) de
NaHCO; en suspension acuosa (25 mL). Se verifico que el pH estuviera en 7 y se procedid
a agregar gota a gota 21.3 mL (1.5 equivalentes) de sulfato de dimetilo a 60° C. Al cabo de
la adicién, la mezcla de reaccién se dejo bajo estas condiciones durante 1 hora. Una ccf
evidencio el consumo total de la materia prima. Por lo que la mezcla de reaccion se vertio
en 200 g de hielo, filtr6 al vacio y lavé en 3 ocasiones con 200 mL de agua. Esquema 3.

4-(metilamino)-3-nitrobenzoato de metilo (12)

La obtencion del éster 12 se llevd a cabo en un reactor PARR de 300 mL, donde se
mezclaron 7.2 g (0.0335 mol) de 4-cloro-3-nitrobenzoato de metilo (11), 13.54 g (3
equivalentes de K,COs3;, 200 mL de glima y 8.92 g (4 equivalentes) de clorhidrato de
metilamina. El vaso se cerr6 herméticamente y se adaptd al reactor. Se calent6 a 130° C
durante 1 hora y 45 minutos a 30 bar y con agitacion constante. Una vez transcurrido este
tiempo, una ccf reveld el consumo total de la materia prima, por lo que la mezcla de
reaccion se dejo enfriar. Posteriormente se vertio en 400 g de hielo, se filtré al vacio y se
lavd con agua en repetidas ocasiones. La ccf reveld el consumo total de la materia prima.
Esquema 3.
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3-amino-4-(metilamino) benzoato de metilo (13)

Para la obtencién del compuesto 13 a partir del compuesto 12, en una botella de
hidrogenacion de 500 mL, se mezclaron 9.82 g de 12 y 0.982 g del catalizador Pd/C al 5%.
Se adicionaron 200 mL de metanol bajo atmdsfera de nitrdgeno y la botella fue colocada en
el sistema de hidrogenacion. La linea de hidrégeno fue purgada con 3 cargas de 30 Ib/in® de
H,, después, se inicié la reaccién con 60 Ib/in®. La reaccién duré 45 minutos consumiendo
180 Ib /in%. Una ccf revel6 el consumo total de la materia prima. Se eliminé el catalizador
filtrando al vacio sobre una cama de celita y posteriormente se elimind el disolvente,
concentrandolo en el rotaevaporador a presion reducida. El sélido obtenido inmediatamente
se utilizé para la siguiente reaccion. Esquema 3.

1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (14)

El compuesto 13 se resuspendié en un matraz de bola de 200 mL, adaptado a una columna
Vigreux y bajo atmdsfera de nitrogeno, en 30 mL de &cido formico, méas dos gotas de HCI,
que se calentd a 100.5 °C durante una noche y con agitacién constante. Una vez
transcurrido este tiempo, una ccf revel6 el consumo total de la materia prima. Por lo que se
dejo enfriar la mezcla de reaccion y se vertié en 80 g de hielo. El exceso de acido formico
fue neutralizado con NaHCO3 y el sélido obtenido se filtrd y lavo en repetidas ocasiones
con agua hasta pH neutro. Se obtuvo un solo producto segun la ccf. Esquema 3.

Acido 1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (15)

Para la obtencidn del acido 15, en un matraz de bola de 150 mL de 2 bocas, adaptado a una
columna Vigreux y a un embudo de adicion, se disolvieron 8.3 g del éster 14 y 4.8 g (2
equivalentes) de KOH en solucién acuosa en 50 mL de metanol. La mezcla se calent6 a 60
°C durante 3 horas. Una ccf revelo el consumo total de la materia prima. Por lo que la
mezcla de reaccion se vertio en agua y se llevé a pH 4 con H,SO4 al 20%. EL sdélido
obtenido se filtro al vacio y se lavo con agua hasta pH neutro. El producto obtenido
presentd una sola zona de absorcion en la ccf bajo luz UV. Esquema 3.

1-metil-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (4)

En un matraz de bola de 200 mL adaptado a columna Vigreux y bajo atmodsfera de
nitrégeno, se adicionaron 1.8 g (1.3 equivalentes) de CDI y 1.5 g del acido 14. Se
agregaron 80 mL de acetonitrilo y se agito y calent6 a 50 °C durante 3 horas y media. Una
ccf revelo la formacion del intermediario reactivo y el consumo de la materia prima. Una
vez transcurrido este tiempo, se adicionaron 1.36 g (1 equivalente) de NTZ y el sistema se
calenté a 60 °C con agitacion constante durante 48 horas. Se procedié a eliminar el
disolvente a presion reducida y el sélido obtenido se resuspendié en 50 mL de una solucion
de &cido citrico al 5%, se filtro al vacio y el solido obtenido fue resuspendido nuevamente
en 50 mL de una solucién saturada de NaHCOs. Finalmente se lavo con agua, se filtré al
vacio y se dejo secar el producto. Esquema 3.
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Acido 4-metilamino-3-nitro benzdico (17)

En un reactor PARR de 700 mL, se mezclaron 30 g (1 equivalente) del acido 10, 61.69 g (3
equivalentes) de K,COs, 550 mL de glima y 40.19 g (4 equivalentes) de clorhidrato de
metilamina. El vaso se cerrd herméticamente y se armé el sistema. Se calentd a 130 °C
durante 24 horas a 30 bar y con agitacion constante. Una vez transcurrido este tiempo, una
ccf revel6 el consumo total de la materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se dejo6
enfriar. Posteriormente se filtr6 al vacio y lavo con 100 mL de glima. El sélido obtenido se
disolvié en agua y se precipitod acidificando la solucion con HCI 20% hasta hasta pH 3.
Finalmente se filtré y lavo con agua en repetidas ocasiones hasta pH neutro. Esquema 4.

Acido 3-amino-4-(metilamino)benzoico (18)

El compuesto 18 se obtuvo mediante reduccion por hidrogenacion catalitica. En una botella
de hidrogenacion de 500 mL, se mezclaron 3.0 g de 17 y 0.3 g del catalizador Pd/C al 5%
bajo atmdsfera de nitrégeno. Se adicionaron 150 mL de metanol y la botella fue colocada
en el sistema de hidrogenacién. La linea de hidrégeno fue purgada con 3 cargas de 30 Ib/in?
de H,, después, se inici6 la reaccion con 60 Ib/in?y se calentd a 30 °C. La reaccién durd 4
horas y media y se consumieron 50 Ib /in>. Una ccf reveld el consumo total de la materia
prima. Se elimind el catalizador filtrando al vacio sobre una cama de celita y
posteriormente se elimind el disolvente concentrando en el rotaevaporador a presion
reducida. El s6lido obtenido se procesd inmediatamente para la obtencién de los productos
19y 20. Esquema 4.

Acido 3-{[(metoxicarbonil)carbamotioil]amino}-4-
{[(metoxicarbonil)carbamotioil](metil)amino}benzdico (19)

La sintesis del compuesto 19 se llevo a cabo mediante la preparacion del intermediario
segun se indica a continuacién: en un matraz de bola de 200 mL se pesaron 5.82 g (0.05987
mol) de tiocianato de potasio y se adicionaron 150 mL de acetonitrilo. Se agregd, gota a
gota, 4.4 mL (0.05773 mol) de cloroformiato de metilo. Posteriormente la mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion y calentamiento a 40 ° C durante una hora.

Después se dejo enfriar la mezcla de reaccion hasta 30 °C y se agregaron 2.54 g (0.01529
mol) del acido 18 y rapidamente se adapto el matraz de bola a una columna Vigreux y a un
sistema de 3 frascos lavadores con hipoclorito de sodio. La reaccién se calento a reflujo por
4 horas. Una vez transcurrido este tiempo una ccf reveld el consumo total de la materia
prima, por lo que se procedié a dejar enfriar la reaccion y verterla en 100 g de hielo.
Después se filtrd al vacio, el sélido obtenido se lavé con agua en repetidas ocasiones.
Esquema 4.
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Acido 2-[(metoxicarbonil)amino]-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (20)

El compuesto 20 se obtuvo mediante la reaccion del intermediario reactivo con la diamina.
El intermediario se prepard en un matraz de bola de 250 mL donde se suspendieron 2.318
g (1 equivalente) de sulfato de S-metilisotiourea en 4 mL de agua. El sistema se enfrio a 5°
C y posteriormente se adicionaron 2.57 mL (2 equivalentes) de cloroformiato de metilo.
Después, mediante un embudo de adicién se agreg6 gota a gota 4 equivalentes de solucion
acuosa de NaOH al 25% con el objetivo de que el pH permaneciera entre 7-7.5 y a una
temperatura entre 5-15 °C. Durante la adicion de la base fuerte, se observo la aparicion de
un sélido blanco esponjoso. La adicion termind hasta que el valor de pH se estabilizo.

Posteriormente se agregaron 2.519 g (1 equivalente) de la diamina 18 disuelta en 25 mL de
solucidn, recién preparada, amortiguadora de acetatos (12.4 mL de AcOH + 4.4 g acetato
de sodio + 44 mL de agua) y rapidamente se adaptd el sistema a una columna Vigreux y a
un sistema de 3 frascos lavadores con hipoclorito de sodio. La mezcla de reaccién se
calento a reflujo con agitacion constante durante 5 horas. Una vez transcurrido este tiempo
una ccf reveld el consumo de la materia prima. Por lo tanto la mezcla de reaccion se dejo
enfriar y vertio en 100 g de hielo. El s6lido obtenido se filtrd al vacio y se lavo con agua en
repetidas ocasiones. Esquema 4.

1-metil-5-{[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)amino]carbonil}-1H-bencimidazol-2-ilcarbamato de
metilo (5)

La obtencion del compuesto final 5 se realiz6 en un matraz de bola de 200 mL donde se
agreg6é 1.0 g (1 equivalente) del &cido 19 y, bajo atmosfera de nitrogeno, 1.01 g (2.5
equivalentes) de CDI. Se agregaron 150 mL de acetonitrilo y al matraz se le adapté una
columna Vigreux, se agito y calent6 a 60 ° C bajo atmdsfera de nitrogeno durante 5 horas.
Una vez transcurrido este tiempo una ccf reveld la aparicion de un intermediario reactivo y
el consumo total de la materia prima. Por lo tanto se procedio a agregar 0.36 g (1
equivalente) de NTZ y a calentar a 70 ° C. Una vez transcurridas 24 horas, todavia habia
NTZ, por lo que se procedié a la adicion de 0.4 mL de DBU (1 equivalente
aproximadamente) y se dejo reaccionar por otras 24 horas. Finalmente se elimind el
disolvente a presion reducida. El sélido se resuspendié en 50 mL de una solucion de &cido
citrico al 5% durante 24 horas, se filtré al vacio y lavo. Nuevamente se resuspendio en 50
mL de una solucion saturada de NaHCOj3; durante 24 horas, se filtrd al vacio y lavo.
Finalmente la mezcla de reaccion se resuspendio en 30 mL de acetona a temperatura de
reflujo durante dos horas. Se filtr6 al vacio y dejé secar. Esquema 4.

Apéndice B. Coleccion de Espectros
En las siguientes paginas se presentan los espectros de infrarrojo (IR), Espectrometria de

Masas (EM) y Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMNH?) de las materias primas y
los compuestos sintetizados.
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