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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales constituyen en la época actual un problema médico y
social, que afecta a los paises llamados del 3* mundo y también a los de mas alto
desarrollo. En términos generales se considera que existen hoy en dia en la
poblacion mundial 1110 millones de personas infectadas por cestodos, 240 millones
por trematodos y 3200 millones por nematodos. De igual manera se acepta que del
20-50 % de la poblacion mundial se encuentran afectada por giardia y ameba,
incluidos los paises desarrollados, por tal razon debemos comprender con exactitud
la magnitud del problema por sus altas tasas de prevalencia y su amplia distribucién
mundial, sobre todo en las regiones tropicales y subtropicales. Aunque la
mortalidad por parasitismo intestinal es baja, a escala mundial ocurren hasta 100
000 muertes debidas a amebiosis y cientos de miles por helmintiosis. La poblacion
infantil no es ajena a todo lo anterior, se valora que aporta el mayor nimero de
infectados entre los mas de 1 000 000 000 de personas que cada afio se infectan
por helmintos, segun los calculos de la Organizacion Mundial de la Salud. Para
parasitos como E. histolytica, A. lumbricoides y T. trichiura, la carga parasitaria o
intensidad de la infeccidén alcanza su maximo entre los 5 y 15 afios de edad, por lo
que los escolares tienden a sufrir las infecciones mas severas. Algunos reportes han
demostrado que estas infecciones persisten mas tiempo y son mas intensas en los
ninos, con efectos deletéreos tanto sobre el crecimiento y desarrollo como sobre el

aprendizaje.

Estudios conducentes a la busqueda de terapias alternativas para el tratamiento de
las enfermedades causadas por protozoarios anaerdbicos como el Tripanosoma cruzi
y la Entamoeba histolytica han llevado a la conclusién de que la inhibicidn de la
enzima triosa fosfato isomerasa (TIM), la cual cataliza la interconversion de la
dihidroxiacetona fosfato a gliceraldehido 3-fosfato en el ciclo de la glucdlisis, es un
excelente blanco para el disefio de moléculas bioactivas ya que dichos parasitos

dependen de la generacidon de energia.
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Cuando la informaciéon acerca de la estructura tridimensional de los blancos se
encuentra disponible es posible usar métodos computacionales para el disefo de
nuevas moléculas potencialmente activas en base a la estructura del receptor. Uno
de los métodos mas usados es el acoplamiento molecular (docking). Este método
permite predecir el modo de unién entre el ligando y el receptor, asi como calcular
el cambio de energia libre asociado con la formacion del complejo ligando-receptor.
En pruebas de inactivacién enzimatica, algunos derivados de bencimidazol
mostraron experimentalmente que inactivan parcialmente a la TIM de la E.
histolytica (EhTIM). Usando esta informacidon experimental fue posible usar el
método de acoplamiento molecular para disefiar moléculas y predecir el modo de
unién con la enzima EhTIM. La relacion estructural de las moléculas disefiadas es
gue poseen por lo menos un anillo bencimidazdlico. La sintesis de y evaluacion
antiprotozoaria de una de estas moléculas es el propdsito del presente trabajo de
tesis.
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2. ANTECEDENTES

2.1 PROBLEMATICA ACTUAL

Al problema mundial de las infecciones parasitarias contribuyen las condiciones
socioecondmicas de muchas areas del planeta; la falta de medidas sanitarias, el
nivel de pobreza, el abandono en que se encuentran grandes masas de la poblacion.
Por otro lado, los paises desarrollados han visto aparecer el parasitismo en forma
creciente en su poblacion a pesar de contar con medidas higiénicas y sanitarias
adecuadas debido a la gran movilizacion de las poblaciones. Ademas, la reinfeccién
frecuente en los pacientes tratados agrava todavia mas la situacion mundial, en
relacion con el parasitismo, no se cuenta aln con vacunas establecidas contra ellos,
aungue ya se cuentan con algunas experimentales, razén por la cual la
quimioterapia ha sido el Unico tratamiento practico para tratar individuos afectados

0 para disminuir la transmisién en poblaciones.

Dentro del gran niamero de protozoosis, la amibiasis es la segunda enfermedad
parasitaria mas importante del mundo causada por Entamoeba histolytica, su
distribucién mundial varia de un lugar a otro, observdndose con mayor frecuencia
en los paises pobres y con bajas condiciones socioeconémicas. Se han reportado
actualmente alrededor de 500 millones de personas infectadas en todo el mundo de
los cuales, el 10% presentan sintomas clinicos; intestinales en un 80% a 98% de
los casos y del 2 al 20% extraintestinales, ocasionando una mortalidad que oscila
entre 40.000 y 110.000 casos por afio.?**>

A continuacién se muestra un mapa donde se puede observar la cantidad de paises
mas afectados por infecciones parasitarias causadas por Entamoeba histolytica (E.

histolytica)


http://www.monografias.com/trabajos12/podes/podes.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/dertrat/dertrat.shtml
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_ Muy pocos
____ Pocos
| Intermedios
Frecuentes/ Muy frecuentes

Fig. 2.1.1. Mapa de los paises infectados por E. histolytica.

A principios del siglo XX, se conocia que algunas personas aparentemente
infectadas por E. histolytica nunca desarrollaban sintomas y la infeccion desaparecia
espontdneamente. Esto fue interpretado por muchos investigadores como una
indicacion de que el parésito tenia una virulencia variable. Sin embargo, Brumpt
(1925) sugirié la explicacion alternativa de la existencia de dos especies, una capaz
de producir la enfermedad invasora a la que propuso Entamoeba dysinteriae, y una
no-patdégena a la que llamoé Entamoeba dispar. Medio siglo después, Sargeaunt y
Cols. en estudios de caracterizacion isoenzimatica soporta la hipotesis de Brumpt,
pero son los estudios genéticos aportados por Tannich y Cols., asi como también los
de Diamond y Clark, que demostraron la existencia de divergencias genéticas entre
las dos amibas, lo que permitié la redescripcién formal de E. histolytica causante de

amibiasis y Entamoeba dispar como comensal en el intestino grueso. 234>

2.2. ENTAMOEBA HISTOLYTICA

La E. histolytica es uno de los eucariotes mas primitivos, pertenece a la familia
Entamoibidae del orden Amoebida, subfilo Sarcodina, superclase Rhizopoda de
protozoos formadores de seudodpodos, de la clase Lobosea, La E. histolytica es
cosmopolita, se encuentra en todas las regiones del planeta, pero las cepas mas

patogenas son las de Centroamérica.®?
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2.2.1. Aspectos Morfoldgicos

Presenta dos formas o fases de desarrollo bien establecidas: el trofozoito y el

quiste, que constituyen respectivamente la forma invasiva y la infectante.

El trofozoito o forma moévil es extremadamente pleomorfico, ya que su aspecto y
movilidad estan influenciados por los cambios de pH, potencial redox y osmolaridad.
Se multiplica por fisidn binaria, es muy sensible a los jugos gastricos y a los agentes
externos. Su hébitat comprende la luz, la pared del colon y especialmente el ciego y
recto.’ 38

Su tamafio es muy variable y oscila entre 10 a 60 um (formas no invasivas) y mas

frecuentemente entre 15 y 30 um. (formas invasivas).

El trofozoito se nutre por fagocitosis a expensas de los tejidos disueltos y hematies

ayudandose de los pseuddépodos.

Si las condiciones del medio ambiente no son propicias, el trofozoito empieza a

cambiar de forma, deja de emitir pseudépodos y se transforma en quiste.’ 3

&
e

'\-.-f_ & |

5 ;

Fig. 2.2.1.1 A, B. trofozoitos de E. histolytica con eritrocitos ingeridos tefiidos con &cido tricromico.
Los eritrocitos ingeridos aparecen como inclusiones oscuras. Los parasitos muestran los nucleos que
tienen el tipico cariosoma pequefio situado en una zona céntrica y la delgada, uniforme cromatina

periférica.
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El quiste o elemento infectante es redondo u oval mide de 10 a 25um de tamano,
posee una pared lisa de 0.6 um y es resistente al jugo gastrico, factores externos y

cifras habituales del cloro en el agua.® ®®

Fig. 2.2.1.2. Fotomicrografia electronica de barrido de quistes de Entamoeba histolytica

2.2.2. Epidemiologia

Segun la OMS, hay 50 millones de nuevas infecciones por afio y de 110,000 a
70.000 muertes®’ La disenteria amébica se presenta frecuentemente en paises
tropicales aunque también se presentan casos en las zonas templadas y frias. En
Africa, Asia tropical y América latina, mas de dos tercios de la poblacion presenta
estos parasitos intestinales, a pesar de que la mayoria de las infecciones pueden ser
practicamente asintomaticas. En Europa y Estados Unidos menos del 5% de la
poblacion es portadora. La Entamoeba afecta a los primates; los casos en perros y

gatos son relativamente raros.

£ Modo de transmisidon: ruta fecal-oral o por contacto sexual/anal

# Fuente de infecciéon: el hombre infectado, esté enfermo o asintoméatico
(portador sano)

# Hospedero susceptible: cualquier individuo sano, en especial los nifios
menores de dos afos y preescolares en condiciones socio-econémicas

desfavorables.


http://es.wikipedia.org/wiki/Sexo_anal
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Condiciones de baja higiene aumentan la incidencia y prevalencia de disenteria

amebiana.” ¥’

Fig. 2.2.2.1. Condiciones de extrema pobreza favorecen el desarrollo de parasitos

2.2.3 Ciclo de vida
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Fig. 2.2.3.1. Ciclo de vida de E. histolytica
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Los quistes y los trofozoitos son transmitidos a través de las heces * . Los quistes se
encuentran tipicamente en las heces normales, mientras que los trofozoitos se
encuentran tipicamente en las heces diarreicas. La infeccion por E. histolytica se
produce por la ingestion de quistes maduros 2] gue se encuentran en agua,
alimentos o las manos infectadas con materia fecal. El quiste maduro desciende del
tubo digestivo hasta llegar al intestino, donde previo al contacto con los jugos
digestivos, se inicia la fase de desenquistamiento © en el cual la pared de
resistencia se reblandece, los nucleos se duplican a 8 y finalmente se liberan
pequefias formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas, las que crecen a
trofozoitos maduros que migran hacia el intestino grueso. Los trofozoitos se
multiplican por fisidon binaria formando quistes ", los cuales son expulsados por las
heces " . Gracias a la proteccion que le confieren sus paredes los quistes pueden
resistir dias o semanas en el ambiente exterior y son los responsables de la
transmisiéon. Los trofozoitos pueden ser también expulsados a través de la diarrea
pero son destruidos inmediatamente una vez fuera del cuerpo y si son ingeridos no
sobreviven a la exposicion de los jugos gastricos, en muchos casos los trofozoitos se
mantienen en el lumen intestinal. (. : infeccidbn no invasiva) de los individuos que
son portadores asintométicos, pasando quistes en sus heces. En algunos pacientes
los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (" : enfermedad intestinal), o, a través
del torrente sanguineo, sitios extraintestinales como el higado, el cerebro y los
pulmones (: enfermedad extraintestinal), resultado de manifestaciones

patolégicas.36
2.2.4. Patogenia

Gran parte del armamento enzimético que se estima que emplea E. histolytica y que
probablemente le confiere su modo de accién patogénica lo coloca entre los
organismos llamados Zimodemo Il. Se piensa que la presencia en el organismo o la
capacidad de uso mayor o menor de dicho armamento enzimatico confieren a las
diferentes cepas sus caracteristicas virulentas, siendo mas dafinas las que

combinen el mayor numero de estos componentes. En efecto, el uso de ese

8
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repertorio enzimatico del grupo Zimodemo Il es el método mas comun para

diferenciar entre un organismo patégeno o no patdégeno de E. histolytica.®’

Las amebas se multiplican como trofozoitos no invasivos en la luz intestinal,
colonizando el colon y transformandose posteriormente en quistes. En los cuadros

sintomaticos el proceso evoluciona en tres fases:
2.2.4.1. Adherencia

La adherencia intestinal se realiza fundamentalmente con las células del epitelio de

descamacion.
2.2.4.2. Penetracion

Para que se lleve a cabo la penetracién es necesario que se altere la mucosa, debido

a que esta circunstancia ocasiona una disminucion de su resistencia.

Como consecuencia de la adherencia se lisan las células del epitelio, destruccidon que
es potenciada por la fagocitosis que realiza la propia ameba La penetracion se
realiza con la intervencion de las enzimas liticas (proteasas, mucopolisacaridasas,

etc.) y con ayuda del propio movimiento amebiano.

Una vez que los trofozoitos penetran en la mucosa, se forman en ella pequefos
nddulos a consecuencia de la reacciéon inflamatoria tisular, que se ulceran en el
centro. Los trofozoitos se extienden lateralmente por la submucosa. Se produce asi

un trastorno de riego sanguineo de la mucosa, que la necrosa y ulcera. 9 3% 33. 38

2.2.4.3. Propagacion

Los parasitos pueden emigrar a zonas adyacentes del intestino y provocar una

intensa reaccion inflamatoria y dar asi lugar a un ameboma.

En ocasiones, los trofozoitos entran en el torrente circulatorio y a través del sistema
portal llegan a cualquier parte del organismo, especialmente al higado, y dan origen

a la llamada amebiasis extraintestinal. Al alcanzar el higado, las amebas producen
9
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inicialmente una reaccién inflamatoria con posterior necrosis tisular y formacion de

uno o varios abscesos.

Otras formas de amebiasis extraintestinal suelen tener su origen en los abscesos
hepaticos que se abren directamente al pulmén, pleura o pericardio, o por via
hemaética al pulmén, cerebro, etc. La amebiasis cutdnea se presenta normalmente
en las proximidades del ano debido a la propagaciéon de los paréasitos a partir de

Ulceras rectales.

El dafo que produce E. histolytica se debe principalmente a la accion de sus
enzimas, entre las que destacan mucinasa, hialuronidasa, ribonucleasa,
desoxirribonucleasa, etc., las que lisan los tejidos y permiten la invasion de

6rganos, aparatos y sistemas del hospedero. * 9 32 33. 38

5. Abaeeso cerebral

1. Entrada
{Quistes)

3. Extencién Trofpzaitas

Hematogéneo
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QOtros organos
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6. Salida
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galan a través de
lag Hepes)

Fig. 2.2.4.1. Localizacion de E. histolytica
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2.2.5. Tratamiento

El metronidazol (MTZ) es el farmaco de eleccion para tratar la amebiasis. Se
administra 30 mg/Kg/dia, tomandose 3 6 4 diarias, durante 7 a 10 dias. La
suspension trae 125 mg cada 5 ml. La dosis maxima diaria es de 2.25 g. Sus
efectos secundarios son: sabor metalico, nauseas, dolor abdominal, cefalea y

neutropenia reversible.

La nitazoxanida (NTZ) es un antiparasitario de uso “casi universal” que cubre la
mayoria de las parasitosis intestinales prevalentes en Sudamérica. La nitazoxanida,
un nuevo grupo de nitroazoles de amplio espectro. Este farmaco es activo frente a
la mayoria de los helmintos (Ascaris, Oxiuros y Giardia), diversos protozoos y
amebas. La dosis diaria para adultos es de 1 g; y para nifos es de 15 mg/kg peso

tomandose 2 diarias, durante 3 dias.

El tinidazol es otro derivado imidazdlico efectivo, la dosis es de 50 mg / Kg / dia
durante 3 dias (maximo 2 g /dia). La suspension es desagradable y los nifios se

resisten a tomarla. Los nitroimidazdlicos no son efectivos para tratar quistes.

El yodoquinol, el furoato de diloxanida y la paramomicina son drogas con accion
intraluminal y se emplean en algunos esquemas de tratamiento como complemento
del metronidazol. Con el microscopio sélo puede afirmarse que una disenteria es

amebiana cuando se encuentran trofozoitos que han ingerido hematies.* © 3
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Nitazoxanida Metronidazol Tinidazol Yodoguinol Furoato de diloxanida

Fig. 2.2.5.1. Moléculas de los farmacos de eleccion contra E. histolytica
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2.3. DISENO DE FARMACOS

El disefio racional de un farmaco, en la fase de descubrimiento, puede llevarse a
cabo usando diferentes estrategias. Una de las estrategias mas recientes, y en
creciente desarrollo, es el uso de diversos métodos computacionales; lo que se

conoce como el disefio de farmacos asistido por computadora (DiFAC).*?

El DIFAC es una disciplina del disefio racional de farmacos que se enfoca en la
busqueda y la optimizacion de nuevos compuestos lideres con una actividad
biologica especifica, cuenta con el uso de diversos métodos computacionales para
relacionar la actividad biolégica de un compuesto con su estructura. Los métodos
computacionales se basan en el postulado de que las moléculas biolégicamente
activas actidan por interaccion con una biomacromolécula-receptor (blanco), las
cuales son principalmente proteinas o acidos nucleicos, involucrados en algun
proceso patolégico. EI DIFAC no es un método directo para obtener nuevos

farmacos; por lo tanto debe partir de algin tipo de informacién experimental.*®

2.3.1 Acoplamiento molecular (docking)

El acoplamiento molecular o docking es un procedimiento que permite identificar el
modo aproximado de unidon (modelo de unién) de un ligando en el sitio de unién del
receptor. A partir del modelo es posible disefiar nuevas moléculas. También puede
ser usado para la evaluacion in silico de bases de datos virtuales en la busqueda de
moléculas activas. Actualmente, el acoplamiento molecular es un método muy usado
en el descubrimiento y optimizacion de compuestos lideres. Para hacer docking es
necesario contar con la estructura tridimensional del receptor, y con la estructura del
ligando o una libreria virtual. La forma de representar a la proteina y al ligando, asi
como la forma de evaluar el espacio de busqueda conformacional del ligando en el

sitio de unién dependen del programa que se use.™®

Un estudio de acoplamiento molecular requiere de dos etapas: La primera consiste

en la busqueda del espacio conformacional accesible al ligando. En la segunda etapa
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se usan funciones de evaluacidn, las cuales utilizan como registro de entrada la

posicion y conformacion del ligando interactuando con los atomos en el sitio de
unién y retorna como registro de salida un numero. Este niumero representa la
probabilidad que tiene el ligando, en la posicién y conformacion del registro de
entrada, de unirse al sitio de unién.*® La mayoria de las funciones de evaluacioén, las
cuales usan diversos programas de acoplamiento molecular, utilizan campos de
fuerza. Estos calculan la energia libre de union del complejo ligando-receptor. Entre

mas negativa sea la energia, mas afinidad tendra el ligando por el receptor.*®

2.4. GLUCOLISIS

La ausencia de mitocondrias funcionales y de las actividades del ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa tienen implicaciones importantes en la forma en que E.
histolytica genera energia en forma de ATP para el trabajo celular, ya que la obtiene
principalmente a través de la glucdlisis, por lo que las enzimas de esta via podrian
ser un buen blanco terapéutico para afectar una via metabdlica esencial para el

parasito.®

Glucdlisis o glicodlisis es la ruta metabdlica mediante la que se degrada la glucosa
hasta dos moléculas de piruvato, a la vez que se produce energia en forma de ATP y
de NADH. Es una ruta metabdlica universalmente distribuida en todos los
organismos y células. Su principal funcién es la degradacién de glucosa y otros
monosacaridos para la obtencion de energia. La ruta esta formada por diez

reacciones enzimaticas divididas en dos etapas segln sus productos.'® 2

Fases o etapas:

a) Preparatoria: Cuatro reacciones: dos son de fosforilaciéon y consumen 2 ATP por
molécula de glucosa. La ruptura de la hexosa produce 2 triosas, que acaban en 2

moléculas de gliceraldehido-3-fosfato.

13
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b) De beneficios: Oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato (x 2) hasta piruvato (x 2)

NADH.4°

y formacién acoplada de ATP en 2 de las reacciones, en total se forman 4 ATP y 2
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Fig. 2.4.1. Metabolismo de la glucdlisis.
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2.5. TRIOSA FOSFATO ISOMERASA

Fig. 2.5.1. Estructura tridimensional de la triosafosfato isomerasa de Bacillus stearothermophilus.

La Triosa fosfato Isomerasa (TIM) cataliza la interconversién del Gliceraldehido-3-
fosfato y Dihidroxiacetonafosfato, esta reaccién es la quinta de la glucdlisis y la
ultima de primera etapa de este proceso. La TIM, se ha encontrado en todas las
especies analizadas hasta la fecha, y actualmente se conoce la secuencia de
aminoacidos de la TIM de =50 especies y la estructura tridimensional de 8 de ellas
(pollo, levadura Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, E. coli, Bacillus

stearothermophilus, Plasmodium falciparium, E. histolytica y humano). *°

Sé6lo uno de los productos de la catdlisis de la Aldolasa, el Gliceraldehido-3-fosfato,
continla a lo largo de la via glucolitica. La Dihidroxiacetonafosfato y el
Gliceraldehido-3-fosfato son isémeros cetosa-aldosa. Las concentraciones de
Gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y Dihidroxiacetonafosfato (DHAP) se mantienen en la
célula en una relacién de Gliceraldehido-3-fosfato/Dihidroxiacetonafosfato de 0.473,
existe mas Dihidroxiacetonafosfato que Gliceraldehido-3-fosfato; sin embargo,
debido a que el Gliceraldehido-3-fosfato se consume en la siguiente reaccion, la
mayor parte de la Dihidroxiacetonafosfato se transforma en Gliceraldehido-3-
fosfato. La interconversion de Gliceraldehido-3-fosfato y Dihidroxiacetonafosfato

probablemente ocurra via un intermediario enediol o enediolato:
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Fig. 2.5.2. Representacion de la reaccion catalizada por la triosa fosfato isomerasa (TIM).

La triosa fosfato isomerasa, es una enzima muy eficiente, la velocidad con que
cataliza la isomerizacion del Gliceraldehido-3-fosfato es entre 10° y 10° veces mayor
que en ausencia de ésta. La reaccion catalizada por la TIM se lleva a cabo gracias a
la formacién de un intermediario cis-enediol(ato). Mecanisticamente, la funcién
bioldgica de esta enzima, consiste en disminuir las barreras energéticas que limitan
la velocidad de protonacion y deprotonaciéon de los substratos y/o estabilizar el
intermediario cis-enediol(ato). El perfil de energia libre de la reaccion que cataliza,
muestra que el estado de transicion mas alto es precisamente la union del
Gliceraldehido-3-fosfato a la enzima. Gracias al estudio de los parametros cataliticos
de la TIM variando la viscosidad del solvente, se ha confirmado por una parte, que
la unidn del Gliceraldehido-3-fosfato a la enzima esta limitada por la frecuencia de
encuentros entre las dos especies, y por otra, que no se debe a los ajustes
conformacionales que la proteina desarrolla con el solvente para la catalisis o a los
rearreglos quimicos entre substrato y enzima. Por tanto, la TIM es un catalizador
"perfecto'; cualquier aumento en la velocidad de los pasos cataliticos no tendria

efecto en la velocidad de la reaccion.®®

A la fecha, no es todavia claro el por qué la TIM sélo es activa como dimero, ya que
los aminoacidos involucrados en la catalisis se encuentran contenidos en el
mondémero. Es probable que las interacciones en la interfase sean necesarias para
mantener a los aminoacidos cataliticos en una posicion adecuada, o para mantener
la estabilidad de la estructura de barril. Se sabe que el sitio catalitico de la TIM es

altamente conservado en todas las especies incluyendo la del humano. Se ha
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propuesto que tres residuos estan implicados directamente sobre la interconversion
del G3P y DHAP. Los residuos del sitio catalitico son: histidina, acido glutamico y
una lisina. En el caso particular de la EhTIM, los residuos involucrados son: lisina

13, histidina 102 y acido glutamico 174.*°
2.5.1. La TIM como blanco para el disefio de farmacos

Lopez Vallejo evalu6 el efecto sobre la actividad de la EnTIM con 97 compuestos, a
una concentracion de 250 uM. La mayoria de los compuestos son derivados del
bencimidazol y algunos intermediarios de sus sintesis. Adicional a esto, evalué la
actividad biolégica in vitro de 5 compuestos los cuales presentaron una alta
actividad biolégica. Lo que permitié estudiar, de manera computacional, la forma en

que éstos interactGan con la enzima.*®

Después de usar técnicas como docking, logré observar que la interfaz del dimero
de la EhTIM tiene una cavidad de una longitud de casi el doble que la longitud de los
compuestos probados, lo que le permitié disefiar un gran numero de moléculas. Los
nuevos ligandos se disefiaron de varias formas: por visualizacién directa de su
ambiente en la interfaz de la proteina, por superposicion de diferentes modos de
unién de un mismo ligando y de diferentes ligandos, por sustituciéon de las
moléculas de agua cristalograficas y usando los conceptos de reemplazamiento

isostérico e hibridacién molecular.*®

El estudio de acoplamiento molecular con la HsSTIM (TIM de humano) de los
compuestos disefiados muestra que in silico una parte de ellos tienen selectividad
por la EhTIM; por lo que estas moléculas se convierten en agentes inactivantes
potenciales de la EhTIM y como posibles candidatos a ser sintetizados y probados
contra la enzima. Una de las moléculas disefiadas fue la que se sintetizO como
proyecto de esta tesis; sin embargo también resulto ser afin por la HsTIM, hecho
que no la descarta como una molécula potencialmente antiprotozoaria.’* En la Tabla

2.5.1.1. se observa el valor de afinidad y de AG del compuesto 23.
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compuesto . ENTIM HsTIM AG
P (kcal/mol)  (Kcal/mol)
23 8.9 9.5 0.6

Tabla 2.5.1.1. Energias de afinidad del compuesto 23.
2.6. BENCIMIDAZOLES

Los derivados del bencimidazol surgieron como antihelminticos en el afio de 1961
con el descubrimiento del tiabendazol, un antihelmintico de amplio espectro de
actividad. Este hecho abri6é las puertas hacia el desarrollo de una amplia gama de

nuevos bencimidazoles.

Los bencimidazoles actuan frente a nematodos, cestodos y trematodos, presentan
un espectro de actividad muy amplio; son principalmente efectivos en los
nematodos. No implica que en algunos casos sean eficaces frente a otros parasitos.
Su estructura quimica es una fusion entre el anillo de benceno y uno de imidazol.
Actualmente los compuestos bencimidazoélicos de uso comuUn en la practica clinica
para el tratamiento de las enfermedades parasitarias son el albendazol, el

flubendazol y el mebendazol los cuales son efectivos y poco toxicos.™

/

(0]
R N 0
>—NH
M
H
R = CO-Ph Mebendazol

= CO-C:H;-4-F Flubendazol
= S-CHzCHzCH= Albendazol

Fig. 2.6.1. Algunos compuestos bencimidazodlicos de interés terapéutico.

El grupo de los carbamatos bencimidazodlicos esta reconocido como el de los
farmacos antihelminticos de eleccidon, tanto para parasitosis intestinales como
titulares; debido a su amplio espectro de accién y su baja toxicidad se emplean

tanto en la terapéutica humana como en la veterinaria.**
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En la préctica clinica en humanos el albendazol y el mebendazol han mostrado una
alta actividad y seguridad para el tratamiento de la mayoria de las infecciones
intestinales por helmintos y se usan en el tratamiento individual o en masa contra
estas enfermedades. Su absorciéon limitada y su rapido metabolismo solo los hace
efectivos contra parasitos sistémicos en altas dosis durante un tiempo prolongado.**
16 Actualmente se ha demostrado su eficacia en parasitosis causadas por

protozoarios.
2.6.1. Mecanismo de accién de los bencimidazoles

Los trabajos realizados indican que el mecanismo de accidon de los bencimidazoles
antihelminticos puede deberse a la inhibicibn del metabolismo y transporte de la
glucosa en los helmintos, o bien, por la inhibicion de la polimerizacion de la tubulina

en los microttbulos.®

La inhibicion del metabolismo de la glucosa es mediante la inhibicién de la enzima
fumarato reductasa; enzima responsable de convertir el fumarato en succinato, el
cual tiene un importante rol en el metabolismo anaerobio de la glucosa y la eventual
produccién de energia en los helmintos. Esta enzima solo estd presente en los
parasitos y por tanto es un blanco ideal para la quimioterapia. En cuanto al
transporte de glucosa, los bencimidazoles inhiben directa y selectivamente la
absorcion de glucosa en nematodos y cestodos, lo que conduce al consumo del
glicbgeno del paréasito. Consecuentemente el pardasito pierde sus recursos de
obtencién de energia (glucosa exdgena y reservas endégenas de glicogeno), y con
ello la disminucién de la formacion de ATP, esencial para la supervivencia y
reproduccién del parasito.*> 1°

Los microtubulos son estructuras compuestas por dos proteinas, la a-tubulina y la B-
tubulina. La formacién de los microtubulos involucra la polimerizacion de la tubulina
en uno de los extremos (polo positivo) y la despolimerizacién del otro extremo (polo
negativo). Los microtubulos tienen una funcidn muy importante en el movimiento

de los cromosomas durante la division celular, provee de estructura a la célula, el
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movimiento intracelular de particulas, incluyendo metabolitos esenciales y participa
en la exocitosis. Los bencimidazoles inducen la inhibicion de la polimerizacién de
tubulina mediante la unién de éstos a la B-tubulina, la unidn es suficiente para
inhibir el ensamble del microtabulo, lo cual lo inestabiliza y subsecuentemente
resulta en la desintegracion de estos via despolimerizacion. La pérdida de los
microtubulos repercute en la pérdida del transporte de vesiculas secretorias,
disminuye la captacién de la glucosa e incrementa la utilizacion de las reservas de

glicégeno, con la consecuente muerte del parasito.'”

/_t;ﬂmm de reservas
Captura de glucosa  de glucdgeno

Unidn a tubulina
Bencimidazol es—=-

= [Desequilibrio bioquimico

Form acidn de miaotibulos

\/ Inhibicicn de |a
fum arato reductasa
Disminuddn de secrecion

de Acefilcolinesterasa

Y
Disminucidn de fundones
celulares

Motilidad

Muerte Expulsion

Fig. 2.6.1.1. Mecanismo de accion de los bencimidazoles.

2.6.2. Asociacion de moléculas para la formacion de farmacos eficientes

Esta modalidad consiste en la asociacion de dos o mas farmacos, a través de
enlaces covalentes para formar una nueva estructura que potencie la accién de
ambos, estos farmacos son llamados farmacos gemelos o hibridos. La combinacion
de dos grupos farmacoéforos idénticos da origen a un nuevo compuesto denominado

farmaco gemelo, mientras que la asociacion de dos grupos farmacoéforos distintos
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genera una nueva estructura llamada farmaco gemelo no idéntico o hibrido. La
primera estrategia consiste de una variacion molecular basada en la duplicacion,

mientras que la segunda resulta de la sintesis asociativa.*® %°

a) h) @/\/\/\@
. . Duplicacion n Con enlace
Farmaco gemelo + B

Asociacién - Sin enlace
()+(8) =22 (1) (o) AN
Hibrido q
Al X
Sobrepuesto

Fig. 2.6.2.1. (a) Tipos de asociacion de dos moléculas; (b) Formas de unién de dos farmacos.?°

Los farmacos gemelos e hibridos pueden ser combinados por medio de un enlace,
sin un enlace o mediante superposicion. La duplicaciéon de la aspirina nos origina un
farmaco gemelo llamado diaspirina el cual esta unido sin un enlace de por medio. La
asociacion del acido salicilico y el paracetamol por medio de una superposicion nos

da un farmaco hibrido denominado acetaminosalol.?°

COOH

Diaspirina Acetaminosalol

Fig. 2.6.2.1.1 Ejemplos de farmacos gemelos e hibridos

2.6.2.1. Compuestos “hibridos” para la innovacion de farmacos

Los farmacos hibridos también son denominados farmacos de accién dual, debido a
que poseen dos blancos farmacoldgicos 6 dos grupos farmacoforos diferentes. El
objetivo de tener dos efectos farmacoldgicos es con el propésito de obtener una

respuesta sinérgica.?*
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Por otro lado, investigaciones realizadas en el Departamento de Farmacia de la
Facultad de Quimica de la UNAM, en colaboracién con la Unidad de Investigaciéon
Médica en Enfermedades Infecciosas del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS
y otras realizadas por el grupo de trabajo del Doctor Turan-Zitouni,?* ?* han
aportado datos relevantes que muestran que compuestos hibridos derivados del

bencimidazol y la nitazoxanida, presentan buena actividad biolégica como

24, 25 22,23

antiparasitarios 0 bien como antibacterianos y fungicidas.

Aun cuando en ambos casos los nucleos precursores son los mismos, la diferencia
entre ellos radica en que los compuestos sintetizados en la Facultad de Quimica de
la UNAM estan unidos via un enlace carboxamida en la posicion 5 del anillo

bencimidazdlico.?* 2°

2.6.3. Modificaciones moleculares de los bencimidazoles

C 4 3
\>2+B

) X

7 1

4

A

Fig. 2.6.3.1. Posiciones donde se han realizado modificaciones estructurales al anillo bencimidazdlico.

2.6.3.1. Modificaciones en el Sitio A (Posicién 1)

Para comprender la relevancia del hidrégeno de esta posicidn, se han sintetizado un
gran numero de 1-alquil, 1-aril, 1-acil y 1-arilalquil bencimidazoles. Se ha
demostrado que la presencia del atomo de hidrégeno de la posicién 1 es esencial
para la actividad antihelmintica cuando en la posicibn 2 se encuentra un grupo

I*®. Pero se ha

carbamato de metilo, como en el caso del Albendazol y Mebendazo
demostrado que no es esencial para la actividad antiprotozoaria, la introduccién de
un grupo metilo mejora la actividad contra protozoarios con respecto a sus analogos

1-H bencimidazoles, tomando como referencia al metronidazol?*®.
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La introduccién del grupo metilo u otros grupos en esta posicion tiene la finalidad de
evitar el equilibrio tautomérico que sufre la molécula del 1H-bencimidazol, donde el
protén de la posiciéon 1 migra a la posicion 3 (Fig. 2.6.3.2. a), obteniendo una
mezcla de dos tautomeros®®. En los compuestos N-sustituidos el efecto tautomérico
no es posible y cuando el anillo bencenoide se encuentra sustituido se obtiene dos
compuestos regioisbmeros con una relacion estructural 1,5y 1,6 (Fig. 2.6.3.2. b),
lo cual nos brinda una mejor y detallada informacidon sobre los requerimientos

estructurales para la accién biologica®®.

Tautdmeros 1,3- v 1,6- en equilibrio - Izdmero 1,3- [zémero 1,6- cH
3
H N H I&f 1 H N H I&FI
a) 5 ‘> & } by 5 \> 6 >
N‘ll N Nﬁlll NX
H CHg

Fig. 2.6.3.2. Efecto tautomérico y regioisomeros del anillo de bencimidazol

2.6.3.2.Modificaciones en el Sitio B (Posicidon 2)

La naturaleza de los sustituyentes presentes en la posicion 2 de los bencimidazoles
desempefia un papel importante en el perfil de la respuesta bioldégica de la molécula
resultante, se ha llevado a cabo una gran variedad de modificaciones estructurales
en esta posiciéon.'® Un estudio realizado por nuestro grupo de investigaciéon logré
determinar la actividad antiparasitaria de bencimidazoles sustituidos en la posicion 2
con los grupos siguientes: H, CH3, CF3, NH>, SH, SCH; y NHCO,CHs;. Los resultados
obtenidos indican que estos compuestos, en general, son mas activos que el
metronidazol como agentes antiprotozoarios y poco activos como agentes
antihelminticos. Los resultados de la evaluacion biolégica permitieron concluir que
los compuestos sintetizados presentan una buena actividad con los grupos -SH, -

SCHs y -CF; en la posicién 2.2% 232425
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2.6.3.3. Modificaciones en el Sitio C (Posicion 5(6))

La presencia de un grupo farmacoférico en las posiciones 5(6) de los bencimidazoles
2- sustituidos es un factor importante para determinar el perfil biolégico de estos
compuestos. Los sustituyentes en ambas posiciones previene que la molécula sufra

de metabolismo oxidativo y pierda actividad.®

2.6.4. Métodos de obtencién de bencimidazoles

Uno de los principales métodos de sintesis de derivados bencimidazdlicos es el
método de Phillips?’ que consiste en la reaccion de ciclocondensacion entre una 1,2-
fenilendiamina y un &cido carboxilico cuya naturaleza determina el sustituyente en

posicidon 2, obteniéndose generalmente buenos rendimientos.

NH, H

“H,0 N
+ RCOOH ———p /> R
NH, N

Fig. 2.6.4.1. Sintesis de bencimidazoles a partir de 1,2-fenilendiaminas y acidos.

Si se requiere funcionalizar la posicién 2 del bencimidazol con grupos como NH, 6
SH, se emplean reactivos electrofiicos como BrCN para obtener el 2-

aminobencimidazol, o bien el CS, para sintetizar el 2-mercaptobencimidazol.???°

NH NaOH %
+ BrCN L /} NH,
NH, N
NH KOH %
EtOH
+ C8; @ — /> SH
NH N

Fig. 2.6.4.2. Métodos de obtencion de 2-mercapto-1H-bencimidazoles y 2-amino-1Hbencimidazoles.
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2.6.5. Métodos de obtencién de carboxamidas

La elaboracion de estos compuestos resulta un tanto dificil si se quieren hacer
reaccionar directamente los acidos carboxilicos con aminas, ya que se obtienen las
sales correspondientes debido a la reaccion &acido-base que ocurre entre ellos,
ademas el grupo hidroxilo del acido es un mal grupo saliente.® Por tal motivo, la
preparacién de este tipo de compuestos se lleva a cabo utilizando una forma mas
activa del acido carboxilico (como es el caso de los anhidridos y halogenuros de
acido), o mediante el uso de agentes que forman aductos inestables con el acido,
para después hacerlos reaccionar con las aminas deseadas. Algunos ejemplos de

métodos de sintesis de carboxamidas se ilustran a continuacion.®!

1) SOCI,, PCl5 6 COCL,

@_/{o 1) (RyP-O-PRy) 6 (F3C50,0), @_/(
OH :
- /

o}

0 AL
1) ’m ! Et;N 1) N/\l\ N7,

c::E i‘o
T
[’")_
fes
Y
m—'z
A
A
el
/
o; io
T

b

Fig. 2.6.5.1. Métodos de sintesis de carboxamidas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al problema mundial que enfrentamos actualmente respecto a la
entamoebosis es que surge la necesidad de crear nuevos farmacos. Aun cuando en
la actualidad existen farmacos disponibles para combatir enfermedades causadas
por protozoarios, algunos estudios relacionados con su toxicidad, baja absorcion y la
generacion de resistencia a los farmacos de eleccidn, hacen indispensable continuar
con la busqueda de nuevas moléculas con actividad antiparasitaria. Estos farmacos
actualmente pueden ser disefiados mediante técnicas avanzadas como el DiFac
haciendo uso especial del acoplamiento molecular (docking), asi al determinar un
blanco biolégico, como lo seria una enzima de alguna via metabdlica que sea vital
para el parasito; se pueden proponer moléculas que actien en la enzima
especificamente inhibiendo su funcién.

Es conocido que en disefio de antiparasitarios los bencimidazoles son de gran
importancia debido a su amplio espectro de accién; por lo que se pueden tomar
como base para el disefio de nuevas moléculas con las caracteristicas estructurales
necesarias para una actividad bioldgica determinada.

Sabemos que en nuestro grupo de investigacion se han sintetizado tanto derivados
1-metilbencimidazoles, entre ellos 2-metiltio-5(6)-carboxamidas asi como 2-
aminobencimidazoles, como el 2-amino-5,6-diclorobencimidazol, y han mostrando
importante actividad antiprotozoaria del orden pM. Si nos basamos en el hecho de
que la molécula ha sintetizar es un hibrido disefiado por docking unido a través de
un enlace carboxamida entre un 2-metiltiobencimidazol y un 2-aminobencimidazol
con un (-)AGunisn Calculado de -8.9 Kcal/mol, dato que representa gran afinidad por

EhTIM. Entonces surgen las siguientes preguntas:

e (El hibrido disefiado por docking como inhibidor de la Triosa Fosfato

Isomerasa (TIM) tendra actividad contra E. histolytica in vitro?

e (El hibrido disefiado tendra actividad contra otros protozoarios como Giardia

intestinales y Tricomonas vaginallis?
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4. HIPOTESIS

El compuesto hibrido, disefiado por docking, entre el 2-aminobencimidazol 5
y 6 sustituido y el acido 6-cloro-1-metil-2-(metilito)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico unido por un enlace carboxamida, sera muy activo contra E.
histolytica, in vitro y méas potente que los farmacos actualmente usados (MTZ
y NTZ).

Dado que la molécula se conforma de dos nucleos bencimidazdlicos se espera
que presente una buena actividad in vitro contra los otros protozoarios G.

intestinalis y T. vaginallis.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Sintetizar la carboxamida bencimidazdlica 23, asi como evaluar su actividad
antiparasitaria in vitro contra E. histolytica, G. intestinales y T. vaginallis con
la finalidad de brindar validez al uso de herramientas como el docking para el

disefo de farmacos.
5.2. Objetivos especificos

Sintetizar y purificar el siguiente compuesto hibrido derivado de 2

bencimidazoles unidos por un enlace carboxamida

SCH 5

T

Fig. 5.1.1. 6-Cloro-N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-

(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (23).
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* Sintetizar y purificar los compuestos precursores necesarios para la

obtencién del bencimidazol carboxamida final.

* Determinar las constantes fisicas y caracterizar estructuralmente los
compuestos sintetizados, mediante el uso de técnicas espectroscopicas
y espectrométricas como son IR, RMN *H, EM, y en algunos casos con
RMN '3C y 2D.

* Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro del compuesto hibrido,
frente a los protozoarios Entamoeba histolytica, Giardia intestinales y

Tricomonas vaginallis.
* Enriquecer la base de datos de compuestos antiparasitarios derivados

del bencimidazol, con el fin de aportar informacion para establecer una

relacion estructura-actividad.
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6. METODOLOGIA

Para una mejor compresion del desarrollo experimental que se siguidé en esta
tesis, lo dividiremos en dos partes. En la primera, la parte quimica, se
describe la secuencia de sintesis empleada para la preparacion del
compuesto disefiado; y la segunda, la parte bioldgica, describe la
metodologia empleada para la evaluacidon antiparasitaria del compuesto
sintetizado. La parte quimica se realizd en el laboratorio L-122 del edificio E,
Departamento de Farmacia, de la Facultad de Quimica, UNAM, bajo la
asesoria de la M. en C. Alicia Hernandez Campos. La evaluacién bioldgica del
compuesto sintetizado frente al protozoario E. histolytica, G. Intestinalis y T.
vaginallis se realizd en el Hospital de Pediatria, Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Centro Médico Siglo XXI
del IMSS, por la Bidloga Amparo Tapia bajo la supervision de la Dra. Lilidn

Yépez Mulia.

A continuacion se describe en detalle la secuencia de la parte quimica,
seguida de la parte biolégica. Cabe mencionar que las metodologias
empleadas para la sintesis de cada uno de los intermediarios y del producto

final se presentan en el anexo A.
6.1. PARTE QUIMICA

El desarrollo experimental para la sintesis del compuesto hibrido final
(carboxamida) se dividio en tres partes:

a) Sintesis del precursor acido  6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (11).

b) Sintesis del precursor [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-
2-ilJamina (22).

c) Acoplamiento de los dos precursores para la obtencién de la
carboxamida 23.
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En el Esquema 6.1 observamos la retrosintesis; en la cual la molécula 23 da

lugar a sus 2 precursores.

N\ SCH3
Cl o \r
Cl O N N\
T
N 23 ¢
Cl H C
cl (o)
cl o) N H\o N
L) o
cl N cl N
22 H 11 CH,

Esquema 6.1. Retrosintesis de 23.

a) Sintesis del precursor acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (11).

La secuencia seguida para la preparacidon del acido 11 se muestra en el
Esquema 6.2. Se partié del el acido 2,4-diclorobenzoico (13) el cual se
esterific6 con sulfato de dimetilo en medio basico para dar el 2,4-
diclorobenzoato de metilo (14). Posteriormente se tratd con mezcla
sulfonitrica a bajas temperaturas (0-5 °C) para dar el 2,4-dicloro-5-
nitrobenzoato de metilo (15). Una vez obtenido el producto anterior se
realizé una reaccion de sustituciéon nucleofilica con clorhidrato de metilamina
en medio basico para obtener el 2-cloro-4-metilamino-5-nitrobenzoato de
metilo (7).

Una vez obtenido el intermediario 7, éste se sometié a una hidrogenacion
catalitica a temperatura ambiente generando el 5-amino-2-cloro-4-
metilaminobenzoato de metilo (8). Para preparar 12, 8 se trato
inmediatamente con disulfuro de carbono en medio bdasico, para que se
llevase a cabo la reacciéon de ciclocondensacion dando como resultado la

formacion de 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
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metilo (9). Este ultimo se hizo reaccionar con 1.3 equivalentes de CHsI en
potasa etandlica, para dar como Unico producto el 6-cloro-1-metil-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (10). Por ultimo el éster
se hidrolizé con potasa acuosa dando la sal del acido, el tratamiento con HCI
finalmente dio el acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (11).

COOH COOCH; COOCH; COOCH3 COOCH;
cl cl cl cl cl
a b
(a) (b) (c) (d) |
NO, NO, NH
cl Cl Cl _NH _NH
13 14 15 H3C 7 H3C g
(e)
(o] (o) (0]
H{ N
o N H3C. N H3C_ N
(o) o
N>—SCH3 (9) V—scH; < (P Vs
cl \ cl N cl N
11 CH3 10 CHs3 9 CH3

(a) (CH3),S0,4, DMF, H,0O, NaHCOs3, calor; (b) HNO3, H,SO4; () HCI'NH,CHj;, K>CO3, glima.
(d) H,, Ni-Raney, MeOH; (e) CS,, EtOH, KOH, calor; (f) CHsI, EtOH, KOH, H,0; (g) (1)KOH,
H,0, calor; (2) HCI.

Esquema 6.2. Secuencia sintética nueva para obtener el intermediario 11.

A continuacion se muestra un método alterno para la obtencién del
intermediario 2-cloro-4-metilamino-5-nitrobenzoato de metilo (7). Durante
la realizacién de ésta ruta sintética se tuvieron algunos problemas, por lo que
no se continud la ruta hasta la obtenciéon del bencimidazol 11 y éste se
obtuvo como se mostré en el esquema 6.2. Abajo se muestra la ruta
sintética original Esquema 6.3. Para obtener el intermediario (7) se partio
del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1), el cual se esterifico con
sulfato de dimetilo en medio basico para dar el 2-cloro-4-nitrobenzoato de
metilo (2). La reduccién catalitica de 2 llevo al 4-amino-2- clorobenzoato de

metilo (3). Este compuesto se acetilo con anhidrido acético para dar 4-

31



METODOLOGIA

acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) y posteriormente se tratd con acido
nitrico / acido sulfurico a bajas temperaturas (0-5 °C) para dar el 4-
acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). Si hubiéramos continuado
con esta ruta para metilar el compuesto (5) y obtener el compuesto 4-
metilacetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6), se necesitaba llevar a
cabo una reaccién con sulfato de dimetilo en medio basico, y posteriormente

realizar la hidrodlisis del grupo acetamido para llegar al compuesto (7).

COOH COOCH;3 COOCH3 COOCH;
d cl cl cl
(a) (b)
T — = _( o
NO2 NO, NH> HN_ _CH3
1 2 3 ]
o
(d)
COOCH;3 COOCH;3 COOCH;
cl cl cl
(f) (e)
NO, NO, NO,
NH N_ _CHs HN._ _CH3
HsC” 7 HsC™ GT 5 \H/
o o

(a) (CH3),S04, DMF, H,0O, NaHCOs3, calor; (b) H, Ni-Raney, MeOH; (c) Ac,0, H,SOg4; (d)
HNO3, H,SO4; (e) (CH3),S04, NaOH, H,0; (f) H,SO,, calor.

Esquema 6.3. Secuencia sintética original para obtener el intermediario 7

b) Sintesis del precursor [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-

bencimidazol-2-ilJamina (22).

Para la preparacién de la amina bencimidazélica 22 se partid de la 3,4-
dicloroanilina comercial (16), la cual se acetilé con Ac,O para dar la N-(3,4-
Diclorofenil)acetamida (17) que se sometid6 a nitracion con mezcla
sulfonitrica en frié y dio la N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (18). La
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posterior hidrolisis de 18 con H,SO,4 en caliente llevd al primer intermediario,

la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (19), segun se aprecia en el Esquema 6.4.

CID/NHz cl NHCOCH3 NHCOCH3 H»
a
—, IZ
cl Cl
16

17 02
(a) Ac,0; (b) HNOs, H,SO4; () HZSO4, calor

Esquema 6.4. Secuencia sintética para obtener el intermediario 19.

Posteriormente, 19 se sometid a una reaccion de sustitucidn nucleofilica
aromatica con 2,3-diclorofenol y K,COs; en DMF en caliente para dar la 4-
cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (20), que sometida a una reduccién
catalitica con H, y Ni-Raney permitidé la obtenciéon de la 4-Cloro-5-(2,3-
diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina (21). La ciclocondensacion de 21 con BrCN
en MeOH y sosa generd el [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-

ilfTamina (22). Como se muestra en el Esquema 6.5.

c NH> cl
D[ a) c o NH,
—>
c NO, o I INO
19 20 2
b)
cl
al o N cl
:@: >;NH2 c) ¢ o NH,
22 H cl NH,
21

(a) 2,3-Diclorofenol, DMF, K,COs3, Calor; (b) H,, Niquel-Raney, EtOH;
(c) BrCN, MeOH, H,O/NaCH

Esquema 6.5. Secuencia sintética para obtener el intermediario 22.
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c) Acoplamiento de los dos precursores para la obtencion de la
carboxamida 23.

El Esquema 6.6 muestra la Ultima etapa de sintesis en la cual el acido 11 se
hizo reaccionar con 1,1-carbonildiimidazol bajo atmdsfera de nitrégeno en
DMF a 88 ©°C, para dar lugar a la formacion del intermediario reactivo 12;
una vez obtenido éste, se hizo reaccionar, sin aislar el intermediario, con
1.05 eq de la amina 22, por tiempo prolongado y a temperatura suave (48 h,
60 °C) dando finalmente a la carboxamida 23.

0
0 §>—SCH /N N

N\ 3 (a) N\) >7SCH3
o

N
11 Hs 12 ¢y

3

cl
cl o N
X )-nwe
cl N
22 H

“Soo

23

SCH3

(a) 1,1-carbonildiimidazol, DMF

Esquema 6.6. Secuencia sintética para obtener el Producto final (23)
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6.2. PARTE BIOLOGICA

Evaluacion in vitro de la actividad antiprotozoaria contra Entamoeba

histolytica

El ensayo bioldgico para la determinacion de la actividad antiprotozoaria se
llevo a cabo en la Unidad de Investigacidon Médica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del IMSS, Centro Medico Siglo XXI, bajo la
direcciéon de la Dra. Lilian Yépez Mulia. Para la evaluacion de la actividad
antiprotozoaria se emple6 el método de subcultivos previamente
estandarizado. Se incubaron 4x10° trofozoitos de G. intestinalis, E. histolytica
y T. vaginalis por 48 h a 37 °C, en tubos con concentraciones crecientes de
la carboxamida 23 (0.005, 0.010, 0.050, 0.100, 0.500 ug/mL), ademas del
albendazol, nitazoxanida y del metronidazol que sirvieron como compuestos
de referencia (control positivo). Como control negativo se emplearon
trofozoitos en medio libre de farmacos empleando DMSO. Después de la
incubacién se inocularon 50 uL de los trofozoitos tratados, en medio fresco,
ya sin la adicidon de los compuestos y se incubaron por otras 48 h. El nimero
final de trofozoitos se determind en un hemocitometro. Se calculd el
porcentaje de inhibicion de crecimiento en comparacién con el control y
posteriormente, mediante analisis Probit, se calculé la CIso que correspondid
a la concentracion que inhibié al 50% el crecimiento de los trofozoitos. Los

experimentos se efectuaron por duplicado y se repitieron en tres ocasiones.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. PARTE QUIMICA

7.1.1. Constantes fisicas

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos

finales sintetizados, se muestran en la Tabla 7.1.1

Tabla 7.1.1. Constantes fisica de los compuestos sintetizados

Rendimiento

Disolvente

Compuesto Rendimiento Recristalizado Pur:to de utilizado en la R

Crudo (%) (%) Fusion (°C) Recristalizacion (Sistema)

2 98.53 97.40 75.8-76.3 EtOH 0.70 (I)
3 50.42 98.86 105-107 MeOH/H,0 0.50 (I)
4 94.33 93.60 109.0-112.0 Tolueno 0.39 (I)
5 95.41 80.60 139-139.5 AcOEt 0.72 (I)

14 99.30 97.42 74.9-76.0 EtOH 0.6 (V)

15 98.63 98.90 61.2-62 MeOH 0.5 (V)
7 76.60 |  ----- | === e 0.45 (V)
95.11 | === | === mmees 0.5 (II)

9 90.43 88.00 256.8-257.2 EtOH/DMF 0.44 (I)

10 94.40 83.20 133.5-134 EtOH 0.5 (I)
11 95.92 90.20 290.5-291 EtOH 0.48 (III)
1z | - 95.08 121-122.8 EtOH 0.16 (VI)
i8 | - 87.00 125.1-126 MeOH/H,0 0.48 (VI)
19 | - 80.00 178.7-179.1 CH3;COOH 0.47 (VII)
20 96.15 52 151.3-152.1 Tolueno 0.52 (VII)
P e e B e 0.5 (1IV)
22 96.02 50.60 206-208 MeOH 0.49 (III)
23 96.06 59.70 >300°C |  ----- 0.5 (VIII)
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7.1.2. Sintesis quimica

En esta parte primero se abordara la preparacion de 7 por las dos rutas
propuestas, después se analizara la formacion del compuesto 11, luego se
analizara la ruta sintética en la que se obtuvo el intermediario final amina

22, y por ultimo la preparacién de la amida propdsito de este trabajo.
7.1.2.1. Obtencion de los precursores 7, 11,y 22

Para la obtencion del acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (11) fue necesario preparar su precursor 7. Para ello se comenzé
preparando el compuesto 2,4-diclorobenzoato de metilo (14) mediante la
reaccién de esterificacion con sulfato de dimetilo en medio basico a partir del
acido 2,4 diclorobenzoico (13), el producto crudo fue un sdélido de aspecto
seroso amarillo claro de muy bajo punto de fusién ya que a temperatura
ambiente se mostré como un liquido. El liquido viscoso pes6 106.6 g con un
rendimiento del 99.3%. En la ccf se obtuvo una sola mancha. El éster 14, sin
posterior tratamiento, se nitré con mezcla sulfonitrica a baja temperatura
preparando el ion nitronio en el seno de la reaccion. El producto de nitracion
en la posicién 5 fue el mayoritario y afortunadamente el isémero no deseado,
el nitrado en la posicién 3, se elimind con la recristalizacién. La estructura del
éster nitrado 15 se comprobd por el analisis de sus espectros. El espectro de
IR mostré bandas en 3096 cm™ que fueron asignadas al C-H aromatico,
ademas se observaron las bandas del carbonilo del éster en 1708 cm™ y dos
bandas caracteristicas del grupo nitro en 1599 y 1339 cm™. El espectro de
RMN 'H mostrd un singulete a 3.96 ppm que integré6 para 3H,
correspondiente al metilo del éster, asi como dos sefiales en 7.69 y 8.46
ppm que integran para 1H que corresponden a H-3 y H-6 respectivamente.
En el espectro de masas se observd el ion molecular (M) con una relacion
m/z de 249 (30 %) que correspondié al peso molecular esperado, en 251
(M*2 18%) y 253 (M** 3%) indicativo de los efectos sumados de los is6topos
de los 2 cloros de la molécula. El espectro también mostré un pico en 218
m/z (M-31, 100 %), el cual se generd a partir de la pérdida del metoxilo del
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éster y otro a 172 m/z generado a partir de la pérdida del metoxilo y del
grupo NO,.

El siguiente paso fue la sustitucién del cloro por la metilamina por medio de
una reaccidén de sustitucidon nucleofilica aromatica en un reactor cerrado en
medio basico y como disolvente, DMF. Se obtuvo un producto contaminado
con la amida correspondiente, resultado de la reaccién aminacion del éster.
La ccf mostré dos manchas una con Rf de 0.27 (éster) y otra con Rf de 0.18
(amida) en un sistema Hex/AcOEt en proporcion 85:15); sin embargo
después de hacer un pequefio estudio se logré determinar el tiempo de
reaccion optimo en el que mayoritariamente se obtiene el producto de
sustitucion nucleofilica, 2-cloro-4-metilamino-5-nitrobenzoato de metilo (7),
practicamente sin contaminacion con la amida. Se determind que la
proporcion éster/amida a los 45 minutos de reaccion a 130° C a una dilucion
de 15-20 volumenes y utilizando 3 equivalentes del clorhidrato de metil
amina es de 99/1.

Esta reaccidon se llevd a cabo 4 veces siguiendo la misma técnica que se

muestra en el anexo A con las siguientes condiciones variantes:

No. | Cantidad Condiciones Aspecto y cantidad | Rendimiento
de materia experimentales del producto crudo crudo
prima
1 25 g 18 h de reaccién 16.91 g de un sdlido 65.92 %
2 eq. de K,CO3 y de amarillo-naranja

metil amina + 150 mL | 2 manchas ( - éstery

de MeOH +++ amida)
se vertid en 600 mL de pf 201-207°C
agua helada vy se filtré
a vacio
2 7.10g 4 h, 2 eq. de K,CO5 y 5 g de un sélido 71.42 %
3 eq. de metil amina + amarillo canario.
200 mL de Glima 2 manchas (éster =

amida)
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3 15¢ 45 min., 2 eq. de 11.50 g de un sdlido 76.60 %
K;COs y 3 eq. de metil amarillo ocre
amina + 150 mL de 1 mancha (éster)
MeOH no se tomé punto de
se vertid en 600 mL de fusion
agua helada vy se filtré
a vacio

Enseguida el grupo nitro de 7 se redujo con hidrégeno y Ni Raney como
catalizador. La reaccidon se llevd muy lentamente debido a que la solubilidad
de 7 en MeOH es mala, por lo que fue necesario hacer la reaccién en mezcla
de MeOH/AcOEt. También es posible que se lleve a cabo mas rapido si se
calienta la reaccién a 45° C aproximadamente. El compuesto 5-Amino-2-
cloro-4-(metilamino)benzoato de metilo (8) se obtuvo en un tiempo corto
tomando como indicador el cambio de coloracion de la mezcla y el cese en el
consumo de H, La diamina 8 sin tratamiento posterior se sometié a la

ciclacion.

El 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)
se obtuvo exitosamente a través de la ciclocondensacion de la o-
feniléndiamina 8, recién preparada, con disulfuro de carbono en medio
basico, tomandose en cuenta que el proceso de formacién del xantato de
etilo se realizd en el mismo medio de reaccidén. La temperatura por debajo de
65 °C y el pH de 9 fueron importantes para evitar la hidrdlisis del éster. En el
espectro de IR se observaron unas bandas en 2948 cm™ correspondiente al
S-H, 1702 cm™ debida al carbonilo, y una banda de mediana intensidad a
1245 cm™ que se le asigné al grupo C=S de la forma de la tiona. En el
espectro de RMN 'H los singuletes en 7.53 ppm y 7.61 ppm correspondieron
a los protones aromaticos H-7 y H-4 respectivamente, los singuletes en 3.83
ppm y 3.62 ppm correspondieron a los CHs; del éster y del N
respectivamente. El espectro de masas mostré un ion molecular m/z de 256
perteneciente al pico base del espectro, ademds de la sefial M*? con una

abundancia del 35%, indicativo de los efectos sumados de los isétopos de
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cloro y azufre para el compuesto. Por otra parte los iones en 225 y 197 de

m/z indicaron la pérdida del grupo éster.

La metilacion del tiol 9 con 1.3 equivalentes de yoduro de metilo en medio
basico, a bajas temperaturas, dio origen al compuesto 10. El espectro de IR
reveld la presencia de una banda correspondiente al carbonilo en 1717 cm™;
ademds dos bandas muy intensas a 1270 y 1200 cm™ asignadas a las
vibraciones CH3-S y CHs-N. En el espectro de RMN 'H se observaron las
sefales simples que integraron para 3H cada uno a 2.72, 3.66 y 3.84 ppm
correspondientes a los CH; unidos a S, N y O respectivamente. La
espectrometria de masas comprobd la masa molecular del compuesto por el
ion molecular a 270 que también fue el pico base; ademas se observaron los
iones m/z 239 (M-31) indicativo del éster metilico y m/z 237 (M-33)

indicativo de la presencia de azufre.

Finalmente, el acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (11) se obtuvo mediante la hidrdlisis basica metandlica a 65-70
°C de 10 con muy buen rendimiento. El espectro de IR mostré bandas muy
anchas < 3000 cm™ caracteristicas del grupo O-H del &cido carboxilico, asi
como en 1698 cm™ correspondientes al grupo C=0 del acido. En el espectro
de RMN 'H se observaron 2 singuletes a 2.72 y 3.66 ppm, integrando para
3H cada uno, correspondientes a los CHs; unidos a S y N respectivamente,
ademdas de dos sefiales en 7.71 y 7.93 ppm que integran para 1H
correspondientes a H-7 y H-4 respectivamente. En la espectroscopia de
masas, la presencia del ion molecular m/z de 256, pertenecié al pico base,
asi como a la masa molecular del compuesto; los iones de m/z 223 y 210
fueron indicativos de la presencia de azufre y del acido carboxilico.

Con la metodologia originalmente propuesta para obtener 7 se partid del
acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1), materia prima comercial (Aldrich), el cual
se esterificd con sulfato de dimetilo en medio basico, con el fin de evitar
problemas de solubilidad y/o reacciones secundarias en las reacciones

subsecuentes. La sustitucion nucleofilica procedid sin ninguna dificultad y de
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manera rapida; se obtuvo el 2 cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2), el
producto crudo fue un soélido amarillo, se recristalizé de EtOH dando 78.2 g
de cristales amarillos brillantes (97.40 %) con un punto de fusién de 75.8-
76.5 °C. En la ccf se obtuvo un Rf de 0.70 en un sistema CHCl3/MeOH en
proporcion 95:5. El cambio estructural se comprobdé a través de la
espectroscopia de RMN H. El espectro de IR dio sefiales caracteristicas para
éster a 2965 cm™ (CHs), 1720 cm™ (C=0), 1297 cm™ (C-0). El espectro de
RMN 'H mostré6 una sefial simple a 3.967 ppm que integré para tres
hidrogenos que corresponden al metilo del éster; asi mismo, el EM confirmé
el peso molecular del compuesto con un pico de m/z de 215 y una
abundancia relativa del 40 %, asi como el fragmento de m/z 184 (M-31), el
cual correspondio6 a la pérdida del OCHs que origind el pico base del espectro.

El éster 2 se sometié a una hidrogenacién catalitica empleando Ni-Raney
como catalizador a temperatura ambiente, lo cual dio origen al 4-amino-2-
clorobenzoato de metilo (3). La amina se obtuvo con un rendimiento
moderado de 50.40 %; dio un sélido blanco lo suficientemente estable para
ser recristalizado. La eleccidon del catalizador fue un aspecto importante para
la preparacion de este compuesto, ya que se ha visto que al usar Pd/Carbono
se promueve la hidrogendlisis del cloro de la posicién 2. El espectro IR
mostré dos bandas amplias a 3427 y 3337 cm™ caracteristico de las aminas
primarias, ademds de una banda adicional en los 3223 cm’, la cual
corresponde a aminas primarias aromaticas, denominada resonancia de
Fermi ademas de una banda delgada y de poca intensidad que fue asignada
al enlace C-Cl. La espectroscopia de RMN 'H mostrd una seflal amplia a
4.104 ppm que integré para 2H y desaparecié cuando se intercambid con
D,0; esta sefal fue asignada a la amina. El EM mostré el idon molecular (M*)
con m/z 185 (60%) concordante con la masa molecular esperada y un pico
base de m/z 154 (M-31) generado por la pérdida del OCH;; otro dato
importante que proporciond el EM fue la presencia del 4tomo de cloro en M*?,
ya que el isétopo ¥Cl se presenta con una abundancia relativa del 33% asi,
si M*2 tiene una proporcidn de alrededor del 30% con respecto al idn
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molecular (M*) es indicativo de la presencia de cloro en la molécula, lo cual
se comprobd en el espectro al presentar el pico 217 m/z (M*2, 35 %), con
este dato se confirmd que el catalizador no eliminé el Cl del compuesto 3.

Con el propdsito de aumentar el rendimiento de la reduccion se probd hacer
la hidrogenacién variando el disolvente utilizando AcOEt en lugar de MeOH, la
reaccion no procedié en estas condiciones quedando incompleta como en las

otras ocasiones.

También se llevd a cabo la reduccidn quimica con SnCl,-2H,0 obteniendo
mejores resultados. El rendimiento de la reaccién aumentd hasta 10 %. La
reduccion con SnCl, es una reaccion casi cuantitativa, siempre y cuando el
manejo de las sales de estano se realice de forma adecuada, de lo contrario

se corre el riesgo de perder el producto.

La proteccidn del grupo amino con un acetilo generé la acetamida 4, la cual
se obtuvo a partir del compuesto 3 mediante la adicidn de anhidrido acético
a temperatura ambiente. Esta reaccion procedié rapidamente dando un buen
rendimiento del 94.33 %. El espectro de IR mostrd sefales en 3263 y 1592
cm™ que fueron asignadas al -NH- de la amida, ademas se observaron las
bandas del carbonilo del éster en 1725 cm™ y una banda caracteristica del
carbonilo de la acetamida a 1677 cm™. El espectro de RMN 1H mostrd un
singulete a 2.208 ppm que integré para 3H, correspondiente al metilo de la
acetanilida, asi como una senal amplia a 7.820 ppm caracteristica del N-H de
la acetamida, la cual desaparecié cuando se hizo el intercambio con D,0. En
el espectro de masas se observo el i6n molecular (M*) con una relacion m/z
de 227 (56 %) que correspondié al peso molecular esperado. El espectro
también mostr6 sefiales en 185 m/z (M-42, 88 %), el cual se generd partir
de la pérdida del acetilo de la amida; el pico base del espectro aparecié en
una relacion m/z de 154 generado a partir de la pérdida del acetilo anterior y
del OCHs del éster.

El siguiente paso consistid en la nitracion del compuesto 4, la cual se realizé

por adicion directa del acido nitrico sobre la acetamida disuelta en H,S04
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entre 0° y 5 °C, de esta manera se formd el idn nitronio in situ. En estas
condiciones, la reaccion procedi6 de forma eficiente y sin dificultades,
consiguiendo obtener el 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)
en mayor proporcion, buen rendimiento y muy poco del isémero nitrado en la
posicidn 3, el cual se elimind mediante cristalizacion fraccionada con AcOEt.
El IR mostré las bandas anteriormente descritas para el compuesto 4; a
estas bandas se sumaron las bandas caracteristicas del grupo nitro en 1567
y 1336 cm™. En el andlisis espectroscépico de RMN 'H se comprobd el
cambio estructural, ya que el espectro se simplific6 notablemente con
respecto a los anteriores (sistema ABX, Fig. 7.1.2.1.1);apareciendo dos
sefales simples a 8.827 y 9.058 ppm correspondientes a los hidréogenos H-3
y H-6 del anillo aromatico. El espectro de masas mostré el ion molecular con
m/z 272 (17 %), comprobando el peso molecular esperado, ademas de los
iones 230 m/z (M-42, 100 %) el cual se generd a partir de la pérdida del
acetilo del grupo amida dando como resultado el pico base; 226 m/z (M-46,
20 %) lo que nos confirmod la presencia del grupo nitro ya que se generd por
la pérdida del mismo en la molécula y el pico 199 m/z se generd a partir de
la pérdida del acetilo y del OCH3; del éster.

’, 3Jo=6.5-8.5
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Fig. 7.1.2.1.1. Pérdida de la complejidad de senales en el espectro de RMN H.

Durante la realizacidon de esta ruta sintética se tuvieron algunos problemas,
lo que dio origen a que el intermediario 2-cloro-4-metilamino-5-
nitrobenzoato de metilo (7) se sintetizara, con buenos resultados, por la
metodologia antes discutida.
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7.1.2.2. Obtencion del precursor 22

Para la sintesis del compuesto 22, el 2-aminobencimidazol, fue necesario
contar con suficiente cantidad de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (19) la cual se
prepard a partir de la 3,4-dicloroanilina por acetilacién, nitracién y posterior
hidrélisis*!, esta secuencia no ofrecié ningiin problema, excepto en el paso de
nitracion que como la reactividad de la molécula lo indica, se obtuvieron dos
isdmeros siendo el compuesto 18 el de mayor proporcién en la mezcla, por lo
gue la purificacién del crudo de la reaccién por recristalizaciéon dio la materia
prima deseada con buen rendimiento (87%) y pureza. El compuesto 19 se

comparo con una muestra pura en ccf y también por el pf.

Una vez obtenido el material de partida 19 se prosiguié con la reaccién de
sustituciéon nucleofilica aromatica con 2,3-diclorofenol, en medio alcalino y
con DMF como disolvente. Esta reaccidn permitiria colocar el grupo 2,3-
diclorofenoxi en la posicion 5(6) del producto final. La reaccion presentd
algunos inconvenientes, ya que la temperatura y el tiempo de reaccién
fueron relativamente altos (115 °C y 7h) dando origen a productos de
sustitucién impuros y muy coloridos que después de un tratamiento de
recristalizacion y de resuspenderlo en el disolvente adecuado pudieron
obtenerse sélidos cristalinos con un alto grado de pureza. Es asi como se
obtuvo la nitroanilina sustituida 20. El compuesto 20 mostré las siguientes
bandas en IR correspondientes a la unién Ar-NH;, en 3468 y 3348, Ar-NO; en
1560, C-NO, en 1377 y 1321 cm™ entre otras. En el espectro de RMN 'H se
observaron las senales para los 5 H aromaticos a 8.284, 5.197, 7.431, 7.294,
7.082 ppm, correspondientes a H-3, H-6, H-10, H-11 y H-12
respectivamente. En el espectro de masas se observd el ion molecular con
una m/z de 332 M* y una abundancia del 10%; también, en su proporcion
debida, M*? y M**, El pico base fue el ion de m/z 262 (M-70) correspondiente
a la perdida de 2 cloros.

44



RESULTADOS Y DISCUSION

La orto-feniléndiamina 21 se obtuvo cuando 20 se sometié a la reduccién
catalitica del grupo nitro con H, y Ni-Raney, esta reaccidn fue bastante
sencilla y rapida llevandose a cabo en 1 h y consumiéndose poco hidrégeno
(307 Ib/in?), el producto 21 se concentr6 hasta % de su volumen para

trabajar inmediatamente en la siguiente reaccion.

La amina 22 es el compuesto final de la segunda ruta sintética, se utiliz6
como intermediario para la formacién de la molécula hibrida, y se formé al
hacer reaccionar a la diamina 21, recién preparada, con 1.5 equivalentes de
BrCN en MeOH a reflujo a 50 °C, tomando en cuenta que el manejo del BrCN
requiere de equipo especial y de la manipulacién correcta bajo la campana de
extraccién todo el tiempo debido a la toxicidad del reactivo. 22 se obtuvo con
excelente rendimiento (96 %) superior a los reportados con otras o-
feniléndiaminas (50 %). El problema que hubo con éste producto, fue en la
purificacién, intentandose recristalizar en distintos disolventes y con distintas
condiciones, lo que dio mejor resultado fue primeramente hacer lavados
sucesivos en en metanol y después se recristalizdé por cristalizacion
fraccionada en MeOH. Las bandas en IR muestran la correspondiente unién
Ar-NH, en 3077 cm™, la unién C=N del anillo en 1694 cm™, el éter C-O-C en
1102, C-Cl en 1022 cm™, entre otras. En el espectro de RMN 'H se
observaron las senales que integraron para 1H cada una en 7.10, 7.44, 7.36,
7.25, 6.68 ppm, correspondientes a H-4, H-7, H-11, H-12 y H-13
respectivamente: En el espectro de masas se observé el ion con una m/z de
327 M*!' y una abundancia del 60% correspondiente a la masa del
compuesto; ademas los iones M*2 y M** correspondieron a las abundancias
relativas reportadas cuando se tienen 3 atomos de cloro. También el ion de

m/z 257 (M-70) correspondiente a la perdida de 2 cloros.
7.1.2.3. Obtencion del compuesto hibrido 23

La formacion de la amida para la obtencién del compuesto final, 6-cloro-/N-
[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida, se logré mediante la activacién del acido 11
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con 1,1-carbonildiimidazol. La reaccién, que se hace en dos pasos, se realizd
casi en 3 dias; la formacidn del intermediario imidazélido 12 se realizé en 24
h y la formacion de la amida requirié un calentamiento prolongado por 48 h.
El hibrido 23 se obtuvo con un alto grado de pureza y un buen rendimiento a
partir del trabajo simple de la reacciéon. Los datos espectroscépicos fueron
coincidentes con la estructura propuesta. El espectro IR mostré dos bandas
amplias a 3357 y 3142 cm™ caracteristico del NH, ademds de dos bandas
intensas en 2981 y 2847 cm™ correspondientes a los dos CHs de la molécula,
ademas se observé una banda muy intensa en 1127 que le fue asignada al
enlace C-Cl debido a que la molécula cuenta con 4 de éstos. El espectro de
RMN 'H mostré dos sefiales amplias en 3.024 y 3.934 ppm que integraron
para 3H correspondiente a los CHs; unidos a S y N respectivamente; 4
singuletes en 7.105, 7.838, 7.904 y 8.186 ppm pertenecientes a los carbonos
terciarios de los dos bencimidazoles H-11, H-7, H-14 y H-4 respectivamente,
observamos el triplete de H-20 en 7.227 ppm y dos doble de dobles en 6.954
y 7.357 ppm que corresponden a H-21 y H-19 respectivamente; ademas
observamos dos singuletes pequefios en 7.463 y 8.624 ppm que
corresponden a NH-C-15 y NH-C=0 respectivamente. La espectroscopia de
RMN *C en conjunto con el experimento de RMN en 2D (HMBC) mostré dos
carbonos alifaticos en 15.317 ppm para el SCHs y 33.191 ppm para el NCHs;
también se observo claramente el carbono del carbonilo en 168.609 ppm, C-
1 en 160.050 ppm, C-2 en 138.609 ppm, C-9 en 121.164 ppm, C-16 en
154.320 ppm, C-17 en 127.427 ppm, C-18 en 137.179 ppm y en cuanto a
los demas fue dificil la asignacion debido a la cantidad de carbonos
aromaticos que tiene la molécula; sin embargo se encontraron algunas otras
correlaciones que dieron origen a asighar a C-13 en 131.255 ppm, C-3 en
133.101 ppm, C-12 en 117.621 ppm, C-21 en 120.831 ppm, C-6 en 128.929
ppm y C-19 en 129.294 ppm. Lo que se observa claramente es la presencia
de los 23 carbonos. El espectro de EM(FAB) mostrd el idn molecular (M*1)
con m/z 566 (3.9 %), (M*?) con m/z 568 (5.3 %), (M*™*) con m/z 570 (2.8
%).y (M*®) con m/z 572 (0.7 %), coincidiendo perfectamente la isotopia con

el comportamiento esperado cuando se tiene en la molécula Cls.
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SCH3
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18 \ 9

19 21 N:
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Fig. 7.1.2.3.1. Numeracion de los carbonos del compuesto 6-cloro-N-[6-cloro-5-(2,3-
diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (23)
asignada arbitrariamente

Para determinar la posicién en la que se llevd a cabo el enlace carboxamida
entre los dos precursores bencimidazdlicos fue necesario obtener el espectro
de RMN en 2D HMBC. EIl HMBC es un experimento de correlacidon
heteronuclear a dos y tres enlaces de distancia entre 'H y otro atomo
generalmente '3C, cuando se compara con este Ultimo esta técnica ofrece

una alta sensitividad y se lleva a cabo mediante deteccién indirecta.
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Fig. 7.1.2.3.2. Espectro HMBC de RMN en 2D de la molécula hibrida 23
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Analizando los espectros de RMN, HMBC, 'H y !3C, se ve claramente que el
enlace carboxamida se llevd exitosamente en la posicién esperada, ésto se
sustenta con base en las correlaciones mostradas entre los 'H y los '3C de la
molécula que se muestran en el Espectro 7.1.2.3.2. Si ademas analizamos
el espectro de RMN 'H podemos observar la presencia de dos sefiales que
integran para 1H correspondientes a los NH. Si la molécula se hubiera
enlazado por la parte del N heterociclico del anillo bencimidazdlico de 22, la
amina en la posicidon 2 hubiera quedado libre, por lo que se tendria que ver
una sola sefial para un NH que integra para 2H. Por otra parte en el espectro
de RMN 2D (HMBC) se observa que el C=0 correlaciona fuertemente con los
protones H-4 y H-7, y no con los protones pertenecientes al otro
bencimidazol, debido a la estructura de la molécula, éstos se encuentran
muy lejos del C=0. Ademas el proton de cada NH correlaciona Unicamente
con C-9 encajando perfectamente con la estructura, ya que cada uno de
estos se encuentra a 3 enlaces de distancia con C-9; sin embargo se
esperaria que NH-C-15 interaccionara de igual manera con el C-15 y con C-
10 pero esta correlacion no se observa, quiza por la fuerte interaccion que
tiene con C-9 debido a la presencia del otro NH-C=0, puede que apantalle la
correlacién con los otros carbonos y que no se observe. En este espectro se
pueden encontrar muchas otras correlaciones importantes, las cuales no son
Utiles para determinar el modo en que se enlazé la molécula; sin embargo

sirvieron de ayuda para asignar las sefales a sus respectivos carbonos.

7.2. PARTE BIOLOGICA

Evaluacion de la actividad antiprotozoaria de los compuestos contra Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis

En la Tabla 7.2.1 se resume la actividad antiprotozoaria mostrada por los

compuestos sintetizados en este trabajo de tesis.
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CIso (M) CIso (M) CIso (M)
Compuesto : o : i -
G. intestinalis | E. histolytica | T. vaginalis
Albendazol (ABZ) 0.038 56.33 3.39
Metronidazol (MTZ) 1.226 0.350 0.236
Nitazoxanida (NTZ) 0.013 0.055 0.110
23 (clave ZV-01-CF) 0.025 0.020 0.039

Tabla 7.2.1. Actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos sintetizados, MTZ, ABZ y
NTZ.

En esta tabla se compara la actividad antiprotozoaria del compuesto

sintetizado 23 con respecto a los farmacos de eleccion mas comunes para el

tratamiento de las enfermedades parasitarias causadas por estos

protozoarios.

A continuacién en la Tabla 7.2.2. se muestra cuantas veces mas potente fue

el compuesto 23, en comparacion con el ABZ, MTZ y NTZ.

Compuesto | G. intestinalis | E. histolytica | T. vaginalis
Albendazol 1.52 2816.50 86.92
Metronidazol 49.04 17.50 6.05
Nitazoxanida 0.52 2.75 2.82

Tabla 7.2.2. Veces mas activo 23 (ZV-01-CF) en comparacién con ABZ, MTZ y NTZ.

Los resultados se graficaron con los valores de 1/ClIs, (Grafica 7.2.1).
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G. intestinalis E. histolytica T. vaginalis

B Albendazol [ Metronidazol EHZV-01-CF [Nitazoxanida

Grafica 7.2.1. Potencia contra G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis del compuesto
sintetizado en comparacion con ABZ, MTZ y NTZ.

Se observa claramente que el compuesto sintetizado resulté ser mucho mas
activo que el albendazol y el metronidazol contra los protozoarios estudiados;
sin embargo, al mismo tiempo resultdé ser menos activo contra G intestinalis,
gue la nitazoxanida pero mas activo contra E histolytica y T. vaginallis. Es
importante resaltar que la molécula 23 se disefio como un potencial
amebicida. El resultado de la actividad in vitro demostré que fue contra E.
histolytica que tuvo mayor potencia, quizds sea debido al mecanismo que
efectla. Lopez Vallejo reportd que la interfaz de la EhTIM tiene una cavidad
de una longitud de casi el doble que la longitud de los compuestos que
probd, algunos de ellos fueron derivados bencimidazoélicos parecidos a las
estructuras que presentan el ABZ y el MTZ. Si analizamos el compuesto 23
dicha molécula se formd a partir de dos bencimidazoles unidos mediante un
enlace carboxamida; entonces 23 tendria el tamafio adecuado para
adaptarse a la interfaz de la TIM e inhibirla, ya que aproximadamente tiene

el doble de longitud que los compuestos probados lo cual encaja con los

50




RESULTADOS Y DISCUSION

resultados obtenidos por Lopez Vallejo. Dado que también 23 fue activo
contra de G. Intestinalis y T. vaginallis podria suponerse que también actla
inhibiendo a la TIM de dichos parasitos con una afinidad distinta a EhTIM. Los
resultados obtenidos demuestran que los métodos de diseno de farmacos
asistidos por computadora realmente funcionan como herramienta poderosa

para el desarrollo de los mismos.
Es importante resaltar que la estructura del compuesto 23 tiene 4 atomos de

cloro y un SCHs; grupos que han demostrado ser importantes para la

actividad antiprotozoaria.
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8. CONCLUSIONES

@ Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis nos permitieron
corroborar nuestra hipotesis de trabajo ya que el compuesto hibrido 23
mostré un alta actividad contra E. histolytica la cual fue
considerablemente superior a la mostrada por el albendazol, 17 veces
mayor que el metronidazol y casi el triple de la nitazoxanida, lo que
demuestra que la TIM podria ser el blanco en el mecanismo de accién

de éste compuesto.

® Se comprobd la utilidad de los métodos computacionales, en particular
el docking, en el disefio de farmacos.

® El compuesto 23 también mostré una buena actividad in vitro contra G.
intestinalis, y T. vaginalis equiparable y en algunos casos superiores a
los farmacos comerciales de referencia, resultando este compuesto

prometedor como buen agente antiparasitario,

® Se requiere de la prueba de inhibicion enzimatica con la TIM de E.

histolytica para comprobar el modo de acciéon del compuesto 23.

® Hace falta determinar la actividad de los compuestos precursores 22 y
11 contra los mismos parasitos y comparar su potencia con respecto al

compuesto hibrido 23.

® Se logro la sintesis de los intermediarios finales y de la molécula hibrida
esta ultima utilizando 1,1 carbonildiimidazol para dar un intermediario

muy reactivo que permitié la formacion del enlace carboxamida.
® Los compuestos sintetizados, tanto el compuesto final como los

intermediarios, se identificaron mediante la utilizacién de técnicas

espectroscépicas (IR, RMN) y espectrométricas (EM). También nos fue
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posible determinar para cada uno de ellos algunas de sus constantes
fisicas mas importantes (pf y Rf). En el caso del compuesto final
también se identific6 con RMN en 2D mediante el experimento HMBC,
con lo que se comprobd la unidon amidica entre el amino en la posiciéon 2
del bencimidazol y el acido carboxilico en la posicién 5 del otro

precursor bencimidazdlico.

Se logré adquirir conocimiento y experiencia en el campo de la sintesis
organica, elucidacion estructural y disefio de moléculas de interés

farmacéutico.

Los resultados obtenidos en este trabajo ya forman parte de la base de
datos de derivados bencimidazodlicos evaluados como antiparasitarios,
por lo que contribuyen a que en un futuro se conozcan los parametros

gue establecen la relacidn estructura-actividad de estos compuestos.
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10. ANEXO A. PARTE EXPERIMENTAL

10.1. Instrumentacion

% Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato marca

Blchi modelo B-540 mediante capilar y no estan corregidos.

% La evaporacion de los disolventes se realizd6 a presidon reducida
empleando un rotaevaporador marca Blchi modelo RE-114, con
vacio generado con una bomba marca GAST modelo 0523-V4F,
bafio de agua modelo B-480 y compresora VWR Scientific modelo
1107.

% La hidrogenacion catalitica se realizé empleando un hidrogenador
marca Parr modelo 3916 EG con 60 Ib/plg> y 500 cc como
capacidad, utilizando hidrégeno de tanque marca INFRA y como
catalizador Ni/Raney al 30% de marca Aldrich.

% Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un
espectrofotdmetro de transformada de Fourier, marca Perkin
Elmer modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro de potasio

(KBr), las sefiales se reportan en cm™.

% Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN
'H) se determinaron en un espectrometro marca VARIAN modelo
Unity Inova 300 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna y como disolventes DMSO-dg, CDCl3, y D,0 para
el intercambio de protones unidos a heterodtomos. Los

desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon

(ppm).
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% Los espectros de masas (EM) se determinaron por las técnicas
introduccion  directa (ID), de cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM), por impacto electréonico (70
e.V.) y/o bombardeo rapido de atomos (FAB*, por sus siglas en
inglés) en un espectrofotometro de masas marca JEOL, modelo
JMS-SX-102, acoplado a un cromatdgrafo de gases marca Hewlett
Packard, modelo 5890 Serie II.

10.2. Cromatografia

El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se
determinaron por cromatografia en capa fina (ccf) en placas de vidrio cubiertas
con gel de silice 60 F,s4 de marca Merck. La visualizacidn de los compuestos
organicos se realizd con una lampara de luz ultravioleta y por exposicion a

vapores de yodo.

Los sistemas de elucion utilizados para la cromatografia en capa fina se

enlistan en la siguiente tabla:

Tabla Sistemas de elucion utilizados para la ccf

Sistema| Composicion Proporcion
I CHCIl;/MeOH 95:5
II CHCIl3/MeOH 90:10
III CHCl3/MeOH 80:20
IV AcOEt/ Hexano 80:20
v Hexano/ AcOEt 85:15
VI Hex/CHCIl3/AcOEt 50:35:15
VII CHCIl3/MeOH 99.5: 0.5
VIII AcOEt /Acetona 90:10
IX CHCIl3/MeOH 98:2
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10.3. Procedimientos experimentales para la obtencion de los

precursores y compuestos finales.

10.3.1. 2,4-Diclorobenzoato de metilo (14)
(Esterificacion)

(CH3),S0,4

K,CO3, DMF

cl

En un matraz bola de 1 L con tres bocas, provisto con termémetro, columna
Vigreux y embudo de adicién se disolvieron 100 g (0.5235 mol) del acido 2,4-
diclorobenzoico (13), en 300 mL de DMF a 50 °C, posteriormente se
adicionaron 88 g (0.6367mol, 1.2 eq.) de K,COs; en suspensidon acuosa, se
verific6 que el pH fuera alcalino (7) y se agregaron, gota a gota mediante
agitacién constante, 72 mL (0.7852 mol, 1.5 eq.) de (CHs),S0O4, la mezcla se
dejé reaccionar a 60-65 °C hasta que la ccf mostrd el consumo total de la
materia prima (1 hora y 30 minutos). Después, la mezcla se vertié en agua; el
solido se separd por filtracion al vacio, se lavd repetidas veces con agua. Se
obtuvieron 106.6 g (99.30 % de rendimiento crudo) de un sélido amarillo claro
que en ccf mostrd una sola mancha. Se recristalizé 1 g de EtOH dando 0.97 g
de cristales amarillos brillantes (97.42 %) con un punto de fusion de 74.9-76.0
°C. En la ccf se obtuvo un Rf de 0.6 (Sistema V).

59



ANEXO A. PARTE EXPERIMENTAL

10.3.2. 2,4-Dicloro-5-nitrobenzoato de metilo (15)

(Nitracién)

HNO;

HZSO4 conc.

En un vaso de precipitado de 600 mL, acondicionado con termémetro, embudo
de adicion y sumergido en un bafio de hielo-sal, se disolvieron 106 g (0.5170
mol) de 2,4-diclorobenzoato de metilo (14) en 200 mL de acido sulflrico
concentrado. La adicion de HNO; se realizé lentamente gota a gota entre 5-10
°C aproximadamente durante 4 h; una vez agregado todo el acido la reaccién
se dejé 30 minutos mas en agitacién vigorosa. Una vez consumida la materia
prima, la mezcla se vertié sobre 600 mL de agua con hielo picado; el sélido
formado se separd por filtracion al vacio, se lavé con agua y se dejé secar con
el aire. Se obtuvieron 128 g (98.63 % de rendimiento crudo) de un sdlido
amarillo claro que en ccf mostré dos manchas. Se recristalizé todo de MeOH
dando 76 g (59.37 %) de cristales amarillos brillantes con un punto de fusién
de 61.2-62.0 °C. En la ccf se obtuvo un Rf de 0.5 (Sistema V).

10.3.3. 2-Cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7)

(Sustitucion Nucleofilica)

NO; CH3NHyHCI
K,CO3, MeOH

NHC
PM 244.5

En un reactor Parr se mezclaron 15 g (0.0614 mol) de 2,4-dicloro-5-
nitrobenzoato de metilo (15), 12.43 g (0.1842 mol, 3 eq.) del clorhidrato
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de metilamina, 16.97 g (0.1227 mol, 2 eq.) de K,CO5 y 250 mL de monoglima.
El reactor se cerré inmediatamente, la mezcla se calenté a 130 °C por una
hora, después se dejé enfriar; la solucidn se filtré al vacio para separarlo de las
sales, lavando éstas repetidas veces con monoglima. El disolvente se
concentrd en el rotavapor hasta llegar a /4 del volumen inicial. El sélido
formado se separd por filtracion al vacio, se lavdé con monoglima fria y se dejé
secar al aire. El producto crudo fue un sélido amarillo ocre, se obtuvieron
11.50 g del compuesto puro lo que dio un rendimiento del 76.60 %. En la ccf
de la reaccién se obtuvo un Rf de 0.45 (Sistema V). El producto no se

recristalizé. El punto de fusion no se pudo determinar.

10.3.4. 5-Amino-2-cloro-4-(metilamino)benzoato de metilo (8)

(Hidrogenacion catalitica)

Ni-Raney

Hy

NH
PM. 244.5

-

En un frasco de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 11.50 g (0.0454
mol) de 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7) y 5 g (30
%) de catalizador Ni-Raney, previamente lavado con H,O/MeOH, en 250 mL de
una mezcla de MeOH/AcOEt 150 mL/100 mL, el frasco se colocd en el
hidrogenador y se purgd mediante tres lavados de 30 Ib/in%. La reaccién se
llevd a cabo a temperatura ambiente durante 4 horas, consumiéndose 320
Ib/in?, la solucién translicida que se obtuvo se filtré en un Blichner con celita
para separar el catalizador; el filtrado se concentré en el rotavapor
obteniéndose 9.60 g de un aceite café transparente dando un rendimiento de
95.11 % y un Rf de 0.5 (Sistema II). El producto sin posterior tratamiento se

sometid a la siguiente reaccién.
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10.3.5. 6-Cloro-2-mercapto-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (9)

(Ciclocondensacion)

g COOCH; o o9
cl HsC._ N
o
KOH \>75H
—_—
NH, CS2 ci N
CH
NH 3
HsC~

PM 256.7

PM 214.5

En un matraz bola de 3 bocas de 500 mL se disuelvieron 9.60 g (0.0450 mol)
de 5-amino-2-cloro-4-(metilamino)benzoato de metilo (8) en 200 mL de
etanol a temperatura ambiente. Una vez en soluciéon se le adicionan 5.10 g
(0.09 mol, 2 eq.) de KOH disueltos en 12 mL de agua, posteriormente se
adicionaron 5.5 mL (0.090 mol, 2 eq.) de CS,. Terminada la adiciéon la mezcla
se calentdé a 60-65 °C a refluyjo moderado por 3 horas bajo atmdsfera de
nitrégeno. Una vez consumida la materia prima, la mezcla de reaccién se
verti6 en 500 mL de agua; después con agitacion magnética continua se
adiciond acido acético glacial al 20 % para ajustar el pH a 5. El sélido formado
se separo por filtracién al vacio y se lavé repetidas veces con agua. El producto
crudo fue un sélido de color crema, pesé 10.4 g (90.43 %) y su analisis por ccf
dio una sola mancha con un Rf de 0.44 (Sistema I). Todo el compuesto se
recristalizd de EtOH + 10 % de DMF obteniéndose 9.15 g de cristales blancos
muy finos con un rendimiento del 88 % cuyo punto de fusién fue de 256.8-
257.2 °C.
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10.3.6. 6-Cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (10)
(Metilacién)

N\>75|-| N\>7$CH3
N N
\ \

CH; CH;
PM 256.7 PM 270.71

En un matraz bola de 250 mL, provisto de termdmetro, embudo de adicidn,
atmésfera de nitrégeno y sumergido en un bafio de agua helada, se disolvieron
8 g (0.0310 mol) del compuesto 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9) en 100 mL de acetona. Después,
se adicionaron 2.10 g (0.037 mol, 1.2 eq) de KOH acuoso (1:1),
posteriormente a temperatura entre 3-10 °C, se adicionaron gota a gota 2.5
mL (0.0405 mol, 1.3 eq) de CH;l. Terminada la adicién, se dejé en agitacion
durante 3 horas. Una ccf mostrd la presencia de materia prima por lo que se
adiciond 0.3 mL (0.0048 moles) de CHsI a la misma temperatura, se dejo
reaccionar media hora mas, transcurrido este tiempo la ccf mostrd la ausencia
de materia prima, por lo que la reaccion se vertié en 250 mL de agua fria y se
neutralizdé con HCl al 20 %. El sélido formado se separd por filtracién a vacio y
se lavod repetidas veces con agua. El producto crudo fue un sdélido de color
beige que pesé 7.97 g (94.40 %), con un Rf de 0.5 (Sistema I). Se recristalizd
todo de EtOH dando 6.59 g de cristales blancos brillosos con un rendimiento
del 83.20 %, con un pf de 133.5-134 °C.
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10.3.7. Acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1-H-bencimidazol-5-
carboxilico (11)
(Hidrélisis)

:\\>7SCH3 :\\}scn3

CH; CH3
PM 270.71 PM 256.7

En un matraz bola de 3 bocas, acondicionado con termémetro, embudo de
adicién y condensador en posicidn a reflujo, se pusieron 7 g (0.0260 mol) del
compuesto 10 en 30 mL de MeOH. A temperatura ambiente se adicionaron 3 g
(0.0520 mol, 2 eq.) de KOH en solucién acuosa (1:1), se observd disolucion
total del sustrato en el medio de reaccidn. Posteriormente, la mezcla se calentd
a 65-70 °C por 3 horas. Después de consumida toda la materia prima, la
reaccién se vertié en 120 mL de agua y se acidulé con H,SO,4 al 20 % a pH de
4. El sélido formado se separd por filtraciéon a vacio, se lavd con agua y se
seco al aire dando 6.36 g (95.92 %) de un sdlido blanco que analizado por ccf
presentd una mancha con Rf = 0.48 (Sistema III). Todo el producto se
recristalizo de EtOH dando 5.74 g de cristales blancos brillantes con un
rendimiento del 90.20 %. el pf determinado fue de 290.5-291 °C.

10.3.8. 2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

(Esterificacion)

(CH;3),S0,

NaHCO3;, DMF
NO,

PM 201.56
PM 215.59
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En un matraz bola de 1 L con tres bocas, provisto con termémetro, columna
Vigreux y embudo de adicion se disuelvieron 75 g (0.3721 mol) del acido 2-
cloro-4-nitrobenzoico (1), en 225 mL de DMF a 50 °C, posteriormente se
adicionaron 62.55 g (0.7442 mol, 2 eq.) de NaHCOs; en suspension acuosa,
después de verificar que el pH fuera alcalino (7) se agregaron gota a gota,
mediante agitacion constante, 52.8 mL (0.5581 mol, 1.5 eq.) de (CH3),S0qy; la
mezcla se dejé reaccionar a 60-65 °C hasta que la ccf mostré el consumo total
de la materia prima (1 hora y 30 minutos). Después, la mezcla se vertié en
agua; el sélido se separd por filtracion al vacio, se lavd repetidas veces con
agua y se recristalizd en EtOH. El producto crudo fue un sélido amarillo claro,
pesd 79.02 g obteniéndose un rendimiento del 98.53 %, en este caso todo el
compuesto se recristalizé de EtOH dando 78.20 g de cristales amarillos
brillantes 97.40 % con un punto de fusion de 75.8-76.3 °C. En la ccf se obtuvo
un Rfde 0.70 (Sistema I).

10.3.9. 4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

(Hidrogenacion catalitica)

Ni-Raney

H,, MeOH

PM 215.59 PM 185.61

En un frasco de hidrogenaciéon de 500 mL se suspendieron 30 g (0.1392 mol)
de 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2) y 9 g (30 %) de catalizador Ni-
Raney, previamente lavado con H,O/MeOH, en 230 mL de MeOH el frasco se
colocd en el hidrogenador y se purgd mediante tres lavados con 30 Ib/in? de
hidrégeno. La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente durante 4
horas consumiéndose 718 Ib/in?; la solucién translicida que se obtuvo se filtré
en un Bichner con celita para eliminar el catalizador, el filtrado se concentré

en el rotavapor obteniéndose 13 g (50.42 %) de un sodlido blanco, se
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recristalizaron 2 g en MeOH/H,0 50:50 con bisulfito de sodio dando 1.97 g de
cristales blancos perlados, con un rendimiento de recristalizacién de 98.86 % y
un pf de 105-107 °C, el Rf = 0.50 (Sistema I).

10.3.10. 4-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

(Acetilacion)

cl NH,
PM 185.61 PM 227.64

En un vaso de precipitado de 250 mL, provisto de termdmetro, varilla de
agitacién y bafio de agua con hielo, se colocaron 13 g (0.0701 mol) de 4-
amino-2-clorobenzoato de metilo (3) y 50 mL de anhidrido acético; a la
mezcla, agitada vigorosamente, se agregaron unas gotas de H,SO, conc., La
temperatura subié espontaneamente, sin rebasar los 40 °C, Después de 20
minutos de reaccion, la mezcla se vertido en 300 mL de agua helada, el sélido
se separd por filtracion al vacio, se lavd a repetidas veces con agua, el
producto crudo fue un sélido blanco, una sola mancha en ccf, con un Rf = 0.39
(Sistema 1), el compuesto pesé 15 g con un rendimiento de 94.33 %. se
recristalizaron 2 g en tolueno dando 1.87 g cristales blancos con rendimiento
de 93.60 % y un pf de 109.0-112.0 °C.
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10.3.11. 4-Acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

(Nitracién con acido nitrico/acido sulfirico)

HNO;

HZSO4 conc.

HN

T

o
PM. 227.64

En un vaso de precipitado de 250 mL, acondicionado con termémetro, embudo
de adicién y sumergido en bafio de hielo con sal, se disolvieron 14 g (0.06150
mol) del 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) en 30 mL de H,SO4
concentrado, a temperatura entre 0-3 °C. Una vez disuelto el sustrato, se le
adicionaron poco a poco 10 mL de acido nitrico concentrado. La adicién de
HNOs; se hizo entre 3-5 °C (aproximadamente en 2 h). Después de este
tiempo, la ccf indicé el consumo total de la materia prima 4 y la formacién de
dos productos en relacidon 8:2 aproximadamente, por lo que la mezcla se verti
en 100 mL de agua con hielo picado. El sélido que precipito se separo por
filtracién al vacio, se lavo con agua y se dejo secar al aire, se obtuvieron 16 g
de la mezcla (95.41 %) de un sdlido amarillo claro. Se recristalizd todo el
producto crudo con AcOEt dando 12.92 g de cristales amarillos brillantes con
un rendimiento de 80.60 %, un Rf = 0.72 (Sistema I) y un pf fue de 139-139.5
°C.

10.3.12. N-(3,4-Diclorofenil)acetamida (17)

(Acetilacion)

16 17

NH; cl NHCOCH;
Ac,0 D/
—>

Cl
PM 162.02 PM 204.05
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En un vaso de precipitados de 50 mL, equipado con agitacién magnética y
termdémetro, se colocaron 7 mL de Ac,0. Dicho vaso de reaccién se enfrid por
medio de un bafio de hielo. Al anhidrido se adicionaron lentamente y con
agitacién constante 7.60 g (0.046 mol, 1.0 eq) de 3,4-dicloroanilina (16),
de tal forma que la temperatura no excediera los 70 °C. Una vez terminada la
adicién, la mezcla de reaccidon se agité por 10 minutos y después se
adicionaron 15 mL de H,0. El sdlido que se formd se pulverizd, se filtré y se
lavo con agua fria hasta pH neutro. Finalmente se secé al vacio. El producto
crudo se recristalizé con EtOH y se obtuvieron 9.10 g de cristales blancos de
17 con un punto de fusién de 121-122.8 °C y un rendimiento del 95.08%. El

s6lido mostro ser un solo compuesto con un Rf de 0.16 en el Sistema VI.

10.3.13. N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (18)

(Nitracién)

17 18

NHCOCH; Cl NHCOCH;3|
—_—
H2S04 conc. Cl NO,

PM 204.05 PM 249.05

En un vaso de precipitados de 4L, equipado con agitacion mecanica,
termdémetro y un bafio de hielo-sal, se colocaron 1000 mL de H,SO,4 conc. a los
cuales se les adicionaron poco a poco 290 g (1.421 mol, 1.0 eq) de N-(3,4-
diclorofenil)acetamida (17). La adicién se realizd de tal forma que la
temperatura de reaccidon no excediera 10 °C. Terminada la adicidon se gotearon
117.8 mL de HNOs; conc. a una temperatura entre 5-10 °C. La mezcla de
reaccién se dejé en agitacion por 15 minutos aproximadamente; luego que se
comprobd, por ccf, el completo consumo de la materia prima, la mezcla se
vertid sobre una cubeta de hielo-agua. El sdlido formado se separé mediante
filtracion al vacio, se lavd con agua repetidas veces hasta pH neutro y se dejo
secar al aire. El so6lido amarillo formado se recristalizd6 de MeOH/H,0 dando

307.94 g de cristales amarillos que mostraron ser un solo compuesto por ccf
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con Rf de 0.48 (Sistema VI) con un punto de fusiéon de 125.1-126 °C y un

rendimiento del 87%.

10.3.14. 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (19)
(Hidrélisis)

19

NHCOCH; cl NH,|
—_—
NO, Calor al NO,)

PM 249.05 PM 207.01

En un vaso de precipitados de 250 mL, equipado con agitacion magnética y
termdmetro, se colocaron 10 mL de H,SO, conc. y se adicionaron 10 g (0.040
mol) de N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (18). La mezcla se calentd
a 70-80 °C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se dejé enfriar hasta 45 °C
y se vertié sobre hielo-agua. El sélido amarillo-naranja formado se separé por
filtracién al vacio, se lavd repetidas veces con agua hasta pH neutro. El
producto se recristalizd de AcOH y se obtuvieron 6.64 g de cristales amarillo-
naranja con un Rf de 0.47 (Sistema VII) y punto de fusion de 178.7-179.1 °C

(rendimiento del 80%).

10.3.15. 4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (20)

(Sustitucion)

OH 20

cl o NH,)
+
NO, cl

Cl
PM 332.55

NO
PM 207.01

En un matraz redondo de 3 bocas de 125 mL, provisto de una barra magnética

de agitacion, refrigerante en posicion de reflujo y termémetro, se colocaron 3 g
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(0.0145 mol) de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (19), 3.3 g (0.0159 mol, 1.1 eq)
de 2,3-diclorofenol, 3.6 g (0.0217 mol, 1.5 eq) de K,COs; y 50 mL de
dimetilformamida (DMF). Dicha mezcla de reaccién se calentdé a 115 °C con un
bano de aceite a 125 °C (durante 7 h) bajo atmodsfera de nitrégeno. Mediante
ccf se verificd el fin de la reaccion. El matraz se dejo enfriar a temperatura
ambiente, La mezcla se se filtré al vacio para eliminar las sales formadas y se
evapord la DMF en el rotaevaporador. El liquido viscoso color café intenso
obtenido se suspendié en MeOH, se agitd y enfrid en un bafio de hielo-sal. A la
solucién metandlica se adicionaron aprox. 50 mL de H,0, la mezcla se agitd en
frio por 1 hora y se filtr6, se obtuvieron 4.64 g de un soélido color amarillo
(Rendimiento 96.15 %) que presentaba algunas impurezas segun lo que
mostré la ccf, por lo que se prosiguid con la recristalizacién de tolueno y
carbén activado. Se obtuvieron 2.5 g de cristales amarillos con un rendimiento
de 52 %, el pf fue de 150.3-151.7 °C y Rf de 0.52 (Sistema VII).

10.3.16. 4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina (21)

NH,
N| Raney :@:
NO, EtOH

(Hidrogenacion catalitica)

PM 332.55 PM 303.57

En una botella de hidrogenacién Parr de 500 mL se colocaron 20 g (0.0601
mol) de 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (20), 300 mL de
metanol y 6 g de catalizador Ni-Raney. El Ni-Raney se lavd previamente con
H,O y MeOH (2 veces con cada uno) y decantd. La botella se purgd tres veces
mediante la adicion-expulsién de 30 Ib/pulg® de hidrégeno. Finalmente, la
botella se llené con hidrégeno hasta 60 Ib/pulg®? y se agitd a temperatura
ambiente hasta que no se consumié mas hidrégeno (307 Ib/pulg® en 1 hora).
La mezcla de reaccidn resultante con un aspecto rosa fosforescente se filtré

sobre celita al vacio para eliminar el catalizador y se lavdé con MeOH. El filtrado
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se evapord hasta un volumen de aproximadamente 50 mL para usarse
inmediatamente, sin posterior tratamiento, en la siguiente reaccién. El

producto mostré un Rf de 0.5 con el Sistema IV.
10.3.17. [5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-ilJamina

(22)
(Ciclocondensacion)

22

BrCN o

N
MeOH

H

PM 303.57 PM 328.57

En un matraz bola de 1 L, adaptado con un condensador a reflujo se mezclaron
18.2 g (0.0601 mol) de 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina
(21) recién preparada y 240 mL de MeOH, la mezcla se agité bajo atmodsfera
de N, hasta disolucién total. A la solucién fria a temperatura ambiente se le
agregaron 8.3 g (0.0780 mol, 1.3 eq.) de BrCN (con toda la proteccién
pertinente para el uso de este Ultimo); luego se dejé reaccionar durante 1 h a
50 ©°C a reflujo, una vez transcurrido este tiempo se tomd una ccf y se observd
la presencia de materia prima, por lo que se adicionaron 2 g (0.0188 mol) mas
de BrCN y se dejé reaccionar 20 h mas con agitacidon constante y bajo
atmésfera de nitrégeno. Al siguiente dia la ccf mostrd el consumo total de la
materia prima; por lo que una vez acabada la reaccion, ésta se traté con 3.6
g (0.0902 mol, 1.5 eq.) de NaOH( y 2.8 g (15 %) de carbdn activado. La
reaccién se calentd a reflujo por 1*/, h mas. Al terminar el reflujo, la mezcla se
filtré por al vacio a través de celita y se lavé con un poco de MeOH caliente. El
MeOH que se colectd se concentrd en el rotavapor hasta un % del volumen, el
compuesto en MeOH se paso a un vaso de precipitado de 1 L y se calentd a 50
OC; posteriormente, se le adicionaron poco a poco 100 mL de agua caliente

precipitando un sélido rosa claro; pero al mismo tiempo se formé una resina de
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color naranja, por lo que se dejé asentar esta resina en el fondo y se decanté
con mucho cuidado el precipitado, éste se separd por filtracién al vacio, se lavd
con agua helada y se dejo secar; mientras que la resina se redisolvid en una
mezcla de AcOEt/MeOH caliente (50 °C), precipitando un sélido rosa-blanco
gue se separo por filtracion al vacio y se lavé con mezcla 50:50 de MeOH/H,0,
Tratamientos semejantes se le realizaron a las aguas madres obteniéndose un
solido color mamey. Finalmente se juntaron todas la aguas madres y se
concentraron en el rotavapor lograndose obtener 2 g mas de producto.

Solidos Cantidad
Rosa-lila 5.8205 g
Rosa-blanco 4.6044 g
Mamey 6.4037 g

El analisis por ccf de los sélidos obtenidos mostré que todos eran el mismo
producto por lo que en total se obtuvieron 18.83 g dando un rendimiento de
96.02 %. El producto se recristalizdé primero de H,O/DMF y luego de MeOH lo
que dio como resultado un polvo fino de color rosa-blanco de buena pureza. Se
obtuvieron 9.84 g de polvo fino (50.60 % de rendimiento) y el resto quedd
como un solido de color rosa-café. El punto de fusién del compuesto puro fue
de 206-208 °C, y su Rf de 0.49 en el Sistema III.
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10.3.18. 6-Cloro-N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-
il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (23).

(Molécula Hibrida, enlace carboxamida)

o

N o 12
)—schs & @) [ N\>*
N SCH
\ DMF v N >
CH; cl \
L CH, _

Cl 22
Cl N
DMF O:@[ SN,
Cl H

PM 256.7

PM 328.5
Nﬁ/
(o}

a 23
cl N N
N—NH CHs
ﬁi@lg c,

PM 567.2

SCH;

En un matraz de bola de 50 mL, acondicionado con un septum y un globo con
N, se colocaron, rapidamente y bajo condiciones anhidras, 0.5 g (0.0019 mol)
del acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1-H-bencimidazol-5-carboxilico
(11), 0.6 g (0.0037 mol, 1.9 eqg.) de 1,1- carbonildiimidazol. Después el
matraz se adaptd a un condensador de reflujo con una trampa de humedad; a
la mezcla de sélidos se adicionaron rapidamente 5 mL de DMF anhidra y se
dejé reaccionar bajo agitacion magnética constante a 88 °C durante 2 h,
después a 60 °C durante toda la noche. Al dia siguiente la ccf reveld el
consumo total de materia prima, por lo que se adicionaron 0.8150 g (0.0024
mol, 1.25 eq.) de [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-
ilJamina (22). La reaccion se calenté 3 h a 88 °C, luego a 60 °C por 48 h.
Pasado este tiempo se formd un precipitado de color blanco que en ccf mostré
una mancha principal. El sélido se separd por filtarcion al vacid y lavo repetidas
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veces con DMF fria hasta que el compuesto quedd puro. Se obtuvieron 0.657 g
(59.70 %) de un sdlido blanco, de las aguas madres se recuperaron 0.4 g
(36.36 %), de un solido color beige-hueso. El punto de fusidon del compuesto
final 23 fue > 300 °C y el Rf fue de 0.5 en el Sistema VIII.

A continuacién se anexan los desarrollos experimentales de algunos
intermediarios de los cuales su ruta sintética no se llevd a cabo 6 bien se

sintetizaron como alternativa a la propuesta para sintetizar 23.

10.3.19. 2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo

(Esterificacion)

NO,
(CH;3),S0,

NaHCO;, DMF

PM 201.56
PM 215.59

En un matraz bola de 1 L con tres bocas, provisto con termémetro, columna
Vigreux y embudo de adicion se disuelvieron 100 g (0.4961 mol) del acido 2-
cloro-5-nitrobenzoico, en 300 mL de DMF a 50 °C, posteriormente se
adicionan 83.40 g (0.9927 mol, 2 eq.) de NaHCOs en suspensién acuosa; se
verific6 que el pH fuera 7 y se agregaron gota a gota mediante agitacién
constante 70.40 mL (0.7441 mol, 1.5 eq.) de (CH3),SO,. La mezcla se dejo
reaccionar durante 1 hora y 30 minutos, tiempo en el que la materia prima se
consumio totalmente; después, se vertid en agua, se filtré al vacio, se lavd
repetidas veces con agua y se recristalizdé en EtOH.

El producto crudo fue un sélido amarillo claro, pes6 105.80 g obteniéndose un
rendimiento del 98.97 %, en este caso todo el compuesto se recristalizé de
EtOH dando 104.60 g de cristales amarillos brillantes 97.80 % con un punto de
fusion de 70.5-71.6 °C. En la ccf se obtuvo un Rf de 0.46 (Sistema VII).
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10.3.20. 5-Amino-2-clorobenzoato de metilo y 5-acetamido-2-

clorobenzoato de metilo

(Hidrogenacion catalitica y acetilacion)

CH3
HsCO _ Ni-Raney M H3CO Ac,0 H3co \H/
T H, MeOH

PM 215.59 PM 185.61 PM 227.64

En un frasco de hidrogenaciéon de 500 mL se suspendieron 25 g (0.1160 mol)
del 2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo y 7.5 g (30 %) de catalizador Ni-
Raney, previamente lavado con H,0O/MeOH, en 240 mL de MeOH; el frasco se
colocd en el hidrogenador y se purgé mediante la adicién-expulsién de 30
Ib/in?> de hidrégeno. La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante 3!/, horas consumiéndose 617 Ib/in’> de hidrégeno. La ccf mostré el
consumo total de la materia prima y un sélo producto con Rf de 0.5 (Sistema
IX). La solucidn translicida que se obtiene se filtra en un Blchner con celita, el
filtrado se recolecta en el rotavapor obteniéndose 19.80 g (92 %) de un sélido
blanco y un poco de aceite. Al mismo matraz se adicionaron 45 mL de
anhidrido acético con agitacion magnética vigorosa, sin que la temperatura
rebasara los 40 °C, por 20 min. Después de este tiempo, la ccf reveld la
formacion del producto acetilado, por lo que la mezcla de reaccion se vertid en
250 mL de agua con hielo y se agité durante 10 min. El sélido blanco que
precipitd se separd por filtracién a vacio, se lavo con agua y se dejo secar al
aire, el producto crudo con un Rf de 0.3 (Sistema IX) pesé 22.50 g (92.65 %).
1 g se recristalizdé de tolueno obteniéndose 0.93 g (93 % de rendimiento) de
cristales blancos. El pf determinado fue de 108.2-108.9 °C.
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10.3.21. Acido 2-cloro-4-metilamino-5-nitrobenzoico
(Hidroélisis)

R = COOCH3; +NHCOCH;

R NO,
NaOH o HO
Il MeOH/H,0
(o] NH

PM 244.5 c

NH
PM 230.5

En un matraz bola de 3 bocas, acondicionado con terméometro, embudo de
adicién y condensador en posicion a reflujo, se pusieron 11.30 g (0.0462 mol)
de la mezcla (1:1) de 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo
y 2-cloro-N-metil-4-(metilamino)-5-(nitrometil)benzamida en 30 mL de
MeOH y 30 mL de H,O. A temperatura ambiente, se adicionaron 3.70 g
(0.0925 mol, 2 eqg.) de NaOH en solucion acuosa (1:1), se observo disoluciéon
total del sustrato en el medio de reaccidén. Posteriormente, la mezcla se calentd
a 65-70 °C por 3 horas. Después de consumida toda la materia prima, la
reaccién se vertiéo en 120mL de agua y se aciduldé con H,SO,4 al 20 % a pH de
4, el sélido formado se separ6 por filtracion a vacio y se lavd con agua, se seco
al aire. Dando 10.42 g (97.87 %) de un sdélido amarillo canario que analizado
por ccf presentd dos manchas en proporcién 90:10 la mas grande con Rf =
0.15 y la otra con una Rf = 0.09 (Sistema I). El producto se lavd con y luego
se recristalizé de EtOH y un poco de DMF dando 8.91 g (85.6 %) de un sdlido
cristalino amarillo canario con un punto de fusion de 268.9-270 °C.

10.3.22. Acido 2-cloro-4-metilamino-5-aminobenzoico

(Hidrogenacion catalitica)
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NO,
H>

Ni-Raney
NHCH3
PM 230.5

En un frasco de hidrogenacién de 500 mL se suspendieron 5 g (0.1392 mol)
del acido 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoico y 1.5 g (30 %) de
catalizador Ni-Raney, previamente lavado con H,O/MeOH, en 200 mL de MeOH
el frasco se coloco en el hidrogenador y se purgd mediante tres lavados con 30
Ib/in®> de hidrégeno. La reaccidn se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante 12 horas consumiéndose 228 |b/in?; la solucidon obscura obtenida filtrd
en un Blchner con celita, el filtrado se recolecté en el rotavapor obteniéndose
4.17 g (95.86 %) de un sdlido violaceo, analizado por ccf presenté dos
manchas en proporcion 80:20 la mas grande con Rf = 0.28 y la otra con una
Rf = 0.045 (Sistema I).

10.3.23. Acido 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxilico

(Ciclocondensacion)

NH,

CS,, KOH

H,O/ EtOH

NHCH; c \
PM 200.6 PM 242.5 CH

En un matraz bola de 3 bocas de 250 mL se disolvieron 4.17 g (0.0208 mol) de
acido 2-cloro-4-metilamino-5-aminobenzoico en 45 mL de EtOH, a
temperatura ambiente. A la solucion se le adicionaron 2.34 g (0.0416 mol, 2
eq.) de KOH disueltos en 7.5 mL de agua, posteriormente 2.54 mL (0.0416
mol, 2 eq.) de CS,. Terminada la adiciéon la mezcla se calenté a 60-65 °C a

reflujo por 3 horas bajo atmdsfera de nitrégeno; después se agregaron 0.8 mL
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(0.0142 mol) de CS, y 50 mL de EtOH y se dejé durante 2 horas mas. Después
de este tiempo se agregaron 20 mL de una mezcla 1:1 de MeOH/H,0 mas 1.2
g (30 %) de carbdn activado, y se calenté a reflujo moderado durante 3 horas.
Una vez transcurrido este tiempo se filtr6 a vacio con celita y el disolvente se
concentré en el rotavapor hasta un volumen de 20 mL aproximadamente. Se
formd un solido de color rosa, se acidulé con AcOH glacial para ajustar el pH a
5 y se separd por filtracidon al vacio. En el fondo del matraz se formd también
una resina de color violeta la cual al secarse endurecié y se pudo moler. Se
obtuvo un sélido de color violeta que pesé 4.1 g (81 %), el cual se recristalizé
de EtOH con 20 % de carbdn activado dando 3.87 g (76.45 %) de un sdlido
rosa. El sélido rosa, el primer sélido que se obtuvo, pesd 0.83 g, se recristalizd
en MeOH con 20% de carbdn activado. Obteniéndose 0.44 g de cristales
blancos-rosados (8.7 %) del compuesto puro con un Rf = 0.46 (Sistema III),
con un punto de fusién de 308.6-309.7 °C.
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11. ANEXO B

11.1. Constantes

espectroscopicas Yy espectrométricas

de los

intermediarios y de la carboxamida final

2,4-dicloro-5-nitrobenzoato de metilo
(15)

COOCH;

cl

NO,

Cl

IR. Espectro 13, Pastilla (KBr) cm™: 3096
(C-H aromatico), 2958 (-CHs), 1708 (C=0 de
éster), 1599 y 1339 (Ar-NO;), 1272 (C-O de
éster), 1087 (C-Cl).

RMN 'H. Espectro 14, (TMS, CDCls;, ppm):
3.96 (s, 3H, -CO,CHs); 7.69 (s, 1H, H-3);
8.46 (s, 1H, H-6).

EM. EMIE m/z (% ar)
[asignacidon]: 249 (30) [M]*; 251 (18) [M]*%;
218 (100) [M-31]*; 172 (39) [M-77] *.

Espectro 15,

6-Cloro-2-mercapto-1-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo

(9)
(0]
a4
H3C\o N
-
cl N
7 \

IR. Espectro 16, pastilla (KBr) cm™: 3241
(S-H), 2948 (-CHs), 1702 (C=0 de éster),
1628 (C=N), 1245 (C=S), 1100 (C-O-CHs).
RMN 'H. Espectro 17, (DMSO-d¢, ppm):
3.83 (s, 3H, -CO,CHs); 3.62 (s, 3H, NCHs);
7.53 (s, 1H, H-7); 7.61 (s, 1H, H-4); 13.08
(s, 1H, int. con D)0, de la tiona)
EM. Espectro 18, EMIE m/z
[asignacion]: 256 (100) [M]*;
[M]*2; 225 (70) [M-31]".

(% ar)
258 (35)

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

(10)
(o]
4
H3C\° N
\>75cm,
cl > N\

IR. Espectro 19, pastilla (KBr) cm™: 3007
(C-H aromatico), 2949 (-CHs), 1717 (C=0 de
éster), 1616 (C=N), 1270 (SCHs y NHs),
1200 (C-O-C de éster).

RMN 'H. Espectro 20, (DMSO-ds, ppm):
2.72 (s, 3H, SCHs); 3.84 (s, 3H, -CO,CHs);
3.66 (s, 3H, NCH3); 7.74 (s, 1H, H-7); 7.93
(s, 1H, H-4).

EM. Espectro 21, EMIE m/z

(% ar)
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[asignacion]: 270 (100) [M]";
[M]*2; 239 (69) [M-31]".

272 (46)

Acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol-5-carboxilico (11)

(o)
H 4
\o N\
>7SCH3
N
a” N |

IR. Espectro 22, pastilla (KBr) cm™: >3000
(HO-), 1698 (C=0 de
éster), 1615 (C=N), 1266 (SCHs).

RMN 'H. Espectro 23, (DMSO-ds, ppm):
2.72 (s, 3H, SCH5); 3.66 (s, 3H, NCH;); 7.71
(s, 1H, H-7); 7.93 (s, 1H, H-4);
EM. Espectro 24, EMIE m/z
[asignacion]: 256 (100) [M]*;
[M]*2; 223 (77) [M-33]".

(C-H aromatico),

(% ar)
258 (36)

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

H3CO 5

cl NO,

IR. Espectro 1, pastilla (KBr) cm™: 3099
(C-H aromatico), 2965 (-CHs), 1720 (C=0),
1528 y 1356 (Ar-NO;), 1297 (C-0), 1046 (C-
cl).

RMN 'H. Espectro 2, (TMS, Acetona-ds,
ppm): 3.967 (s, 3H, -CO,CHs); 8.089 (dd,
Jo=8.4 Hz, Jp=0.3 Hz, 1H, H-6); 8.302 (dd,
Jo=8.4 Hz, Jm=2.1 Hz, 1H, H-5); 8.362 (dd,
Jm=2.1 Hz, Jp=0.3 Hz, 1H, H-3).

EM. EMIE m/z (% ar)
[asignacion]: 217 (35) [M]*?; 215 (40) [M]*;
184 (100) [M-31]".

Espectro 3,

4-Amino-2-clorobenzoato de metilo

(3)

H3CO 5

cl NH,

IR. Espectro 4, Pastilla (KBr) cm™: 3427,
3337 y 3223 (Ar-NH,), 3003 (C-H
aromatico), 2952 (-CH3), 1702 (C=0), 1264
(C-0), 1043 (C-Cl).

RMN 'H. Espectro 5, (TMS, CDCls;, ppm):
3.862 (s, 3H, -CO,CH3); 4.104 (s, 2H, int.
D,0, NH,); 6.523 (dd, Jo=8.4 Hz, Jm=2.1
Hz, 1H, H-5); 6.696 (d, Jm=2.4 Hz, 1H, H-
3); 7.775 (d, Jo=8.7 Hz, 1H, H-6).

EM. Espectro 6, EMIE m/z

(% ar)
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[asignacién]: 187 (32) [M]*?; 185 (60) [M]™;
154 (100) [M-31]*; 126 (11) [M-59] *.

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

H3;CO 5

Cl NHCOCH3;

IR. Espectro 7, Pastilla (KBr) cm™: 3263 y
1592 (NH), 3107 (C-H aromatico), 2947 (-
CH3), 1725 (C=0 de éster), 1677 (N-C=0),
1251 (CO de éster), 1045 (C-Cl).

RMN 'H. Espectro 8, (TMS, CDCls;, ppm):
2.208 (s, 3H, -COCHs); 3.910 (s, 3H, -
CO,CHs); 7.490 (dd, Jo=8.4 Hz, Jm=2.1 Hz,
1H, H-5); 7.714 (d, Jm=1.8 Hz, 1H, H-3);
7.820 (sa, 1H, int. DO, -NH-); 7.846 (d,
Jo=8.7 Hz, 1H, H-6).

EM. EMIE m/z (% ar)
[asignacidon]: 229 (33) [M]*%; 227 (56) [M]*;
185 (88) [M-42]%; 154 (100) [M-73]*.

Espectro 9,

4-Acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato

de metilo (5)
o
6
NO,
H3CO
cl NHCOCH;

IR. Espectro 10, Pastilla (KBr) cm™: 3343 vy
1612 (NH), 3091 (C-H aromatico), 2953 (-
CHs3), 1732 (C=0 de éster), 1715 (N-C=0),
1567 y 1336 (Ar-NO,), 1293 (C-O de éster),
1122 (C-Cl).

RMN 'H. Espectro 11, (TMS, CDCls;, ppm):
2.334 (s, 3H, -COCHs); 3.960 (s, 3H, -
CO,CHs); 8.827 (s, 1H, H-3); 9.058 (s, 1H,
H-6); 10.523 (s, 1H, int. D,O, -NH-).

EM. EMIE m/z (% ar)
[asignacion]: 274 (35) [M]*%; 272 (17) [M]*;
230 (100) [M-42]%; 226 (20) [M-46] *; 199
(76) [M-73]".

Espectro 12,

4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
nitroanilina (20)

IR. Espectro 31, (KBr) en cm™: 3468,
3348 (Ar-NH,), 3172 (Ar-H), 1623, 1560 (Ar-
NO,), 1496 (Ar-H), 1377, 1321 (C-NO,),
1242 (C-0-C), 1030 (C-Cl), 798 (NO,), 460
(C-Cl).
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RMN *H. Espectro 32, (CDCl3;, ppm): 5.197
(s, 1H, H-6); 6.091 (s, 2H, Ar-NH,); 7.082
(dd, 1H, H-12, J = 8.2 Hz); 7.294(t, 1H, H-

¢ . 11, J = 8.2 Hz); 7.431 (dd, 1H, H-10, J =

cl o NH: 8.4 Hz); 8.284 (s, 1H, H-3).
10 12 :@: EM. Espectro 33, EMIE m/z (% ar)
Z Z NO, [asignacion]: 332 (10) [M]*; 262 (100) [M-
70]*; 251 (33) [M-81]*; 216 (10) [M-

116]*; 131 (11) [M-201]*; 125 (13) [M-
2071%; 109 (10) [M-223]*.

IR. Espectro 34, (KBr) en cm™: 3077 (Ar-
NH,), 2735 (Ar-H), 1694 (C=N), 1448 (Ar-
H), 1102 (C-0-C), 1022 (C-Cl).
cl RMN 'H. Espectro 35, (DMSO, ppm): 7.10
cl o 4 N (s, 1H, H-4); 7.44 (s, 1H, H-7); 6.68 (dd,
1H, J = 8 Hz, H-13); 7.25 (t, 1H, J = 8 Hz,
1 1;:@:'“%””2 H-12); 7.36 (dd, 1H, J = 8 Hz, H-11); 7.91
12 7 H (s, 2H, Ar-NH,);
EM. Espectro 36, EMIE m/z (% ar)
[asignacion]: 327 (60) [M]*; 329 (56) [M]*?%;
257 (100) [M-701*; 182 (36) [M-145]".

[5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-2-il] amina (22)

6-Cloro-N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (23)

Cl " o
c_ A 16 0 12 10 y
18 \9 8
>7NH
21
19 15 °N
20 ClI~ 13 1 H

a4

SCH3

IR. Espectro 37, (KBr) en cm™: 3357, 3142 (NH), 2981, 2847 (CHs-H), 1670 (C=0),
1586 (C=C), 1127 (C-Cl).

82




ANEXO B

RMN !H. Espectro 38, (DMSO, 400 MHz, 8 ppm): 3.024 (s, 3H, -SCH5); 3.934 (s, 3H, -
NCH;); 7.105 (s, 1H, H-11 ); 7.838 (s, 1H, H-7); 7.904 (s, 1H, H-14); 8.186 (s, 1H, H-
4); 6.954 (dd, 1H, H-21, J = 8 Hz); 7.227 (t, 1H, H-20, J = 8); 7.357 (dd, 1H, H-19, J =
8 Hz); 7.463 (s, 1H, NHC;s5); 8.624 (s, 1H, NHCO)

RMN '3C. Espectro 39, (DMSO, 100 MHz, & ppm): 15.317 (SCHs); 33.191 (NCHs);
168.609 (C=0); 160.050 (C-1); 138.609 (C-2); 121.164 (C-9); 154.320 (C-16);
127.427 (C-17); 137.179 (C-18); 131.255 (C-13); 133.101 (C-3); 117.621 (C-12);
120.831 (C-21); 128.929 (C-6), 129.294 (C-19).

EMFAB™*. Espectro 40, m/z (% ar) [asignacidon]: 566 (3.9) [M]*?; 568 (5.3) [M]*%; 570
(2.8) [M]*%; 572 (0.7) [M]*®.

IR. Espectro, pastilla (KBr) cm™: 3109 (C-H
aromatico), 2958 (-CHs3), 1731 (C=0), 1525
y 1349 (Ar-NO,), 1311 y 1252 (C-0), 1047

2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo

o (C-Cl).
. RMN 'H. Espectro, (DMSO, ppm): 3.90 (s,
NO> 3H, -CO,CHs); 7.865 (d, J = 9 Hz, 1H, H-3);
H3CO
. 8.36 (dd, Jo = 9 Hz, Jp = 3 Hz, 1H, H-4);
cl 8.555 (d, Jm = 3 Hz, 1H, H-6).

EM. Espectro, EMIE m/z (% ar)
[asignacidon]: 217 (6) [M]*%; 215 (20) [M]*;
184 (100) [M-31]".

IR. Espectro, Pastilla (KBr) cm™: 3347 y
5-acetamido-2-clorobenzoato de 1536 (NH), 3116 (C-H aromatico), 2956 (-
metilo CHs), 1713 (C=0 de éster), 1604 (N-C=0),
1301 (CO de éster), 1050 (C-Cl).
o RMN 1H. Espectro, (DMSO, ppm): 2.04 (s,
6 N CH; 3H, -COCHs); 3.84 (s, 3H, -CO,CHs); 7.475
H3CO T (d, Jm = 9 Hz, 1H, H-3): 7.72 (dd, Jo = 12
4 o Hz, Jp = 3 Hz 1H, H-4); 8.085 (d, Jm = 3
3 Hz, 1H, H-6); 10.25 (sa, 1H, int. D,0O, -NH-).
EM. Espectro 27, EMIE m/z (% ar)
[asignacidn]: 229 (8) [M]*?; 227 (25) [M]F;
185 (100) [M-42]*; 154 (69) [M-73]*.

Cl
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11.2. Espectros
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3000
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2000
cm-1

1500
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12727

—
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Espectro 1. IR de 2,4-Dicloro-5-nitrobenzoato de metilo (15)
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Espectro 2. RMN H de 2,4-Dicloro-5-nitrobenzoato de metilo (15). CDCl;
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