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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias en seres humanos y animales, tanto
domeésticos como silvestres, constituyen uno de los problemas mas serios de
salud a nivel mundial, principalmente en paises en via de desarrollo. La frecuencia
mundial de las distintas parasitosis intestinales es alta, especialmente en zonas
geograficas donde las condiciones ecologicas favorecen la persistencia de los
parasitos. Entre los parasitos que se han aislado con mas frecuencia se
encuentran: Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides,

Trichomonas vaginalis, Taenia en sus especies saginata y solium.

Las caracteristicas socioecondmicas poblacionales como la pobreza, la ignorancia
y la deficiente infraestructura son factores que comparten los paises en vias de
desarrollo, y que en América Latina no han presentado modificaciones importantes
en los ultimos 50 afios. Esto incide de manera drastica sobre la salud, disminuye

la esperanza de vida al nacimiento y la productividad de millones de personas.

En la Republica Mexicana, las parasitosis intestinales son una de las principales
causas de morbilidad, ya que el pais presenta las caracteristicas geograficas
anteriormente descritas y zonas de poco desarrollo socioecondmico, lo cual facilita
la presencia de enfermedades parasitarias en diversas regiones. Se calcula que
las parasitosis intestinales producen la pérdida de aproximadamente 1.6 millones

de afios de vida potencial.

Cabe destacar que las parasitosis tienen como principal factor coman, decisivo
para su existencia y difusién, un alto grado de “fecalismo ambiental”’, el cual
sumado a las carencias en el saneamiento y deficiente abastecimiento de agua
potable, propician que tanto agua como alimentos tengan un alto indice de

contaminacion.
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Para controlar casi todas las parasitosis causadas por helmintos y protozoarios, la
quimioterapia sigue siendo el método mas eficaz y barato. En el caso particular de
las helmintiasis, los farmacos mas empleados son los derivados bencimidazol 2-
carbamato de metilo (BC), como el Mebendazol y el Albendazol, los cuales han
demostrado tener alta eficacia y un amplio espectro de accion; sin embargo, su
baja solubilidad en agua reduce su capacidad de absorberse, y por tanto
compromete su eficacia en infecciones de tipo sistémicas. Lo anterior aunado a la
generacion de cepas resistentes a los derivados del bencimidazol, como el caso
de Fasciola hepética resistente al triclabendazol, han sido motivos para que en
esta tesis se aborde la busqueda de nuevos agentes antiparasitarios que cuenten
con un mayor espectro terapéutico, mejores propiedades farmacodinamicas

intrinsecas, menor toxicidad y bajos costos de produccion.



MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO

2.1 Parasitosis en México

Se sabe que a través de los tiempos las enfermedades parasitarias han
producido mas muertes y dafio econdmico a la humanidad que todas las guerras
juntas.'Este tipo de padecimientos se presenta en Ssu mayoria como
multiparasitosis, las cuales se ven favorecidas en los climas tropicales, pobres
condiciones socioecondmicas, deficientes instalaciones sanitarias, malos habitos
de higiene y alimentacién inadecuada. La amebiasis, helmintiasis, ascariasis,
giardiasis y oxiuriasis son las enfermedades mas frecuentes, con tasas/100,000
habitantes tan altas como >1,500 para el caso de la amebiasis en sus diferentes
formas clinicas.” En el 2008 la OMS inform6 que la mayoria de los nifios en paises
en via de desarrollo estan infectados con gusanos intestinales, afectando a 2.000

millones de personas en todo el mundo.®

En los paises en vias de desarrollo y con climas tropicales, como México,
alrededor de cinco millones de mexicanos son portadores asintomaticos de
pardsitos, lo que lo ubica como una de las naciones con mas alto indice de
parasitosis en el mundo (SSA).**En el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

las helmintiasis constituyen la sexta causa de demanda de consulta.®

La Direccién General de Epidemiologia (DGEPI) permite conocer los datos de
incidencia de este tipo de enfermedades. En la Grafica 1 se muestra la incidencia
de distintas parasitosis en los Ultimos 3 afios.” Se puede observar una ligera
disminucién en la tasa de morbilidad, lo cual esta relacionado con la mejora de las
condiciones basicas de la vivienda, disponibilidad de drenaje, excretas y agua
potable, asi como en educaciéon.® Sin embargo, a pesar de los programas de
desparasitacion periodica y las mejoras anteriores, aun se reporta un gran numero
de casos de parasitosis que ocupa uno de los primeros lugares como causa de

morbilidad y mortalidad en la poblacion infantil. Esto podria deberse al mal uso de
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los antiparasitarios o la falta de seguimiento del tratamiento por parte del paciente,
lo cual se ve reflejado en un aumento de resistencia por parte del parasito frente a
los farmacos antiprotozoarios y antihelminticos.®
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Grafica 1. Incidencia de infecciones intestinales reportadas en México hasta el
afio 2010.

2.2 Protozoosis

2.2.1 Amebiasis

La amebiasis es causada por el protozoario Entamoeba histolytica. Se encuentra
practicamente en todos los paises del mundo, constituyendo la tercera parasitosis
causante de muerte.'®* E. histolytica ocasiona una enfermedad invasiva intestinal
y extraintestinal en 48 millones de personas. Los grupos que presentan mayor
susceptibilidad son los lactantes, preescolares y escolares.””’La parasitosis se
adquiere al ingerir los quistes, que corresponden a la fase infectante para el

humano.***" La infeccién se adquiere principalmente por la via oral al ingerir agua



MARCO TEORICO

o alimentos contaminados con los quistes. Cuando se ingiere el quiste, éste viaja
por el aparato digestivo hasta el ileon, donde desenquista, originando un
protoplasto desnudo tretranucleado que da lugar a ocho trofozoitos
metaquisticos,™ los cuales migran al intestino grueso donde se alimentan, crecen y
se reproducen. Los trofozoitos invaden la mucosa intestinal y producen desde
sintomas leves hasta disenteria grave. Cuando el parasito ha invadido el epitelio
intestinal puede diseminarse a través de la sangre, originando lesiones extra
intestinales, principalmente en higado y con menor frecuencia en pulmon, cerebro,
piel, érganos genitales, bazo y rifién.*** Los trofozoitos pueden enquistarse, salir al
ambiente con las heces y contaminar agua y alimentos para infectar nuevamente a

otros individuos, completando asi su ciclo de vida (Figura 1).

El diagnostico de la amebiasis intestinal sigue siendo a través de la identificacion
del parasito en las heces fecales mediante la realizacibon de un examen
coproparasitoscopico o por histopatologia en tejidos;" asi como ensayos de PCR

o ELISA gue permiten diferenciar a E. histolytica de otras especies.

El tratamiento de la amebiasis intestinal es fundamentalmente quimioterapéutico, a
base de medicamentos de variada estructura quimica, como las quinoleinas, la
diloxanida, el sulfato de paromicina, las quinfamidas, la emetina, la

dehidroemetina, la cloroquina, el metronidazol y sus derivados.*
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A = Forma infectante
A\ = Forma diagnéstica

Elmnacion en
* Colonizacidn no invasiva
[7] = Enfermedad intestinal
= Enfermedad extraintestinal

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.™

2.2.2 Giardiosis

La giardiosis es una enfermedad parasitaria causada por el protozoario Giardia
intestinalis. Constituye la enfermedad parasitaria mas comudn en el mundo y de
gran importancia epidemioldgica y clinica por su alta prevalencia y patogenicidad,
fundamentalmente entre la poblacién infantil.’*** La frecuencia de esta parasitosis
en México es variable debido a que alrededor de un 60% de los pacientes adultos
infectados son asintomaticos.****> Sin embargo, la infeccién puede causar graves
trastornos intestinales, como diarrea cronica, nausea, esteatorrea, distension
abdominal, flatulencia y mala absorcion (incapacidad para absorber sustancias
esenciales como caroteno, glucosa, xilosa, lactosa, acido félico, vitaminas A y
B12); generando sindrome de talla y peso.*™@ La transmisiébn es

fundamentalmente fecal-oral, por contacto con personas infectadas, por el
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consumo de aguas o alimentos contaminados con quistes, por via sexual, sobre

todo entre la poblacion homosexual.™

G. intestinalis presenta dos formas morfoldgicas: el trofozoito o forma movil y el
quiste. El primero presenta una morfologia piriforme, tiene una cara dorsal
convexa y una ventral plana, esta ultima constituye el disco ventral o de adhesion.
Posee 2 nucleos dispuestos a los lados de la linea media y cuatro pares de
flagelos que salen de los blefaroplastos (Figura 2a). El quiste es una estructura
ovalada mas pequefia.*? Este constituye la fase infectante, ya que al ser ingerido
por un huésped se desenquista en el duodeno y libera 2 trofozoitos, los cuales se
adhieren a la superficie del epitelio intestinal del duodeno y el yeyuno mediante el
disco ventral.’® En esta region el trofozoito toma los nutrientes para su
supervivencia y proliferacion, especialmente aquellos que no es capaz de
sintetizar, como el colesterol. Los trofozoitos se dividen en el intestino delgado
mediante un proceso de fision binaria.”* Algunos trofozoitos que no se adhieren
son arrastrados a las porciones bajas del intestino donde comienza el proceso de
enquistamiento para posteriormente ser excretados con las heces, pudiendo ser

ingeridos de nuevo por otro huésped para reiniciar su ciclo biolégico,™ (Figura 2b).

El diagnostico se realiza mediante la Identificacion de quistes caracteristicos en
heces, por medio de un analisis coproparasitoscopico. También puede realizarse
un estudio de deteccibn de antigenos de G. intestinalis por métodos

inmunoldgicos.***

Los nitroimidazoles utilizados en el tratamiento de la infeccién por G. intestinalis
incluyen al metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol. Siendo los 2 primeros
los que han demostrado una mayor actividad in vitro. También pueden ser

utilizados farmacos como la furazolidona o la quinacrina.™
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(@) (b)

imanos/fomites con quistes

Los trofozoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Forma infectante A

A = Forma diagnéstica A Quiste

15kY XS-.080 . Serm OBBR18

FIGURA 2.(a) Morfologia de Giardia intestinalis.” ‘)Ciclo biolégico de Giardia
intestinalis.*®

2.2.3 Tricomoniosis

Trichomonas vaginalis es el protozoario causante de la tricomoniosis urogenital, la
cual es frecuente en grupos de mujeres donde la higiene es deficiente. Es la
enfermedad de transmision sexual (ETS) no viral mas importante en el mundo, con
una incidencia anual de mas de 170 millones de casos.'*®* También se ha
relacionado este padecimiento con cancer cervical, enfermedad inflamatoria
pélvica atipica e infertilidad. Asi como con el aumento en la predisposicion a la
infeccién con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).*

Este protozoario posee un cuerpo piriforme o redondeado, mide de 7 a 30 micras
de largo por 4 a 15 de ancho. El cuerpo del parasito tiene una membrana
ondulante, mas pequefia que la de otras especies, y presenta 5 flagelos (Figura
3a).”
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T. vaginalis solo existe como trofozoito, ya que carece de un estadio de quiste.
Generalmente se transmite de persona a persona por contacto sexual y se
establece en la mucosa vaginal, uretra femenina o masculina y prostata (Figura
3b). Se reproduce por fisién binaria.” Una alta proporcion de mujeres con
Trichomonas en la vagina son asintomaticas, puede haber molestias, pero llegan a
desaparecer espontaneamente aun cuando persista el parésito. Los sintomas son
vaginitis y wvulvitis, con secrecion que al principio es clara y espumosa,
posteriormente adquiere aspecto verde o gris, lechoso o purulento y que puede o
no ser fétido.* Estas molestias son incomodas, la leucorrea suele acompaifarse
de prurito y dolor dando lugar a infecciones bacterianas secundarias, insomnio,
dispareunia y a veces anafrodisia. En algunos casos puede haber sintomatologia

del aparato urinario como disuria.™

El diagnostico se realiza mediante la exploracion y medicién del pH del exudado
vaginal y por métodos inmunoenzimaticos.”*** Aunque existen preparaciones
vaginales disponibles en el mercado, éstas solo eliminan los sintomas pero no al
parasito. Los nitroimidazoles son los farmacos de eleccion para el tratamiento de

la tricomoniosis, entre ellos el metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol.**

(@) (b)

transmizion sexual

A= faze infectarte
A= fase diagndstica

Trichomanas vaginals
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2.3 Farmacos antiparasitarios

Actualmente se dispone de un amplio numero de farmacos para el tratamiento de
las infecciones por protozoarios y helmintos. Sin embargo, algunos de ellos, como
los nitroheterociclos, han estado en el mercado por mas de 40 afios; lo anterior,
aunado al uso indiscriminado y severos efectos secundarios que originan el
abandono del tratamiento, ha llevado a la generacion de cepas resistentes. De ahi
la necesidad de obtener nuevos o mejores farmacos antiparasitarios para combatir
infecciones tales como la cisticercosis, filariasis, leishmaniasis, triquinelosis y
tripanosomiasis.”® Esto hace que el tratamiento de muchas de estas enfermedades

constituya hoy en dia un grave problema de salud en el mundo.*

Los farmacos antiparasitarios se dividen en luminales, tisulares y mixtos; los
cuales tienen actividad contra las diferentes especies de protozoarios intestinales

patdgenos y no patégenos para el hombre.?

— Dentro de los antiparasitarios luminales se encuentran aquellos que actian
sobre los parasitos del lumen intestinal, tales como la paramomicina, el
yodoquinol, furoato de diloxanida, quinacrina y dicloroacetamida, entre

otros.??®

— Dentro de los antiparasitarios tisulares estan la emetina, dehidroemetina,
cloroquina, quinina, quinidina, mefloquina, primaquina, atovacuona,
inhibidores de la sintesis de folatos, pentamidina, estibogluconato sédico,

nitazoxanida.*®

— Dentro de los antiparasitarios mixtos que actuan tanto en el lumen intestinal
como en los tejidos estan el metronidazol y los derivados de los

nitroheterociclos.?

10
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Figura 4. Algunos farmacos antiparasitarios.

2.3.1 Bencimidazoles como agentes antiprotozoarios

Los bencimidazol 2-carbamatos (BZC) son los principales agentes terapéuticos
utilizados en el tratamiento de las infecciones causadas por los helmintos. Entre
los mas empleados se encuentran el Albendazol, Mebendazol y Tiabendazol
(Tabla 1).”® Todos presentan un amplio espectro de acciéon antiparasitaria, baja
toxicidad, y debido a su baja solubilidad y absorcion han sido usados exitosamente
para tratar infecciones a nivel gastrointestinal. Sin embargo, las infecciones

sistémicas requieren de altas dosis por largos periodos de tiempo.”’

El uso de estos agentes estuvo limitado al tratamiento por excelencia de las
infecciones causadas por los helmintos y hongos; sin embargo, estudios recientes
han demostrado que los BZC tales como el Albendazol, Mebendazol, Flubendazol
y Fenbendazol inhiben el crecimiento in vitro de Trichomonas vaginalis y G.
intestinalis. Incluso se ha demostrado que contra G. intestinalis el Albendazol es
tan efectivo como Metronidazol, el farmaco de eleccion en el tratamiento de la

giardiasis, pero no es efectivo contra E. histolytica ni Leishmania donovani.?®**°
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Tabla 1. Bencimidazoles utilizados en el tratamiento de las helmintiasis

FARMACO

N N
N S
\
H
Tiabendazol

S
HSC/\/ N\
| >*N HCO,CH3
N
\
H

Albendazol*
(o]

N
(T UL weosn
N
\
H

Mebendazol*

S N
©/ \©:\>—NHCOQCH3
N
\
H

Fenbendazol

o}
N
| \>—NHCOZCH3
N
- \
H

Flubendazol

NOMBRE
REGISTRADO
Mintezol®

Tibenzol®

Albenza®

Valbazen®

Telmin®
Equiverm Plus®

Vermox®

Panacur®

Flutelmium®

Flumoxal®

EMPRESA
FARMACEUTICA

Merck Sharpe and
Dohme

Merck Sharpe and
Dohme

GlaxoSmithKline

SmithKline

Crown Chemicals
Crown Chemicals

Janssen

Hoechst

Janssen

Janssen

uso

Antihelmintico
en humanos

Antihelmintico
veterinario

Antihelmintico
en humanos

Antihelmintico
veterinario

Antihelmintico
veterinario
Antihelmintico
veterinario
Antihelmintico
en humanos

Antihelmintico
veterinario

Antihelmintico
veterinario

Antihelmintico
en humanos

Aunque los farmacos actuales para el tratamiento de la amebiasis y la giardiosis

son efectivos, la mayoria de éstos presentan efectos secundarios importantes que

limitan su uso. Teniendo en cuenta los efectos secundarios y la falta de actividad

de los BZC contra E. histolytica, hay una necesidad urgente de nuevos agentes

terapéuticos para el tratamiento de estas parasitosis.?®
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2.3.2 Mecanismo de accion de los bencimidazoles

Los microtubulos son estructuras tubulares que se encuentran en casi todas las
células eucariotas. Consisten de proteinas globulares conocidas como
protofilamentos. Cada microtubulo se forma de 13 protofilamentos ensamblados a
partir de blogues diméricos consistentes de una tubulina a y una B.*** Los
microtubulos son esenciales para la célula ya que ayudan a mantener la forma
celular y su organizacién interna; permiten el transporte de vesiculas,
mitocondrias, lisosomas, cromosomas Yy otros filamentos; forman parte del huso
mitético y constituyen el centro de cilios y flagelos. Estas estructuras existen en un
estado dinamico en el que el ensamble y desensamble de las subunidades

solubles esta en balance.*

Es en el monémero de la B-tubulina en donde los bencimidazoles parecen
interaccionar; sin embargo, la naturaleza del sitio de union sigue sin ser
caracterizado. La union se presenta con gran afinidad de manera pseudo-
irreversible, siendo mucho mayor en el caso de los helmintos en comparaciéon con

la tubulina de los mamiferos.*

En tales sistemas, la interacciéon del bencimidazol con la tubulina resulta en la
pérdida neta de los microttibulos y la acumulacién de tubulina libre.* Esto produce
dos efectos principales que sugieren una accion en el sistema microtubular de
estos gusanos: 1) El bloqueo del movimiento de vesiculas en las células

secretoras, y 2) La pérdida de los microttbulos citoplasmaticos estructurales.®

La presencia de un numero de mutaciones naturales en la B-tubulina se ha
asociado con la resistencia a los BZC en parasitos. Algunos ejemplos son el
cambio en la fenilalanina 200 por tirosina, la fenilalanina 167 por tirosina o histidina

y la alanina 165 a Valina.*

Otros mecanismos de acciéon de los antihelminticos bencimidazélicos son la
inhibicion del metabolismo de la glucosa y la produccion de energia, a través de la
inhibicion de la enzima fumarato reductasa, lo cual detiene el suministro

energético conduciendo a la paralisis. Esta enzima es Unica en los parasitos, lo
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que proporciona un buen blanco de accion para el disefio de nuevos
antiparasitarios. También interfieren con la via energética inhibiendo la malato
deshidrogenasa (MDH) citoplasmica y mitocondrial. Los antihelminticos
bencimidazolicos pueden perturbar gravemente el gradiente de protones
transmembranal, lo que conduce a una disminucion considerable en los niveles

celulares de ATP.*

Se cree que la inhibicion de la absorcidén de glucosa, la actividad de la fumarato
reductasa y la actividad neuromuscular dependen de los microtubulos (Figura 5).

Tubulina
(o-y B-)

Bencimidazol — —_—

Inhibicién de la recaptura de
glucosa, la actividad de la
fumarato reductasa y otros

Microtibulos procesos bioquimicos

Disminucidn de la Trastornos
funcion celular Bioquimicos

Reduccidn de la Muerte o
., Movilidad ..
secrecién de o - expulsion
. reducida .
acetilcolinesterasa del parasito

Figura 5. Mecanismo de accién de los bencimidazoles.*

2.3.3 Modificaciones estructurales de Bencimidazoles

El ndcleo del bencimidazol es un importante farmaco6foro y una estructura
privilegiada en la quimica farmacéutica. Reconocido en investigacion médica como
un heterociclo versatil, presenta una combinacion Uunica de excelentes
caracteristicas quimicas y biolégicas. Quimicamente es una molécula estable que
puede sufrir reacciones electrofilicas, nucledfilicas y ciclocondensaciones. La

versatilidad de las manipulaciones quimicas en los bencimidazoles, en conjunto
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con su potencialidad para producir compuestos, con un amplio espectro de
actividad antihelmintica, ha permitido llevar a cabo una serie de estudios a
profundidad, en cuanto a la relacion estructura-actividad (SAR) en este

heterociclo.®

El BZ también presenta actividades biologicas tales como; antibacterianos,
antiparasitarios, antivirales, antidiabéticos y anticancerigenos. Sin embargo,
siempre habra una necesidad de nuevos agentes quimioterapéuticos para superar
problemas de resistencia, respuesta al tratamiento por los pacientes y efectividad
entre otros.* Por lo que el nicleo del bencimidazol ha sido sometido a una gran

variedad de modificaciones estructurales,* las cuales se pueden resumir en la

Tabla 2.

C B

R Th‘l\%#
TN
Y

A
Sitio de Cambios estructurales Comentarios
Modificacion
A R=H, Me, COR, Ar, La presencia de H es esencial para la actividad

CH,0Ar, (CH>2), -R, etc.

antihelmintica. Sin embargo no es necesario
para la actividad antiprotozoaria.

B R1= OMe, OEt, OPr, Me,
Et, NRR’, NHCO,CHs.

Remplazo de uno de los

Se obtiene actividad de moderada a buena con
los derivados acilo y ureas; sin embargo, la
actividad oOptima se obtiene solo en los
compuestos sustituidos con carbamatos. Los
compuestos con sustitucion metiltio muestran
muy buena actividad fasciolicida.

La presencia de los atomos de N es esencial
para la actividad antihelmintica. Por lo que la
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atomos de N por O, S o
CH

sustitucion de éstos por lo general conduce a
compuestos con un espectro de accibn mas
débil y estrecho.

Insercion de nitrégeno en
el anillo de benceno

Sustitucién en la posicion
5(6) R=H, CI

Disminucion de la actividad antiparasitaria.

Define requerimientos estereoelectronicos e
impide la desactivacion metabdlica.

X=0, S, SO, SO,, OSO,
CO,CONH, NHCO, CH,,
etc.

Estos espaciadores que separan a los dos
farmacoforos desempefian un papel importante
en la actividad y selectividad contra helmintos
intestinales y tisulares. En general, los
bencimidazoles en donde X=0OCO, S, SO, o
CONH muestran una buena actividad; sin
embargo, la actividad 6ptima se obtiene con
compuestos que tienen X= 0 o CO.

R*=alquilo,
alquenos,
heteroarilos.

cicloalquilo,
arilos y

Los cambios estructurales en este sitio son
esenciales para la presencia de la actividad de
los bencimidazoles. En la mayoria de los casos
los compuestos que tienen R?=alquilo,
cicloalquilo, alquenos, fenilos y heteroarilos
exhiben un amplio espectro de accion; sin
embargo, la actividad 6ptima se obtiene cuando
R? es un propilo, ciclopropilo, fenilo, tienilo, 2-
piridilpiperazino y 2-metoxicarbonilamino
bencimidazol-5-ilo

Tabla 2. Modificaciones moleculares en el nucleo del bencimidazol.

Como parte de un proyecto amplio de investigacién consistente en la busqueda de
informacion basica acerca de los requerimientos estructurales de los derivados del
bencimidazol como antiparasitarios, en el laboratorio 122 se han sintetizado
diversos compuestos en los que se realizd la sustitucibn del grupo 2-
metilcarbamato por grupos como el trifluorometilo y metiltio, con la finalidad de
aumentar su solubilidad, propiedades de absorcién y su actividad antiparasitaria.
La adicion de CI en la posicion 5(6) permite prolongar el tiempo de vida del
compuesto al impedir la desactivacion metabdlica.* Lo anterior ha llevado a
compuestos con muy buena actividad antihelmintica, como es el caso del

fasciolicida conocido como compuesto ALFA.*
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Al observar que el patrén de sustitucion y las propiedades electronicas de los
sustituyentes en la posicion 5(6) juegan un papel importante en la actividad
antiparasitaria, en dos estudios se realiz6 la sustitucion en esta posicion con un
grupo carboxamido, lo cual condujo a compuestos con buena actividad, los
compuestos CDRI-87-144* y CMC-20.* También se ha realizado la sintesis de los
isomeros derivados 1-metilbencimidazol para determinar la importancia del
hidrégeno en la posiciéon 1 sobre la actividad antiparasitaria.*** Los resultados
sugieren que el H en la posicion 1 y el grupo metilcarbamato en la posicién 2 del
bencimidazol no son necesarios para la actividad antiprotozoaria; pero si son

necesarios para obtener una buena actividad antihelmintica.****

0
o N | N
i@l \>7SCH 3 /O" | \>7NHCOOCH s
c N\ H3C N\

H
ALFA CDRI-87-144 H
7 N o CH,
on— I ] ;
S NH N
‘ />7SCH3
Cl N
CMC-20

Figura 6. Derivados del bencimidazol con actividad antiparasitaria.

2.4 Métodos de sintesis de Bencimidazoles

El bencimidazol contiene un anillo de benceno fusionado a un anillo de imidazol.
Los derivados 1H presentan un equilibrio tautomérico proténico en donde existe un
rapido intercambio del proton de la posicion 1 a la 3, dando como resultado 2

estructuras tautoméricas (Figura 7).
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H

N
)
N

Cl Cl

N

()

% —
N\J

I H I

Figura 7. Tautomeros del 5(6)-Cloro-1H-bencimidazol

Sin embargo, en los bencimidazoles N-sustituidos la tautomeria ya no es posible,

por lo que los dos isémeros pueden ser aislados y caracterizados (Figura 8).*

H
cl 3{) cl l?f D
L — LY
» N
I H [
CHs l
Cl N’ cl N
T B
N N\
n v CHs

Figura 8. Generacién de los isdmeros 5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol y 6-
Cloro- 1-metil-1H-bencimidazol.

2.4.1 Sintesis de Bencimidazoles a partir de o-feniléndiaminas

Phillips introdujo una importante modificacion en la reaccion de condensacion de
o-feniléndiaminas con acidos carboxilicos o sus derivados para dar
bencimidazoles 2-sustituidos, adicionando &cido diluido (usualmente acido
clorhidrico 4N) en la mezcla de reaccion. En algunos casos esto permitia que las

reacciones se llevaran a cabo a bajas temperaturas y con buenos rendimientos, en
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comparacion con reacciones que se realizaban a mayores temperaturas y en

ausencia de acido (Figura 9).***

NH, N

4+ RCOOH — @iyR 4+ H0
NH, N
H

Figura 9. Sintesis de bencimidazoles a partir de o-feniléndiaminas

2.4.2 Sintesis de Bencimidazoles a partir de N-acil y N,N*-diacil-o-

feniléndiaminas

Los bencimidazoles pueden prepararse directamente a partir de monoacil-o-
feniléndiaminas. La reaccion se lleva a cabo por calentamiento de la materia prima
en presencia de &cido mineral, acido acético o por calentamiento en solucién

alcohdlica a reflujo (Figura 10).**
2
NHCOR A N
T ‘ \: Rz
1
NHR N\
1
R
NHCOR N
H+, A N\
— = | R
NHCOR N\
H

Figura 10. Sintesis de bencimidazoles a partir de N-acil- y N,N -diacil-o-
feniléndiaminas

Este método también puede ser aplicado cuando se reducen acil-o-nitroanilinas
con estafio o algun otro agente reductor y &acido clorhidrico, se obtiene la

monoacil-o-feniléndiamina. Bajo las condiciones de reduccion inmediatamente se
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realiza la ciclacion. Este método se utiliza extensamente en la sintesis de 2-
arilbencimidazoles, en conjunto con el método de Phillips constituyen los métodos
mas usados en la sintesis de bencimidazoles (Figura 11).*

NO,

Y

Sn N\\
HCI | >*C Hs
N
\

H

NHCOCH,4

Figura 11. Sintesis de bencimidazoles a partir de N-acil-o-nitroanilinas.

2.4.3 Sintesis de bencimidazoles a partir de bases de Schiff

La preparacion de los bencimidazoles y aldehidos puede ser a partir de bases de
Schiff de la o-feniléndiamina. La conversion de bases de Schiff mono alquilidén-o-
feniléndiaminas a bencimidazoles implica oxidacion y la reaccion puede llevarse a
cabo, por ejemplo, por la exposicion prolongada de una solucién en el aire, o por
calentamiento a reflujo en una solucion alcohdlica o etérea de la base de Schiff. La
conversion de monoalquilidén-o-feniléndiaminas a bencimidazoles puede ser
realizada también con agentes oxidantes, tales como 6xido de mercurio, acetato

clprico y tetraacetato de plomo (Figura 12).*

NH; NH,

N
Solucién alcohalica \
2 A - ‘ C6H5 +
N
H

N=—CHCgHs NHCH,CgHs

Figura 12. Sintesis de Bencimidazoles a partir de bases de Schiff.

2.5 Meétodos de sintesis de Amidas

La reaccion entre un acido y una amina para la formacion del enlace amida es una
condensacion que ocurre por adicion de la amina al carbonilo, seguido de la

eliminacién de agua. Al mezclar una amina con un acido carboxilico ocurre
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primero una reaccion acido-base para formar una sal estable. En otras palabras, la
formacién del enlace amida tiene que luchar contra factores termodindmicos

adversos como el equilibrio mostrado en la Figura 13.

+

RCOOH RNH, ——=> RNH; * RCOO == RCONHR' * Hz0

pKa~4-5 pKa~10-11

Figura 13. Equilibrio acido-base en la formacion de amidas.

Por lo tanto, la activacion del acido, mediante la union de un grupo saliente al

carbonilo del 4cido, es necesaria para permitir un ataque por el grupo amino.*

251 Via cloruros de acilo

La formacion de los cloruros de acilo (también llamados cloruros de &cido) es uno
de los métodos mas convenientes para activar un acido carboxilico. Aunque hay
numerosos cloruros de acilo comercialmente disponibles. Cuando un cloruro en
particular no se puede comprar se prepara en el laboratorio calentando el acido
carboxilico con diversos agentes clorados en exceso para evitar la formacion del
anhidrido del acido. Los agentes clorados mas empleados son: cloruro de tionilo
(SOCIy), cloruro de oxalilo (COCI,), tricloruro de fosforo (PCl3), oxicloruro de
fosforo (POCI3) o pentacloruro de fésforo (PCls).*°El cloruro de acilo generado se
libera del exceso del agente cloradoy en un segundo paso se trata con la
amina.*Usualmente se requiere una base adicional para neutralizar el HCI
formado y evitar la conversion de la amina en su sal no reactiva.*® El acoplamiento
se realiza generalmente en disolventes inertes secos, en presencia de una amina
terciaria no-nucleofilica (NEt;, DIEA también llamada base de Hunig o N-

metilmorfolina) (Figura 14).*

i i

/|L R'NH:2 |
Base R <+ Base-HCI
R cl R~ NH

Figura 14. Acoplamiento del cloruro de acilo con la amina
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2.5.2 Via Anhidridos

La diversidad de los anhidridos disponibles en el mercado es bastante limitada. A
menudo el anhidrido deseado tiene que estar preparado de antemano. Los
anhidridos simétricos se forman ya sea por calentamiento del acido
correspondiente,” o en condiciones mas suaves, al reaccionar dos moléculas de
acido en presencia de un equivalente de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC).* El
anhidrido se hace reaccionar en un segundo paso con la amina seleccionada. La
principal limitacién es que so6lo la mitad del acido esta efectivamente unido y la

otra mitad se desperdicia. Esto podria ser un problema si el 4cido es muy valioso

(Figura 15).*
e
s PEIONe
—_— +
R OH ¢ R/LO/KR NH “NH

N

Preparacion del anhidrido

j\ CT R'NH 5 0 Q
O’/\\R

|
'
’

R

Acoplamiento

Figura 15. Formacion de anhidridos.

2.5.3 Via agentes acoplantes

El N,N-carbonildiimidazol (CDI) es un agente acoplante util que permite la
formacion de la amida. Practicamente el acilimidazol (imidazélido) es preformado
durante 1 hora y luego se adiciona la amina.*” Esta reaccion, que genera imidazol

in situ, no requiere una base adicional y generalmente se obtienen rendimientos
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elevados. Este agente es comunmente usado en gran escala en la quimica de los
péptidos y su uso puede ser extendido a la formacion de ésteres y tioésteres
(Figura 16).%

o

|
ﬂ N@ﬂwk’;w ﬂ R—NH,
RADH

NHR'

Figura 16. Acoplamiento mediante CDI.

2.5.4 Via Esteres

Los ésteres de acidos carboxilicos no pueden ser considerados como especies
activas y son comunmente utilizados como proteccion de los acidos en la sintesis
de péptidos. Sin embargo, pueden ser utilizados de vez en cuando para desplazar
el alcéxido por las aminas en condiciones extremas de temperatura o la adicion de
un &cido de Lewis (por ejemplo TiCly). Los ésteres activos tales como ésteres
aromaticos son generalmente mas faciles de hidrolizar que los ésteres de alquilo y

son propensos a reaccionar con una gran variedad de nucledfilos (Figura 17).*

O

Q R'NH,
o 1
R’/\\O—

R R NHR'

Figura 17. Formacion de amida a partir de ésteres.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se dispone de un amplio numero de farmacos para el tratamiento de
las infecciones por helmintos y protozoarios; sin embargo, éstos se introdujeron
hace mas de 30 6 40 afios, por lo que ya existen serios problemas de resistencia,
toxicidad, baja solubilidad y absorcion, largos periodos de tratamiento y en muchos
casos falta de acceso por disponibilidad o por el precio de algunos de estos
farmacos. Es por eso que se tiene la necesidad de continuar con la busqueda de
nuevas moléculas, con la meta de obtener nuevos y mejores farmacos para

combatir estas infecciones, mas eficientes y con menos efectos secundarios.

Los derivados 2-(metiltio) del bencimidazol tienen importante actividad
antiprotozoaria y mejoran la propiedades farmacocinéticas de la molécula, la
actividad también se ve influenciada por la sustitucion en la posicion 5(6); en
donde se ha encontrado que la adicion de carboxamidas y de un halégeno, como

el cloro, da lugar a compuestos con buena actividad antiprotozoaria.

Establecido lo anterior surgen las siguientes interrogantes:

— ¢Laincorporacion de las cloroanilinas mediante un enlace carboxamida en
la posicion 6 del bencimidazol aumentara su actividad antiprotozoaria

respecto a otros compuestos bencimidazolicos?

— ¢La variacién en la sustitucion de las anilinas con cloro permitira conocer
datos relevantes en cuanto a los requerimientos estructurales para el

disefo de farmacos mas eficientes?
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¢La presencia del grupo 2-(metiltio) en el bencimidazol permitira obtener un
farmaco que presente mejores caracteristicas de solubilidad y absorcion in

Vvivo?

¢,Los compuestos sintetizados presentaran buena actividad antiprotozoaria
al ser evaluados contra Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y

Trichomonas vaginalis?
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4. HIPOTESIS

Si se sustituye el 1-Hbencimidazol en la posicion 6 con distintas anilinas cloradas
mediante un enlace carboxamida, entonces se obtendran compuestos con mejor
actividad, permitiéndonos observar las variaciones debidas a la sustitucion del

cloro en el fenilo.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Sintetizar 5 derivados de la 5-Cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida-
N-sustituida, con la finalidad de delinear los requerimientos estructurales para la

actividad antiprotozoaria y contribuir al desarrollo de nuevos agentes
antiparasitarios.

5.2  Objetivos particulares

e Realizar la sintesis de las siguientes carboxamidas:

- 5-Cloro-N-(4-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(LGI-1)

- 5-Cloro-N-(3-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(LGI-2)

- 5-Cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-
carboxamida (LGI-3)
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- 5-Cloro-N-(2-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida
(LGI-4)

- 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-

carboxamida (LGI-5)

Purificar y determinar las constantes fisicas, como punto de fusién y R; de

los compuestos finales.

Caracterizar a los productos finales con técnica espectroscopicas (IR, RMN)

y espectrométricas (EM).

Enviar los compuestos LGI 1-5 al Centro Médico Nacional para evaluar la
actividad in vitro contra los protozoarios Entamoeba histolytica, Giardia

intestinalis y Trichomonas vaginalis.

Analizar las variaciones en la actividad debidas a los distintos patrones de

sustitucion del cloro en el fenilo.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para una mejor comprension, el trabajo realizado para esta tesis se presenta en 2
partes: en la primera, la parte quimica, se describe la secuencia sintética que se
llevo a cabo para la obtencion de los compuestos de interés, el acido precursor 10
y las carboxamidas finales LGI 1-5; en la segunda, la parte biolégica, se describen
los ensayos de la actividad bioldgica realizados a la que se sometieron los
compuestos sintetizados. La parte quimica se llevé a cabo en el laboratorio 122
del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM. La parte de
evaluacion biolégica de los compuestos sintetizados se realizd en el Hospital de
Pediatria, Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias, Centro Médico Siglo XXI, bajo la direccién de la Dra. Lilian Yépez
Mulia. Las metodologias involucradas en la preparacion de cada uno de los
intermediarios y productos finales, asi como su comprobacion por métodos

espectroscopicos y espectrométricos, se presentan en el Anexo A.
6.1 Parte Quimica

Para la sintesis de las carboxamidas LGI 1-5 primero se sintetizo el intermediario
acido 5-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilico (10), como se muestra en
el Esquema 1.Este intermediario se utiliz6 como precursor en una segunda etapa
para preparar las carboxamidas bencimidazolicas LGI 1-5, segun el procedimiento

gue se muestra en el Esquema 2.
6.1.1 Sintesis del Acido 5-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilico (10)

Se partié 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 reduccion catalitica de 2 llevo al 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3), el
cual se acetilo inmediatamente para dar el 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo
(4). La nitracion de éste con mezcla sulfonitrica a bajas temperaturas llevé al 4-
acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). La posterior hidrélisis selectiva
del grupo acetamida en medio basico dio el 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de
metilo (6), que por reduccion del grupo nitro por medio de una hidrogenacion
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catalitica a temperatura ambiente, generd el 4,5-diamino-2-clorobenzoato de
metilo (7), el cual inmediatamente se ciclocondenso6 con disulfuro de carbono en
medio basico para dar el par de tautomeros del 2-mercapto-6-clorobencimidazol-5-
carboxilato de metilo (8). Posteriormente, 8 se tratdé con un equivalente de CHgsl en
medio basico, procedimiento por el cual la metilacién selectiva del azufre llevé al
6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (9), que sometido a

una hidrdlisis alcalina dio el acido correspondiente esperado (10).
6.1.2 Sintesis de las Carboxamidas bencimidazodlicas LGI 1-5

En la segunda etapa, el acido 10 se traté con cloruro de tionilo en exceso para dar
el cloruro de 5-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carbonilo (11), el cual in situ se
tratd con 4-cloroanilina para obtener 5-cloro-N-(4-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxamida(LGI-1); con 3-cloroanilina dio la 5-cloro-N-(3-
clorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6—carboxamida  (LGI-2); con  3,4-
dicloroanilina llevé a la obtencion de la 5-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxamida (LGI-3); con 2-cloroanilina se obtuvo la 5-cloro-N-(2-
clorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (LGI-4); y por udltimo, con
2,5-dicloroanilina se pudo obtener la 5-cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-6-carboxamida (LGI-5)
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Esquema 1. Secuencia de sintesis del &cido carboxilico precursor 10
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Esquema 2. Secuencia de sintesis de las carboxamidas finales LGI 1-5.
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6.2 Parte Bioldgica
6.2.1 Pruebas de susceptibilidad biolégica

El ensayo biologico para la determinacion de la actividad antiprotozoaria se llevé a
cabo siguiendo la metodologia descrita por Cedillo-Rivera y Mufioz (1992)°**, con
algunas modificaciones. En el ensayo se evaluo la actividad sobre G. intestinalis,
E. histolytica y T. vaginalis, de acuerdo con el siguiente procedimiento: se
incubaron 5x10* trofozoitos/mL a 37 °C por 48 horas con diferentes
concentraciones del compuesto prueba (0.5, 0.1, 0.050, 0.010, 0.005 pg/mL);
paralelamente, también se incubaron Albendazol, Metronidazol y Nitazoxanida a
las mismas concentraciones como controles positivos, asi como un control
negativo donde sélo se incorporé el inéculo correspondiente a 5x10*
trofozoitos/mL con el disolvente utilizado (DMSO). Después de este periodo de
tiempo, los trofozoitos se resembraron en medio de cultivo fresco y se incubaron a
37 °C por 48 horas. Al final de este periodo se contaron los trofozoitos y finalmente

se analizaron los datos por el método estadistico Probit.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Resultados de la parte quimica
A continuacion se presentan las caracteristicas fisicoquimicas y rendimientos obtenidos de los

compuestos intermediarios sintetizados 2-10 (Tabla 3) y finales LGI 1-5 (Tabla 4). En todos
los casos los datos obtenidos de los intermediarios son coincidentes con los encontrados con
anterioridad en nuestro laboratorio.** Por otro lado, en la Tabla 5 se recopilan los datos

espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales.
Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos intermediarios

76.1-76.6°

H,CO0C :
Cristales
2 amarillo claro 0.64 (I) 93.87
cl NO,

3 H,CO0C 109.2-109.8° 0.55 (1) 99.8
:@\ Cristales
cl NH, blancos
H,CO0C
4 D\ 115.2-115.8° | 0.38()) 94.85
Cristales
cl NHCOCH,

Blancos

H5;COO0C NO, p
5 139.1-139.8 0.72 (I) 91.12
Cristales
Cl NHCOCH,4

amarillo claro

H,C00C NO, a
6 221.3-222.2 0.64 (I) 90.68
Cristales
cl NH,

amarillo limoén

H;C00C NH,
7 ND 0.23 (I) 99.69
Sélido
cl NH,
H

café violaceo

H,C00C N .
8 | . 250.5-251.7 0.58 (1) 93.85
VA Sélido
cl N

Blanco
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H,C00C N a
9 t@: %SCH 91.7-92.8 0.65 (1) 90.67
V4 3 Solido
el N Café
" 0.08 (1) 90.87
10 HooC N 221-221.9%
:@: %SCHa Sélido
cl N Blanco

Disolvente de recristalizacion: 2Etanol, "H,0, °Tolueno, %AcOEt, °EtOH-10%DMF.Sistema

cromatografico | o Il (ver apéndice A).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos finales (LGI 1-5)

RO e

Cl o
O\ H 260-261
- NH
LGI-1 /}SCHE Polvo blanco 0.14 76.13
cl N
o
] iy 229-230
_ I NH
LGI-2 —scry Polvo blanco 0.12 7957
Cl
Cl
I ] (o]
H -
cl NH N Pozl\éllc? bzlggco
LGI-3 —scHs 0.12 73.74
cl N
(0]
N 217-218
NH
LGI-4 i )—sow, | Polvoblanco | 67.17
Cl
Cl
(0]
; 217-218
N
LGI-5 N pa— Polvoblanco | 44 69.03
Cl
cl N
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Tabla 5. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos sintetizados
(LGI 1-5)

COMPUESTO SENALES
Espectro 1, EM, m/z: 243 (M", 100%),
245 (M*+2, 38%), 242 (M*-1, 32%), 225
(M-18, 8%), 227 (M-16, 2%), 209 (M-33,
0 8%).
. H

HO N Espectro 2, IR: 3495 (Ar-NH-R), 3385
| p SCHj4 (C-H Aromatico), 2932 (-CH3),2467.96
(-COOH), 1701.67 (C=0), 1618.35

Cl y (C=N).

(10)

Espectro 3, RMN 'H: 2.74 (s, 3H, -
SCHs3), 7.60 (s, 1H, H-4), 7.91(s, 1H, H-
7), 12.99 (sa, 2H, int. con D,0O, O-H de
acido y NH).

Espectro 4, EM, m/z: 352 (M", 9.6%),
354 (M +2, 7%), 356 (M* +4, 2%), 225
(M*-127, 4.8%), 227 (M*-125, 2%).

Espectro 5, IR: 3098 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromaético), 2958(-
CHj3), 1643 (C=0 de amida).

Espectro 6, RMN 'H: 2.69 (s, 3H, -
SCHz), 7.38 (d, J=8.85 Hz, 2H, H-3',5),
7.58 (s, 1H, H-4), 7.62 (s, 1H, H-7),
7.72 (d, J= 8.89 Hz, 2H, H-2’,6’), 10.53
(s, 1H, int. con DO, N-H de amida).

Espectro 7, EM, m/z: 352 (M*, 96%),
354 (M'+2, 66%), 356 (M'+4, 14%),
225 (M*-127,52%), 227 (M*-125, 20%).

Espectro 8, IR: 3167 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromatico), 3063 (-
CHy), 1647(C=0 de amida).

Espectro 9, RMN 'H: 2.70 (s, 3H, -
SCHg), 7.13 (dt, J;=8.08 Hz, J,=1.21
Hz, 1H, H-4’), 7.36 (t, J=8.10 Hz, 1H, H-
5’), 7.56 (d, J=8.30 Hz, 1H, H-6’), 7.58
(s, 1H, H-4), 7.61 (s, 1H, H-7); 7.88 (s,
1H, H-2%), 10.59 (s, 1H, int. con D0, N-
H de amida).
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Cl

Cl

NH

Cl

LGI-3

Espectro 10, EM, m/z: 386 (M*, 34%),
388 (M*+2, 36%), 390 (M'+4, 14%),
392 (M*+6, 4%), 225 (M*-161, 18%),
227 (M*-159, 14%).

Espectro 11, IR: 3088 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromaético), 2967(-
CHj3), 1655(C=0 de amida).

Espectro 12, RMN H: 2.69 (s, 3H, -
SCHgs), 7.58 (sc, 2H, H-4, H-5), 7.64
(sc,2H, H-6’, H-7), 8.10 (sd, J=2.15 Hz,
1H, H-2’), 10.70 (s, 1H, int. con D,0O, N-
H de amida).

Cl

NH

Cl

LGI-4

Espectro 13, EM, m/z: 352 (M*, 98%),
354 (M'+2, 70%), 356 (M'+4, 15%),
225 (M*-127,44%), 227 (M*-125, 18%).

Espectro 14, IR: 3177 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromatico), 2968 (-
CHj3), 1656 (C=0 de amida).

Espectro 15, RMN 'H: 2.75 (s, 3H, -
SCHa), 7.31 (td, J1= 7.64 Hz, J,=1.53,
1H, H-4’), 7.43 (t, J=7.76 Hz, 1H, H-5),
7.58 (dd, J;=8.06 Hz, J,=1.29 Hz, 1H,
H-3'), 7.64 (s, 1H, H-4), 7.71 (s, 1H, H-
7), 7.74 (d, J=8.06 Hz, 1H, H-6’), 10.13
(s, 1H, int. con D,O, N-H de amida).

Espectro 16, EM, m/z: 386 (M*, 22%),
388 (M*+2, 22%), 390 (M*+4, 8%), 392
(M™+6, 2%), 225 (M*-161, 20%), 227
(M*-159, 14%).

Espectro 17, IR: 3170 (Ar-NH-R, de
amida), >3000 (C-H Aromatico), 2966 (-
CHj3), 1658 (C=0 de amida).

Espectro 18, RMN *H: 2.70 (s, 3H, -
SCHs), 7.33 (dd, J;=8.65 Hz, J,=2.58
Hz, 1H, H-4’), 7.56 (d, J=8.65, 1H, H-
3’), 7.58 (s, 1H, H-4), 7.68 (s, 1H, H-7),
7.86 (s, 1H, H-6’), 10.18 (s, 1H, int. con
D,0, N-H de amida).
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Para la obtencion del acido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico se partié del
acido 2-cloro-4-nitrobenzoico comercial (1), el cual se esterificé con sulfato de dimetilo a 60
°C, una reaccion rapida y con buenos rendimientos. En este paso se mezclaron los
ingredientes en DMF y se adicionaron dos equivalentes de bicarbonato de sodio humedecido

con agua para mantener el medio a pH neutro.

La hidrogenacion catalitica del éster 2, empleando Ni-Raney como catalizador a temperatura
ambiente, dio origen a la amina correspondiente 3 con un buen rendimiento del producto
crudo. La seleccion del catalizador fue un aspecto importante ya que se ha visto que al usar
Pd/C se promueve la eliminacion del cloro en la posicion 2.

La acetamida 4 se obtuvo a partir de la adicion de anhidrido acético a la amina a temperatura
ambiente. Esta reaccion procedié rapidamente dando muy buenos rendimientos. También se
observd que el producto crudo y seco de la reduccion catalitica da buenos rendimientos
cuando se humedece con 1.3 equivalentes de anhidrido acético y agita el matraz de reaccion

manualmente.

El siguiente paso fue la nitracién de la acetamida 4, la cual se realiz6 por adicion de mezcla
sulfonitrica sobre la acetanilida disuelta en H,SO,4 entre 0 y 5 °C. Sin embargo se encontraron
problemas ya que la reaccion no procedid completamente, obteniéndose una mezcla de
acetamida y compuesto nitrado, por lo que se realizé un secado de 4 en la estufa a 80 °C por
3 dias, lo cual no produjo ninguna descomposicién del producto. Posteriormente se procedié a
la nitracion, con lo cual se obtuvo solamente el producto crudo nitrado con un rendimiento del
81.74 %, el cual disminuyd al realizar la maceracion en metanol para eliminar las impurezas

de la reaccion.

La hidrélisis béasica de la acetamida 5, en metanol a temperatura ambiente, produjo
rapidamente el compuesto 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) con un buen
rendimiento. En esta reaccion se observo que las impurezas se disuelven en metanol, no asi

6, dando un producto practicamente puro.

La diamina se obtuvo por reduccion catalitica del grupo nitro en 6 a temperatura ambiente; el
disolvente se destilé en el rotaevaporador y para evitar la descomposicion, inmediatamente se

sometio a la siguiente reaccion.
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El 2-mercaptobencimidazol 8 se obtuvo a través de la ciclocondensacién de la o-
feniléndiamina 7 con disulfuro de carbono en medio basico. La temperatura por debajo de 65
°C y el pH de 9 fueron importantes para evitar la hidrolisis del éster. Fue importante el
tratamiento con acido acético diluido hasta pH de 5-6 para obtener buen rendimiento.

La metilacion del tiol 8 con un equivalente de yoduro de metilo en medio basico, a bajas

temperaturas para evitar la formacion del producto dimetilado, dio origen al compuesto 9.

El &cido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10) se obtuvo mediante la
hidrolisis basica a 60-65 °C del compuesto 9. La reaccion procedié de manera rapida y con un
rendimiento de 90.9 %, el sélido obtenido resulté ser idéntico a una muestra pura obtenida con
anterioridad. De cualquier forma, por ser la materia prima para la preparacion de las nuevas
carboxamidas LGI 1-5 se realizaron los correspondientes espectros para asegurar su pureza
e identidad. El espectro de IR mostré una sefial amplia en 2467.96 que comprobd el grupo
hidroxilo del acido, una sefial en 3495 correspondiente al estiramiento N-H, una sefal en 3385
por el estiramiento C-H, una sefial en 1701.67 caracteristica del carbonilo del acido y una
sefial en 1618.35 debida al estiramiento C=N. El espectro de RMN *H mostré un singulete a
2.74, el cual integra para un hidrogeno correspondiente al metiltio, dos singuletes en 7.60 y
7.91 que integran para un hidrogeno correspondiente a H-4,7 y un singulete amplio a 12.99
gue integra para 2 hidrégenos y corresponde a los hidrégenos del acido y la amida, la cual
desaparece al realizar intercambio con D,O. El espectro de masas realizado por FAB™ mostré
el ion molecular muy estable con m/z 243 y abundancia del 100%, asi como el ion M+2 debido
a la presencia del cloro con m/z 245, la pérdida del hidrégeno del acido con m/z 242 y la
pérdida del OH con m/z 225, también se comprobd la presencia del sulfuro por el fragmento
m/z 209.

Para obtener las carboxamidas 1-5 a partir del acido 10 se planed activar el acido con algun
agente gue posteriormente permitiera la formacion de la amida, por tratamiento con la anilina

adecuada, segun la siguiente reaccion:
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Se hicieron varios experimentos, en los cuales se establecieron distintas condiciones de

reaccion e incluso se realiz6 un experimento a partir de otra materia prima, lo cual se resume

en la Tabla 6.

Tabla 6. Ensayos de Sintesis de las Carboxamidas LGI 1-5

MATERIA PRIMA

FORMACION DE
INTERMEDIARIO

FORMACION DE
CARBOXAMIDA

RENDIMIENTO

HOOC

Cl
10

Z T

/

THF anhidro, Et;N
(1 eq), anilina (0.8
eq). A ebullicién
(66 °C) por 7 dias.

CDI (1.2 eq),
THF anhidro,
30 mina 30 °C

SCH,

THF/acetonitrilo,
Reaccion en MW a
180 °C, 600 w, 13

bar, Hold: 10-20

min.

THF anhidro, acido
p-toluensulfonico
(1-1.3 eq), anilina

(0.8 eq). Se
calent6 a 90 °C por
7 dias.

No se obtuvieron

CDI (1.2 eq),
THF anhidro,
30 mina 30 °C

DMF, Et3N (1 eq),
anilina (0.8 eq). A
150 °C por 7 dias.

No se obtuvo
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H
ROOC N DCC (1.1 eq),
»—SCH THF anhidro, .
‘ / 3 30 min a5 °C No se obtuvieron
Cl N No se obtuvo
10
DMSO, anilina (1
eq)
Reaccion en MW a
150 °C, 300 w, 10
H;COOC NO, bar, Hold: 20 min.
DMSO, anilina (1
eq), DBU 6 acido | No se obtuvieron
Cl NH» Sin formacion de p-toluensulfonico
6 intermediario (1 eq) Reaccién en
MW a 150 °C, 300
w, 10 bar, Hold: 20
min.
THF, anilina (1 eq),
Et:N (1 eq), a
ebullicién (66 °C)
HOOC NO», por 2 dias.
Dl (1.5_eq), DMF, anilina (1 No se obtuvieron
THF anhidro, eq).Et:N (1 eq), se
Cl NH; 30 min a 30 °C. caienié a 150 ’°C
6 durante 2 dias.
SOCl, (3 eq), Acetonitrilo,
H THF anhidro, NaHCOs3, anilina, t. 40 %
HOOC N 60-65 °C por 6. H ambiente.
‘ /: SCH, Acetonitrilo
N SOCIl, (10 eq), . 0
Cl 3 h a 60-65 °C. NaHCO3,_ anilina, >60 %
10 t. ambiente.

El acido 10 presenta una baja solubilidad en la mayoria de los disolventes, por lo que se
decidi6é trabajar las reacciones en THF, DMF y DMSO; sin embargo, el intermediario

imidazolico formado al agregar CDI, presentdé una menor solubilidad que su correspondiente
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acido, por lo que a pesar de los largos tiempos de reaccidon solo se obtuvo el intermediario e

impurezas.

Se intentd realizar la reaccion mediante la formacién del anhidrido a partir del acido 10
adicionando DCC; sin embargo, se obtuvo mayoritariamente el producto secundario,

diciclohexilurea, lo cual reduce de manera importante el rendimiento de las reacciones.

Para disminuir los tiempos de reaccion y mejorar la eficiencia se decidié realizar algunos
ensayos asistidos por microondas (SOAM) con y sin catalisis. Sin embargo, a pesar de que se
alargo el tiempo de reaccion de 10 a 20 minutos (Hold), no se obtuvo ningin compuesto final,

debido a que la baja solubilidad impidié que se llevara a cabo la reaccidén de sustitucion.

Con el fin de mejorar la solubilidad de la materia prima y el producto intermediario, se partio
de 6 realizando una reaccién por microondas durante 20 min en DMSO. Se realizaron varios
experimentos, uno sin catdlisis y 2 catalizados con DBU y acido p-toluensulfonico; sin
embargo, no se obtuvieron los compuestos finales ya que el producto intermediario tiene una

reducida solubilidad.

El compuesto 6 se sometid a una hidrélisis en medio basico para obtener el acido 4-amino-2-
cloro-5-nitrobenzoico (67), el cual se sometié a una activaciéon con CDI para posteriormente
realizar la reaccion de sustituciéon en THF y DMF con catalisis basica. A pesar de que al usar
DMF como disolvente se aument6 la temperatura de reaccion, se obtuvo una gran cantidad de
impurezas debido a la descomposicion del disolvente por los largos periodos de reaccién y no

se obtuvieron los compuestos finales.

La sintesis de las carboxamidas LGI 1-5 se logr6 mediante la formacion del cloruro de acido
correspondiente con cloruro de tionilo, el cual se usé como disolvente para evitar el problema
de la baja solubilidad. Posteriormente, el cloruro de acilo (11) se hizo reaccionar con las
anilinas correspondientes para formar las carboxamidas. Un bajo porcentaje de acido quedo
sin reaccionar, por lo que fue necesario purificar el solido obtenido mediante filtracion en
alimina basica y un lavado final con CHCI3. Finalmente se obtuvieron compuestos puros con

rendimientos superiores a 60 %.
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La carboxamida LGI-1 se obtuvo a partir del acido 10 que tratado con cloruro de tionilo a 60-
65 °C dio el cloruro de acido, el cual no se aisld sino que se hizo reaccionar a temperatura
ambiente con la 4-cloroanilina en medio basico, obteniéndose la carboxamida deseada con un
rendimiento del 76.1 %. En el espectro de IR se observdé una banda en 3098 debida al
estiramiento N-H y otra en 1643 la cual se asigndé al grupo carbonilo de la amida. En el
espectro de RMN 'H se observé un singulete en 2.69 que integré para 3 hidrégenos del metilo
en el metiltio. También se observaron 2 singuletes en 7.58 y 7.62 los cuales corresponden a
los hidrégenos H-4 y H-7 del bencimidazol; en 7.38 con J=8.85 se encontré un doblete con
integracion para 2 hidrogenos que corresponde a H-3' y H-5’, de igual manera, en 7.72 con
J=8.89 se encontré otro doblete el cual corresponde a H-2° y H-6’. En 10.53 aparecio el
singulete correspondiente al hidrogeno del grupo N-H de la carboxamida, sefial que
desaparecié al hacer el intercambio con D,O. El espectro de masas mostrd el ion molecular
M*+1 poco estable con relacion m/z de 352 y abundancia de 9.6%, asi como los iones M*+2 y
M*+4con m/z 354 y 356 respectivamente, debidos a la disustitucion con cloro. Finalmente, el

ion con m/z 225 correspondiente al pico base formado por la ruptura del enlace carboxamida.

La carboxamida LGI-2 se obtuvo a partir del acido 10 con cloruro de tionilo a 60-65 °C, para
obtener el cloruro de &cido, el cual se hizo reaccionar a temperatura ambiente con la 3-
cloroanilina en medio béasico, obteniéndose la carboxamida deseada con un rendimiento del
79.6%. En el espectro de IR se observé una banda en 3167 debida al estiramiento N-H y otra
en 1647 correspondiente al grupo carbonilo de la amida. En el espectro de RMN *H se obtuvo
un distinto patrén de sustitucion en comparacion con la carboxamida antes descrita, por lo que
se observé un doblete tripleteado en 7.13 con J;=8.08 y J,=1.2, el cual integra para un
hidrégeno y corresponde a H-4’; un triplete en 7.36 con J=8.10 y que integré6 para un
hidrégeno, el cual corresponde a H-5’; un doblete a 7.56 con J=8.30 que integra para un
hidrégeno y corresponde con H-6’, y por ultimo, un singulete a 7.88 que integra para un
hidrégeno y corresponde a H-2’. Encontrandose en similitud con la carboxamida anterior un
singulete en 2.70 que integra para 3 hidrégenos y corresponde al metiltio, 2 singuletes en 7.58
y 7.61 correspondientes a H-4,7, asi como un singulete en 10.59 correspondiente al hidrégeno
del grupo N-H de la carboxamida, sefal que desaparece al hacer el intercambio con D,0. El
espectro de masas mostré el ion molecular bastante estable con relacibn m/z de 352 y

abundancia del 96%, asi como los iones M™+2 y M*+4 con m/z 354, 356 debidos a la di-
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sustitucion con cloro y finalmente el ion con m/z 225 correspondiente al pico base formado por

la ruptura del enlace carboxamida.

La carboxamida LGI-3 se obtuvo a partir del &cido 10 tratado con cloruro de tionilo a 60-65 °C,
para obtener el cloruro de &cido el cual se hizo reaccionar a temperatura ambiente con la 3,4-
dicloroanilina en medio basico, obteniéndose un rendimiento del 73.7% del producto. En el
espectro de IR se observé una banda en 3088 debida al estiramiento N-H y otra en 1655
correspondiente al grupo carbonilo de la amida. En el espectro de RMN 'H se obtuvo un
distinto patron de sustitucion en comparacién con las carboxamidas antes descritas, por lo
que se observd un singulete dobleteado a 8.10 con J=2.15 que integra para un hidrégeno
correspondiente a H-2’, una sefial compleja a 7.58 que integra para 2 hidrégenos, la cual
corresponde a un sigulete de H-4 y un doblete de H-5’; sin embargo, é€stos no pueden
definirse por completo ya que las sefiales se sobreponen, otra sefial compleja se observa a
7.64 la cual integra para 2 hidrégenos y corresponde a la superposicion de un singulete de H-
7 y un doblete de H-6’. En similitud con las anteriores carboxamidas se observa un singulete
en 2.69 que integra para 3 hidrégenos, correspondiente al metiltio; un singulete a 10.70 que
integra para un hidrégeno y corresponde al hidrégeno del grupo N-H de la carboxamida, sefial
que desaparece al hacer el intercambio con D,O. El espectro de masas mostrd el ion
molecular poco estable con relacién m/z de 386 y abundancia del 34%, asi como los iones M*
+2, M" +4 y M" +6 con m/z 388, 390, 392 debidos a la trisustitucién con cloro y finalmente el

ion con m/z 225 correspondiente al pico base formado por la ruptura del enlace carboxamida.

La carboxamida LGI-4 se obtuvo a partir del acido 10 con cloruro de tionilo a 60-65 °C, para
obtener el cloruro de acido el cual se hizo reaccionar a temperatura ambiente con la 2-
cloroanilina en medio basico, obteniéndose con un rendimiento del 67.2%. En el espectro de
IR se observé una banda en 3177 debida al estiramiento N-H y otra en 1656 correspondiente
al grupo carbonilo de la amida. En el espectro de RMN 'H se tiene un distinto patrén de
sustitucion en comparacion con las carboxamidas antes descritas, por lo que se observaron 2
tripletes, uno en 7.31, el cual se observo dobleteado con J;=7.64, J,=1.53, correspondiente a
H-4’ y otro en 7.43 con J=7.76, correspondiente a H-5’, ambos integraron para un hidrégeno.
En 7.58 se observa un doble de dobles con J;=8.06 y J,=1.29, que integr6 para un hidrégeno,

el cual corresponde a H-3’ y un doblete en 7.74 con J=8.06, que integra para un hidrégeno y
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corresponde al H-6’. En similitud con las anteriores carboxamidas en 2.75 se observa un
singulete que integra para 3 hidrogenos correspondiente al metiltio, un singulete en 7.64 y otro
en 7.71 ambos con integracion para un hidrogeno y correspondientes a H-4,7 y un singulete
en 10.13 correspondiente al hidrégeno del grupo N-H de la carboxamida, sefial que
desaparece al hacer el intercambio con D,O. El espectro de masas mostro el ion molecular
bastante estable con relacion m/z de 352 y abundancia del 98%, asi como los iones M*™+2 y
M*+4 con m/z 354, 356 debidos a la di-sustitucion con cloro y finalmente el ion con m/z 225

correspondiente al pico base formado por la ruptura del enlace carboxamida.

La carboxamida LGI-5 se obtuvo a partir del acido 10 con cloruro de tionilo a 60-65 °C, para
obtener el cloruro de acido, el cual se hizo reaccionar a temperatura ambiente con la 2,5-
dicloroanilina en medio basico, obteniéndose con un rendimiento del 69%. En el espectro de
IR se observé una banda en 3170 debida al estiramiento N-H y otra en 1658 correspondiente
al grupo carbonilo de la amida. En el espectro de RMN *H se tiene un distinto patrén de
sustitucidbn en comparacion con las carboxamidas anteriores, ya que aqui se observa un
doblete en 7.56 con J=8.65 que integra para un hidrégeno correspondiente a H-3’, un doble de
dobles a 7.33 con J;=8.65 y J,=2.58, que integra para un hidrégeno correspondiente a H-4’ y
un singulete a 7.86 el cual integra para un hidrégeno y corresponde a H-6’. En similitud con
las anteriores carboxamidas se tiene un singulete a 2.70 el cual integra para 3 hidrégenos
correspondiente al metiltio, dos singuletes a 7.58 y 7.68, los cuales integran para un hidrogeno
cada uno correspondientes a H-4,7 y un singulete en 10.18 que integra para un hidrégeno,
correspondiente al hidrégeno del grupo N-H de la carboxamida, sefial que desaparece al
realizar el intercambio con D,0. El espectro de masas mostro el ion molecular poco estable
con relacion m/z de 386 y abundancia del 22%, asi como los iones M*+2, M"+4 y M*+6 con
m/z 388, 390, 392 debidos a la trisustitucion con cloro y finalmente el ion con m/z 225

correspondiente al pico base formado por la ruptura del enlace carboxamida.

7.2 Resultados de la parte bioldgica

Las carboxamidas sintetizadas LGI 1-5 se sometieron a pruebas de actividad in vitro contra G.
intestinalis sensible a Metronidazol, G. intestinalis resistente a Metronidazol, E. histolyticay T.

vaginalis. Se determind la susceptibilidad de estos protozoarios a los compuestos mediante el
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método de subcultivos,®*? obteniendo la Clsy mediante un analisis Probit. Los resultados se

muestran en la Tabla 7 y en la Gréfica 2.

Tabla 7. Resultados de susceptibilidad biologica de las carboxamidas LGI 1-5

COMPUESTOS G. intestinalis G. intestinalis E. histolytica T. vaginalis
Resistente a Sensible a
MTZ MTZ
Clso 1/ Clso Clso 1/ Clso Clso 1/ Clso Clso 1/ Clso
(1M) (LM) (uM) (uM)
LGI-1 0.654 1.53 0.716 1.40 0.031 32.26 0.151 6.62
LGI-2 0.816 1.23 1.11 0.90 0.051 | 19.61 | 0.162 6.17
LGI-3 0.663 1.51 0.319 3.13 0.027 | 37.04 | 0.114 8.77
LGI-4 1.080 0.93 0.497 2.01 0.043 | 23.26 | 0.131 7.63
LGI-5 0.547 1.83 0.285 3.51 0.027 37.04 0.111 9.01
Metronidazol 3.70 0.27 1.228 0.81 0.350 2.86 0.216 4.63
Albendazol 0.069 | 14.49 | 0.037 | 27.03 | 56.60 0.02 1.592 0.63
Nitazoxanida 0.013 | 76.92 | 0.055 | 18.18 | 0.110 9.01

De manera general se puede observar que contra G. intestinalis resistente y G. intestinalis
sensible los compuestos sintetizados (LGl 1-5) presentaron mejor actividad que el
Metronidazol, el farmaco de eleccién contra este pardsito; sin embargo, no fueron mejores que

el Albendazol o la Nitazoxanida.

Para el caso de la actividad contra E. histolytica se aprecia que los compuestos LGI-3 y 5
presentan la mejor actividad, siendo 13 veces mas potente que Metronidazol, 2096 veces mas

potentes que el Albendazol y 2 veces mas potente que la Nitazoxanida.

Para T. vaginalis los compuestos LGI-3 y 5 presentaron las mejores actividades. Estos
compuestos resultaron ser 2 veces mas potente que el Metronidazol, 14 veces mas potentes
gue el Albendazol y equiparables en actividad a la Nitazoxanida.



RESULTADOS Y DISCUSION

Graficas 2. Comparacién entre la actividad contra G.intestinalis, de los compuestos LGI-1-5y

los farmacos de referencia.
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B G. intestinalis R
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Graficas 3. Comparacion entre la actividad contra E.histolytica y T. vaginalis, de los

compuestos LGI-1-5 y los farmacos de referencia.
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Con el fin de conocer los requerimientos estructurales para la actividad antiparasitaria

evaluada en este estudio, se realiz6 una comparacion de las actividades presentadas por los

compuestos sintetizados en este trabajo y algunas carboxamidas bencimidazolicas

sintetizadas previamente en el laboratorio 122. Los datos obtenidos hasta ahora se comparan

en las Tablas 8, 9y 10.

7.2.1 Resultados de actividad contra G. intestinalis

Tabla 8. Resultados de actividad de carboxamidas sintetizadas en el Lab-122

Actividad Actividad
Clso (UM) Clso (M)
cl o
N lo] 0.005
ONH “ OzN’é\J\ NPHS
s, | 0.716 s7ON
Vs 3 H | />_SCH3
Cl N cl N
LGI-1 CMC-20%
o Q CH,
. H \ N 0.053
|
NH P 1.11 /Q | )—sCH,
Cl N HBC N
LGI-2 IFY-2°%
cl @]
CH
@\ 0 | s 0.122
cl N N
NH p SCH, 0.319 O | />7SCH3
al N cl N
LGI'3 LBN_1354
0 0
H $Hs 0.099
NH N 497 N N
cl )—SCH; 0. | )—scH,
cl N HsC cl N
LGI-4 LBN-15%
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ol o
° . N\ 7.013
H
NH N 0.285 | N>_SCH3
s />—SCH3 Cl \
cl N CH,4
LGI-5 SRE-37%°
f SR I 4.226
N o
S)\N N\ N | \>—SCH
H | S—scH, 0.022 3
of N HaC cl \
H CH,
CMC-11* SRE-38>
0
N (o]
OZN"(/\J\ N 0.359
S N N N \
o | —scH, 0.005 | >_SCH3
cl : Cl N
H
CMC-12% 042
7N 9 0
OZN{)‘\N \ " 2.095
N
H y | N%SCHS 0.010 /Q | \>_SCH3
CH, H,C cl E
CMC-19* 4%

En la Tabla 8 se observa que el compuesto CMC-11 es similar a las carboxamidas
sintetizadas, la diferencia radica en la sustitucién en la posicion 5(6), la cual presenta un tiazol
en lugar de un clorofenil, lo que resulté en una mayor actividad que los compuestos de la serie
LGI 1-5. Ambas estructuras presentan aromaticidad y pueden establecer interacciones n-n con
aminoacidos en el sitio receptor. Sin embargo, al sustituir el anillo de benceno con cloro, que
es un grupo electroatrayente y con cierto volumen, podria producir un efecto electrénico y de
impedimento estérico evitando la correcta interaccion con el sitio receptor. Al comparar la
actividad biol6gica de CMC-11 y 12, se aprecia que la adicién del grupo Nitro incrementa la
potencia, probablemente debido a la produccion de radicales libres, caracteristicos de este
grupo. También observamos que la actividad de CMC-12 y 20 son iguales, demostrando que

el isdbmero [1,6] es el que determina la actividad.
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En el compuesto 2 observamos que el sustituyente en la posicion 5(6) es una piperidina o
metilpiperidina en el caso del compuesto 4, un ciclo alifatico que no tendria interacciones n-n
como en el caso de los LGI. La presencia de un sustituyente metilo en la piperidina disminuye
considerablemente la actividad, mientras que sustituyentes como el Cl que es mas voluminoso
y polar dieron lugar a compuestos con mayor actividad; sin embargo, esto solo aplica a los

compuestos LGI-3 y 5 los cuales estan disustituidos con CI.

Al comparar el compuesto IFY-2 con LBN-15 podemos observar que la actividad del primero
es ligeramente mayor; sin embargo, la Unica diferencia estructural es la presencia del cloro en
posicion 5. Este sustituyente fue colocado debido a que, como se menciond anteriormente,
ayuda a impedir la desactivacion metabdlica in vivo, lo cual no puede ser comprobado con

estos estudios y su utilidad no se refleja en estos resultados.

Por dltimo observamos que LBN-13 y 15 son los is6meros [1,6] mientras que SER-37 y 38
son los isomeros [1,5]. En base a estos resultados es claro que los isbmeros que presentan
las mayor potencia son los [1,6] al igual que ocurre en el compuesto CMC-20. En cuanto a la
sustitucién de estos compuestos, observamos que la presencia de metilpiperidina en estos
compuestos metilados en posicion 1, da una mayor potencia, por lo que la sustitucién no
produce un efecto de impedimento estérico, tal y como se observa en las carboxamidas LGI-3
y 5 que, a pesar de ser disustituidas, presentaron la mejor actividad.

7.2.2 Resultados de actividad contra E. histolytica

Tabla 9. Actividad bioldgica de distintas carboxamidas sintetizadas en el Lab-122

COMPUESTOS Actividad biolégica
Clso (M) 1/Clso
Cl
(o]
\©\ N 0.031 32.26
N . .
N />—S(:H3
cl N
LGI-1
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2
H
N
¢ N S—sony 0.051 19.61
cl N
LGI-2
Cl
DY
H
Cl NH N
N N/>_ s 0.027 37.04
LGI-3
@]
I
NH § 0.043 23.26
Cl />—SCH3
cl N
LGI-4
Cl
0]
H
NH N - 0.027 37.04
/ 3
Cl . N
LGI-5
N
OZN’</\ j\ 0.070
S N I\{
| S—scH, 14.29
cl N
H
CMC-12%
g N O 0.026
ON——(\\
I o
" N ’ 38.46
CH,
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;N9 CHy
OZN{J\N N 0.022
H | )—SCH, 45.45
Cl N

CMC-20*

En la Tabla 9 podemos observar que las carboxamidas LGI-3 y 5 presentaron la mejor
actividad de la seria LGI, la cual fue similar a la presentada por CMC-19 y 20, siendo el
isomero [1,6] el mas activo. También se puede observar que al incluir sustituyentes
voluminosos como el Cl y el nitro en anillos aromaticos, esto mejora la actividad biol6gica de
los compuestos. El enlace carboxamida de todos los compuestos no presentan movilidad, lo

gue repercute en la facilidad de acomodo de los compuestos en el sitio activo.

Es importante resaltar que la presencia del metilo en posicién 1 no reduce la actividad de los
compuestos, como ocurre con la actividad antihelmintica. Al contrario de esto, la actividad es

mejor, por lo que es importante poder aislar el isbmero responsable de la actividad.
7.2.3 Resultados de actividad contra T. vaginalis

Tabla 10. Resultados de actividad de distintas carboxamidas sintetizadas en el Lab-122

Actividad Actividad
COMPUESTOS bioldgica biolégica
COMPUESTOS
Clso Clso Clso Clso
(HM) (HM) (M) | (uM)
cl o N o
N N
NH S-son, | 0151 | 662 H |N\>—SCH3 0.019 | 52.63
N Cl
Cl H
LGI-1 CMC-12%

0.016 | 62.50

fN Q9
DY L
S N
cl NH N H |\>—SCH3
cl N
CH,

) SCHa 0.162 6.17
N

LGI'Z CMC'1942
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Cl
N (0]
©\ I N O2N’</\)\\ NPH3
N S N
al NH oty 0.114 8.77 " | N/>—SCH3 0.010 | 100.00
Y CMC-20™
(0]
0]
©\ N N N
L Sson, | 0131 | 7.63 O | D—scH; | 1281 078
N
N N ol N
LGI-4 o2
Cl o
0] N N
4 0111 | 9.01 /OJ%C[\%SCM 5.955 | 0.17
NH H,C Cl N
SCH, H
cl /
cl 4%
LGI-5
35
BN
H | D—scH,| 0012 | 83.33
of N
H
CMC-11%

En la Tabla 10 se puede observar que los compuestos de la seria LGI que presentan la mayor
actividad sobre T. vaginalis son LGI 3 y 5. Sin embargo, esta actividad es mucho menor que la
mostrada por CMC-11, 12, 19 y 20. En este caso observamos que la sustitucion con grupos
voluminosos como el cloro no generan compuestos con alta actividad biolégica. Cabe resaltar

gue una vez mas el compuesto con mayor potencia es el isémero [1,6].

Al comparar los compuestos sintetizados en este trabajo con 2 y 4, podemos determinar que

la incorporacibn de ciclos aromaticos genera compuestos con mejor actividad.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron las 5 Carboxamidas propuestas: 5-Cloro-N-(4-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-6-carboxamida (LGI-1), 5-Cloro-N-(3-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxamida (LGI-2), 5-Cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxamida (LGI-3), 5-Cloro-N-(2-clorofenil)-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-6-carboxamida (LGI-4) y 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carboxamida (LGI-5), haciendo reaccionar el cloruro del acido 5-Cloro-

2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6 carboxilico con la anilina correspondiente.

Los compuestos finales se obtuvieron como polvos blancos purificados por lavados con
cloroformo a los que se les pudieron determinar sus constantes fisicas. En general se

obtuvieron rendimientos mayores al 60%.

La estructura de las 5 carboxamidas propuestas fue identificada mediante técnicas

espectroscopicas (IR, RMN'H) y espectrométricas (EM FAB™).

Se evalud la actividad biolégica de las carboxamidas obtenidas LGI 1-5 contra
parasitos de importancia clinica; Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y

Trichomonas vaginalis.

e Para E. histolytica LGI-3 y 5 presentan mejor actividad que los farmacos
de referencia y una Clsp similar a la obtenida con los compuestos CMC

anteriormente sintetizados en el Lab 122.
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e A grandes rasgos para G. intestinalis resistente y G. intestinalis sensible
los compuestos sintetizados presentaron mejor actividad que

Metronidazol, pero menor a Albendazol y Nitazoxanida.

e Para T. vaginalis se obtuvo que los compuestos LGI-3 y 5 presentan las
mejores actividades, siendo mas potentes que Albendazol y Metronidazol,

y similares a la Nitazoxanida.

» De la serie LGI los compuestos disustituidos con cloro (LGI-3 y 5) fueron los que
presentaron la mejor actividad biolégica en Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y

Trichomonas vaginalis.

» Los compuestos sintetizados en este trabajo servirAn para establecer los
requerimientos estructurales de los derivados bencimidazdlicos y serviran para sentar

las bases de futuras modificaciones para obtener mejores principios activos.

» Se obtuvo experiencia en quimica organica para obtener nuevos compuestos de interés
farmacéutico, cuya relacion estructura-actividad fue analizada poniendo en practica el

conocimiento y las herramientas adquiridas en quimica farmacéutica.
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APENDICE A

APENDICE A

En esta parte se describen la instrumentacion, cromatografia, reactivos y
disolventes, asi como los procedimientos generales de sintesis del intermediario
10 y las carboxamidas bencimidazdlicas finales LGI 1-5. Todas las reacciones se

llevaron a cabo dentro de una campana bien ventilada.

A.1 Instrumentacion

v El peso de las sustancias se determind en una balanza granataria
SCIENTECH SL600, o bien, en una balanza analitica Sartorius A210P.

v’ Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empleé una
parrilla IKA modelo RCT basica con sensor de temperatura modelo IKA
ETS-D4 fuzzy.

v La hidrogenacion catalitica se realizdé en un aparato de hidrogenacion Parr
Modelo 3916 EG a 60 Ib/in? y 250 cc como méxima capacidad, utilizando un
tanque de hidrégeno de la casa INFRA y como catalizador Ni-Raney (al 10
%) de la casa Aldrich; para esto, la botella de hidrogenacion conteniendo la
sustancia por reducir, el catalizador y el disolvente se purgoé tres veces con
30 Ib/in? de hidrégeno y succién y después se sometié a la hidrogenacién a

60 Ib/in? hasta que no se consumié mas hidrégeno.

v" Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato Blichi Modelo B-

540, utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.
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v La concentracion de las soluciones se realizé a presion reducida por medio

de un rotaevaporador Bichi Modelo R-215 con condensador vertical de
dedo frio y bafio B-491. El condensador se llen6 con liquido refrigerante de
automovil y se enfrid con un elemento refrigerante en espiral Brinkmann
modelo 1C30. Para disminuir la presion del sistema (hasta 1 mmHg) se
utilizé6 una bomba de vacio marca Vacuubrand modelo CVC2.PC 610 con

regulador de vacio integrado CVC2.

Los espectros de masas por bombardeo rapido de atomos (FAB) se
determinaron por introduccién directa en un espectrometro de Masas marca
LECO modelo Pegasus 4D, con analizador masico TOF (Tiempo de Vuelo).
La simbologia utilizada es M*= ion molecular, m/z = relacién masa/carga y

pb = pico base.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de
transformada de Fourier, marca Perkin Elmer modelo Espectrum 400.La

frecuencia de las sefiales se reportan en cm™.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Protén (RMN 'H) se
obtuvieron en un espectrometro Varian 400 S4 ASC (400 MHz),
espectrometro Oxford NMR (300 MHz) y en un espectrometro Oxford NMR
(400 MHz). Los desplazamientos quimicos (3) se reportan en partes por
millon (ppm) relativos al tetrametilsilano (Me4Si, 6=0) en DMSO-ds y los
valores de J en Hz. La simbologia empleada es: s = sefial simple, d = sefial
doble, t = sefial triple, ¢ = sefial cuadruple, m = sefial multiple, sd = sefial

simple dobleteada, sa = sefal amplia, dd = sefial doble de dobles.
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A2  Cromatografia

v El progreso de las reacciones y pureza de los compuestos sintetizados se
determind por cromatografia en placa fina (ccf) empleando cromatoplacas
de la casa Merck recubiertas con gel de silice 60 Fys4 de 0.2 mm de
espesor. Los compuestos organicos se visualizaron con luz ultravioleta (UV)

y/o por exposicion a vapores de yodo.

Los sistemas cromatograficos empleados fueron los siguientes:

Sistema Composicion Proporcion
Cloroformo-Metanol 95:5
[l Cloroformo-Metanol 80:20

A3  Reactivos y disolventes

El 4cido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1), materia prima inicial, se adquiri6 de la casa
Sigma-Aldrich y se utiliz6 como tal sin ninguna purificacién. De la misma casa se

adquirio el catalizador Ni-Raney suspendido en agua alcalina.

Los disolventes empleados en las reacciones fueron del grado RA 'y QP.
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A4 Técnicas para la preparacion de intermediarios y productos finales
2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)
Esterificacion

HOOC H,COOC
(CH,) SO, DMF

Y

NaHCO , H O, 60-62 °C
Cl NO, @ cl NO,

1 2
PM 201.56 PM 215.59
En un matraz de 1 L con 2 bocas, provisto de termdémetro y columna Vigreux, se
disolvieron 100 g (0.4961 mol) del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1) en 250 mL de
DMF a 50 °C. Posteriormente se adicionaron 83.4 g (2 equivalentes, 0.9924 mol)
de NaHCO3; en suspension acuosa; se verificO que el pH estuviera en 7 y se
agregaron, gota a gota, 70.2 mL (1.5 equivalentes, 0.7441 mol) de sulfato de
dimetilo, a una temperatura de 60-62 °C. Terminada la adicion, se dejo
reaccionando por 20 minutos. Después de este tiempo, la ccf indicd el consumo
total de 1. La mezcla de reaccion, a temperatura ambiente, se vertiéo en agua, se
filtré al vacio, se lavo repetidas veces con agua y se dejé secar al aire. El producto
crudo pes6 100.4 g (93.87%). Una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion
de etanol y dio cristales amarillo claro con R (0.64, Sistema I) y pf 76.1-76.6. °C,

semejantes a los reportados.*?

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

Hidrogenacion catalitica

H3CO,C H,CO,C
H2. Ni-Raney

CHSOH

-

Cl NO, Cl NH,
2 3
PM 215.59 PM 185.607
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En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 30 g (0.1392 mol) de
2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2) y 9 g (30%) de catalizador Ni-Raney,
previamente lavado con agua y MeOH, en 230 mL de MeOH. El frasco se coloco
en el hidrogenador y se purgé mediante tres lavados de 30 Ib/in®> de hidrégeno:;
después, el frasco se cargd con hidrégeno hasta una presién de 60 Ib/in® La
reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente por 4 horas, consumiéndose 647
Ib/in? de hidrégeno. La suspensién translicida, incolora, se filtré con vacio a través
de un embudo Bichner con celita, la cual se lavo varias veces con metanol. En
todo el proceso de filtrado y lavado no se dejé secar el catalizador para evitar que
se inflamara El filtrado resultante se concentrd en el rotaevaporador dando 25.10
g (99.8%) de un sélido blanco con R¢0.55 (Sistema 1), el cual se empled como tal
en la siguiente reaccion. Una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de

agua y dio cristales blancos con pf de 109.2-109.8, semejante al reportado.*?

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

Acetilacion
HCO,C H3CO5C
3C0, Ac O 3L0,
2 -
Cl NH, Cl NHCOCH,
3 4
PM 185.607 PM 227.644

En un vaso de precipitados de 250 mL, provisto de termdmetro, varilla de
agitacion de teflon y bafio de agua con hielo, se colocaron 25.089 g (0.1352 mol)
de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3) y se le adicionaron 90 mL de anhidrido
acético con agitacién vigorosa, sin que la temperatura rebasara los 40 °C; luego,
se dejo reaccionar por 20 minutos. Después de este tiempo, la ccf revelo el
consumo total de la materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se vertio en

300 mL de agua helada. El sélido blanco que precipitdé se separ6 por filtracién con
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vacio, se lavl con agua y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 30.12 g (97.89%) de
un solido blanco. Una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de tolueno y
dio un sélido con R; (0.38, Sistema 1) y pf 115.2-115.8 °C, semejantes a los

reportados.*?

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

Nitracién con &cido nitrico/acido sulfdrico

H,CO,C H;CO,C NO,
HNO,, H SO,

—
-

Cl NHCOCH, Cl NHCOCH,
4 5

PM 227 .64 PM 272.64

En un vaso de precipitados de 250 mL, acondicionado con termémetro, embudo
de adicién y sumergido en un bafio de hielo con sal, se disolvieron 30 g (0.1318
mol) del 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) en 60 mL de H,SO,
concentrado, a una temperatura entre 0 y 3 °C. Una vez disuelto el sustrato, se le
adicionaron poco a poco 20 mL de acido nitrico concentrado. La adicién del HNO3
se hizo de tal manera que la temperatura no rebasara los 3-5 °C
(aproximadamente 2 h). Después de este tiempo, la ccf indicé el consumo total de
4y la formacion de dos productos en la relacion 8:2, por lo que la mezcla se vertid
sobre 200 g de hielo. El sélido que precipité se separ6 por filtracion al vacio, se
lavd con agua y se dejé secar al aire. Se obtuvieron 32.7 g (91.12%) de un solido
amarillo claro, el producto secundario se elimin6 mediante maceraciéon con MeOH.
Una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de AcOEt y dio cristales
amarillo brillantes con R; (0.72, Sistema |) y pf 139.1-139.8 °C, semejantes a los

reportados.*?
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4-Amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)

Hidrélisis
HyCOLC NO, H,CO,C NO,
NaOH, MeOH
r
Cl NHCOCH;, Cl NH,
5 6
PM 272.64 PM 230.61

En un vaso de precipitados de 1 L, adaptado con termdémetro y agitacion
magnética, se suspendieron 20.77 g (0.0762 mol) de 4-acetamido-2-cloro-5-
nitrobenzoato de metilo (5) en 200 mL de MeOH. Después, la mezcla se agito
vigorosamente a temperatura ambiente y con agitacion constante se le
incorporaron 3.05 g (1 equivalente) de NaOH en agua (1:1). La temperatura no
cambié durante la adicion, pero si el color que se oscurecio. Después de 20
minutos se comprob6 por ccf el consumo total de la materia prima, por lo que la
suspensién enfriada en bafio de hielo se filtré con succion y se lavdé con metanol
frio repetidas veces y se dejo secar al aire. De esta forma se obtuvieron 15.93 g
(90.68 %) de un solido color amarillo limén. Una muestra analitica se obtuvo por
recristalizacion de grandes volumenes de etanol y dio un soélido con R; (0.64,

Sistema I) y pf 221.3-222.2°C, semejantes a los reportados.**

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

Reduccioén catalitica

H2, Ni-Raney

cl NH, MeOH, AcOEt cl NH,

6 7
PM 230.61 PM 200.62
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En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 15 g (0.0650 mol) de
4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) en una mezcla de MeOH/ACOEt
(150 mL/100 mL) y 4.5 g (30%) de catalizador Ni-Raney, previamente lavado 4
veces con agua y una vez con MeOH. Una vez instalada la botella en el sistema
de hidrogenacioén, se le coloco una camisa de calentamiento, la cual solo se us6
para conservar el calor de la reaccion. El aire del matraz se eliminé con 3 purgas
de aproximadamente 30 Ib/in> de hidrégeno. La reaccién se llevé a cabo a
temperatura ambiente por 2 % horas, consumiéndose 273 Ib/in® dehidrégeno. La
ccf reveld el consumo total de la materia prima. La suspension translucida,
incolora, se filtr6 con vacio a través de un embudo Bichner con celita, la cual se
lavé varias veces con metanol. En todo el proceso de filtrado y lavado no se dejé
secar el catalizador para evitar que se inflamara. El filtrado resultante se concentro
en el rotaevaporador dando 13 g (99.69%) de un solido café (morado) con R;0.23

(Sistema 1), el cual se emple6 como tal en la siguiente reaccion.

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

Ciclocondensacion

H,;COOC NH, H,CO0C
CS,, EtOH

Y

cl NH, KOH, H.0 o

H
N
| />—SH
N
7 8
PM 200.62 PM 242.68

En un matraz de 500 mL con tres bocas, provisto de embudo de adicién,
condensador en posicién de reflujo, termémetro y atmdsfera de nitr6geno, se
disolvieron 38.95 g (0.1941mol) de 4,5-diamino-2-clorobenzoato de metilo (7) en
400 mL de etanol a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 21.74 g
(2 eq, 0.3883 mol) de KOH disueltos en 73 mL de agua y 23.3 mL (2 eq, 0.3883
mol) de disulfuro de carbono. Terminada la adicién, la mezcla se calenté a 60-65
°C por tres horas, después de las cuales la ccf indicé el consumo total de la
materia prima, por lo que la mezcla de reaccion fria se vertio en 1300 mL de agua,
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se agito y llevé a pH 5 por adicion de acido aceético al 20%. El solido formado se
separo por filtracion al vacio, se lavo con agua repetidas veces y se dejé secar al
aire. El producto crudo, un sélido color crema, pesd 44.21 g (93.85%). Una
muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de etanol con 10% de DMF. El
producto purificado color blanco presenté una mancha con Ry 0.58 (Sistema Il) y

pf 250.5-251.7 °C, semejante al reportado.*

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

S-Metilacion
H H
H5CO0C N H,COo0C N
KOH, Acet
‘ />—SH  Acetona | )—SCHy
CH|
o N I N
8 9
PM 242.68 PM 256.71

En un matraz bola de 250 mL, provisto de termémetro, embudo de adicién
atmosfera de nitrégeno y sumergido en un bafio de agua helada, se disolvieron
8.57 g (0.0353 mol) del compuesto 8 en 86 mL de acetona. Después se adicion6
una solucién de 2.376 g (1.2 Eqg, 0.0424 mol) de KOH en agua (1:1).
Posteriormente se gotearon 2.42 mL (1.1 Eq, 0.0388 mol) de CHsl a 0-5 °C. La
mezcla se agitdo durante 3 h. Una ccf indicé entonces el consumo total de la
materia prima. Después, la mezcla se vertié sobre en 300 mL de agua fria y se
neutralizé con HCI 20%. El sélido formado se separd por filtracion al vacio, se lavo
repetidas veces con agua y se dejoé secar al aire. .El producto crudo obtenido fue
un sélido café claro que pesé 8.22 g (90.67%). Una muestra analitica se obtuvo
por recristalizacion de etanol obteniéndose cristales blancos con R;0.65 (Sistema

1) y pf 91.7-92.8 °C, semejante al reportado. *?

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

H H

H,COOC N HOOC N

KOH, MeOH
‘ p SCH, - ‘ J SCH,
Cl N C| N
9 10
PM 256.71 PM 242.68

En un matraz bola de 100 mL con 2 bocas, acondicionado con termometro y
condensador en posicion de reflujo, se suspendieron 14.4 g (0.056 mol) de 9 en
59 mL de MeOH. A temperatura ambiente se adicionaron 7.22 g (0.1121 mol, 2
egs) de KOH en solucion acuosa (1:1) y se formo6 una solucion, la cual se calento
a 60-65 °C durante 3.5 h. Después de consumida toda la materia prima, la
reaccion se vertio en 400 mL de agua y se acidulé con H,SO4 al 20 % a pH de 4.
El sélido formado se separ6 por filtracion al vacio, se lavé con agua y se sec6 al
aire, dando 12.37 g (90.87 %) de un solido color crema que analizado por ccf
presenté una mancha (R; 0.08, Sistema Il). Una muestra analitica se obtuvo por
recristalizacion de etanol dando un sdlido blanco con pf 221-221.9 °C, semejante

al reportado.*?

En esta Gltima parte de la secuencia sintética, los compuestos 8, 9y 10 son en
realidad un par de tautobmeros cada uno. Asi, para el compuesto 10 se tendria el

par:

HOOC HOOC

H
N

‘ ;}——SCHS
N

Cl Cl

N

‘ E}——SCHS -
N
H

10

Para los fines practicos en esta tesis se hace referencia al tautomero 1H-5CI.
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Procedimiento general para la preparacion de las 5-Cloro-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-6-carboxamidas N-sustituidas (LGI-1-LGI-5)

(a) Formacién del cloruro de acilo (11)

o]

H

HO N
| ,—scH,

cl N

10

lSDCI
H

3.4-dicloroanilina

0
I , NaHCO , CH CN
cl M 3 ]
| />—SCH3
cl M

2. 5-dicloroanilina
e -

cl
o
T
NH
cl N

O
H
Cl NH N
| )—son, LGI2
cl N
Cl
8]
| OB P
Cl MNH
cl N

Cl
]
Qs
MNH N
| />7SCH3 LGI-4
cl N

Cl
l: I o}
H
Cl MH N
| )—scoH, LGIS
cl N

En un matraz bola de 100 mL con 2 bocas, provisto de termometro, un

condensador en posicion de reflujo adicionado con trampas de NaOH y sumergido

en un bafo de aceite, se mezclaron 2 g (0.008 mol) del compuesto 10 secoy 6 mL

de SOCI, (10 equivalentes, 0.082 mol). Posteriormente se calenté a 50-60 °C y se

mantuvo en agitacion por 3 horas. Una ccf revel6 la ausencia de materia prima, lo

gue indicé que se habia formado el cloruro de acido. El exceso de SOCI, se

elimind por arraste con benceno (3 x 30 mL). Después, la mezcla seca se sometio

inmediatamente a la siguiente reaccion.
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(b) Sustitucién (formacion de las amidas)

El matraz con el cloruro de acido, acondicionado con un refrigerante en posicion
de reflujo y trampa de humedad, se le agregaron 30 mL de acetonitrilo, 0.7 g (1.3
ed, 0.011 mol) de NaHCO3; y 0.8 equivalentes de la anilina correspondiente. La
mezcla se dej6 en agitacion 12 h a temperatura ambiente, después, la ccf
confirmo la ausencia de materia prima, por lo que se destil6 el disolvente en el
rotaevaporador. El residuo, un sélido amarillo, se suspendié en agua, se separo
por filtracion con vacio, se lavé con agua y se dejo secar al aire. El sélido crudo
obtenido se disolvié en una mezcla de CHCI3/MeOH 80:20 y se paso a través de
una columna empacada con 15 g de alimina basica en CHClI3, la cual se lavé con
el mismo disolvente. El producto purificado, un sélido blanco, se obtuvo por
evaporacion del disolvente en el rotaevaporador. En la siguiente tabla se muestran
las anilinas utilizadas, rendimiento y constantes fisicas de las carboxamidas

sintetizadas.

Anilina Producto | R¢(Sistemal) | Pf (°C) | Rendimiento (%)
4-Cloroanilina LGI-1 0.14 260-261 76.13
3-Cloroanilina LGI-2 0.12 229-230 79.57

3,4-Dicloroanilina LGI-3 0.12 249-250 73.74
2-Cloroanilina LGI-4 0.12 217-218 67.17
2,5-Dicloroanilina LGI-5 0.16 217-218 69.03
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Espectro 1. EMFAB de Acido 5-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxilico (10).
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Espectro 15.

RMN-'H de 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (LGI-4)
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Espectro 16. EMFAB de 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (LGI-5).
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Espectro 17.

FTIR 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (L GI-5).



APENDICE B

[- -]
— (=
d ™~
— ~
' 2500
o oo o oo wy wm T NN~
] o ) 1N N M Mo,
T T N0/ A,
Intercambio D;O X
I |
l -2000
| 1 I
A nl |
. l__JLJJ__. _— __/l\_ I A S u V. ML
L — L L I =
L ™~ T M~ —
~ @ e o o
(=] (=] (=" ] (=]
I I L L I I I T L 1 I 1 I 1 I 1 _lsm
10.5 95 90 B85 80 725 70 65 79 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3
f1 (ppm) f1 (ppm)
X cl
e o
S 7 1000
- CH
el S NH —N Pl
/ s
=N
Cl h
-500
|
L *
A R - ]. —/j . . Lo
iy T i
= L& 3 oo =
= =N - - —] (]
T T T T T T T T T T T T T L T J T T T v T r T T T L T v T T T v T T T T T
11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25
fl (ppm)

Espectro 18. RMN-'H de 5-Cloro-N-(2,5-diclorofenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-6-carboxamida (LGI-5).



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



