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“Porque las cosas invisibles de él, su eterno poder y deidad, se hacen claramente visibles desde la
creacion del mundo, siendo entendidas por medio de las cosas hechas, de modo que no tienen
excusa.

Pues habiendo conocido a Dios, no le glorificaron como a Dios, ni le dieron gracias, sino que se
envanecieron en sus razonamientos, y su necio corazon fue entenebrecido.

Profesando ser sabios, se hicieron necios”

Romanos 1:20-22

“Y nosotros no hemos recibido el espiritu del mundo, sino el Espiritu que proviene de Dios, para que
sepamos lo que de Dios nos ha concedido, lo cual también hablamos, no con palabras ensefiadas por
sabiduria humana, sino con palabras que ensefia el Espiritu, acomodando lo espiritual a lo espiritual.

Pero el hombre natural NO percibe las cosas que son del Espiritu de Dios, porque para el hombre es
locura, y no las puede entender, porque se han de discernir espiritualmente”

1 Corintios 2: 12-14
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades tropicales desatendidas son el resultado de cuatro agentes patégenos causales
diferentes —virus, bacterias, protozoarios y helmintos—, resultando asi un total de 17 padecimientos
priorizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Estas enfermedades afectan a mas de
mil millones de personas en todo el mundo y son endémicas en 149 paises.

La cobertura universal de las intervenciones de prevencion y control de las enfermedades tropicales
desatendidas depende fundamentalmente de la existencia de sistemas de salud eficientes y del
acceso a los medicamentos esenciales para su tratamiento.

El presente trabajo tiene la intencion principal de contribuir al conocimiento sobre moléculas que
puedan servir al tratamiento de la enfermedad de Chagas, causado por el protozoo Trypanosoma
cruzi. Esta enfermedad es un problema de salud publica en América Latina, donde existen 10 millones
de personas infectadas. Debido a la ausencia de vacunas y a las dificultades vinculadas con el control
del vector del parasito, el unico recurso terapéutico es la quimioterapia. Actualmente, se disponen de
dos farmacos para combatirla: el Nifurtimox (Nfr) y el Benznidazol (Bzn); mismos que fueron
introducidos en la clinica hace mas de treinta anos. Esta situacion conlleva a la posibilidad de que se
presenten cepas de parasitos resistentes a los farmacos. El Nfr y el Bzn son eficaces en la etapa
aguda pero no en la etapa cronica de la enfermedad, donde presentan baja eficacia y efectos toxicos
en el paciente. Por lo anterior, es necesario el desarrollo de nuevos farmacos eficaces y seguros para
el tratamiento de la Enfermedad de Chagas.

Durante la realizacién de esta tesis se realizé una amplia busqueda bibliografica sobre derivados del
bencimidazol, encontrando que varios de ellos presentan actividad antiprotozoaria, tal es el caso del
acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico. Para este trabajo se utilizé la estrategia de la hibridacion
molecular para intentar que la molécula resultante pudiese presentar actividad tripanocida. Por lo que
el objetivo de este trabajo fue la sintesis de hibridos derivados del acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxilico con carbohidrazidas y carboxamidas, con el fin de producir moléculas mas potentes y
eficaces que los dos farmacos empleados en la actualidad (Nfr y Bzn).



2. ANTECEDENTES

En este apartado se presenta la informacién que sustenta el problema planteado y la hipotesis del
presente informe de tesis. El contenido se organizé en tres capitulos. El primero aborda los aspectos
generales de la enfermedad de Chagas, el segundo trata sobre lo derivados del bencimidazol como
agentes antiparasitarios y el tercero sobre la estrategia usada en el disefio de las moléculas
sintetizadas.

2.1 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también conocida como Tripanosomiasis Americana, fue descrita en 1909
por el médico brasilefio Carlos Chagas, quien dio nombre al parasito causante, Trypanosoma cruzi,
en honor a su maestro, Oswaldo Cruz. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 8 a 10
millones de personas estan infectadas en todo el mundo, principalmente en América Latina, donde la
enfermedad es considerada endémica; no obstante, en las ultimas décadas, el perfil epidemioldgico
ha cambiado debido a los movimientos migratorios, que han llevado tanto a la urbanizacion y la
globalizacién de la enfermedad. La enfermedad de Chagas esta asociada casi directamente a las
condiciones de pobreza en las zonas rurales’. En lo que respecta a México, hay un total de 18 areas
endémicas, ubicadas principalmente en los estados de Oaxaca, Jalisco, Yucatan, Chiapas, Veracruz,
Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos; todos ellos con el denominador de ser zonas rurales. En el afio
2001 (Guzman-Bracho,2001) se reporté que la region Noreste del pais tenia la mayor prevalencia de
casos con la Enfermedad de Chagas, correspondiente a la zona Huasteca la cual es comprendida por
los estados de Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz y Tamaulipas; y se destacé que en esta region, la
prevalencia ha aumentado en los ultimos afios?.

Una encuesta seroldgica nacional llevada a cabo entre 1994 y 1996 (Guzman et. al.1998), se informo
que habia una seroprevalencia total de 1.6 % de T. cruzi (996 personas positivas a las pruebas de
tamizaje de anticuerpos contra T. cruzi, de un total de 64969 de personas donantes de sangre de 18
entidades federativas participantes). Algunas estimaciones actuales (Ramsey et. al 2003) indican que
por lo menos 1-2 millones de habitantes estan expuestos al parasito en el pais, con cerca de 70,000
nuevos casos por afio y una mortalidad del 5-6 %?2.

Sin embargo, con respecto a los datos del parrafo anterior, otros estudios han identificado niveles de
seroprevalencia mucho mas altos, los cuales llegan hasta el 5.9 % en regiones especificas.

En cuanto al porcentaje de Prevalencia los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Guerrero se
encuentran entre los estados mas afectados, puesto que la prevalencia puede ser superior al 10 %,
esto nos da como informacion la posibilidad de padecer la enfermedad (Ver tabla 1, sombreado con
color rosa. Finalmente se indico el numero de personas potencialmente afectadas en México y que es
de 5.5 millones?.

Tabla 1.- Estimacion de la poblacion en situacion de riesgo para la infeccion por Trypanosoma cruzi
en México, de acuerdo con el (%) de prevalencia de anticuerpos anti-T. cruzi en 2006 por los
estudios serolégicos, manifestaciones clinicas, y los informes de los bancos de sangre (Cruz-Reyes
y Pickering-Lopez, 2006). (Tabla tomada y modificada de la referencia 2)



Prevalencia de la Enfermedad de Chagas

Estado Estimacion de la poblaciéon en Numero estimado de Prevalencia (%)®
México por estado 20102 (x10°) individuos infectados
(casos)
Querétaro 1.82 347,125 18.99
3.80 672,947
4.79 611,564
Nayarit 1.08 132,259 12.19
Jalisco 7.35 890,168 12.11
Morelos 1.77 203,315 11.44
3.38 383,947 _
Hidalgo 2.66 164,698 6.18
7.64 438,719 _
Zacatecas 1.49 83,776 5.62
Sinaloa 2.76 154,441 5.58
Tabasco 2.23 84,171 3.76
Distrito Federal 8.85 331,916 3.75
Puebla 5.77 205,184 3.55
Yucatén 1.95 61,992 3.17
Baja California 3.15 87,711 2.78
San Luis Potosi 2.58 66,965 2.59
Quintana Roo 1.32 31,946 2.41
Michoacan 4.35 96,158 2.21
Durango 1.63 35,598 2.18
Nuevo Ledn 4.65 90,277 1.94
Aguascalientes 1.18 21,685 1.83
Tamaulipas 3.26 54,912 1.68
Sonora 2.66 43,132 1.62




Campeche 0.82 12,830 1.56
Tlaxcala 1.16 15,560 1.33
Colima 0.65 7481 1.15
Baja California Sur 0.63 6625 1.04
Guanajuato 5.48 44,988 0.82
Estado de México 15.17 95,608 0.63
Coahuila 2.74 16,765 0.61
Chihuahua 3.4 15,329 0.45
TOTAL 11217 5,509,794

a Instituto Nacional de Estadistica Geografia e informatica (2010). http://www.inegi.gob.mx.
b Cruz-Reyes and Pickering-Lopez (2006).

El censo nacional de 2010 (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica, 2010) reporto
112.3 millones de personas que viven en México y basado en la obtencién del porcentaje de
prevalencia publicado por Cruz-Reyes y Pickering-Lépez (2006), realizé una estimacion del nUmero
de individuos infectados por T. cruzi por estado en el pais, destacando que los estados de Jalisco,
Oaxaca y Chiapas tienen el mayor numero de infectados por la enfermedad de Chagas (no se alude
al % de prevalencia, sino de casos reportados), seguido de Veracruz, Guerrero, Querétaro, Ciudad de
México, Puebla, Morelos, Hidalgo, Sinaloa y Nayarit (Figura 1). Realizando un pequefio analisis de la
tabla 1, se puede destacar que el elevado niumero de casos que podrian estar presentes en el Distrito
Federal (Ciudad de México), solo sea una subestimacion, pues el numero en realidad podria ser mas
elevado, y a pesar de que el Distrito Federal sea una zona urbana en donde no existen informes de la
presencia de vectores, se sabe que existen otras vias de transmisién asi que es necesario aclarar
estas rutas para reducir el riesgo de transmision de la enfermedad de Chagas?.
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Figura 1. Numero estimado de individuos infectados con Trypanosoma cruzi en México (Imagen
tomada de la referencia 2).

Por ultimo, cabe mencionar que la migracion de las zonas rurales que se produjeron en América Latina
en los afios 1970 y 1980 ha cambiado el patron epidemioldgico tradicional, convirtiendo a la
enfermedad de Chagas de una infeccién rural a una infeccion urbana. Tal es el caso de la existencia
de la enfermedad en Europa, donde los inmigrantes de los paises endémicos ahora viven. Muchos
médicos consideran que el Chagas se limita a México y América Latina, y este supuesto hace que los
médicos generales de Estados Unidos y Europa ignoren hacer un diagnéstico diferencial en pacientes
que presenten sintomas pertinentes a la enfermedad de Chagas (Miocardiopatias)”.

2.1.1 El Parasito

La enfermedad es causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi perteneciente al subfilo
Mastigophora, orden Kinetoplastida que se caracteriza por tener la presencia de un organelo peculiar
que lo define dentro de la mitocondria de la célula y se conoce como Cinetoplasto (Figura 2). Pertenece
a la familia Tripanosomatidae dentro de la cual se adopt6 el subgénero Schizotrypanum para designar
a los tripanosomas que se multiplican intracelularmente en los vertebrados. En la actualidad el nombre
taxonémico completo es Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi. Se considera que esta especie
conforma un conjunto de poblaciones de parasitos o cepas que circulan entre reservorios animales,
humanos y vectores intradomiciliarios y silvestres, con diferencias en patogenicidad 3. La enfermedad
de Chagas es transmitido por vectores artropodos; especificamente por insectos pertenecientes a la
familia Reduviiadea (orden Hemiptera), en los cuales destacan Tripanosoma infestans, Rhodnius
prolixus y Panstrongylus megistus como los vectores mas importantes®. Estos insectos, estan
presentes en Sudamérica, América Central, México y el sur de Estados Unidos.
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Figura 2. llustracion de T. cruzi en corte longitudinal mostrando las principales estructuras celulares
(imagen de http://labspace.open.ac.uk/mod/resource/view.php?id=459545)

El Trypanosoma cruzi infecta a células de mamiferos y es altamente pleomorfico, por consecuencia
podemos encontrar distintos estadios o fases evolutivas en su ciclo de vida. Cada estadio presenta
propiedades unicas y los cambios que ocurren entre estos se desarrollan en respuestas a variaciones
en las condiciones de su entorno. La identificacion de estas fases evolutivas estd basada en
caracteristicas morfolégicas, tales como la forma general de la célula, la posicién del Cinetoplasto y
nucleo, asi como la region donde el flagelo emerge del saco flagelar. Acorde a esto, encontramos que
el Trypanosoma cruzi presenta 3 fases evolutivas principales de desarrollo: amastigote, epimastigote
y tripomastigote ° (Figura 3).
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Figura 3. Diferentes estadios morfoldgicos asociados a distintas etapas del ciclo de vida de T. cruzi
(Imagen tomada de la referencia 6).

La forma o estadio Tripomastigote, es la forma flagelada del parasito y morfolégicamente es
alargado, fusiforme y su tamafio es alrededor de 20 micras de longitud , y es la que se encuentra en
la sangre circulante de las personas o animales infectados, especialmente en los periodos agudos o
iniciales de la infeccion 3.

Posee un nucleo grande cerca de la parte central y a lo largo de su cuerpo tiene una membrana
ondulante bordeada por un flagelo que se inicia en el Cinetoplasto y sale del parasito por el extremo
anterior 3(Fig. 2(a)). El Cinetoplasto es una red fibrosa, que contiene el 20% aproximadamente del
ADN total del parasito presente en su mitocondria y que esta localizada en la regién subterminal del
protozoo. El tamano notoriamente grande del Cinetoplasto constituye una de las principales
caracteristicas morfoldgicas, que lo diferencia de otras especies de tripanosomas .

2.1.2 Ciclo de vida y transmision

El ciclo biolégico del parasito desde la picadura hasta el nuevo contagio de otro vector, se da de la
siguiente manera:

Los epimastigotes, flagelados anchos, muy moviles, con el Cinetoplasto entre el nucleo y el flagelo
libre, son una forma no infecciosa del parasito que se encuentra en el intestino medio de insectos
vectores, donde se multiplican un gran niumero de veces por fision binaria. Los epimastigotes pasan
al intestino grueso del insecto, donde se diferencian en tripomastigotes metaciclicos, estos migran al
intestino posterior donde son excretados con las heces en el momento de la picadura; estas formas
son resistentes al complemento mamifero y tienen la capacidad de infectar las células del hospedero.
El insecto permanece toda su vida infectado, y al parecer no le causa dafo. Cuando el insecto se
alimenta de la sangre del huésped mamifero, inmediatamente defeca sobre la piel, provocando la
contaminacién debido a que el huésped se frota o rasca la zona lesionada, ocasionando la entrada de
los tripomastigotes metaciclicos a través de las escoriaciones de la piel, membranas mucosas o
conjuntivas. Los tripomastigotes pueden invadir rapidamente las células de entrada (macrofagos) o
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pueden ser transportados en la sangre a otros sitios, frecuentemente invaden células del bazo, higado,
vasos linfaticos, células de los musculos cardiacos, liso y esquelético 7. Dentro de estas células se
transforman en amastigotes, la tercera forma morfoldgica. Los amastigotes son redondeados con un
flagelo externo muy corto o inexistente, se multiplican rapidamente dentro de la célula huésped hasta
que se provoca la lisis de la misma, momento en el que se transforman en tripomastigotes sanguineos.
Al destruir los macrofagos, los tripomastigotes se liberan en el torrente sanguineo y linfatico, a través
del cual se extienden a sitios distantes e invaden nuevas células. Los tripomastigotes encontrados en
la sangre circulante no son capaces de multiplicarse en la sangre.

Este proceso continua de forma asincrénica para la vida del huésped. Un pequeio numero de
tripomastigotes pueden ser ingeridos por chinches no infectadas. Dentro del insecto, el tripomastigote
se transforma en epimastigote en el intestino medio, completando asi el ciclo (Figura 4).

Tripomastigotes se transforman en
epimastigotes y llos epimastigotes se
reproducen por fisidn binaria ( en el

Tefatana infestans - - = = ~
_\ Los epimastigetes migran al intestine grueso y al recto, y se

diferencian en tripomastigotes metaciclicos que se liberan con
/ lnteslmn arrterln[ Ia deyeecion

H“"d'"”sﬂm"““ Los tripomastigotes metaciclicos infecciosos son liberados en
la heces del insecto sobre |a piel de un huésped mamifero
N, ”
e

. £ ’ . — =
e S, tripomastigotes metaciclicos entran en el huésped a
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Trazama dunidiara ng Huésped mamifero -M . e d et B
. |o a través de mucosas o conjuntivas 4

\' Sefiales de la entrada

Tripomastigote El rf;clulamlenm ¥ Ia'iusmn\ . del parasito
en un frotis de ..;:51 de lisosomas de la célula
sangre Tripomastigotes en huésped S.E neceslnan para
torrente sanguineo que los tripomastigotes
penetren las células locales F

Infeccion de
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|.IS!S de la célula
¢

tripomastigotes en su
vacuola unido donde
derivados del lisosoma
*"|se unen & la membrana

*| Escape de la vacuola Signo de Romafia
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Figura 4. Transmision vectorial y el ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Imagen tomada y editada de
la referencia 8).

El hombre puede infectarse con el parasito Tripanosoma cruzi, por 3 mecanismos de transmision
actualmente conocidos:



@,

+» Por deyecciones de Triatomineos

Es la forma mas importante de transmision, ya que es el mecanismo natural de la infeccion y sucede
como ya se ha explicado, cuando un triatomineo defeca sobre el huésped, depositando junto con las
materias fecales a los tripomastigotes metaciclicos, los cuales pueden penetrar la piel por
escoriaciones al rascarse, por el sitio de la picadura en el momento del rascado, al frotarse los ojos
con los dedos contaminados con materias fecales de triatomineos o por la mucosa oral o nasal.

e Por transfusion Sanguinea

Esta via de transmisién sucede con relativa frecuencia, ya que en los paises que no se tiene un control
adecuado de los donadores de sangre, al usar sangre infectada pasa T. cruzi a otras personas, ya
que mantiene su viabilidad a la temperatura del refrigerador de 4°C hasta por dos meses.

e Portraspaso de la Placenta

Constituye la tercera via mas importante de transmision de la Enfermedad de Chagas, ya que la
segunda mitad de la gestacion, los tripomastigotes sanguineos de la madre pueden atravesar la
barrera placentaria e infectar al producto.

No obstante, la transmision oral por el consumo de alimentos contaminados con heces del artropodo,
ha sido reconocida recientemente como la causa de los pequefios brotes esporadicos, en la region
amazonica y otras zonas no endémicas.

2.1.3 Cuadro clinico de la Enfermedad de Chagas

El concepto de enfermedad no debe ser confundido con el de infeccidn, pues la mayoria de individuos
permanecen infectados toda su vida sin manifestaciones clinicas. La enfermedad se presenta en dos
fases, la fase aguda y la cronica °.

La mayoria de los casos en fase aguda se presenta antes de los 15 afos, principalmente entre edades
de 1-5 afios *. Por lo general en esta fase no se presentan sintomas, sin embargo cuando esto si
sucede, se presenta malestar general, dolor de cabeza, anorexia, mialgia, y en poca frecuencia fiebre
intemitente®. Algunos pacientes tienen lesiones en la puerta de entrada del parasito, es decir, cuando
la via de entrada es a través de la piel se observa una lesion conocida como Chagoma (hinchazon
edematoso en el sitio de infeccion); si el parasito ingresa a través de las membranas mucosas
oculares, se desarrolla una conjuntivitis unilateral sin dolor conocida como Signo de Romana y es un
signo clasico de la enfermedad de Chagas en fase aguda, pero se desarrolla en pocas personas que
se infectan*7®. Sin embargo, no todo queda en signos y sintomas, ya que se ha reportado que la
fase aguda presenta una tasa de mortalidad del 5%, debido a miocarditis 0 meningoencefalitis en
infantes.

En la gran mayoria de las personas con la enfermedad en esta fase, las manifestaciones clinicas
desaparecen espontaneamente dentro de 3-8 semanas, pero es seguido de la fase latente o
indeterminada, la cual es asintomatica. Algunos autores consideran que la proliferacion del parasito
dentro de las células se da en este periodo. Con el aumento gradual de los sintomas caracteristicos
de la fase cronica, se estima que el 70-85% de las personas infectadas permanecen en este estado
latente por el resto de sus vidas; si bien el 15-30% desarrollan dafios en algunos érganos (fase cronica
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sintomatica), el corazon es el mas comun, produciendo arritmias cardiacas, extrasistoles ventriculares,
taquicardia asi como cardiomegalia, sindrome del seno enfermo y bloqueo auriculoventricular. A pesar
de que Trypanosoma cruzi puede parasitar cualquier célula del organismo, éste suele aparecer con
mayor frecuencia en células musculares (cardiacas y esqueléticas). Otros érganos comunmente
afectados son el aparato digestivo y el sistema Nervioso. En cuanto al aparato digestivo se genera
aperistaltismo, asi como el agrandamiento del eséfago (Megaesofago) provocando disfagia y el
agrandamiento del colon (Megacolon) teniendo como sintomas estreiimiento, dolor y en casos
avanzados obstruccion intestinal 7. Probablemente, la intensidad de las formas clinicas en la fase
cronica esta directamente relacionada con alguna destruccidon neuronal autonémica y periférica
ocurrida en la fase aguda (Figura 5).

No se sabe qué factores del huésped o caracteristicas del parasito causa que algunas personas
infectadas por Trypanosoma cruzi desarrollen las lesiones que caracterizan la fase crénica, mientras
que otros permanezcan solamente infectados durante el resto de su vida. La cepa del parasito, la
nutricion, la edad de la primera infeccion, la inmunogenética u otras condiciones médicas pueden jugar
un papel en la patogénesis de la fase crénica sintomatica de la enfermedad de Chagas; actualmente
no hay forma de predecir si una persona infectada en la fase indeterminada o latencia este propenso
a desarrollar la fase cronica sintomatica.

MIT ¢

Figura 5.- Hallazgos comunes en la fase crénica de la enfermedad de Chagas. (Imagen tomada de la
referencia 8)

a)

a) Megacardia; b) Megaesofago; ¢) Megacolon

2.1.4 Tratamiento

El tratamiento para la enfermedad de Chagas se limita a dos farmacos actualmente disponibles, el
Nifurtimox (Nfr) desarrollado por la Farmacéutica Bayer en 1960, y el Benznidazol (Bzn) por Roche en
1974. Ambos compuestos nitroheterociclicos fueron descubiertos hace mas de tres décadas y que
lamentablemente estan lejos de ser ideales debido a las numerosas limitaciones como su alta
toxicidad y eficacia solo en la fase aguda ™.

El Nfry el Bzn realizan su actividad tripanocida mediante la generacién de radicales libre o0 metabolitos
electrofilicos. El grupo nitro de ambas moléculas es reducido a un grupo amino, por accion de las
nitrorreductasas, con la formacion de varios radicales libres y metabolitos electrofilicos. Este proceso
se inicia gracias a la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa que actua en el grupo nitro de la
molécula (R-NO;) produciendo el radical nitro anion intermedio (R-NO"). Este radical ingresa a un
ciclo redox donde reduce al oxigeno molecular y forma el anién superoxido (O2~), mientras que el
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farmaco se regenera. Aqui la enzima Superdxido dismutasa (SOD) convierte a este anion en
perdxido de hidrogeno (H202). El H20- junto con O2~ producen el radical hidroxilo (OH™), el cual se
va a unir a macromoléculas del parasito provocando la peroxidacion de lipidos, destruccién de
membranas, dafo al ADN, unién a proteinas y por consecuencia inactivacion de enzimas (Figura 6).
Dentro de las enzimas que se pueden ver inactivadas se encuentra la Tripanotion reductasa, la cual
es importante para la detoxificacion del parasito; de la misma manera puede unirse a tioles libres como
el tripanotion y el glutation del parasito, limitando asi sus mecanismos de detoxificacion de radicales
libres 51°,

Mifurtimox
_ Proteinas RNO:
Benrnidazol  Acidos nucleicos
RMOz Lipidos _
soD <{3||:Io > Witromeductas
Nitrorreductasa Fe®
+ OH *— 0, + HOs Radical nitroanion
— | RNH:
_, HO RNO2
RNH, #— Metabolito ' GSH  |—| G356
s l T(SHk \/ T(Sk $
Reductasa Metabolitos electrofilicos
Conjugados
Farmaco-Grupos GSH Conjugados
Tioles T(SH): Famaco-
Grupos Tioles

Figura 6.- Mecanismo de accién del Nifurtimox y Benznidazol. (Imagen tomada de la referencia 5)

Tanto el Nfr como el Bzn tienen actividad tripanocida significativa en lo que es la fase aguda,
demostrando hasta un 80% de la cura parasitolégica en pacientes bajo tratamiento, es decir, un
resultado totalmente negativo para todas las pruebas seroldgicas y parasitoldégicas, no obstante su
eficacia varia de acuerdo a la zona geografica, probablemente debido a las diferencias en la
sensibilidad de las cepas T. cruzi '°.

Se ha informado en la uUltima década, que al administrar Bzn en la fase cronica de la enfermedad, éste
tiene una actividad tripanocida significativa, ya que un 60% de nifios infectados en Argentina y Brasil
fueron curados de la parasitosis. Sin embargo los nuevos resultados, demostraron lo contrario al
utilizar ambos farmacos (Nfr y Bzn) '°. Como se menciond en un principio, una de las limitaciones de
utilizar estos farmacos, es su alta toxicidad, ya que provocan efectos colaterales serios, posiblemente
por el dano oxidativo o reductivo en los tejidos del hospedero; especificamente para el caso del Nfr
son la intolerancia gastrointestinal —la cual se manifiesta en anorexia—, vomito y dolor abdominal;
los efectos neuroldgicos incluyen insomnio, desorientacion y polineuritis. Por otro lado se ha reportado
que el Bzn genera neuropatia y supresion de la medula 6sea. Los efectos colaterales de ambos
farmacos son reversibles cuando se suspende el tratamiento o se reduce su dosis .

El tratamiento especifico de esta enfermedad ha sido motivo de controversia en muchos lugares, pero
no existe un consenso creciente de que la eliminacién de T. cruzi puede ser un requisito previo para
detener realmente la evolucion de la enfermedad '°.
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2.2. Derivados del bencimidazol: Compuestos biolégicamente activos

El bencimidazol, un compuesto biciclico que consiste en la fusion de un anillo de benceno en la
posicion 4 y 5 de un anillo de imidazol, esta presente prominentemente en la naturaleza como N-
ribosil-dimetilbencimidazol, en donde sirve como un ligando axial para el Cobalto en la Vitamina B2
(Figura 7). Elinterés en la estructura del bencimidazol comenzé6 aproximadamente en 1950 cuando
Brink identificé que derivados de la Vitamina Bi2 tenian actividad bioldgica, entre ellos el 5,6-
dimetilbencimidazol. La presencia del nucleo del bencimidazol ha dado lugar a numerosas categorias
de agentes terapéuticos, tales como antimicrobianos, antihipertensivos, antiparasitarios,
anticancerosos, etc. Convirtiéndose en una estructura privilegiada en la quimica farmacéutica, puesto
que la optimizacién de los sustituyentes alrededor de este nucleo ha dado lugar a diversos farmacos
como lo es el albendazol, mebendazol, omeprazol, telmisartan, enviradine, entre otros'?. A
continuaciéon se mencionan las tendencias de la actividad farmacolégica de acuerdo a la posicion de
los sustituyentes:

2.2.1 Antiprotozoario/ Antiparasitario

Se ha demostrado que los derivados del bencimidazol di- o tri-sustituidos presentan actividad
antiparasitaria; por ello, son un punto de partida importante en la busqueda de agentes
quimioterapéuticos contra las enfermedades parasitarias.

E

I
I
X—:—RQ
|
|
I
|
|
|
|

Figura 7.- Modificaciones moleculares en el nucleo de bencimidazol

Sitio A.- La sustitucién en esta posicion desempena un papel sumamente notable en el peffil
antiparasitario. Se obtiene una actividad de moderada a buena con derivados de acilo y ureas, pero
la actividad optima se obtiene al ser sustituido por grupos carbamato '5; sin embargo la mayoria de
las publicaciones respaldan que los compuestos con actividad antiparasitaria probados son sustituidos
en la posicion 2.

Sitio B.- En la posicién 1 es indispensable la presencia de H para una actividad antihelmintica y
antiprotozoaria, mediante la inhibicion de la polimerizacion de la tubulina; su sustitucion por lo general
conduce a compuestos menos eficaces o la perdida de actividad % 12,

Sitio C.- Es preferente que se conserve igual, porque se ha demostrado que la insercion de algun
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heteroatomo provoca la disminucion de la actividad antiparasitaria®®.

Sitio D.- La sustitucion en posiciones 5/6 impide la desactivaciéon metabdlica evitando la generacion
de metabolitos inactivos’. Se ha documentado que grupos dimetilo, dibromo en alguna de estas
posiciones generan actividad especificamente antiprotozoaria'?.

Sustituyentes en alguna de estas posiciones que actien como espaciador entre moléculas generan
actividad y selectividad contra helmintos intestinales y tisulares; en general Bencimidazoles con
grupos en posicién 5/6 como OCO, S, SO o CONH, muestran buena actividad, sin embargo la
actividad optima se obtiene con grupos O 6 CO'™.

Sitio E.- Los cambios estructurales en este sitio son cruciales para determinar el perfil de actividad de
los Bencimidazoles, en la mayoria de los casos grupos Fenilo, alquilo, alquenos, cicloalquilos y
heteroarilos, muestran un amplio espectro de accion.

Aunado a lo anterior, se reportd actualmente la sintesis de compuestos hibridos entre Nitazoxanida y
N-metilbencimidazol, para encontrar nuevas moléculas en el tratamiento de enfermedades
protozoarias; el proyecto evalué 13 compuestos derivados de bencimidazol que llevan diferentes
sustituyentes en las posiciones 1,2, 5,y 6 y los evaluaron in vitro contra 3 tipos diferentes de
protozoos (Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis), demostrando mayor
eficacia que los farmacos de referencia utilizados actualmente como antiprotozoarios (ABZ, MTZ y
NTZ)'® . La importancia quimica de esta nueva informacién destaca lo siguiente:

Figura 8.- Estructura de uno de los hibridos de la nitazoxanida-N-metilbencimidazol .

a) Compuestos con Cloro en R? exhiben la misma eficacia que si no lo tuviera, por lo tanto no es
indispensable la presencia de dicho elemento.

b) Compuestos con grupos CHs; o CF3 en el sustituyente R' muestran una mejor actividad
antiprotozoaria y potencia con respecto a los farmacos de referencia mencionados. Sustituido con H
la actividad es menor que cuando hay otro sustituyente.

c) La actividad de los compuestos con el grupo carboxamida en la posicion 6 fueron mas activos que
cuando esta en la posicion 5.
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2.2.2 Métodos de Sintesis de derivados del bencimidazol

La estructura del bencimidazol consiste de un anillo de benceno unida a las posiciones 4 y 5 de un
anillo de imidazol. La molécula de bencimidazol se encuentra en equilibrio tautomérico protdnico,
donde el protdn de la posicion 1 migra a la posicion 3, dando como resultado 2 estructuras
tautoméricas (Figura 9)"7.

2 4 2 7 H
3\\ 1 1\ 1
3 [ SR =—= | Vam
6 _5
|;| 3

Figura 9. Tautomerismo del anillo del bencimidazol

Sin embargo, en bencimidazoles N-sustituidos el tautomerismo no es posible, porque los dos
isdmeros pueden ser aislados y caracterizados (Figura 10).

T
2 2
R R 7
Nz~ N N
(|3| SR | Y
5
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I
CHj;
Isomero 1,5 Isomero 1,6

Figura 10. Isdmeros del 1-metilbencimidazol

2.2.2.1 Sintesis por el Método Phillips

Es el método mas importante de sintesis en la cual se ciclocondensa una o-feniléndiamina con acidos
carboxilicos o sus derivados. El bencimidazol puede hacerse con un 80% de rendimiento colocando
una mezcla de o-feniléndiamina y acido férmico a temperatura ambiente por 5 dias. A 100°C el proceso
finaliza en 2 horas. Las condiciones de reaccién son esenciales para obtener buenos rendimientos.
Las condiciones mas empleadas en el método de Phillips consiste en calentar los reactivos en
presencia de acido clorhidrico 4M (Figura 11)"".
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Figura 11.- Método de Phillips para la sintesis de Bencimidazoles.

2.2.2.2. Sintesis de Bencimidazoles a partir de N-acil y N, N -diacil-o-feniléndiamina

Los Bencimidazoles pueden prepararse directamente a partir de monoacil-o-feniléndiaminas. La
reaccion se lleva a cabo por el calentamiento de la materia prima en presencia de acido mineral, acido
aceético o por calentamiento en solucion alcohdlica a reflujo (Figura 12).

o)
)J\Z N
NH~ R H [:::]::\9__R2
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NH—R' R
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NH R H N\
A N
NH R H
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Figura 12.- Sintesis de Bencimidazoles a partir de N-acil y N,N’-diacil-o-feniléndiamina

Este método también puede ser aplicado cuando se reducen acil-o-nitroanilinas con estafo o algun
otro agente reductor y acido clorhidrico, produciendo la monoacil-o-feniléndiamina. Bajo las
condiciones de reduccion inmediatamente se realiza la ciclacién. Este método se utiliza
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extensamente en la sintesis de 2-arilbencimidazoles, en conjunto con el metodo de Phillips constituyen
los métodos mas usados en la sintesis de Bencimidazoles.

N
NO, Sn N\
- »—CHj
HCl N
H

NHCOCH

Figura 13.- Sintesis de Bencimidazoles a partir de N-acil-o-nitroanilinas.

2.2.2.3. Sintesis de Bencimidazoles a partir de bases de Schiff

La preparacion de Bencimidazoles usando aldehidos, se inicia con la formacion de bases de Schiff de
la o-feniléndiamina. La conversién de bases de Schiff mono alquiliden-o-feniléndiaminas a nucleo del
bencimidazol implica oxidacién 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 conversién de mono alquiliden-o-feniléndiaminas a bencimidazoles puede ser
realizada también con agentes oxidantes, tales como 6xido de mercurio, acetato cuprico y tetra acetato
de plomo (Figura 14)"".

NH,
NH, Solucioén alcohélica N\
? >—C6H5 +
_ N NH—CH,CgH
N=CHC¢Hj5 H 2615

Figura 14.- Sintesis del nucleo del bencimidazol a partir de bases de Schiff

2.2.2.4. Métodos de Sintesis de Carboxamidas

La elaboracion de estos compuestos resulta un poco dificil cuando directamente se hacen reaccionar
acidos carboxilicos y aminas, debido a que la reaccion acido-base entre ellos da como resultado la
formacién de la sal. Entre los procedimientos reportados para la preparacion de las carboxamidas
se han adoptado las condensaciones entre acidos carboxilicos y aminas por diferentes vias, entre
ellas esta la activacion del acido mediante Cloruros de acilo o utilizando agentes acoplantes, o bien
realizando ésteres.

2.2.2.4 1. Via cloruros de acilo

La formacion de los cloruros de acilo (también llamados cloruros de acido) 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

16



formacion del anhidrido del acido. Los agentes clorados mas empleados son: cloruro de tionilo
(SOCly), cloruro de oxalilo (COCI,), tricloruro de fosforo (PCls), oxicloruro de fosforo (POCIs) o
pentacloruro de fosforo (PCls). El cloruro de acilo generado se libera del exceso del agente clorado y
en un segundo paso se trata con la amina. Usualmente se requiere una base adicional para neutralizar
el HCI formado y evitar la conversién 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 (NEts,
DIPEA o N-metilmorfolina) '".

O

| || 4+ Base. HCI
R/\NH-R'

T) R'NH,
R/\ Cl Base

Figura 15.- Acoplamiento del cloruro de acilo con la amina

2.2.2.4.2 Via Esteres

Los ésteres sufren sustitucion nucleofilica en sus carbonos acilicos cuando se les trata con
amoniaco o con aminas primarias y secundarias. Estas reacciones ocurren con mas lentitud que las
de los cloruros, por lo que generalmente no se utiliza®.

NH,
— NH,
O—Me EtOH

Figura 16.- Formacion de Carboxamidas a partir de esteres

2.2.2.4.3. Via agentes acoplantes

Es un método excelente para la preparacion de amidas y acidos carboxilicos, se utiliza comiunmente
la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo activante. Los rendimientos son generalmente
elevados y las condiciones sumamente suaves como para permitir la utilizacion de este reactivo muy
costoso en muchas sintesis de péptidos complejos (Figura 17).
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Figura 17.- Formacién de carboxamidas empleando DCC como agente acoplante
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Otra via de preparacion de carboxamidas, empleando un agente acoplante, consiste en la reaccion
de acidos carboxilicos con 1,1’-carbonildiimidazol (CDI). Su reaccion conlleva a la formacion de un
intermediario imidazélico, al cual, posteriormente se le adiciona la amina, para finalmente producir la
amida correspondiente. Este método reporta buenos rendimientos y el proceso es practicamente
facil de realizar (Figura 18)'".
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Figura 18.- Formacion de carboxamidas empleando CDI como agente acoplante’®.

Desde la década de 1970, un gran numero de sales de fosfonio han sido desarrolladas para su uso
como reactivos de acoplamiento directos. Ellos tienen la ventaja de no generar subrpoductos
guanidinicos. Un ejemplo de tales sales es el PyBOP cuyo reactivo es un solido cristalino muy estable
capaz de activar aminoacidos con cierto impedimento estérico. Todos los subproductos se eliminan
facilmente y los rendimientos son generalmente buenos, con pocas reacciones secundarias 8.

Figura 19.- Formacion de carboxamidas empleando PyBOP como agente acoplante’.

2.3. Modificacion Molecular

La modificacion molecular o estructural de un prototipo tiene por objeto optimizar su actividad bioldgica
principal, a fin de tener:

e Farmacos mas selectivos y asi aumentar su actividad

e Reducir efectos colaterales

e Disminuir toxicidad

e Aminorar los problemas de formulacion farmacéutica (solubilidad)
e Facilitar la obtencion por sintesis

Este proceso de busqueda de farmacos suele ser mas productivo que estar ensayando sin una base
suficientemente sélida nuevos compuestos aislados en la naturaleza o sintetizados en el laboratorio.
Aunado a este ahorro de tiempo y esfuerzo, se suma la ventaja de ser econémico, ya que tanto los
métodos de sintesis como los ensayos farmacolégicos de los analogos seran semejantes a los
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utilizados para el compuesto de referencia. Incluso si no llegan a conseguirse analogos de gran
actividad, las correlaciones cualitativas y cuantitativas que pueden establecerse entre las
modificaciones estructurales realizadas y los datos de actividad bioldgica son de gran utilidad para
avanzar en el conocimiento del grupo farmacdéforo.™®

Existen tres principales modalidades del procedimiento de Modificacion Molecular

1) Simplificacion del prototipo: es un método, conocido tradicionalmente como “variacion estructural
disyuntiva”, que se aplica fundamentalmente a productos naturales de estructura compleja. Aunque
en algunos casos la simplificacion de la estructura supone la pérdida de la actividad bioldgica, es
frecuente que una porcién estructural de prototipo posea su misma actividad (ejemplo la Morfina como
prototipo y sus derivados: Metadona, Meperidina, Pentazocina y Levorfanol). '°

2) Asociacion de 2 moléculas: es la asociacion de 2 o mas farmacos, a través de enlaces covalentes,
para formar una nueva estructura que potencie la accién de ambos (farmacos gemelos o hibridos).
Por ejemplo, el analgésico Benorilato que procede de la unidn covalente de la aspirina y el paracetamol
(Figura 19), Prizidilol (hidralazina con un B-bloqueador) y la Estramustina (Estradiol con una mostaza
nitrogenada) '°

0
H¢” S0 o ¥

i
NH
oI
I + >\—CH3 o CHj
OH HO NH _—

Aspirina Paracetamol Benorilato

Figura 20.- Compuesto obtenido por Hibridacion molecular

Hibrido molecular: También llamadas moléculas hibridas o estructura quimeéricas, vy estas se
definen como entidades quimicas que tienen dos o mas dominios estructurales que tienen diferentes
funciones bioldgicas y por lo tanto doble actividad, lo que indica que una molécula hibrida actua
como dos farmacoforos distintos °.

La moléculas hibridas con un modo de accién dual se pueden clasificar en tres categorias diferentes
(ver Figura 20). La categoria A se refiere a que actian en un Unico objetivo, es decir, las dos entidades
de la molécula hibrida son capaces de interactuar con la diana. En la categoria B, las dos entidades
de la molécula hibrida actuan de forma independiente en dos objetivos diferentes y no relacionados.
La categoria C ambas porciones de la molécula hibrida actian en una misma diana pero dentro de
diferentes sitios de la misma y al mismo tiempo.'®
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ﬁ A= Un unico objetivo
[ como espada de doble filo)

un blance un blance

u_i B= Dos blancos independientes

n (Las dos entidades de la molecula
Blanco 1 Blanco 2|  hibrida actua en dos
blancosindependientes)

LY f C= Dos Blancos relacionados
{Ambas entidades de la molecula
hibrida actuan al mismo tiempo)

Blanco 1 Blanco 2

Figura 21.- Representacion de los tres posibles diferentes modos de interaccion de las moléculas
hibridas. (Imagen tomada y editada de la referencia 19)

3) Replicacion moduladora: Consiste en la modificacion sistematica de determinados grupos o
porciones estructurales de la estructura modelo. Normalmente la actividad farmacolégica del prototipo
se mantiene, pero en algunos casos se descubre en un analogo con un nuevo perfil farmacoldgico.
Esta metodologia es la mas utilizada para la optimizacién del prototipo'®. Dentro de la modalidad de
la Modificacion sistematica hay criterios clasicos para la llevarla a cabo:

a) Homologia y ramificacion de cadena: Un homodlogo de un compuesto determinado es el analogo a
éste que resulta de la adicién (o sustraccion) de un carbono a una cadena o anillo.

b) Introduccién o remocion de anillos: La adicion de anillos en una estructura prototipo, conlleva en
cierto grado a evadir algunas reacciones del metabolismo humano. También se ha comprobado, en
muchas ocasiones, que la introduccion de un sistema aromatico extenso en una estructura capaz de
provocar una respuesta por union a un determinado receptor puede conducir a un antagonista de
dicho receptor. 18

c) Apertura y cierre de anillo: La apertura de anillos es una modificacion habitual en la simplificacion
de un prototipo, por ejemplo la pentazocina puede considerarse un analogo de los benzomorfanos en
el que se ha abierto un anillo. También es habitual la modificacién contraria, es decir, el cierre de una
cadena para formar un anillo, esta estrategia se ha utilizado con frecuencia para disefiar analogos
mas rigidos, a fin de reducir las rotaciones. '
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la enfermedad de Chagas causada por el parasito Trypanosoma cruzi, es considerada
una de las enfermedades con mayor incidencia en América Latina, siendo un serio problema de salud
publica en lo que respecta a nuestro pais; debido a esto, se ha tenido la necesidad de incursionar en
la investigacion de los derivados del bencimidazol ya que demuestran tener actividad contra el parasito
causante de la enfermedad.

En virtud de que los derivados del bencimidazol di o trisustituidos han mostrado tener actividad
antiprotozoaria ¢ Sera posible obtener moléculas sustituidas con una actividad tripanocida igual e
incluso mejor que los farmacos utilizados en la actualidad?

4. HIPOTESIS

Si se emplea la estrategia de hibridacion molecular utilizando diversas moléculas o grupos como
sustituyentes en el ndcleo del bencimidazol, se tendran moléculas hibridas capaces de tener una mejor
actividad tripanocida con respecto a los farmacos Nifurtimox y Benznidazol.

4.1 Consideraciones para el disefio

Se ha reportado que farmacos antiparasitarios derivados del bencimidazol se hidroxilan facilmente en
posicion 5/6 por medio del citocromo P450, ejemplo de ello es el Tiabendazol que es transformado a
5-hidroxi-tiabendazol; sustituciones con diferentes grupos en estas posiciones ayudan a proteger el
benceno del anillo de bencimidazol, tal es el caso del Parbendazol que tiene grupos metilo en posicion
5, sin embargo estos grupo metilo siguen siendo hidroxilados. EI Cambendazol tiene un carbamato
como sustituyente, en donde el metilo perteneciente del carbamato sigue siendo hidroxilado por
citocromo P450. Farmacos como el Triclabendazol donde su sustituyente es un benceno diclorado, la
hidroxilacion se ve desfavorecida debido a la presencia de estos grupos presentes.

Tomando como premisa estos puntos y como parte de una busqueda basica acerca de los
requerimientos de la actividad antiprotozoaria y antihelmintica, se sintetizaron 4 derivados del
bencimidazol sustituidos en posiciéon 5 con grupos carboxamida y carbohidrazida; con el fin de
obtener moléculas estables en presencia del citocromo P450 u otras enzimas presentes en el
metabolismo.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar por métodos espectroscopicos y espectrométricos cuatro derivados del Acido
2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico con el propoésito de perfilar moléculas con ciertas estructuras
para generar una mejor actividad antiprotozoaria contra la Enfermedad de Chagas y contribuir al
desarrollo de nuevos agentes antiparasitarios.
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5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Sintesis de la N'-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ilcarbonil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-
carbohidrazida (6)

5.2.2 Sintesis del 2-metil- N'-[(5-nitrofuran-2-il)carbonil]-1H-benzimidazol-5-carbohidrazida (7)

5.2.3 Sintesis de la N-(3,4-diclorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (8)

5.2.4 Sintesis de la N-(4-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (9)

5.2.5 Sintesis de la N-(3-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (10)
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6. METODOLOGIA

El presente bloque se ha fraccionado en dos partes: la parte quimica, en la que se describen los
métodos sintéticos realizados para la preparacion de los compuestos mencionados en los objetivos, y
la parte biolégica en la cual se mencionan las técnicas utilizadas de los ensayos de la actividad a la
que fueron sometidos los compuestos finales. Los detalles de cada procedimiento sintético se
muestran en el Apéndice |I.

6.1 Parte Quimica

Para la sintesis de los compuestos 6, 8, 9 y 10, primero se sintetiz6 el acido 2-metil-1H-bencimidazol-
5-carboxilico (2), compuesto que es considerado como materia prima de partida para la posterior
obtencion de los compuestos finales; esto es ejemplificado en el Esquema 6.1.

S %
NHJK©:\>_ NH
e ANy /[Ij*
/ ﬁ L.
Cl©\ N\>_

o

(9)
(10)

Esquema 6.1 Derivados del Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico

6.1.1 Sintesis del Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (2)

0O

CH COOH N
N

Esquema 6.1.1 Sintesis del compuesto (2)

La sintesis consistidé en partir del acido 3-4-diaminobenzoico comercial, el cual fue ciclado en
condiciones acidas (método de Phillips) para generar el compuesto acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-
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carboxilico (2), usando acido acético como disolvente y unas cuantas gotas de HCI como catalizador.
Transcurridas 8 horas de reflujo, la mezcla se enfrid hasta alcanzar temperatura ambiente y se
neutralizé con NaHCO3 sdlido. El solido obtenido se separé por filtracion al vacio obteniéndose un
solido color café, que fue purificado por decoloracién con carbén activado.

6.1.2 Sintesis de la 2-metil-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida (3)

Para la sintesis de nuestro compuesto final (6), primeramente se obtuvo la carbohidrazida del acido
bencimidazodlico (3); éste se sintetiz6 mediante la activacién del compuesto (2) empleando como
acoplante CDI y teniendo como disolvente THF. Al concluir la activacion se prosiguié a la adicién de
solucion de hidracina y después de transcurrir 8 horas se visualizo la formacién de un sélido color café
claro, que fue separado por filtracion a vacio y secado durante 2 dias; para asi finalmente producir la
correspondiente carbohidrazida del acido de bencimidazol (3).

o]

)O‘\ sol. NH, NH, H N i
)k@\% +N\) L/ — \//JKCE\% , L@[%—

PM:190.20 H

2 3
Esquema 6.1.2 Sintesis del compuesto (3)

6.1.3 Sintesis de la N'-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ilcarbonil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-
carbohidrazida (6)

o} PyBOP, DIPEA, Acido 2,3,dihidro-

HoN__ | N 1,4-benzodioxin-6-carboxilico (0] o
NH
\
— (X
I hy—
(@]

@) “ H
Esquema 6.1.2 Sintesis del compuesto (6)

Para la obtencion del compuesto final (6), primeramente se disolvié el compuesto intermediario (3) en
THF y la reaccién se colocé en un bano de hielo. Posteriormente se agrego el acido 2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-carboxilico, PyBOP y DIPEA, una vez anadido lo mencionado el bafio de hielo fue
retirado y la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 12 h. La suspension obtenida se
separoé por filtracion, obteniéndose finalmente un sdlido color beige que fue purificado mediante el uso
de una columna de gel silice.

6.1.4 Sintesis de las carboxamidas bencimidazodlicas (8, 9 y 10)

Los compuestos finales 6, 8, 9 y 10 son considerados carboxamidas, por lo que la metodologia de
sintesis es similar para todos ellos. La sintesis comenzdé al activar al Acido 2-metil-1H-bencimidazol-
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5-carboxilico (2), mediante el uso de CDI para dar un intermediario imidazolico, que posteriormente
fue acoplado a las diferentes cloroanilinas. Para el caso del compuesto N-(3,4-diclorofenil)-2-metil-1H-
benzimidazol-5-carboxamida (8) se uso la 3,4-dicloroanilina; para la obtencién de la N-(4-clorofenil)-
2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (9) se empleo la 4-cloroanilina, y finalmente para la sintesis
de la N-(3-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (10) se utilizé la 3-cloroanilina. Todas
las reacciones fueron llevadas a cabo en Acetonitrilo. En el esquema 6.1.3 se presentan las
condiciones empleadas asi como la ejemplificacion de la metodologia descrita.

I
HOA@[N\}CHS
CDI, CHsCN _ g NH/©i/>—CH3
60°C, 5hrs. 3,4-dicloroanilina ” N
Cl ° 8) H

N
0
o~ | N _I‘ '\”—|/©lir\l/>—CH3
7 N N CH3CN | 4-cloroanilina I
N \;/U >_cH3 "
: J 60°C, 24hrs cl

N
/)—CHy
. Cl NH N
3-cloroanilina

= I

(10)
Esquema 6.1.3 Secuencia de sintesis de las carboxamidas finales 8,9y 10

6.2 Parte Bioldgica

La parte experimental correspondiente a este apartado fue realizada en la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgica del Instituto Politécnico Nacional (ENCB-IPN) a cargo del Dr. Benjamin Nogueda
Torres.

6.2.1 Material y método utilizado para la Evaluacion de la susceptibilidad in vitro para
Trypanosoma cruzi

e Se utilizaron ratones de la cepa CD1 del bioterio de la ENCB-IPN.
e Se utilizaron los tripomastigotes de T. cruzi cepas NINOA del Departamento de Parasitologia de la
ENCB-IPN

A partir de las heces del triatomio Meccus pallidipennis, se mantuvieron los aislados de T. cruzi, y se
inocularon en ratones por via intraperitoneal. Después de 15 dias, se revisaron diariamente la sangre
de los roedores, obtenida por un pequefio corte en la vena caudal, hasta detectar que la parasitemia
se haciera patente.
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Posteriormente a un lote de 10 ratones, se les inocularon por via intraperitoneal una cantidad de 1x
10* de tripomastigotes sanguineos, los cuales eran provenientes de ratones infectados en los que se
mantuvieron a los aislados de T cruzi. Los ratones se revisaron cada tercer dia, obteniéndose una
gota (5 mm) de sangre por medio de un pequeio corte en la vena caudal y se determind la parasitemia
por cuenta mediante el método de Pizzi. La virulencia se establecio a través de las curvas de
parasitemia, observando la parasitemia maxima que alcanzd, mientras que la patogenicidad se
registrd a través de las posibles muertes de los ratones (Martinez et al., 2001). La sangre obtenida en
el pico maximo de parasitemia de ratones infectados con los aislados de NINOA fue utilizada en los
ensayos.

Las evaluaciones se realizaron en placas con 96 pozos. A cada uno de los pozos se les agrego 195
uL de la sangre infectada (2 x 10® parasitos/ mL), e incorporaron 5 pL de las soluciones de los
compuestos a evaluar en DMSO a diferentes concentraciones: 5, 10,50 y 100 uL. Las placas se
mantuvieron a 4 °C por 24 h. La concentracion de parasitos se evalué usando un microscopio 6ptico
a 40X por el método de Pizzi. La reduccion de la concentracion del parasito (lisis del parasito) se
determind en comparacion con los parasitos sin tratar. El control positivo a la lisis de los protozoarios
fue el Nifurtimox y el Benznidazol.

7. RESULTADOS

Para una mejor comprension de los resultados obtenidos de este trabajo experimental, el presente
apartado se ha dividido en 2 partes. La primera aborda los resultados quimicos donde se presentan
todos los datos fisicoquimicos, espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos sintetizados.
La segunda parte consiste en la evaluacion bioloégica, en donde se presentan los resultados de las
pruebas de susceptibilidad in vitro contra Trypanosoma cruzi.

7.1. Parte quimica

En la Tabla 1 se muestran los resultados arrojados de las constantes fisicoquimicas y rendimientos
de los compuestos intermediarios sintetizados y en la Tabla 2 de los compuestos finales 6, 8,9 y 10
(Tabla 2). Por otro lado en la Tabla 3 se expone la informacion proporcionada por los datos
espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos intermediarios y finales para la elucidacion
estructural.

Tabla 1.- Caracteristicas fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos intermediarios

Compuesto Estructura pf (°C) R¢ Rendimiento
Aspecto
(0]
| N 302.1 -305.3
HO solido color 0.25 98.9%
\>
2 crema

N
H
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HZN\ | N

NH N 260.0 0.27 71.3%
3 > Soélido color
H café claro

(0]
o |
NH 220.2 0.52 11.6%
4 rllH Solido color
2 .
O beige

Tabla 2.- Caracteristicas fisicoquimicas y rendimientos de los compuestos finales.

Compuesto Estructura pf (°C) Ry Rendimiento
Aspecto

()
0
[ | NH 0
o N N\ 173-176 0.35 80%
6 >— Sadlido color
© N
H

café claro

H
N
D— 227229
N olido color . .0%
8 c NH Sélido col 0.38 56.0%
(l:) crema
cl
CI@NH 243-245
Soélido color 0.46 68.0%
9 / NH beige
0 /)\
N
NH
235-238
10 o ¥ NH Sélido color 030 64.3%
N/)\ crema -

blanquecino



Tabla 3.- Constantes espectroscépicas (IR, RMN 'H) y espectrométricas (EM) de los compuestos

intermediarios sintetizados vy finales.

DATOS ESPECTRQSC()PICOS Y
ESPECTROMETRICOS

COMPUESTO

(6]

|

HO
(2)
|

HZN\ N

NH

\>_

N
H

6 H
4z N
Cl 1 NH N |/>_$H3
Y
a7 O

Espectro 1. EM (FAB+): 177 [M+1].

Datos de RMN'H (DMSO-d6, 300MHz)
(ppm): 8.03 (d, 1H, J=0.6Hz, H-4), 7.74 (dd,
1H, J=1.2Hz, J=6.3Hz, H-6), 7.48 (d, 1H,
J=6.3Hz, H-7), 2.49 (s, 3H, H de CHa).

Datos de IR Ymax (Reflactancia/ATR) (cm™):
3320.57(N-H), 3106.18 y 1445.28 (CHs),
2495.62(R-COOH), 1631.68 (C=0)

Dato de EM (FAB+): 191 [M+1].

Datos de RMN'H (DMSO-d6, 300MHz)
(ppm): 12.46 (amplia, 1H, NH, int.D20), 9.72
(amplia, 1H, NH, int. D20), 7.99 (s, 1H, H- 4),
7.67 (d, 1H, J=8.4Hz, H-6), 7.49 (d, 1H,
J=8.4Hz, H-7), 4.48 (s, NH2, int. D20), 2.5 (s,
3H, H de CHa).

Espectro 2. EM (FAB+): 353[M+1].

Espectro 3. RMN'H (DMSO-d6, 300MHz)
(ppm): 12.54 (amplia, 1H, H-9), 10.39 y 10.33
(Singuletes, 2H, H-ab), 8.06 (s, 1H, H-8), 7.71
(dd, 1H, J1=3 J2=6 H-4) 7.51 (d, 1H, J=6 H-7),
7.44 (s, 1H, H-5), 7.43 (d, 1H, J=3 H-6), 6.96
(d, 1H, J=6 H-3), 4.29 (m, 4H, H-1y2), 2.56 (s,
3H, H-10).

Espectro 4. IR Ynax (Reflactancia/ATR) (cm-
): 3206.35 (NH), 1621.89 (C=0), 1579.33
(NH) cm-".

Espectro 5. EM (ID/IE): 319(M*,5%); 321 (M*
+2, 3%); 323 (M* +4, 0.5%); 159(M"* -160,
100%); 131(M* -188, 23%)

Espectro 6. RMN'H (DMSO-d6, 400MHz)
(ppm): 8.20(d,1H, J=2.4, H-1), 8.15(d,1H,
J=1.2, H-5), 7.8(dd,1H, J1=8.8 J,=2.4, H-3),
7.77(dd,1H, J1=8.4 J,=1.2, H-4), 7.6 (d, 1H,
J=8.8, H-2), 7.56 (d, 1H, J=8.4 H-6), 2.5 (s,
3H, H-7)
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(9)

7.2 Parte Bioldgica

Espectro 7.IR Ymax (Reflactancia/ATR) (cm-
1): >3000(C-H arom), 3179.91(N-H de
amida), 1654.22(C=0 de amida),

1454 .82(CH3s)

Espectro 8. EM (ID/IE): 285(M*,9%); 287(M*
+2, 3%); 159(M* -126, 100%); 131(M* -152,
29%)

Espectro 9. RMN'H (DMSO-d6, 400MHz)
(ppm): 8.13(d,1H, J=1.3, H-4), 7.85(d,2H,
J=8.9, H-2), 7.7(dd,1H, J1=8.4 J>=1.6, H-3),
7.54(d,1H, J=8.4, H-5), 7.4 (d, 2H, J=8.9, H-
1), 2.4 (s, 3H, H-6).

Espectro 10. IR Ymax (Reflactancia/ATR)
(cm™): >3000(C-H arom), 3115.95(N-H de
amida), 1652.80(C=0 de amida),
1492.50(CHs)

Espectro 119. EM (ID/IE): 285(M*,9%);
287(M* +2, 1%); 159(M* -126, 100%); 131(M*
152, 29%)

Espectro 12. RMN'H (DMSO-d6, 400MHz)
(ppm): 10.35(s, 2H), 8.14(s,1H, H-5),
8.01(s,1H, H-1), 7.76(t=sefales juntas 2H, H-
6,), 7.55(d,1H, J=8.2, H-4), 7.37(t,1H, J=7.9,
H-3), 7.14(d, 1H, J=7.5, H-2), 2.53(s, 3H, H-
7)

Espectro 13. IR Ymax (Reflactancia/ATR)
(cm™): >3000(C-H arom), 3106.18 (N-H de
amida), 1631.68(C=0 de amida), 1445.28
(CHs)

A continuacion se presentan los datos bioldgicos arrojados tras la evaluacion in vitro del efecto
tripanocida de los compuestos finales 6, 8, 9 y 10 empleando como farmacos de referencia al
Nifurtimox y al Benznidazol, contra las formas sanguineas de la cepa NINOA de Trypanosoma cruzi.
Los resultados fueron obtenidos como porcentaje de lisis (Tabla 7.2.1) y posteriormente fueron
convertidos y expresados a valores de Clsp mediante un analisis Probit para su mayor visualizacion

(Tabla 7.2.2).

29



Tabla 7.2.1 Resultados de actividad tripanocida (Porcentaje de lisis) in vitro sobre formas
sanguineas de la cepa NINOA de Trypanosoma cruzi.

12.6 46.1 0.2 10.1 5 15.2
30.2 56 1.1 30.2 10.3 29.3
56.5 59.3 8.1 50.1 24.4 45.2
60.9 62 19.3 59.2 39.1 53.4

Tabla 7.2.2 Datos de 1/Clso de los compuestos finales 6, 8,9 y 10 sintetizados frente a los farmacos

de referencia

1/C150

0.16

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06

0.04

0.02

0.158

@ Nifurtimox

HCompuesto 8 B Compuesto9 B Compuesto 10

B Benznidazol

E Compuesto 6

"

4
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8. DISCUSION
8.1 Parte Quimica
% Sintesis y caracterizacién del Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (2),

Para la obtencién del compuesto (2), se us6 como materia prima el acido 3-4-diaminobenzoico
comercial, el cual fue ciclado en condiciones acidas (método de Phillips) puesto que se empled acido
acético como medio de reaccion; la reaccion finalizada fue precipitada con NaHCO3 sélido y filtrada a
vacio, obteniéndose un solido color café, que fue purificado por decoloraciéon con carbén activado,
dando origen al compuesto (2) con excelentes rendimientos (98.9%). Dicho compuesto, al ser punto
de partida para la sintesis de los derivados bencimidazdlicos (6,8, 9 y 10) fue caracterizado mediante
IR, RMN de 'H y EM (FAB*), asi mismo se asegurd la pureza. El espectro IR mostré una sefial en
3320.57 en forma de una banda aguda perteneciente al estiramiento N-H del imidazol, una sefal
amplia en 2495.62 caracteristica del grupo hidroxilo del acido, y una senal en 1631.68 correspondiente
al carbonilo del acido. Este espectro se obtuvo solo para confirmar el producto de la reaccién, puesto
que la obtencién del producto esta previamente comprobada en la referencia 7, y como dato se dice
que solo puede dar dicho compuesto.

% Sintesis de la 2-metil-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida (3)

Como se hizo mencion en la metodologia, para producir el compuesto final (6) previamente se tuvo
que sintetizar la carbohidrazida del acido del bencimidazol (3), lograndose mediante la activacién del
Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5-carboxilico (2) empleando CDI, y utilizando diferentes disolventes
con el fin de obtener mejores rendimientos, puesto que en el primer intento de sintesis utilizando
CHa3CN el rendimiento fue pobre, esto debido probablemente a la solubilidad del compuesto (2). En el
esquema 8.1.1 se muestran los rendimientos obtenidos al cambiar el tipo de disolvente.

a) CH4CN

0
? HZN\NH” N
b) NH,NH /\@ N

, CcDI a)THF > MN< N
b) NH,-NH, /\©: S—

N

H

CH,Cl,

0
b) NH,-NH, /\@ \>_
N
H
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Esquema 8.1.1. Ruta sintética y disolventes empleados para la sintesis del compuesto (3)

El compuesto fue elucidado por técnicas espectromeétricas y espectroscépicas, en donde el espectro
RMN "H y EM comprobo la estructura quimica del respectivo compuesto (3).

+ Sintesis del 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carbohidrazida (4)

Para producir el compuesto (6) de una forma alterna tal como se muestra en el Esquema 8.1.2, se
sintetizdé el compuesto intermediario (4), para que finalmente este sea acoplado al intermediario
imidazolico formado gracias al CDI; sin embargo los intentos por sintetizar al compuesto intermediario
(4) fueron bastantes exhaustivos, puesto que se intentaron 3 metodologias diferentes para obtenerlo,
y solo una de ellas se logré con éxito pero con un insignificante rendimiento (Esquema 8.1.3). Por lo
que se descartd la idea de sintetizar al compuesto (6) por esta via que requeria al compuesto
intermediario (4).

N 1% o o fe)
—< | 4\N//4 N | [ | U
OH 4+ N % Ny b o ‘NH N
Hjij\r QN . < @N_> ‘o ‘ \>7

(Compuesto 4)

Esquema 8.1.2 Alternativa de sintesis para el compuesto (6)

I
sol. NH,NH, [OﬁNH
—
NH
O —

o]
~ 0 ‘
N7 NN N\ Me{H grado HPLC
[o OH 4+ \—/ N\ 5 [ NQN eprorace [
| i = sol NH, NH,
o]

sol. NH,NH, " Cr [ ﬁ

DIPEA

Esquema 8.1.3 Vias sintéticas empeladas para la producciéon del compuesto (4)
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« Sintesis y caracterizacion de la N'-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ilcarbonil)-2-metil-1H-
benzimidazol-5-carbohidrazida (6)

La obtencién del compuesto (6), se logré con buenos rendimientos siguiendo la metodologia descrita
en el esquema 6.1.2, sin embargo en la busqueda de obtener mejores rendimientos, se utilizd
diferentes agentes acoplantes asi como también se modifico la ruta sintética establecida generando
diversos rendimientos, tal como se muestra en el esquema 8.1.4.

Esquema 8.1.4 Rutas sintéticas y acoplantes empleados para la sintesis del compuesto (6)

En vista de que los rendimientos eran bajos, se opté solo utilizar la via sintética descrita en el esquema
6.1.2 empleando como agente acoplante PyBOP, puesto que como ya se menciond generd buenos
rendimientos (80%); el compuesto (6) sintetizado por esta via mostro en el espectro IR una senal
amplia en 3206.35 cm™ correspondiente al grupo N-H y una segunda sefial en 1579.33 cm™
asegurando tal estiramiento, en 1621.89 cm™ una banda aguda perteneciente al estiramiento C=0. El
Espectro RMN'H exhibe una sefial amplia en12.54 ppm perteneciente al grupo NH del anillo del
imidazol, dos Singuletes seguidos que corresponden a los grupos NH de la doble Carbohidrazida en
10.39 y 10.33 ppm, una senal de singulete en 8.06 ppm del Hidrogeno 8, un doble de doble en 7.71
ppm del H-4 que se acopla con el H-1y H-3, en 7.51 ppm se ve un doblete correspondiente al H-7, un
singulete en 7.44 ppm del H-5, en 7.43 ppm un doblete del H-6, un ultimo doblete que pertenece al H-
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3, una sefial de multiplete de los Hidrogenos 1 y 2 que integran para 4 hidrogenos debido a la
presencia de CH2 y como ultima senal se presenta el singulete clasico del grupo metilo en 2.56 ppm.

¢ Sintesis del 2-metil- N'-[(5-nitrofuran-2-il)carbonil]-1H-benzimidazol-5-carbohidrazida (7)

Con la intencién de adquirir diferentes compuestos con propiedades antiparasitarias, basandonos en
ciertas estructuras establecidas que generan dano tripanocida, nos vimos a la tarea de sintetizar una
molécula con porciones quimicas que generaran especies reactivas, como en el caso del Nifurtimox;
siendo el grupo nitrofurano claro ejemplo de liberar tales especies.

Para la sintesis del compuesto final (7) el cual incluye en su estructura al grupo nitrofurano,
previamente se tuvo que sintetizar la Carbohidrazida del &cido 5-Nitrofurano-2 carboxilico (5), con el
fin de integrar esta porcion a la molécula de acido del bencimidazol (2) empleando algun agente
acoplante y obtener asi el compuesto (7); sin embargo los esfuerzo realizados para obtener al
compuesto (5) fueron nulos, ya que nunca se obtuvo este compuesto intermediario. El fracaso pudo
deberse probablemente a que el Carbono del acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico es poco electrofilico
debido a la presencia de un grupo electroatractor en su estructura, provocando que el ataque
nucleofilico por parte del CDI (Nucledfilo) sea débil y por consecuencia no se forme el intermediario
imidazélico (en su mayoria), el cual su existencia es esencial para que la amina pueda sustituir y
generar al compuesto deseado.

En el esquema 8.1.5 se muestra la ruta seguida y las diferentes condiciones establecidas para logra
la sintesis de 5-nitrofuran-2-carbohidrazida (5).

0 0
CH,CN | s
> o NN hol, veo o NH
b) Carbazato de terbutilo © IA >:o ’ 0 N
0

X ()
: | Noseobtuvo |
I /H\NQ

0
o ¢ o~ N _
HO/I)/N\ _ + N\/J \:/ O\ . /
0 a) o IR L

> 1/ B
b)sol. NH,-NH, 0 I NH,
0
©)
.

CH4CN Wl | i
> 0 'NH,
b)sol. NH,-NH; CI |

DIPEA 0

Esquema 8.1.5 Ruta sintética empleada con diversas condiciones para la obtencién del compuesto
(5)
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A pesar de los fracasos en la tentativa de producir el compuesto (5), se implementé ofra via sintética
en la cual no se usara dicha molécula y se obtuviera al compuesto final (7); esta via consistié en
acoplar al acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico con el compuesto (3) previamente obtenido y
caracterizado, mediante el uso del agente acoplante PyBOP en el disolvente THF. Al término de 12
horas de reaccion, fue tratada la mezcla y al finalizar el proceso se obtuvo un sdlido color marrén el
cual fue elucidado por RMN de 'H, comprobando la presencia de la estructura deseada y concluyendo
la exitosa produccién del compuesto final (7). La metodologia mencionada anteriormente se describe
en el esquema 8.1.6 asi como también se indica el rendimiento obtenido del compuesto.

(0]
PyBOP, DIPEA, acido 5-Nitrofurano- o' e}
HZN\NHH N 2 carboxilico \N+ / \ ||
NCE\% — 8 oy N
THF
S P

N
H
@)

Esquema 8.1.6 Via sintética implementada para la obtencién del compuesto (7)

Posteriormente al aumentar la escala de produccion del compuesto, éste no volvié a adquirirse, puesto
que se intento sintetizar mas de 4 meses, probablemente a factores como la calidad del acoplante u
errores técnicos durante el proceso de sintesis.

« Sintesis de las carboxamidas bencimidazdlicas (8, 9 y 10)

Las carboxamidas finales (8, 9 y 10) se sintetizaron de la misma manera, empleando como activador
y agente acoplante al CDI, y utilizando la misma materia prima que es el Acido 2-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (2). Las cloroanilinas agregadas difieren en su estructura para dar los
diversos compuestos finales, cabe mencionar que los rendimientos fueron diferentes aun siguiendo la
misma metodologia, esto probablemente a la presencia de la cantidad y posicién del atomo de CI.

El protocolo establecido para la sintesis de las carboxamidas finales se muestra en el esquema 8.1.7.
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Esquema 8.1.7 Via sintética implementada para la obtencion del compuesto (7)

Los espectros de IR para el compuesto (8) exhiben sefiales contundentes de la presencia de los
grupos funcionales principales, en regiones >3000 cm™ se presenta el estiramiento C-H del anillo
aromatico, en 3179.91 cm™ corresponde al N-H de la amida, en 1654.22 cm™ se observa el
estiramiento C=0 también de la amida, y en 1454.82 cm™' se presenta la sefial del grupo CHz de la
molécula.

En el espectro de RMN "H fueron vistas sefiales claras de cada hidrogeno presente, sin embargo las
sefales de los hidrogenos 3 y 4 no se mostraban tan evidentes puesto que se superpusieron en una
misma zona y el andlisis fue el siguiente: para el Hidrogeno 3 se debe ver una sefial doble de dobles
puesto que se ve acoplado por el H-1 y el H-2, asi pues para identificar su sefial se determinaron las
constantes de acoplamiento por separado de H-1 asi como de H-2 (J1=2.4 yJ,=8.8 Hz
respectivamente) y se buscé que sefales coincidian con esas constantes ya determinadas, asi pues
se escudriio en las sefiales superpuestas y al final se visualizé que efectivamente estaba presente la
sefal de doble de dobles junto con las constantes de acoplamiento perfectamente coincidentes con
las constantes previamente asignadas; en la figura 8.1.8 en la zona iluminada de color gris se muestra
la sefal del H-3.

La elucidacion de la sefal del Hidrogeno 4 fue de la misma manera que para el hidrégeno 3; el H-4
también proyecta una senal doble de doble por el acoplamiento del H-5 y el H-6, asi pues para
identificar la sefal del hidrogeno 4, se determinaron primeramente las constantes de acoplamiento de
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los hidrogenos 5y 6 (Js=1.2 y Js=8.4 Hz), esto para hallar que sefales coincidian con esas constantes
y asignar correctamente el doble de dobles perteneciente a H-4. En la figura 8.1.8 se observa la sefal
doble de dobles iluminada en color rojo correspondiente al H-4.

cial | | .| || Figura 8.1.8 Seriales superpuestas y
— , proyectadas por los Hidrégenos 4 y 5
H | E B dd) .| del compuesto (8).
N

*Zona roja: senal de H-4 en 7.77 ppm,
' doble de dobles (Js=1.2 y Js=8.4)

| *Zona gris: sefal de H-3 en 7.80 ppm,
doble de dobles (J1=2.4 yJ»,=8.8)

—F % &~ F -7 F F % F * =@ > G v F O g oW
7.E15 FEDE 7735 77EE A TR 7755
fL (ppm)}

El espectro de masas se realizd mediante la técnica de IE, y la interpretacion fue la siguiente: se
visualizé el ion molecular de nuestro compuesto 8 en m/z de 319 con una abundancia del 5% aludiendo
a que el ion molecular generado es poco estable, también se observé dos picos en m/z de 321 y 323
con una abundancia de 3% y 0.5% respectivamente, estas senales son por la disustitucion del Cloro
en la molécula, el pico en m/zde 323 no se visualiza bien, ya que es muy pequefio pero en el esquema
8.1.9 se senala y se escribe claramente la ubicacion de ambos picos correspondientes a la sustitucion
diclorada.

319,
190 207 220 255 283 31| 323

200 250 300 350

Esquema 8.1.9 Picos de las sefiales del compuesto diclorado en m/z de 321 (verde) y 323 (rojo)

El espectro IR del compuesto (9) mostré las sefiales correspondientes a los grupos funcionales
presentes en la molécula, en 3115.95 cm™ una banda ancha perteneciente al estiramiento N-H y una
segunda banda del estiramiento C=0, ambas sefiales de la amida; por arriba de 3000 cm™' se observa
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una sefal referente a los C-H aromaticos y en 1492.50 cm™ se encuentra el estiramiento del grupo
metilo.

La elucidacion por RMN "H fue bastante minuciosa, ya que el espectro de nuestra molécula revelaba
ser un sistema AA’XX" y consecuentemente no tratarse de un sistema de primer orden; teniendo la
premisa anterior la interpretacion fue la siguiente: se observa un total de 6 sefales, en 8.13 ppm un
doblete que corresponde al H-4, otra doblete en 7.85 ppm el cual integré para 2 hidrogenos que
corresponden a H-2 , en 7.7 ppm un doble de doble que pertenece al acoplamiento del H-3, un doblete
en 7.54 ppm del H-5, en 7.4 ppm un doblete que integra para 2 hidrégenos que pertenecen al H-1y
por ultimo un singulete en 2.5 ppm concierne al H-6 del grupo metilo.

Respecto al espectro de masas realizado por la modalidad de IE, se observo claramente la presencia
del ion molecular, el cual corresponde exactamente al peso molecular del compuesto 8 en m/z de 285
y una abundancia del 9% porcentaje que nos dice que el ion es poco estable, también se observa el
ion M+2 en m/z de 287 debido a la presencia del cloro (isotopia), iones de M-126 en m/z de 159 como
pico base y M-154 en m/z de 131 correspondientes a los fragmentos generados por la ruptura del
enlace carboxamida.

Finalmente el compuesto (10) también fue caracterizado por los mismos métodos espectroscopicos y
espectrométricos, dando por IR las siguientes sefiales: >3000 cm™ estiramientos de C-H de los anillos
aromaticos, en 3115.95 cm™' estiramientos correspondientes al grupo N-H de la amida presente y una
segunda banda en 1642.80 cm™' del estiramiento C=0 igualmente de la amida y por Ultimo una sefial
en 1492.50 cm™' perteneciente al grupo metilo. En RMN 'H se obtuvo un espectro relativamente facil
de elucidar, ya que en el espectro predicho de la molécula era muy parecido al real, asi pues las
sefales leidas y sus observaciones fueron las siguientes: una sefal de singulete en 8.14
correspondiente al H-5, debido a que la frecuencia utilizada y probablemente a la concentracion de la
muestra entre otros factores, imposibilitaron el acoplamiento con hidrégenos localizados en meta y
para dando asi una sefial como si el H-5 no tuviera a su alrededor mas hidrégenos; en 8.01 ppm se
observa de nuevo un singulete del H-1 debido al corto alcance para acoplarse a los hidrégenos de su
alrededor localizados en meta, basicamente es la misma causa que se menciono para el caso del H-
5, en 7.76 ppm se observa una sefal con perfil de triplete (ver figura 8.1.9, letra C) sin embargo no
lo es, ya que en aquella sefial esta realmente incluido un doble de dobles del H-6 puesto que esta
acoplado con el H-7 y H-5, estos hidrogenos al tener un ambiente quimico muy parecido, el espectro
junta cada sefial generada por aquellos hidrogenos, proyectando asi la sefal en forma de triplete, la
integracion de dicha sefial es de 2, y esto se puede explicar a la sobre posicion de otro Hidrégeno
localizado en la otra parte de la molécula; en 7.55 ppm se observa un doblete del H-4, una senal de
triplete en 7.37 ppm perteneciente al H-3 que aunque éste debid ser un doble de doble por acoplarse
al hidrogeno 2 y 4 realmente se ve como un triplete (ver figura 8.1.9, letra B) esto es debido a que
como los hidrégenos 2 y 4 que se acoplan estan en un ambiente quimico muy similar asi como en el
caso anterior, el sistema concibe ambas sefales en forma de triplete; en 7.14 ppm se localiza un
doblete del H-2, un singulete del grupo metilo en 2.53 ppm y por primera vez se vio en 10.53 ppm una
sefial amplia y que integraba para 2 hidrégenos correspondientes al grupo amida y del amino del
imidazol.
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Figura 8.1.9 Senales obtenidas en
. . : . forma de triplete para H-3 (Letra B)
34 y para H-6 (Letra C).

) Bit}|
76 737

El espectro de masas del compuesto (10) también se realizo por medio de IE, exhibiendo casi el mismo
perfil del compuesto (9), ya que solo varia la posicion del cloro presente en la molécula, asi pues la
interpretacion es la siguiente: el ion molecular M* en m/z de 285 y una abundancia del 9%, el isotopo
M+2 con m/z de 287 , el pico base en m/z de 159 y finalmente un ion en m/z de 131; estos ultimos
iones pertenecen a los fragmentos de la ruptura del enlace carboxamida.

8.2 Parte Bioldgica

Como se indico en el apartado de resultados, las pruebas bioldgicas fueron hechas in vitro contra
formas sanguineas de la cepa NINOA de Trypanosoma cruzi, extraidos de ratones infectados; los
resultados adquiridos fueron reportados en porcentaje de lisis, pero para un mejor manejo e
interpretacion de los datos, se convirtieron aquellos porcentajes de lisis a valores de Clso por medio
de calculos empleando el analisis Probit, finalmente se obtuvo los inversos de los valores Clso tal como
se muestra en la Tabla 8.2.1.

Tabla 8.2.1 1/ Clsode los compuestos finales 6, 8,9, 10 y farmacos referencia

Compuesto 1/Clso (ug/mL)
Benznidazol 0.158
Nifurtimox 0.022
6 0.002
8 0.019
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0.004

10

0.013

En la tabla anterior se pone de manifiesto que todos compuestos finales sintetizados no son tan
eficaces como el farmaco Benznidazol puesto que se ve la gran diferencia en los valores de 1/Clso
que van desde 75 veces mejor que el compuesto 6, 8 veces con respecto al compuesto 8, 40 veces
mejor que el compuesto 9 y 12 veces mas efectivo que el compuesto final 10. Sin embargo se puede
ver claramente que los compuestos 8 y 10 son biocomparables con el farmaco Nifurtimox, puesto que
solo hay una diferencia de 1.2 y 1.7 veces respectivamente; lo que indica que el derivado
bencimidazdlico diclorado es fundamental para disminuir la viabilidad del parasito; en cuanto al
parasito intracelular se predispone que el compuesto 8 (el mas efectivo) sea mejor absorbido que el
Nifurtimox, e incluso podria atravesar membranas celulares con el fin de llegar al interior de los
macrofagos infectados, esto se ve respaldado a que se obtuvieron los valores de logP mediante la
consulta de la pagina http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/ en donde los resultados pueden

apreciarse en la Figura 8.2.2.

Figura 8.2.2 Propiedades moleculares calculados por el programa indicado en la referencia 20.
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El'logP del compuesto 8 es de 3.85, valor que nos indica que la molécula tiene un caracter hidrofébico,
es decir es liposoluble y por consecuencia debera facilitar su transporte (permeabilidad) al interior de
la célula y efectuar su accién tripanosomicida, sin embargo esto podria comprobarse realizando las
evaluaciones en el estadio amastigote del parasito. Por otra parte el Nifurtimox tiene un valor de
logP= - 0.58, indicio de que la molécula es casi en su totalidad hidrofilica, y consecuentemente muy
poco liposoluble para tener una permeabilidad adecuada e ingresar al interior de la célula, aunado a
las conjeturas anteriores se puede ver también que el compuesto 8 tiene notorias ventajas sobre el
Nifurtimox en cuanto a los riesgos toxicos, por ejemplo en la categoria de Mutagenicidad se muestra
que el farmaco de referencia tiene un alto riesgo de ser mutagénico (color rojo) en cambio el
compuesto final tiene un bajo riesgo de serlo (color verde), asi también en cuanto a tumorigenicidad
presentan el mismo perfil, es decir el Nifurtimox tiene un alto riesgo y el compuesto un bajo riesgo.

Descritos los parametros anteriores puede determinarse que el compuesto 8 perfila para ser una
molécula prototipo ya que su efectividad se asemeja al Nifurtimox y sus efectos toxicos son menores.
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9. CONCLUSIONES

v Se logré la sintesis y caracterizacién de los 4 compuestos finales derivados del Acido 2-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxilico, mencionados en los objetivos especificos: N'-(2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-ilcarbonil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carbohidrazida (6), N-(3,4-diclorofenil)-2-metil-
1H-benzimidazol-5-carboxamida (8), N-(4-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (9) y N-
(3-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (10).

v" Los rendimientos de los compuestos finales en general fueron bajos, no obstante todos los
rendimientos fueron superiores al 50%, pero puede sugerirse otro acoplante o activador de acido
para aumentar la produccion. Sin embargo, se planted un método de sintesis sencillo donde la
reaccion formara el enlace carboxamida a condiciones lo mas suaves posible.

v A través de los resultados biolégicos determinados se acepta la hipotesis planteada, puesto que
los 4 compuestos sintetizados por hibridacién molecular tienen la capacidad de tener actividad
tripanosomicida y 2 de ellos igualan la efectividad del farmaco empelado en la clinica Nifurtimox.

v El compuesto 8 fue el que tuvo una mejor actividad biolégica, ya que se asemeja al Nifurtimox, con
una 1/Clso de 0.019, asi como también podemos incluir que tiene mejores expectativas toxicoldgicas
como menor mutagenicidad y tumorigenicidad asi como también mejores propiedades farmacéuticas
ya que su log P beneficia su liposolubilidad y facilita la permeabilidad hacia la célula para ejercer su
efecto tripanosomicida al parasito intracelular.

v" El compuesto 8 como lider del grupo de compuestos sintetizados, es buen candidato para realizar
posteriores evaluaciones contra estadios de amastigote del parasito Trypanosoma cruzi asi como
determinar pruebas toxicolégicas para cerciorar o desvirtuar los resultados predichos en el programa
organic-chemistry.

v’ Los compuestos sintetizados en este trabajo servirdn para establecer los requerimientos
estructurales de los derivados bencimidazdlicos y serviran para sentar las bases de futuras
modificaciones para obtener mejores principios activos.

¥v' Se adquirieron conocimientos y experiencia en quimica organica para obtener nuevos
compuestos de interés farmacéutico, cuya relacion estructura-actividad fue analizada poniendo en
practica conocimientos y herramientas adquiridas en quimica farmacéutica.
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11. APENDICE |
Parte experimental Quimica

Este apartado proporciona los detalles de los procedimientos sintéticos de los compuestos indicados
en los objetivos de este trabajo, asi como también se describe la instrumentacion, cromatografia,
reactivos y disolventes empleados.

11.1 Instrumentacién

« Las materias primas (reactivos sélidos) previamente calculadas, se pesaron mediante el uso de
una balanza analitica modelo SARTORIUS Inventario 1678840.

+ Para efectuar las reacciones a temperatura constante se utilizé una parrilla automatica modelo IKA
RCT Basic, para efectuar las reacciones a una temperatura determinada y constante.

+ La extraccion de disolventes mediante evaporacion se hizo mediante el empleo de un Evaporador
rotatorio marca BUCHI Modelo R-215 con vacio generado por bomba marca Vacuubrand modelo PC
610 con regulador CVC2, adaptado a un bafio BUCHI modelo B-491y enfriador marca VWR
Wscientific modelo 1107.

% Los puntos de fusién se determinaron en un equipo marca BUCHI Melting Point B-540, utilizando
capilares de vidrio (los puntos de fusion no fueron corregidos).

+ Los espectros de Infrarrojo (IR) fueron obtenidos mediante el empleo de un Espectrofotémetro de
transformada de Fourier marca Perkin EImer modelo Espectrum 400.

% Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN 'H) se adquirieron del equipo
espectrometro Varian 400 S4 ASC (400MHz), espectrometro Oxford NMR (300MHz) y un
espectrometro Oxford NMR (400MHz).

¢ Los espectro de masas se obtuvieron mediante el método de ionizacion: Bombardeo rapido de
atomos (FAB) y por lonizacion electronica (IE), y el sistema de entrada empleada fue por Introduccion
directa en un espectrofotometro de Masas marca LECO modelo Pegasus 4D, con analizador de
masico TOF. La simbologia empleada es M*=ion molecular, m/z= relacion masa /carga y pb= pico
base.

11.2 Cromatografia

El progreso de las reacciones y pureza de los compuestos sintetizados se determiné por cromatografia
en capa fina (CCF), empleando cromatoplacas de la casa Analtech-Uniplate recubiertas con gel silice
GF 250. Los compuestos se visualizaron con luz ultravioleta (UV) y/o por exposiciéon a vapores de
yodo.

Los sistemas cromatograficos empleados son los siguientes:
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Sistema Composicion Proporcion
| Cloroformo/Metanol 90:10
Il Cloroformo/Metanol 80:20

11.3 Reactivos y disolventes

Reactivo/Disolvente

Marca comercial

acido 3-4-diaminobenzoico Aldrich
acido acético J.T. Baker
Acido Clorhidrico
Bicarbonato de sodio (sélido) J.T. Baker
carbonildiimidazol (CDI) Aldrich
Acetonitrilo J.T. Baker
Solucién de hidracina Sigma- Aldrich
Diclorometano J.T. Baker
Carbazato de Terbutilo Aldrich
acido Trifluoroacético Sigma- Aldrich
acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin- Sigma- Aldrich
6-carboxilico
acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico Sigma- Aldrich
PyBOP Aldrich
DIPEA Sigma- Aldrich
3,4-dicloroanilina Acros
4-cloroanilina Merck/ Aldrich
3-cloroanilina Aldrich
Carbonato de sodio (sélido) Blaiska
Tetrahidrofurano Sigma- Aldrich
Metanol HPLC Sigma- Aldrich
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11.4 Metodologias y técnicas para la sintesis de Intermediarios y Compuestos finales

a) Sintesis del acido 2-metil-1H-bencimidazol-5 carboxilico (2)

0| o]
|
NH.
HO 2 a N
)\@ _? . HO \>_
NH, N
2

PM: 152 PM:176  H
1

a) CH3COOH; HCI; 95°C; 8 hrs.

Esquema 1. Sintesis del compuesto 2

Se pesaron 10g de acido 3-4-diaminobenzoico en un matraz de bola de 500mL y fue afiadido 100mL
de acido aceético (o el volumen suficiente para cubrir al solido). Posteriormente, se adicioné 0.5 mL de
HCI (catalizador); toda la mezcla de reaccion se llevo a reflujo a 95°C durante 8 h mediante el empleo
de una parrilla con agitacion magnética. Cumplido el tiempo de reaccion y después de haber
alcanzado una temperatura ambiente, a la mezcla se le adicioné suficiente hielo-agua, seguido de la
adicion de NaHCOg para ajustar el pH a 4-5 .El precipitado obtenido se separé por filtracion al vacio,
obteniéndose un sdlido color café que fue lavado repetidamente con agua y a continuacion se secé
mediante la exposicion a vacio durante 3 dias, produciendo 11.46g de compuesto final 2 crudo.

Finalizado el proceso de secado, al compuesto se le realizd6 una purificacion a través de una
decoloracion con carbon activado, el cual consistio en disolver al compuesto 2 con NaOH 4M en un
matraz de bola de 500mL, con la proseguida adicién de 1.14g de Carbdén activado (10% del peso de
nuestro compuesto 2). Por ultimo el matraz se coloco en una parrilla con agitacion magnética a reflujo
(95°C) durante 6 horas. Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccién se dejo enfriar hasta llegar a
temperatura ambiente, y se filtré a vacio sobre una cama de celita previamente colocada en el embudo
Blchner; el deposito sobre la celita fue sometido a repetitivos lavados de agua, puesto que sobre la
cama de celita se situd el carbon activado y el compuesto deseado en el filtrado, el cual se recolecto
en un vaso de pp. de 500mL y fue colocado sobre un bafio de hielo para ajustar el pH a 5 con solucion
de HCI 4N, induciendo la precipitacion de nuestro compuesto 2 nuevamente. Luego de precipitar el
compuesto, se filtré al vacio, quedando un sélido color crema caracteristico del acido 2-metil-1H-
bencimidazol-5 carboxilico puro. Finalmente se generd un rendimiento del 89.04% del compuesto 2
puro (10.32g).
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b) Sintesis de la 2-metil-1H-bencimidazol-5-carbohidrazida (3)

|C|) (o} 0 o
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N
H H PM:190.20 H
2 3

a) CH4CN, 40°C, 5h. b) Sol. NH,-NH,, 60°C/8h
Esquema 2. Sintesis del compuesto 3

a) Una vez que se obtuvo el compuesto (2) se activdo mediante el uso del acoplante carbonildiimidazol
(CDI), dicha activacion consistio primeramente en colocar 0.5148 g (1.1 mol) de 1,1-carbonildiimidazol
y 0.5085¢g (0.00288moles) del compuesto 2, en un matraz de bola de 100mL junto con 30 mL de
CHsCN; esta mezcla de reaccion se mantuvo a 40°C y en agitacion durante 5 h., bajo atmosfera de
nitrdgeno. Ocurrido el tiempo establecido, se hizo monitoreo de la mezcla de reaccion a través de una
cromatografia en capa fina (CCF), empleando un sistema de elucion CH3;Cl/MeOH (80:20) para
visualizar la formacion de un intermediario imidazodlico, que finalmente se observo al revelar la placa
cromatografica con luz UV.

b) Formado el intermediario, se adiciond gota a gota con un embudo de adicién, 0.40mL (1.5 moles)
de solucién de hidracina (NH2-NH2-) previamente disuelta en 5mL CH3CN, a la mezcla de reaccion
y se dejo en agitacion a 60°C durante 8 horas. Terminado el tiempo de reaccion, se formé un solido
color café claro, que fue separado por filtracién a vacio y secado durante 3 dias; por ultimo se produjo
un rendimiento del 63.70% del compuesto 3 (0.3500g), a continuaciéon el sélido fue enviado a RMN
para elucidar su estructura, demostrando finalmente la exitosa obtencién del compuesto 3.

Al intentar sintetizar mas cantidad del compuesto 3 se observé que ya no reaccionaba el acido 2-metil-
1H-bencimidazol-5 carboxilico, esto debido a problemas de solubilidad, puesto que se decidié emplear
la misma metodologia descrita en el esquema 2 pero se usé como disolvente THF (10mL).
Finalmente se calculé el rendimiento, dando un 71.30% (0.3914g) del compuesto 3.

c) Sintesis del 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carbohidrazida (4)

i Sie »p TG o o

a) CH3CN, 40°C, 5h... 1)) MeOH grado HPLC,60°C/8h, c) sol. NH,-NH, 60°C/8h

Esquema 3. Sintesis del compuesto 4
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a) Se pesaron 0.1981g (1.1moles) de CDI y 0.2 (0.0011 moles) de acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-
6-carboxilico en un matraz de bola de 100mL y fueron disueltos en 5mL de CH3CN, la mezcla de
reaccion fue llevada a una temperatura de 40°C durante 5 horas con agitacion constante. Transcurrido
el tiempo de reaccion, se busco la presencia del intermediario imidazolico a través de un monitoreo
de la mezcla de reaccién realizando CCF, empleando un sistema de elucion CHCIls/MeOH (80:20),
que al revelar la placa cromatografica se comprobd la presencia del intermediario imidazdlico
esperado.

b) Se le agregd un exceso de Metanol (2 mL) grado HPLC, a toda la mezcla de reaccién para generar
un éster como intermediario principal tal como se describe en el esquema 6, éste intermediario se
puso de manifiesto al realizar una CCF de la mezcla ,utilizando el mismo sistema de elucién CHCls/
MeOH (80:20) y revelado con luz UV, en donde finalmente se demostré que todo el contenido de la
mezcla era precisamente el éster del acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carboxilico. A continuacion
se evaporo a presion reducida el disolvente CH3CN, quedando un compuesto de apariencia aceitosa
al cual se le agreg6 un poco de agua fria para precipitarlo. Una vez que precipité el éster, fue filtrado
a vacio y secado durante 1 dia, obteniéndose un solido de color café claro en una cantidad de 0.80 g

c) El solido formado se depositd en un matraz de bola de 100mL junto con 0.83mL (10 moles) de
solucién de hidracina disuelta anteriormente en 5mL de CH3CN, a una temperatura de 60°C durante
horas. Cumplido el tiempo, se filtré a vacio la mezcla de reaccion, y quedé un soélido color crema el
cual fue comparado con una referencia de Carbohidrazida del acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-
carboxilico, mediante una CCF con un sistema de elucién CHCIz/MeOH (80:20), revelando finalmente
que el compuesto obtenido tenia un Ry (0.54). La estructura fue elucidada por RMN 'H y se comprobd
la exitosa obtencion del compuesto 4, en una cantidad de 0.025 g, equivalente al 11.587%.

Derivados de acido 2-metil-1H-bencimidazol-5 carboxilico

e) Sintesis del N'-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ilcarbonil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-

Carbohidrazida (6)

Ruta de Sintesis empleando PyBOP

O (0]
o O
) a o) M N N\>_
/> 3 (@) PM:352 N
(0] 6 H

a: Compuesto 3, PyBOP, THF, DIPEA, 4acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carboxilico, T.a./12h

Esquema 4. Sintesis del compuesto 6
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a) Se pesaron por separado 0.1g (0.00055 moles) de acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carboxilico,
0.3177g (1.1 moles) de PyBOP, y 0.1055g (1 mol) del compuesto 3. Inicialmente en un matraz de
bola de 100mL se disolvié el compuesto 3 con 5mL de THF, y fue colocado en un bafo de hielo.
Posteriormente se le agregé el acido 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-carboxilico,el PyBOP, y 0.19mL
(2 moles) de DIPEA, terminada la adicion se retiréd el bafio de hielo y la reaccion se mantuvo a
temperatura ambiente durante 12h. Ocurrido el tiempo de reaccion, la mezcla fue filtrada a vacio. Al
filtrado se le evaporo el disolvente mediante un rotapavor a presion reducida, y a su término genero
un compuesto aceitoso, el cual fue precipitado al anadirle un poco de agua, dicho precipitado se filtrd
a vacio y se seco por 2 dias, quedando un solido color crema. El solido una vez totalmente seco se
comparo con una referencia (compuesto 6,sintetizado en la 1ra ruta de sintesis) , empleando una CCF
en un sistema de elucién CHCIs/MeOH (80:20) que al ser revelado con luz UV ambos compuestos
mostraron el mismo Rf (0.35), evidenciando una exitosa produccién del compuesto 4, sin embargo se
cercioro la obtencion del compuesto al elucidar su estructura mediante RMN .Por ultimo se calculo el
rendimiento, logrando un 80% (0.0799g) del compuesto 4.

f) Sintesis del 2-metil- N'-[(5-nitrofuran-2-il)carbonill-1H-benzimidazol-5-carbohidrazida (7)

o o} o)
N N a ;?'L@\(NH I N
2N o] ‘NH
NH N o) | \>
N@bf O pm 32/9:©iN
H
3 H 7

a: Compuesto 3, PyBOP, THF, DIPEA, acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico, T.a./12h.

Esquema 5. Sintesis del compuesto 7

Fue pesado 0.1g (0.0006 moles) de acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico ,0.3641g (1.1 moles) de
PyBOP, y 0.1209g (1 mol) del compuesto 3. Inicialmente en un matraz de bola de 100ml se disolvio
el compuesto 3 con 5mL de THF, y fue colocado en un bafio de hielo. Posteriormente se le agreg6 el
acido 5-Nitrofurano-2 carboxilico, el PyBOP, y 0.19mL (2 moles) de DIPEA, terminada la adicion se
retird el bafio de hielo y la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 12h. Concluido el
tiempo de reaccion, la mezcla fue filtrada a vacio. Se plaqueé tanto el sélido generado como el
fitrado, en un sistema de elucion CHCIs/MeOH (80:20), mostrando tener la parte filtrada una
significativa pureza ya que se vio la ausencia de impurezas, asi pues se continu6é a evaporar el
disolvente mediante un rotapavor a presién reducida, y a su término generé un compuesto aceitoso el
cual fue precipitado con una mezcla de CHCIs/MeOH (98:2). A continuacion se filtré a vacio, y se dejé
secar durante 2 dias el solido resultante.

El sdlido una vez totalmente seco, se plaque6 de nuevo para asegurar ausencia de impurezas, en el
sistema de elucion antes mencionado, y al ser revelado con luz UV se comprobd su pureza asi como
también la obtencion de su Rf(0.29).La estructura de la molécula se elucidé mediante RMN de 'H,
concluyendo la exitosa produccién del compuesto 7. Finalmente se calculd el rendimiento, logrando
un 28.25% (0.0321g) del compuesto 7.

Posteriormente al aumentar la escala de produccion del compuesto, éste no volvié a adquirirse,
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puesto que se intentd sintetizar mas de 4 meses.

q) Sintesis de la N-(3,4-diclorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (8)
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8
a)CDI, CH,cN, 60°C/ 5h; b) 3,4-dicloroanilina, 60°C/8h.

Esquema 6. Sintesis del compuesto 8

a) Se pesaron 0.2761g (1.5 moles) de carbonildiimidazol y 0.2g (0.0011 moles) de acido 2-metil-1H-
bencimidazol-5 en un matraz de bola de 100mL, al cual se le adicioné 10mL de CH3CN, y fue colocado
a 60°C y se dej6 reaccionando durante 5 horas con agitacién constante. Terminado el tiempo de
reaccion, se buscé la presencia del intermediario imidazélico a través de un monitoreo con CCF de
la mezcla de reaccion, empleando una mezcla de CHCI3/MeOH (80:20) como fase movil. Al revelar la
placa cromatografica se observé la formacion del esperado intermediario.

b) Obtenido una vez el intermediario imidazoélico en la mezcla de reaccion, se continué asi con la
adicion de 0.1877g (1mol) de 3,4-dicloroanilina, subiendo la temperatura a 60°C en agitacion
constante durante 1 noche. Transcurrido el tiempo establecido, se plaqueé la reaccion mediante la
realizacion de una CCF, para cerciorarnos del consumo de la amina y la presencia de un nuevo
compuesto en la placa; finalmente al eluirla en un sistema CHCIls/MeOH (80:20) como fase movil y
revelarlo con luz UV, se visualizd6 que efectivamente aparecia un compuesto nuevo pero con la
presencia de amina y posibles residuos de acido, asi pues se prosiguié a purificar el probable
compuesto 8.

Para purificar el compuesto, primeramente se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccién mediante
el uso de un rotavapor a presion reducida; al término de la evaporacion quedd el compuesto con
apariencia aceitosa y fue lavado con una solucion de Na;COs al 5%, pH=9 para arrastrar los posibles
residuos de acido, y a su vez precipitar el compuesto. Una vez precipitado el compuesto, se filtré a
vacio, quedando un sélido color crema el cual se paqued nuevamente para ver la desaparicion de los
residuos de acido. Una vez visto la ausencia de restos acidos, el compuesto fue sometido a lavados
con Tolueno para desechar la amina no reaccionada y posteriormente se realizé una CCF en las
mismas condiciones anteriormente mencionadas para cerciorarse del arrastre total de la amina. Al ser
revelada la placa con luz UV se visualizé que el compuesto estaba puro, es decir, sin presencia de
otra marca en dicha placa. Consecutivamente se dejo secar 1 dia y por ultimo se calculé el
rendimiento, el cual fue de 56% (0.2035g) del compuesto 8.
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h) Sintesis de la N-(4-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (9)
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a) CDI, CH,cN, 60°C/ 5h; b) 4-cloroanilina, 60°C/8h.

Esquema 7. Sintesis del compuesto 9

a) Fue pesado 0.3682g (2 moles) de carbonildiimidazol y 0.2g (0.0011 moles) de acido 2-metil-1H-
bencimidazol-5 en un matraz de bola de 100mL, al cual se le adicioné 10mL de CH3CN, y fue colocado
a 60°C y se dejo reaccionando durante 5horas con agitacion constante. Cumplido el tiempo de
reaccion, se buscé la presencia del intermediario imidazolico a través de un monitoreo con CCF de
la mezcla de reaccion, empleando una mezcla de CHCIs/MeOH (80:20) como fase movil. Al revelar la
placa cromatografica se observé la formacion del esperado intermediario.

b) Logrado una vez el intermediario imidazélico en la mezcla de reaccidn, se continué asi con la adicién
de 0.0724g (1mol) de 4-dicloroanilina, subiendo la temperatura a 60°C en agitacién constante durante
1 noche. Concluido el tiempo establecido, se plaqued la reaccion mediante la realizacion de una CCF,
para asegurarnos del consumo de la aminay la presencia del nuevo compuesto en la placa; finalmente
al eluirla en un sistema CHCI3/MeOH (80:20) como fase movil y revelarlo con luz UV, se visualizé que
efectivamente aparecia un compuesto nuevo pero con restos de amina y posibles residuos de acido,
asi pues se prosiguié a purificar el compuesto 9.

Para purificar el compuesto, primeramente se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccion mediante
el uso de un rotavapor a presion reducida; al término de la evaporacién quedé el compuesto con
apariencia aceitosa y fue lavado con una solucién de Na;COs al 5%, pH=9 para arrastrar los posibles
residuos de acido, y a su vez precipitar el compuesto. Una vez precipitado el compuesto, se filtré a
vacio, quedando un sélido color crema el cual se paqued nuevamente para ver la desapariciéon de los
residuos de acido. Una vez visto la ausencia de restos acidos, el compuesto fue sometido a lavados
con Tolueno para desechar la amina no reaccionada y posteriormente se realizé una CCF en las
mismas condiciones anteriormente mencionadas para cerciorarse del arrastre total de la amina. Al ser
revelada la placa con luz UV se observo que el compuesto estaba puro. Finalmente se dejo secar 1
dia y por ultimo se calculé el rendimiento, el cual fue de 68% (0.2205g) del compuesto 9.
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i) Sintesis de la N-(3-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (10)

o
HO / H
2 N
N 4 N N a NNy b NH
RO SEIEy .0 SN il
0

7
PM:28572 N

10
a) CDI, CH,cN, 60°C/ 5h; b) 3-cloroanilina, 60°C/8h.

Esquema 8. Sintesis del compuesto 10

a) Se pesaron 0.3682g (2 moles) del (CDI) y 0.2g (0.0011 moles) de acido 2-metil-1H-bencimidazol-5
en un matraz de bola de 100mL, al cual se le agregd 10mL de CH3CN, y fue colocado a 60°C y dejando
reaccionar durante 5horas en agitacion constante. Cumplido el tiempo de reaccion, se buscé la
presencia del intermediario imidazélico a través de un monitoreo con CCF de la mezcla de reaccion,
empleando una mezcla de CHCIls/MeOH (80:20) como fase movil. Al revelar la placa cromatografica
se observo la formacion del esperado intermediario.

b) Generado una vez el intermediario imidazdlico en la mezcla de reaccién, se continu6 asi con la
adicion de 0.12mL  (1mol) de 3-cloroanilina, mediante un embudo de adicion con 5mL de CH3CN,
subiendo la temperatura a 60°C en agitacién constante durante 1 noche. Terminado el tiempo
establecido, se plaqued la reaccién mediante la realizacion de una CCF, para asegurarnos del
consumo de la amina y la presencia del nuevo compuesto en la placa; posteriormente al eluirla en un
sistema CHCIs/MeOH (80:20) como fase movil y revelarlo con luz UV, se observé que efectivamente
aparecia un compuesto nuevo pero con restos de amina y posibles residuos de acido, asi pues se
prosiguié a purificar el compuesto 10.

Para purificar el compuesto, primeramente se evaporo el disolvente de la mezcla de reaccién mediante
el uso de un rotavapor a presion reducida; al término de la evaporacion quedo el compuesto con
apariencia aceitosa y fue lavado con una solucion de Na>-COs3 al 5%, pH=9 para arrastrar los posibles
residuos de acido, y a su vez precipitar el compuesto. Una vez precipitado el compuesto, se filtré a
vacio, quedando un sélido color crema el cual se paqued nuevamente para ver la desaparicion de los
residuos de acido. Una vez visto la ausencia de restos acidos, el compuesto fue sometido a lavados
con Tolueno para desechar la amina no reaccionada y posteriormente se realizé una CCF en las
mismas condiciones anteriormente mencionadas para cerciorarse del arrastre total de la amina. Al ser
revelada la placa con luz UV se visualizé que el compuesto estaba sin contaminantes. Por ultimo se
dejo secar 1 dia y finalmente se calcul6 el rendimiento, el cual fue de 64.3% (0.2086g) del compuesto
10.
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Espectro 1, IR: Acido 2-metil-1H-bencimidazol-5 carboxilico (2)
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Esquema 10, EM (ID/IE): N-(4-clorofenil)-2-metil-1H-benzimidazol-5-carboxamida (9)
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