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Resumen

RESUMEN

Las enfermedades causadas por protozoos son graves problemas de salud a nivel mundial,
sobre todo en paises en desarrollo como el nuestro. Para su tratamiento la quimoterapia sigue siendo
la mejor opciodn; sin embargo, se limita al uso de pocos farmacos, algunos, como el metronidazol,
existentes desde hace mas de 40 afios, de variada eficacia y con severos efectos adversos. Por ello
en nuestro grupo de investigacion se han sintetizado y evaluado biologicamente mas de 300
derivados del bencimidazol con el propdsito de encontrar los requerimientos basicos para optimizar
la actividad antiprotozoaria. De los diferentes derivados del bencimidazol se han sintetizado
compuestos que han presentado actividad giardicida in vitro, superior o similar a los f&rmacos de

eleccion.

De entre ellos surgié un nuevo grupo de bencimidazoles disefiados por acoplamiento molecular
como inhibidores de la Arginina deiminasa (ADI) de G. intestinales. Anteriormente, esta enzima se
estudido como blanco giardicida de derivados del bencimidazol y se sintetizaron compuestos
hibridos con el grupo guanidino del sustrato natural (arginina), reconocido por la enzima, asi como
diferentes analogos del grupo mencionado y unidos al nicleo de bencimidazol. Estos compuestos se
evaluaron in vitro en un primer estudio sobre trofozoitos de Giardia intestinalis; de estos resultados
se encontrd que los compuestos mds activos fueron ADI 4-6. Con base en los resultados de
actividad obtenidos y con el proposito de optimizar la estructura para la obtencion de compuestos
mas activos, en la primera seccion de este trabajo se presenta la sintesis de cuatro derivados de 1-
metil-1H-bencimidazol de los cuales 3 se encuentran sustituidos en posicion 2 con elementos
analogos presentes en el sustrato natural de la enzima ADI, protegidos en las posiciones 5 y 6 del
ntcleo de bencimidazol con cloro y éster respectivamente. Con la finalidad de enriquecer la base de

datos creada por nuestro grupo de investigacion.

En la segunda seccion se presentan los resultados obtenidos en ensayos in vitro contra los parasitos
G. intestinalis y T. vaginalis. A partir de los resultados de estos ensayos realizados contra el
trofozoito de G. intestinalis se observo que los cuatro compuestos sintetizados presentaron actividad
mayor o similar que los farmacos de referencia, metronidazol y albendazol. El compuesto con
mayor potencia, incluso superando en mas del doble de potencia al albendazol, fue el compuesto
ACN 4. Al comparar los compuestos analogos sin sustituyentes en las posiciones 6 (5) y los
compuestos sintetizados se observo de manera general, un aumento de la actividad giardicida a

excepcion del compuesto ACN 1.




Introduccion

1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios constituyen un problema médico y
sanitario a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las considera una de las
principales causas de morbilidad relacionadas con condiciones higiénico-sanitarias,
socioecondémicas y ambientales. De entre ellas la amebiasis y giardiasis son enfermedades
intestinales que afectan a millones de personas cada afio. Por estas razones se han generado
diferentes estrategias para controlar estas enfermedades a través de medidas sanitarias y la
prevencion de la diseminacion; sin embargo, la quimioterapia continfia siendo una herramienta

fundamental para combatirlas.

Dentro de la quimioterapia se han desarrollado farmacos que poseen un amplio espectro de
actividad en infecciones causadas por parasitos, el albendazol por ejemplo (ABZ) es un
bencimidazol que muestra actividad antiprotozoaria, especialmente contra G.infestinalis; por otro
lado, el metronidazol (MTZ) es un nitrohetrociclo empleado en el tratamiento de una amplia gama
de protozoarios anaerdbicos. Si bien este Ultimo farmaco comunmente se emplea para combatir
parasitosis, presenta serias desventajas, como son efectos adversos e inefectividad en ciertas fases
del desarrollo del parasito y sobre todo se han desarrollado cepas resistentes a ¢él. Por lo tanto es de
suma importancia la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos que muestren ser una

alternativa al tratamiento y presenten una mayor eficacia y seguridad.

De la gran diversidad de moléculas organicas que han surgido en el descubrimiento de nuevos
compuestos con actividad antiprotozoaria, destacan los derivados de bencimidazol. Siendo una
estructura privilegiada el ser parte de biomolécula vitamina B12 y compuestos con diversas
actividades biologicas, dando origen a un gran numero de farmacos con propiedades
antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas, antihipertensivas y antiparasitarias. En nuestro
grupo de investigacion ya se han sintetizado diversos grupos de derivados con el bencimidazol
como nucleo base, a su vez en colaboracion con la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias IMSS (UIMEIP-IMSS) del Centro Médico Nacional siglo
XXI, se ha realizado la evaluacion biologica de cada uno de ellos para obtener la actividad
antiparasitaria y poder asi optimizarla. En este trabajo se presenta la sintesis de 3 derivados de
bencimidazol con elementos analogos de la arginina (sustrato natural de la enzima ADI), obtenidos

a partir del estudio de enzimas de la via de la ADH como potenciales blancos terapéuticos.
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Antecedentes

2. ANTECEDENTES
2.1. Enfermedades parasitarias

Las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios constituyen un problema médico y
sanitario a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las considera una de las
principales causas de morbilidad relacionadas con condiciones higiénico-sanitarias,
socioecondémicas y ambientales [1]. De entre ellas, la amebiasis y giardiasis son enfermedades
intestinales que afectan a millones de personas cada afio. Estas infecciones son las principales
causas de diarrea, disenteria y sintomas asociados a problemas gastrointestinales [2]. A nivel
mundial, las enfermedades parasitarias afectan principalmente a paises en vias de desarrollo, de
estas protozoosis la giardiasis afecta a nifios de muchos de estos paises en aproximadamente el
100% de la poblacion. Grandes epidemias han ocurrido por contaminacion fecal de alimentos y
reservorios de agua, infectando en algunos casos a miles de personas. Esta enfermedad constituye
un importante problema de salud publica global. En este contexto es que la OMS Ia ha incluido en

la Giltima década en la Iniciativa de Enfermedades Desatendidas [3].

En México algunas de las protozoosis mas comunes son causadas por los protozoarios Entamoeba
histolytica (amebiasis), Giardia intestinalis (giardiasis) y Trichomonas vaginalis (trichomoniasis).
La giardiasis es de mas alta prevalencia en nuestro pais, siendo la segunda causa mas comun de
parasitosis intestinal en nifos y adultos. Se calcula que en México hay 9 millones de personas
infectadas y se estima ademds que la frecuencia de la parasitosis es muy variable con cifras que
fluctuan desde del 2% al 39% con un 15% de infectados en la poblacion de estrato socioecondomico

bajo y 19% de prevalencia en escolares y preescolares [4].

2.2. Giardia intestinalis como agente causal de giardiasis

Giardia intestinalis (Giardia lamblia o Giardia duodenalis) es un protozoario binucleado y
flagelado que habita el intestino delgado de humanos y otros mamiferos, es el agente responsable de
la giardiasis, una patologia que se presenta con manifestaciones clinicas que varian desde la
infeccion asintomatica a la enfermedad aguda o cronica asociada con diarrea y mala absorcion de
nutrientes [5]. Es ademas una de las enfermedades parasitarias mas comunes en todo el mundo y se
estima que cerca de 200 millones de personas se infectan anualmente por G. intestinalis en Asia,
Africa y América Latina [6]; sin embargo, la incidencia es mayor en regiones de clima templado. A
su vez la poblacion mas afectada de estas regiones ocurre en nifios de paises en vias de desarrollo
[7, 8]. La infeccion puede ocurrir a través de transmision por agua, alimentos, brotes en guarderias o

a partir de viajeros internacionales. Debido a que la transmision de G. intestinalis requiere de la

——
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Antecedentes

ingestion de quistes del parasito, los niveles de sanidad ambiental juegan un papel clave durante el
ciclo de transmision, por lo tanto, la mayor prevalencia es debido a las diferencias en las
condiciones sanitarias de los paises en vias de desarrollado que en paises avanzados. Con lo cual se

infiere entonces la importancia de conocer el ciclo de vida del parasito [9].
2.2.1. Ciclo vital y fisiopatologia

Durante su ciclo de vida G. infestinalis sufre significativos cambios bioquimicos y
morfoloégicos que le permiten sobrevivir en ambientes y condiciones que de otro modo lo
destruirian. Los estadios en los cuales se presentan estos cambios son el trofozoito, y el quiste, éste

ultimo responsable de la transmision al ser eliminado a través de las heces [10].

El trofozoito tiene forma de pera invertida y mide entre 10-20 um de longitud y entre 5-15 um de
diametro transversal. Presenta una estructura con dos nucleos simétricos, cuatro pares de flagelos
que parten de un cuerpo basal y un disco de adherencia en su cara ventral que actia como ventosa
para fijarse a la mucosa intestinal (Fig. 1). El quiste es la forma infectante y puede sobrevivir en
ambientes htimedos durante tiempo prolongado, ya que posee una rigida pared de glicoproteina
externa. Presenta una forma ovoide y es mas pequeiio que el trofozoito, con una pared doble y
cuatro nucleos. Posee, ademas, un alto poder infectivo, ya que la ingestion de tan solo 10-15 quistes

puede dar lugar a la infeccién [11].
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Figura 1. Estadios de G. intestinalis a) quiste. b) Imagen de trofozoito mediante microscopia electronica [12,
13].

El ciclo de infeccion inicia entonces al ingerir quistes del protozoario, con lo cual comienza un ciclo
interminable de trasmision. Los cambios bioquimicos y morfoldgicos caracteristicos de sus estadios
le permiten infectar y sobrevivir en el hospedero; los quistes al ser ingeridos son transportados al

estomago en donde se produce la desenquistacion mediada por el pH acido del mismo, liberando los
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trofozoitos. Estos colonizan el intestino delgado superior, mediante su replicacion a través de fision
binaria, la cual ocurre en el duodeno y el yeyuno, para luego fijarse a las microvellosidades del
epitelio intestinal mediante su disco de adherencia [14]. El dafio que causa G. intestinalis se debe
principalmente a los efectos de la accion mecanica de adherirse y fijarse al epitelio intestinal. Esto
provoca en el hospedero alteracion de las microvellosidades intestinales, que conlleva la aparicion
de diversas alteraciones fisiologicas como el deterioro del proceso de absorcion [17]. A lo largo del
ileon se realiza la enquistacion, favorecida por el medio alcalino que proporciona la secrecion biliar
y, finalmente, los quistes salen al medio ambiente a través de las heces pudiendo transmitirse a un

nuevo hospedador por medio de mecanismos directos e indirectos (Fig. 2).

—N _ Trofozoito
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. =AY
Quiste Ve 4 d
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s o . . A \
Fision binaria ! (\
I\

Presencia en heces
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U\ \
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Los trofozoitos también e 3 G. intestinalis madura y
son eliminados en heces = | se multiplica en el intestino
fecales pero no sobreviven -
en el medio ambiente 7/
\_ /

Figura 2. Ciclo biologico de G. intestinalis [15].
2.2.2. Transmision y diagnéstico

La infeccion por giardia tiene un gran impacto en la salud publica dada la relacion que
existe entre la ocurrencia de esta parasitosis y los habitos y condiciones socioecondomicas de las

poblaciones afectadas [16]. En este contexto, conocer los mecanismos de transmision es de
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importancia para su prevencion y tratamiento. La trasmision ocurre principalmente a través de
mecanismos directos: mediante agua y alimentos contaminados, contacto directo fecal-oral, o de
persona a persona a través de contacto sexual [17]. El agua es la principal fuente de transmision, ya
que los quistes de G. intestinalis son resistentes a ambientes hostiles. La transmision por alimentos
se da sobre todo al consumir comida cruda o poco cocinada, y la transmision interpersonal es la
responsable de la elevada prevalencia de esta parasitosis en nifios y en hombres homosexuales que

practican sexo anal [18].

El diagnostico se realiza con la identificacion microscopica de los quistes y raramente de los
trofozoitos, las alteraciones bioquimicas o hematologicas en el huésped no contribuyen de manera
importante para el mismo. El analisis coproparasitoscopico de heces es tradicionalmente de eleccion
en pacientes asintomaticos. En el caso de sindrome de mal absorcion, la biopsia de la mucosa

intestinal es de gran valor [19].
2.2.3. Metabolismo

G. intestinalis posee caracteristicas aerobicas y anaerdbicas, vive en un ambiente con
condiciones bajas de oxigeno y se considera un organismo aerotolerante o microaerofilico. Este
protozoario se caracteriza por carecer de mitocondria y del proceso de fosforilacion oxidativa, por
lo que el metabolismo fermentativo es su principal mecanismo de conservacion energética, incluso
en presencia de oxigeno. En este contexto, la glucolisis y la via metabdlica de la arginina
dehidrolasa constituyen las principales fuentes de obtencion de energia en forma de ATP [20]. No
presenta un metabolismo compartamentalizado, por lo que las reacciones metabolicas se llevan a

cabo en el citoplasma o en la superficie membranal.
2.2.3.1. Metabolismo de carbohidratos

En G. intestinalis la glucosa no es oxidada hasta la formacion de CO; y agua, sino que es
catabolizada de manera incompleta hasta formacion de acetato, etanol y alanina (Fig. 3). La glucosa
promueve el crecimiento de los trofozoitos, pero no es esencial, por lo que otras fuentes de carbono
que contribuyen al metabolismo energético, provienen probablemente del metabolismo de
aminoacidos y proteinas [21, 22]. Los cambios en la concentracion de oxigeno afectan el
metabolismo del parésito. En condiciones anaerobias se produce alanina como producto
mayoritario, mientras que en condiciones bajas de oxigeno se estimula la produccién de etanol y se

inhibe la produccion de alanina.
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Figura 3. A) glucdlisis: 1) glucoquinasa/hexoquinasa, 2) glucosa-6-fosfato-isomerasa, 3) fosfofructoquinasa, 4) fructosa-
1,6-bifosfato aldolasa, 5) triosafosfato isomerasa, 6) gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 7) fosfoglicerato quinasa, 8)
fosfoglicerato mutasa, 9) enolasa, 10) piruvato quinasa, y 11) piruvato fosfato diquinasa. B) metabolismo de aminoacidos:
a) arginina deiminasa (ADI), b) ornitina carbamoiltransferasa (OTC), c¢) carbamato cinasa (CK), d) ornitina
descarboxilasa, e) s-adenosil metionina sintetasa, f) glutamato deshidrogenasa, g) aspartato aminotransferasa, h) alanina
aminotransferasa, 1) fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, j) malato deshidrogenasa. C) Fermentacion lactica y alcohdlica: I)

lactato deshidrogenasa, II) piruvato-ferrodoxina-oxidorreductasa, III) acetil-CoA sintetasa, IV) alcohol deshidrogenasa

[11].
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2.2.3.2. Metabolismo de lipidos

La bilis pancreatica constituye una de las principales fuentes para el crecimiento del
parasito en el duodeno y yeyuno, puesto que de ésta se obtienen componentes lipidicos y sales
biliares. Este protozoario no tiene la capacidad de sintetizar de novo 4cidos grasos de cadena larga,

y ademads se ha reportado que algunos acidos grasos son toxicos para los trofozoitos [21, 23].
2.2.3.3. Metabolismo de aminoacidos

La captura de aminoacidos del medio extracelular y el metabolismo independiente de
glucosa sugiere que los aminoacidos son una de las principales fuentes de energia del protozoario,
siendo la via de la arginina dehidrolasa la ruta mas importante. En esta via se genera ATP a partir de
la conversion de arginina a amoniaco y ornitina, en donde esta Ultima es transportada para el
intercambio por arginina extracelular o se emplea para la sintesis de poliaminas [24, 25]. Los
aminoacidos aspartato y alanina son componentes importantes para la obtencién de energia, puesto

que ambos son metabolizados hasta la formacion de piruvato (Fig. 3).
2.2.3.3.1. Via metabdlica de la arginina dehidrolasa (ADH)

En la via metabodlica de la ADH participan tres enzimas que transforman a la arginina en
ornitina, amoniaco, CO, y ATP (Fig. 4); estas enzimas son la arginina deiminasa (ADI), ornitina
carbamoiltransferasa (OTC) y la carbamato cinasa (CK). El metabolismo de la arginina, por la via
de la arginina dehidrolasa tiene un papel muy importante y significativo en la produccion de

energia, ya que se producen de 7-8 veces mas energia por esta via que por el metabolismo de la

glucosa [26].
NH o l¢) o
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Figura 4. Via metabolica de la arginina dehidrolasa (ADH).




Antecedentes

2.2.3.3.2. Arginina deiminasa (ADI)

La ADI es la primera enzima en la via de la ADH y cataliza la conversion de arginina a citrulina
con liberacion de amoniaco. Este tipo de enzima pertenece a la superfamilia de enzimas que
metabolizan arginina a sus analogos N-metilados. Es una enzima de 580 aminodacidos (aa), estudios
de electroforesis y de espectrometria de masas indican que tiene un peso de 64.2 kDa y se presenta
en forma de dimero [27, 28]. El alineamiento de secuencias con otras enzimas reportadas muestra
que el sitio catalitico se encuentra altamente conservado, en donde los aminoacidos del sitio
catalitico se identifican como Cys424, His280, Asp175, Glu226 y Asp282 [29]. Hasta la actualidad
no se ha logrado obtener una estructura cristalografica de la enzima. Sin embargo, la ADI y la CK
son enzimas que no se encuentran en el humano, por lo que se han propuesto como potenciales

blancos para el disefio de farmacos [41].

La ADI juega un papel muy importante en la supervivencia de G. intestinalis, ya que al inducir
silenciamiento del gen de esta enzima, se ha demostrado experimentalmente, que los trofozoitos no
logran desarrollarse [30]. Otras de las funciones vitales que presenta esta enzima para la
sobrevivencia del protozoo en el hospedero, ademas de la importancia que presenta la ADI en la
obtencion de energia, es también su funcion sobre la evasion del sistema inmune del hospedero. G.
intestinalis libera ADI y otras enzimas (OTC, enolasa) en las células epiteliales del hospedero,
disminuyendo significativamente la produccion de o6xido nitrico (NO), el cual se encuentra
involucrado como segundo mensajero en la activacion de la respuesta inmune innata del hospedero.
A su vez también permite la evasion del sistema inmune humoral del hospedero, ya que se participa
en procesos de variacion antigénica; modificando la cola hidrofébica de proteinas de superficie
alterando asi su estructura, haciéndolas resistentes a enzimas proteoliticas e impidiendo que los

anticuerpos se unan a ellas [31].
2.3. Tratamiento

Los tratamientos farmacoldgicos recomendados actualmente para los protozoos intestinales
en niflos y adultos se presentan en la Tabla 1. Los farmacos de eleccion para el tratamiento de
giardiasis son los nitroimidazoles (MTZ y Tinidazol) (Tabla 2). El MTZ fue el primer farmaco
dentro de este grupo empleado para el tratamiento de la giardiasis [32], y desde su introduccién al
mercado en 1962, se convirtié en el tratamiento de eleccion para la terapia contra esta protozoosis.
Entre los problemas mas comunes que presentan estos fairmacos son los efectos secundarios y la

aparicion de cepas resistentes [33].
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La nitaxozanida es uno de los farmacos mas recientes en el mercado, del tipo nitrotiazol benzamida
con una alta efectividad contra infecciones intestinales causadas por protozoarios y helmintos, y
aprobado por la FDA para el tratamiento de los sintomas causados por giardiasis. El tinidazol otro
farmaco del grupo de los nitroimidazoles, por otro lado presenta una actividad similar al
metronidazol; sin embargo, presenta biodisponibilidad y tiempo de vida media mejor que el
metronidazol, por lo que puede ser administrado en una sola dosis, su inconveniente se presenta en

su disponibilidad al no ser aprobado por la FDA.

Tabla 1. Tratamiento farmacologico empleado en giardiasis [34]

Farmaco Efectos adversos Comentarios

Metronidazol Nauseas, vomito, dolor abdominal, sabor | Eficacia de 80-95%, 10%

metalico, neuropatia periférica. de cepas resistentes.

Tinidazol Vértigo, nauseas, vomito, dolor Eficacia de 85-92%, no

abdominal. aprobado por FDA.

Albendazol Eficacia de 24-81%, pero

Anorexia y constipacion, neutropenia baja biodisponibilidad
reversible. oral.

Nitazoxanida Nauseas, diarrea, dolor de cabeza. Eficacia de 76-80%, uso
prolongado (12-47
meses).

Furazolidona Nauseas, vomito, dolor de cabeza,

coloracion café en orina. Eficacia de 80-95%,
aprobado por FDA.

Quinacrina Ictericia, sabor amargo, alteraciones

neuropsiquiatricas, convulsiones. Eficacia de 80-95%,

Por otro lado el ABZ y MTZ son dos fairmacos bencimidazolicos empleados como antihelminticos y
a partir de la década de los 90 se propusieron para el tratamiento de la giardiasis. Los
bencimidazoles se introdujeron al mercado por su amplio espectro, baja toxicidad y eficacia. El
primer bencimidazol que se introdujo para infecciones en humanos fue el tiabendazol en 1961,
efectivo pero con diversos efectos adversos, y baja biodisponibilidad ya que se metaboliza
rapidamente por hidroxilacion en la posicion 5 del nucleo de bencimidazol, reduciendo asi la
efectividad de este farmaco [35]. El mecanismo de accion por el cual acttian los bencimidazoles es
inhibiendo la polimerizacién de la tubulina, generando pérdida de funciones enzimaticas y de
movimiento llevando asi al parasito a la muerte; impidiendo la toma de glucosa exogena evitando

asi el consumo de ATP, o inhibiendo enzimas involucradas en la formacion de ATP, evitando asi su
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generacion. Se ha observado que la interferencia de enzimas en las vias metabolicas de los parasitos

minimiza el desarrollo de organismos resistentes [36].

Tabla 2. Estructura de farmacos comunmente empleados en el tratamiento de enfermedades parasitarias [37]

Estructura Compuesto
CH,CH,0H Metronidazol
ON__\/
L p-on
N
/CH20H23020H2CH3 Tinidazol

O,N

L pon

s_NO;
CO_H« j Nitazoxanida
N
OCOCH;
N
HsCOOCHN—( Albendazol
N SCH,CH,CHs
/N
HsCOOCHN‘<N O o Mebendazol
H

)

2.3.1. Inconvenientes de los tratamientos empleados en giardiasis

Hasta el presente, la unica posibilidad de controlar la giardiasis es utilizando farmacos
cuyos principios activos no son altamente eficaces, pueden presentar un gran numero de efectos
adversos y ya se han registrado cepas de giardia resistentes a los mismos, como ya se ha
mencionado [38]. En este contexto se debe tomar en cuenta que a pesar de que los nitroimidazoles
han sido la familia de farmacos de eleccion para el tratamiento de los protozoos anaerobicos, G.
intestinalis es menos susceptible a otros farmacos antiparasitarios, tales como furazolidona,
albendazol y quinacrina [39]. Si bien estos compuestos son efectivos, la baja solubilidad y rapido
metabolismo limitan esta efectividad, haciendo que las dosis sean altas y por tiempos prolongados
(Tabla 1). Otro de los inconvenientes en el tratamiento de las protozoosis mas frecuentes se ha

limitado al uso de los ya existentes desde hace mas de 40 afos en el mercado [40].
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2.4. Importancia del nicleo de bencimidazol y su actividad antiprotozoaria

El nucleo de bencimidazol se considera una molécula privilegiada ya que se encuentra en
compuestos con diversas actividades bioldgicas, dando origen a un gran nimero de firmacos con
propiedades antibacterianas, antifingicas, anticancerigenas, antihipertensivo y antiparasitarias (Fig.

5).

H
¢ N C
»—S
o N
o™y

Triclabendazol

Antiparasitario

Omeprazol

Antitumoral

Candesartan

Bendamustatina

Figura 5. Bencimidazol como molécula privilegiada.

La busqueda de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria ha llevado al descubrimiento de un
gran numero de moléculas organicas, entre ellas destacan los derivados de bencimidazol. El ntcleo
de bencimidazol se considera una estructura privilegiada, al ser parte de la estructura de la vitamina
B12, una biomolécula; con lo cual se infiere que los derivados de bencimidazol podrian ser bien
tolerados y seguros. Otra de las ventajas de la estructura del bencimidazol, es que permite la

multiple sustitucion con lo que se puede obtener un sin niumero de derivados de estructura variada,
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que permite disefiar moléculas con caracteristicas que favorezcan un determinado efecto a nivel
biologico. Bajo estas premisas nuestro grupo de investigacion ha sintetizado y evaluado
biologicamente mas de 300 derivados del bencimidazol con el propésito de encontrar los
requerimientos basicos para optimizar la actividad antiprotozoaria [41]. De los diferentes derivados
de bencimidazol se sintetizaron diversos grupos de compuestos que han presentado actividad

giardicida in vitro superior o similar a los fAirmacos de eleccion.
2.5. Derivados bencimidazoélicos a partir del principio de hibridacién molecular

A partir de resultados de actividad giardicida obtenidos por la Facultad de Quimica UNAM
y el Centro Médico Nacional del IMSS, se sintetiz6 una nueva generacion de derivados mediante el
principio de hibridacion molecular, en la cual se asoci6 la estructura de la 2-(metiltio)bencimidazol-
5(6)-sustituidos con el de la nitazoxanida [42]. En general, los compuestos presentaron buenas
actividades contra G. intestinalis (0.005-1.095 uM). De esta serie destacaron los derivados con
metiltio en posicion 2 y la carboxamida del 5-nitrotiazol y cloro en las posiciones 5(6), en particular

5-cloro-1-metil-2-(metiltio)-N-(5-nitro-1,2-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-6-carboxamida (CMC20).

Al compuesto CMC20 se le realizaron estudios de protedmica con diferentes cepas de G.
intestinalis, lo cual permiti6 identificar la disminucion de la expresion, a nivel postraduccional, de
las proteinas P-tubulina, enolasa, ADI, entre otras. Lo que sugiere que el compuesto ejerce su
accion al unirse a estas proteinas, lo que resulta en la muerte del protozoario por falta de soporte

estructural y/u obtencion de energia [41].
2.6. Derivados bencimidazdlicos 2-alquiltio sustituidos en posicion 5(6)

Con base en el grupo de bencimidazoles 2-alquitio (grupo 1) sintetizados en nuestro grupo
de investigacion y otros en donde se colocan los sustituyentes cloro, éster metilico y etoxilo, se
disefi6 y sintetizO una serie de compuestos (grupo 2, Fig 6) con un grupo 2-(1H-imidazol-1-
iDetilsulfanilo en la posicion 2 del ntcleo de bencimidazol. Varios de los compuestos de esta serie
mostraron actividades giardicidas superiores a la de los derivados a partir de los cuales fueron

disefiados (0.008-0.117 uM, Tabla 3) [43].

En la actualidad en nuestro grupo de investigacion se estan sintetizando nuevas moléculas que
sustituyan el grupo imidazol por quinoxalinonas y piridinas entre otros; este trabajo contribuye
entonces en enriquecer en particular este grupo de bencimidazoles al incluir ahora tres nuevos

analogos del guanidino (ACN 2,3y 4).
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Figura 6. Grupo 2 de bencimidazoles sintetizado por nuestro grupo de investigacion.

Los datos mostrados en la Tabla 3, fueron muy relevantes para este proyecto. Por ejemplo se debe
hacer notar que los compuestos 1-metilados fueron mas activos que sus andlogos 1H, por ello se
eligié sintetizar los compuestos metilados. La afirmacién anterior puede verse en el caso de los
compuestos [ y II, en donde el aumento de potencia fue muy notorio. Por otra parte la presencia de
sustituyentes tales como cloro y éster metilico en el anillo aromatico, también mejoraron
notablemente los resultados de actividad giardicida; como fue en el caso de los compuestos [ y X.
La presencia de los tres sustituyentes fue relevante para aumentar la actividad in vifro contra G.

intestinalis en este grupo de compuestos [46].

Tabla 3. Estructura y actividad bioldgica de algunos derivados que poseen el grupo 2-(1H-imidazol-1-

il)etilsulfanilo [43]

R1
R2 & N~
s
R3 N
Compuesto Ri R2 R; Clso(uM)

G. intestinalis
1 H H H 0.1167+0.0029
1 CHs H H 0.0871+0.0082
I CHs H Cl 0.0626+0.0039
v CHs Cl H 0.0666+0.0024
v H COOCH3 H 0.0777+0.0023
VI H COOCHs3 Cl 0.0549+0.0024
Vil CHs H COOCHs | 0.0569+0.0045
VIII CHs Cl COOCH3s | 0.0556+0.0020
IX CHs COOCH3 H 0.0616+0.0067
X CHs COOCH3 Cl 0.0442+0.0020

2.7. Enzimas de la Via metaboélica de la ADH como potenciales blancos terapéuticos

En nuestro grupo de investigacion ya se ha estudiado a la ADI como un blanco potencial

para el disefio de moléculas que impidan el desarrollo del protozoario G. intestinalis, ya que
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participa en procesos fundamentales, tales como la obtencion de energia, evasion del sistema
inmune y de enquistamiento. Ademas de que esta enzima es exclusiva de Giardia, disminuyendo asi
las posibilidades de toxicidad y efectos adversos en el ser humano. Por ende la enzima ADI muestra

ser una alternativa efectiva para el disefo de farmacos giardicidas [44].

Tabla 4. Valores de energias de unioén obtenidos a partir del docking de los compuestos disefiados como

inhibidores de ADI de G. intestnalis [44]

Compuesto R Energia de union
Kcal/mol
a R=CH:CN -6.13
b R= CH=N-NH-C(=O)NHz) -6.52
c R= CH2-NH-C(=NH) NH>) -7.81

Dado que la estructura tridimensional de la ADI no ha sido co-cristalizada por ningin método
experimental o teorico, Trejo Soto [44] realizd el estudio de modelado por homologia para
determinarla y ademas realiz6 el disefio de algunos inhibidores. En la Tabla 4 se muestran algunos

de los valores de energia de union obtenidos para algunos de ellos.

b)

Figura 7. a) Modo de unién del compuesto (¢) en el sitio activo de ADI y b) residuos que participan en la

interaccion.

Los resultados obtenidos mostraron el modo de unioén entre el compuesto (¢) y la enzima ADI
modelada, asi como la interaccion entre ellos. Este compuesto present6 la mejor energia de union,
como se esperaba, debido a su semejanza con el ligando natural de la enzima ADI, arginina. En la

Figura 7 se muestra, como este compuesto se une a la enzima ADI por la formacion de puentes de

——
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hidrogeno entre el grupo guanidino y los residuos Glu43 y Glu48; mientras que el anillo de

bencimidazol se introduce en la cavidad del sitio activo.

Derivado de bencimidazol
activo en ADI

Rt Ot T
N o: H
= CH =
o,N@ H N 3 :
W —Ss :
: TN, S NH
c= N CH, : cle3 NH_«
nnERnRRRRRRRRRRRRRRRRRR N / NH,
Hibridacién @: />—S
| I
molecular N Modificacion por
o E..uuuu’:‘uuuu_. ADI 5 isosteros de guanidina
= 2 = . M
H /& H / G. intestinalis C1. 44 nM
= H 50
HO)WN NH :
H H H
NH: Sunssssissnnnnnend
Arginina CH;

| R

oo

sustrato natural de enzima
arginina deiminasa (ADI)

Figura 8. Disefio de compuestos tomando la cadena lateral de la arginina y el niicleo de bencimidazol.

Uno de los trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion a partir del disefio de moléculas
que presentaran una interaccion con la ADI, como lo hace su sustrato natural (arginina), fue el de
Martinez Cordoba [44]. En ésta se sintetizaron compuestos disefiados en el trabajo de Trejo Soto
[45], a partir de hibridaciéon molecular, del compuesto CMC20 (Fig. 8) y el grupo guanidino del
sustrato natural (arginina) reconocido por la enzima. Obteniendo de esta manera la serie de
compuestos ADI 6-4, los cuales fueron evaluados in vitro en un primer estudio sobre trofozoitos de
G. intestinalis mostrando buena actividad giardicida, superando incluso a los compuestos de

referencia (Tabla 5)

Tabla 5. Actividad giardicida de compuestos sintetizados como inhibidores de ADI de G. intestinalis

o
N —R
)—S
N
Compuesto R Cls0 (M)
Metronidazol 1.22+1.75
Albendazol 0.037+0.003
ADI 6 R= CH2CN * 0.039+0.003
ADI 4 R= CH=N-NH-C(=O)NHz) | 0.058+0.003
ADI 5 R= CH2-NH-C(=NH)NH>) 0.044+0.008

*Producto obtenido en posicion 3 del bencimidazol.
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3. Planteamiento del problema

En la actualidad el tratamiento de la giardiasis es con metronidazol, otros nitroderivados
azolicos y el albendazol; sin embargo, los efectos secundarios, y la existencia de cepas resistentes
pone de manifiesto la necesidad de contar con nuevos farmacos giardicidas, mas potentes y seguros,

menos toxicos y econdomicos, para no depender de los ya existentes.

Es debido a ello que en nuestro grupo de investigacion se han sintetizado, evaluado y generado una
base de datos con el propoésito de encontrar los requerimientos basicos para optimizar la actividad
antiprotozoaria [41]. De los diferentes derivados de bencimidazol que se han sintetizado en nuestro
grupo se encuentran compuestos con actividad giardicida in vitro superior o similar a los fArmacos
de eleccion. De entre ellos surgid un nuevo grupo de bencimidazoles disefiados por acoplamiento

molecular como inhibidores de la enzima ADI de G. intestinales [44].

NH

NH
)J\ CHs HNJ\
A — % L
(- —> N

ADI5 Clg, 44 nM

NH,

De esta manera, el disefio de moléculas con interaccion en la ADI, llevé a la sintesis de compuestos
hibridos con el grupo guanidino del sustrato natural (arginina) reconocido por la enzima, y el nucleo
del bencimidazol. Estos compuestos fueron evaluados in vitro en un primer estudio sobre
trofozoitos de G. intestinalis; de estos resultados se encontrd que los compuestos mas activos fueron

ADI 4-6 (Tabla 5).

Con base en los resultados bioldgicos in vitro obtenidos y en busqueda de optimizar la actividad
para la obtencion de compuestos mas activos; en este trabajo se planted sintetizar tres compuestos
analogos del guanidino y colocar en la posicion 6 y 5 del nucleo de bencimidazol sustituyentes éster
metilico y cloro respectivamente; los cuales fueron considerados tomando en cuenta que las
sustituciones en posicion 6 favorecen la actividad contra G. intestinalis y T. vaginalis [42]. Lo
anterior con la finalidad de comparar su efecto en la actividad giardicida frente a los analogos no
sustituidos en las mismas posiciones. Y por otra parte disminuir la susceptibilidad de estas

posiciones a la inactivacion metabolica.
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4. Justificacion

En este trabajo se espera enriquecer la base de datos de derivados de bencimidazol
obtenidos a partir de hibridacion molecular entre el bencimidazol y grupos alquiltio;
especificamente al grupo obtenido por acoplamiento molecular como inhibidores de la enzima ADI.
Con respecto a la sustitucion en la posiciones 5(6) del nucleo de bencimidazol; se habia propuesto
ya en el grupo de investigacion colocar diferentes grupos funcionales en las posiciones 5 y/o 6 del
nucleo del bencimidazol, tales como cloro, éster y/o etoxilo, para evitar o retardar el metabolismo
de los compuestos bencimidazolicos. Anticipando de esta forma el aumento de la actividad de los
compuestos [43]. Sin embargo, debido a que alin es poca la informacion sobre el efecto de
sustituyentes en estas posiciones, es importante generar nuevos derivados y enriquecer la base de

datos del grupo de investigacion.
5. Hipétesis

De acuerdo a resultados de actividad giardicida obtenidos por nuestro grupo de investigacion a
partir de la sustitucion con grupos éster y/o cloro en las posiciones 5(6) del nicleo de bencimidazol
y grupos alquiltio en la posicion 2, se espera que la actividad de los analogos del grupo guanidino
de los compuestos sintetizados con éster y cloro en las posiciones 6 y 5 respectivamente, presenten

mayor actividad giardicida que sus analogos desprotegidos en las posiciones mencionadas.
6. Objetivo general

Sintetizar y evaluar in vitro la actividad giardicida de cuatro nuevos derivados de 1-metil-1H-
bencimidazol, sustituidos en posicion 2 con elementos andlogos presentes en el sustrato natural de
la enzima ADI, y uno en posicion 1 con un sustituyente alquilnitrilo. Protegidos en las posiciones 6

y 5 del nacleo de bencimidazol con éster y cloro respectivamente.
6.1. Objetivos particulares

e Establecer una ruta de sintesis adecuada para sintetizar los compuestos finales a partir de un
precursor comun

e (Caracterizar los compuestos sintetizados mediante técnicas espectroscopicas y
espectromeétricas.

e Evaluar la actividad in vitro mediante el método de subcultivos sobre trofozoitos de G.

intestinalis y/o de T. vaginalis.
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o Comparar el efecto de la sustitucion en 5 y 6 frente a los compuestos no sustituidos

analogos de guanidina, sobre la actividad giardicida in vitro.
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7. Metodologia

El trabajo realizado en esta tesis se divide en dos partes. En la primera, la quimica, se
presenta la metodologia sintética empleada para preparar los cuatro compuestos bencimidazolicos
finales (ACN 1-4), con sustituyentes analogos de guanidina. En la segunda, la biologica, se presenta
la descripcion de los ensayos de actividad bioldgica in vitro contra trofozoitos de G. intestinalis y T.

vaginalis a la que se sometieron los compuestos sintetizados.
7.1.1. Metodologia de sintesis

La sintesis del nucleo de bencimidazol para dar el intermediario comun (8) se presenta en el
Esquema 1. A su vez, la sintesis de los compuestos finales ACN 1-4 se presenta en el Esquema 2.

A continuacion se describen los estudios de sintesis realizados.

7.1.2. 6-Cloro-3-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)

Se parti6 del acido-2-cloro-5-nitrobenzoico comercial (1) el cual se esterifico con sulfato de
dimetilo en medio basico para dar el 2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (2). Este se sometié a una
reduccion catalitica empleado hidrogeno a presion de 60 Ib/in* y Ni-Raney como catalizador en
metanol. Se obtuvo el 5-amino-2-clorobenzoato de metilo (3), el cual se tratd con anhidrido acético
y se obtuvo el 5-(acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4); seguidamente se realizo una reaccion
de nitracion empleando mezcla sulfonitrica a bajas temperaturas (0-5 °C), con lo cual se obtuvo una
mezcla de productos nitrados, el principal, 5-(acetilamino)-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5),
mezclado en poca cantidad con su isomero de posicion, el 3-(acetilamino)-6-cloro-2-nitrobenzoato
de metilo, el cual se elimind facilmente por lavados con metanol frio. La N-metilacion de 5 con
sulfato de dimetilo en medio basico llevd a la obtencion de 5-[acetil(metil)amino]-2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (6), que por hidroélisis con H.SO4/MeOH dio el 2-cloro-5-(metilamino)-4-
nitrobenzoato de metilo (7). La reduccion catalitica del grupo nitro con H»/Ni-Raney permiti6
obtener el 4-amino-2-cloro-5-(metilamino)benzoato de metilo (8). Este compuesto, se tratd
inmediatamente con disulfuro de carbono (CS:) en medio basico y se obtuvo el precursor de los
compuestos finales, el 5-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-6-carboxilato de

metilo (9).
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Esquema 1. Reactivos y condiciones. (a) (CH3)2S04, K2COs3, acetona/agua; (b) Hz/Ni-Raney, MeOH; (¢) Ac20, H*; (d)
HNO3/H2S04, 0-5 °C; (e) (CH3)2S04, NaOH, diglima; (f) H2SO4+/MeOH, reflujo; (g) H2/Ni-Raney, MeOH; (h) CS2, KOH,
60 °C.

7.1.3. Sintesis de compuestos finales (ACN 1-4)

El intermediario 9 se hizo reaccionar con acrilonitrilo empleando como disolvente agua, lo que

llevé a un solo producto de reaccidn, el ciano derivado ACN 1.

Para la sintesis de ACN 2, el compuesto 9 se tratdo con el dietil acetal del bromoacetaldehido en
DMF a temperatura ambiente para formar el acetal 10a, mediante S-alquilacion a través de un
mecanismo de sustitucion nucleofilica. Posteriormente se realizo una hidrolisis del acetal en medio
4cido produciendo el aldehido intermediario 10b. Este se hizo reaccionar con clorhidrato de

semicarbazida en medio basico y se obtuvo el derivado de semicarbazona ACN 2.

Por ultimo, para sintetizar los compuestos ACN 3 y ACN 4, el compuesto 9 se tratd con la 2-
bromoetilamina, previamente protegida con Boc, para obtener el intermediario 11a. La reaccion se
llevé a cabo empleando DMF como disolvente, la base por otro lado se disolvid previamente en
agua para ayudar a su solubilidad en la mezcla de reaccion. Para sintetizar el intermediario 2-
alquilamina substituido 11b se realizé la desproteccion del grupo Boc a temperatura ambiente

empleando una soluciéon 2N de HClw) en dioxano; el producto obtenido se extrajo en solucion
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basica para poder obtener la amina libre. El tratamiento de éste con 1H-pirazol-1-carboxamidina y
N,N’-di-boc-1H-pirazol-1-carboxamidina en acetonitrilo a 60 °C llevo a la formacion de dos

productos de 2-alquilguanidina libre (ACN 3) y protegido (ACN 4).
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Esquema 2. Reactivos y condiciones. (a) acrilonitrilo/agua, KOH, 0 ©, t.a; (b) K2CO3, dietil acetal del bromoacetaldehido, DMF, t.a; (c) HCl/dioxano, t.a, 3 h; d) semicarbazida,

NaHCO:3, etanol, t.a; (e) (2-bromoetil)carbamato de zert-butilo, K2COs, acetona/agua, t.a; (f) HCl/dioxano, t.a, 6 h; (g) 1H-pirazol-1-carboxamidina, EtsN, MeCN, 60 °C, reflujo; h)
N,N’-di-boc-1H-pirazol-1-carboxamidina, EtsN, MeCN, 60 °C, 24 h.
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7.2. Evaluacién antiprotozoaria de los compuestos ACN 1-4

Se determiné la susceptibilidad in vitro de los protozoarios G. intestinalis y T. vaginalis a los
compuestos ACN 1-4, por tratamiento de los trofozoitos de los parasitos con concentraciones
crecientes del compuesto a evaluar; los farmacos de referencia utilizados fueron MTZ y ABZ, el
experimento se realizo por triplicado siguiendo el método de subcultivos previamente reportado
[33]. Los ensayos se realizaron en el Hospital de Pediatria en la Unidad de Investigacion Médica en
enfermedades infecciosas del IMSS Centro Médico Siglo XXI (UIMEIP-IMSS), bajo la direccion
de la Dra. Lilian Yépez Mulia.

7.2.1. Medio de cultivo y protozoarios

Las cepas de los microorganismos utilizados en los ensayos fueron: G. intestinalis cepa IMSS 0989
y T. vaginalis cepa GT15. T vaginalis se mantuvo en el medio de cultivo TYI-S-33, suplementado
con 10% de suero de bovino. El protozoario G. intestinalis se cultivdo en el medio TYI-S-33
modificado, complementado con suero de ternera al 10% (Tabla 6). Las cepas se mantuvieron en

condiciones axénicas y para los ensayos se emplearon las de la fase logaritmica de crecimiento.

Tabla 6. Composicion de los medios de cultivo utilizados en las pruebas de susceptibilidad in vitro [34]

Medio de cultivo TYI-S-33* y TYI-S-33%*
modificado para
T vaginalis y G.intestinalis

1.0 g Fosfato de potasio dibasico
0.6 g Fosfato de potasio monobdsico

2.0 g Cloruro de sodio

20.0 g Peptona de caseina

10.0 g Extracto de levadura

10.0 g Glucosa
10.0 g L-Cisteina
0.20 g Acido ascorbico
1.0 ml Citrato férrico de amonio (28.2 mg/ml)

Cantidades calculadas para un volumen final de 880 mL, pH=6.8*. Cantidades calculadas para un volumen final de 880 mL, pH=7.0**.

7.2.2. Ensayos de susceptibilidad in vitro

Las pruebas de susceptibilidad in vitro de los protozoarios G. intestinalis y T. vaginalis a los
compuestos ACN 1-4, se llevaron a cabo utilizando un método descrito previamente [33]. Se
prepard un stock de cada compuesto a concentracion de 10 mg/ml utilizando DMSO, a partir de
éstos se realizaron diluciones a concentraciones de 0.005, 0.010, 0.050, 0.100 y 0.500 pg/mL

utilizando el medio de cultivo correspondiente para cada protozoario. Se emplearon como
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compuestos de referencia ABZ, MTZ; para el control negativo se emplearon trofozoitos en medio
libre de farmaco utilizando DMSO. A cada tubo de concentracion distinta del compuesto a probar
se inocularon 6 x 10° trofozoitos de T. vaginalis; para el caso de G. intestinalis se inocularon 5 x 10*
trofozoitos. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 48 h. Transcurrido este tiempo se tomaron 50
uL de cada tubo, se agregaron a tubos con 950 uL. de medio fresco y se incubaron nuevamente a las

mismas condiciones.

Finalmente se contaron los protozoarios utilizando una cdmara de Neubauer y se determiné el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de trofozoitos comparado con los tubos control. El
porcentaje de inhibicidn calculado se transform6 en unidades probit, las cuales se graficaron contra
las concentraciones en unidades logaritmicas; la mejor linea recta se determind por analisis de
regresion lineal y se calcularon los valores de concentracion inhibitoria 50 (Clso). Los experimentos

se realizaron por duplicado y se repitieron al menos dos veces.
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental del presente trabajo comprende el procedimiento experimental
seguido para la sintesis quimica de cuatro nuevos compuestos finales derivados de 5-cloro-1-metil-

1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo.
8.1. Sintesis quimica
8.1.1. Instrumentacion

El peso de las sustancias se determind en una balanza granataria SCIENTECH SL600, o bien, en
una balanza analitica Sartorius A210P. Para llevar a cabo las reacciones a temperatura constante se
empled una parrilla IKA modelo RCT con sensor de temperatura modelo IKA ETS-D4 fuzzy. La
hidrogenacion catalitica se realizé en un hidrogenador marca Parr Modelo 3926EG con 60 1b/in? y
80 °C como capacidad méaxima, adaptado con un tanque de hidrogeno INFRA y como catalizador
Ni-Raney marca Aldrich. La determinacion de los puntos de fusion (pf) se realiz6 en un aparato

Buchi modelo R-215, y no estan corregidos.

La determinacion de los espectros de RMN 'H y RMN BC se realizo en la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion (USAI), de la Facultad de Quimica, UNAM. Para ello se empled un
espectrometro Varian Modelo Utility Inova de 300 y 400 MHz, empleando tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna, utilizando como disolventes DMSO-ds o CDCls. Los desplazamientos
quimicos (8) se reportan en ppm. Los espectros de masas se determinaron en un equipo Agilent
modelo 1100 series acoplado a un detector de trampa idnica de masas selectiva de baja resolucion
(ESI-MS). Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de transformada de Fourier

marca Perkin Elmer modelo FT-IR-1600, por reflectancia ATR. Las sefiales se reportan en cm’'.

La concentracion de los disolventes se realizd a presion reducida empleando un rotaevaporador
Buchi R-205 unido a un bafio de calentamiento Buchi B-490, acoplado a una bomba de vacio Buchi
modelo V-800 y un condensador conectado a un enfriador Brinkmann modelo IC-30, o bien, en un
rotaevaporador R-215 con un bafio de calentamiento Buchi B-491 acoplado a un condensador de
dedo, enfriado por un refrigerante en espiral Brinkmann modelo IC-30, conectado a una bomba de

vacio Vacuubrand modelo CVC-2.

Las materias primas iniciales se adquirieron de la casa Sigma-Aldrich y se utilizaron sin ninguna

purificacion. De la misma casa se adquirié el catalizador Ni-Raney suspendido en agua alcalina.
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Los disolventes empleados para llevar a cabo las reacciones y las técnicas de purificacion fueron del

grado RA y QP.

EL avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se observd por cromatografia en capa
fina (CCF) utilizando placas de vidrio cubiertas en gel de silice 60 GF-254 (Merck), y se
visualizaron con una ldmpara UV modelo UVGL-25 a longitudes de onda 254/365 nm. Los

sistemas de elucion empleados en los sistemas cromatograficos se muestran en la Tabla 7:

Tabla 7. Sistemas de elucion empleados en los sistemas cromatografico

Sistema Composicion Proporcion

1 Tolueno-THE-Acido acético 90:9:3

11 Hexano-Acetato de etilo 60:40

1 Hexano-cloroformo-Acetato de etilo 50:35:15
v Cloroformo-Metanol 80:20

\% Cloroformo-Metanol 90:10
\%| Cloroformo-Metanol 95:5
VII Cloroformo-Metanol 99:1

8.1.2. 2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo (2)

e ~
HOOC:©/ NO; K,COs;, (CH3),S0, H3000C:©/ NO,
Cl Acetona Cl
1 2
PM. 201 PM. 215
q y

En un matraz de fondo redondo de dos bocas esmeriladas 24/40 de 500 mL, adaptado con
un embudo de adicion, se disolvieron 40 g (0.1985 mol) de acido 2-cloro-5-nitrobenzoico (1) en
150 mL de acetona. A continuacién se adicionaron 26.29 (0.2183 mol, 1.1 eq.) de carbonato de
potasio suspendidos en 20 mL de agua, en este punto la mezcla se mantuvo en agitacion vigorosa
durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se verificd que el pH fuera alcalino, por lo
que se procedié a la adicion mediante goteo continuo de 47.1 mL (0.2183 mol, 1.1 eq.) de sulfato de

dimetilo. Terminada la adicion, la mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a 60 °C durante
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2 horas 30 minutos, tiempo en el cual la CCF revel6 la ausencia de materia prima. El disolvente se
concentré hasta una tercera parte del volumen inicial mediante destilacion a presion reducida,
empleando el rotaevaporador. Al residuo se le agregd agua con hielo, y se formdé un sélido blanco,
el cual se separ6 por filtracion al vacio y lavo repetidamente con agua fria. Obteniendo finalmente
38.8 g (97%) de producto crudo. Una muestra de 5 g se recristalizd6 de MeOH obteniendo 3.86 g
(72%) de cristales blancos con Rf 0.80 (sistema V) y pf. 69.5-69.6 °C. IR em™ (FT-ATR): 3120 y
3085 (C-H de aromatico), 2959 (-CH3), 1729 (C=0), 1522 (Ar-NOy), 1249 (C-O-0O). Espectro 1.
RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 8.55 (d, J=2.7 Hz, 1H, H-6), 8.32 (dd, Ji=8.6, J>-=2.2
Hz, 1H, H-4), 7.86 (d, J=8.8 Hz, 1H, H-3), 3.94 (s, 3H, CH; de éster). RMN C (TMS, DMSO-ds)
ppm: 164.9 (C=0 de éster), 149.7 (C-5), 136.2 (C-2), 132.9 (C-1), 132.4 (C-3), 125.9 (C-4), 125.9
(C-6), 53.6 (CHs de éster). EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 215 (22) M*, 184(100) [M-31]".

8.1.3. 5-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

( )
H;COO0C NO, H;COO0C NH;
:©/ H,/ Ni-Raney :O/
cl > cl
2 MeOH 3
PM. 215 PM. 185
- _/

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 25 g (0.116 mol) de 2-cloro-5-
nitrobenzoato de metilo (2) en 150 mL de MeOH, en seguida se adicionaron 7.5 g (30% en peso) de
catalizador Ni/Raney, previamente lavado con agua y posteriormente con MeOH. La botella de
hidrogenacion se colocd en el hidrogenador, se purgd por triplicado con hidrogeno; la reaccion se
llevé cabo a temperatura ambiente, con adicion continua de hidrogeno. Después de 3 h y 30 minutos
el consumo de hidrogeno cesd y la CCF mostrd la ausencia de materia prima 2. La mezcla de
reaccion se filtr6 en una cama de celita, posteriormente se concentrd el disolvente mediante
destilacion reducida empleando el rotaevaporador. Se obtuvieron 23.64 g (95%) de un solido café
claro con Rf 0.27 (sistema II). IR em™ (FT-ATR): 3426 y 3336 (Ar-NH,), 2951 (-CH3), 1702 (C=0
de éster), 1264 (C-O-O de éster). RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 7.62 (d, J=8.4 Hz,
1H, H-3), 6.61 (d, J=2.4 Hz, 1H, H-6), 6.49 (dd, J,=8.7, J-=2.4 Hz, 1H, H-4), 6.17 (sa, 2H, -NH>),
3.71 (s, 3H, CH3 de éster).
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8.1.4. 5-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4)

( )
HsCOOC:O/NHz AC,0 HyCOOC NHCOCHS
of H - CI:©/
3 4
PM. 185 PM. 227
. J

En un vaso de precipitados de 1 L, provisto de termémetro, embudo de adicion y bafio de
hielo, se adicionaron 40 mL de anhidrido acético y una gota de acido sulfurico concentrado.
Posteriormente bajo agitacion vigorosa se adicionaron 20 g (0.1077 mol) de 5-amino-2-
clorobenzoato de metilo (3) evitando que la temperatura excediera los 50 °C. Finalizada la adicion,
la mezcla de reaccion se dejo en agitacion vigorosa por 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de este tiempo la CCF mostré una conversion total de la materia prima, por lo que la
mezcla de reaccion se vertioé en agua con hielo y se agitd vigorosamente con una varilla de teflon y
se formdé un precipitado color hueso. El so6lido se separd por filtracion al vacio y se lavo
repetidamente con agua fria, se obtuvieron 22.64 g (92.34%) de producto crudo. 1 g de producto se
recristaliz6 de MeOH/H»O, se obtuvieron 0.87 g (87.9%) de producto con un Rf 0.38 (sistema II) y
pf. de 96.3-96.5 °C. IR em™ (FT-ATR): 3260 (N-H), 3186 y 3106 (C-H aromatico), 2292 y 2948 (-
CH3), 1674 (C=0), 1250 (C-O-O de éster). RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 10.39 (as,
1H, -NH), 7.93 (d, /=2 Hz, 1H, H-6), 7.86 (d, /=8.6 Hz, 1H, H-3), 7.57 (dd, Ji=8.6, J-=2 Hz, 1H,
H-4), 3.81 (s, 3H, CHj3 de éster), 2.08 (s, 3H, CH; de acetilo). RMN BC (75 MHz, TMS, DMSO-
de) ppm: 169.7 (C=0 de amida), 165.1 (C=0 de éster), 143.8 (C-5), 133.6 (C-1), 132.9 (C-3), 123.3
(C-2), 120.4 (C-4), 117.7 (C-6), 52.6 (CHs de éster), 24.6 (CHs de acetilo). EM ESI/ID (eV) m/z
(Y% ar): 227 M"™ (22), 154(100) [M-73]".

8.1.5. 5-(Acetilamino)-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5)

- )
H3COOC]©/NHCOCH3 1) HNO;/H,S0,, 0 °C HsCOOC]gLNHCOC"b
cl 2) MeOH/H,SO,, A cl NO,
4 3) AC,0, H* S
PM. 227 PM. 272
L _/
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En un vaso de precipitados de 1 L, provisto de termdmetro, embudo de adicidon y bafio de
hielo, se disolvieron 20 g (0.0890 mol) de 5-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) en 40 mL de
acido sulfurico concentrado, manteniendo agitacion vigorosa hasta obtener una solucién
homogénea, controlando la temperatura por debajo de 10 °C. Luego se adiciond gota a gota, 6.36
mL (0.1068 mol, 1.2 eq.) de acido nitrico, manteniendo la temperatura entre 0-5 °C. Al término de
la adicion, 2 h 30 minutos, la CCF reveld la conversion total de la materia prima y la formacion de
dos productos en proporcion 60:40 aproximadamente, presentando Rf 0.40 y Rf 0.51 (sistema II).
La mezcla de reaccion se vertido en 2 L de agua con hielo y se agitd vigorosamente. El solido se
separ6 por filtracion al vacio, se lavo repetidamente con agua fria y se dejo secar al aire. Se

obtuvieron 17.9 g (89%) de un so6lido amarillo claro.

La mezcla de productos se hidrolizd6 mediante la siguiente metodologia. El producto crudo se
coloco en un matraz redondo de 250 mL de una boca provisto de un condensador en posicion de
reflujo, se suspendio en 180 mL de MeOH a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron
gota a gota, 1 mL de acido sulfurico. La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo y se mantuvo en
agitacion constante y atmosfera de nitrogeno durante 8§ h. Transcurrido este tiempo la mezcla de
reaccion se dejo enfriar al aire y se observo inmediatamente la formacion de un precipitado en
forma de agujas color naranja, el cual se filtro al vacid, se lavdo con MeOH y posteriormente con
agua fria, obteniéndose 5.5 g (25%) del producto 5-amino-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo que
presentd pf. de 181.6-184.1 °C. Al producto obtenido se le realizé una reaccion de acetilacion en
anhidrido acético y catalizada por acido para obtener finalmente 4.9 g (93%) del producto 5-
(acetilamino)-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5) con un Rf 0.56 (sistema II) y pf. de 115.6-116.6
°C. El rendimiento global de los tres pasos de reaccion para obtener al isomero (5) puro fue de 20%.
IR cm™ (FT-ATR): 3372 (N-H), 3121 y 3106 (C-H aromatico), 2259 (-CH3), 1731 (C=0 de éster),
1617 (C=0 de amida), 1572 y 1339 (Ar-NO»), 1219 (C-O-O de éster). RMN 'H (300 MHz, TMS,
DMSO-ds) ppm: 10.54 (sa, 1H, -NH), 8.43 (s,1H, H-6), 8.04 (s, 1H, H-3), 3.88 (s, 3H, CH; de
éster), 2.08 (s, 3H, CH; de acetilo). RMN BC (TMS, DMSO-ds) ppm: 169.7 (C=0O de amida),
165.1 (C=0 de éster), 143.8 (C-5), 133.6 (C-1), 132.9 (C-3), 123.3 (C-2), 120.4 (C-4), 117.7 (C-6),
52.6 (CHj3 de éster), 33.5 (CHs de N-CH3), 24.6 (CHs de acetilo ). EM ESI/ID (eV) m/z (% ar):
272 (8) M", 230(97) [M-42]", 199 (100) [M-73]".
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8.1.6. 5-[Acetil(metil)amino]-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (6)

e A
CHj

(CH,),S0,, NaOH

|
H;COOC NHCOCH; H3COOC©[NCOCH3
ﬁ diglima cl NO,

cl NO,
5 6

PM. 272 PM. 286

Se colocd 10.7 g (0.0247 mol) de S en un matraz redondo de 100 mL de dos bocas adaptado
con bafio de hielo, termoémetro, embudo de adicion, agitacion magnética y atmosfera de nitrogeno.
Se disolvié en 50 mL de diglima, se adiciono, mediante goteo continuo y agitacion constante, 4.2
mL (0.016 mol, 1.5 eq.) de (CH3),SOs. Posteriormente se goteo lentamente una solucion
concentrada de NaOH (3.2 g en 15 mL de agua) manteniendo la temperatura a 30 °C. Se monitoreo
la reaccion mediante CCF y al término de 50 minutos se comprobo6 la ausencia de materia prima. La
mezcla de reaccion se agregd a 100 mL de agua/hielo con lo que se formd un so6lido amarillo, el
cual se filtr6 al vacio y se lavo repetidas veces con agua fria obteniendo un rendimiento de 75%. El
producto crudo obtenido se recristalizd de hexano/AcOEt, los cristales obtenidos presentaron un Rf
0.21 (sistema II) y pf 116.7-118.7 °C. IR em™ (FT-ATR): 3051 y 3027 (C-H aromatico), 2965 (-
CHs), 1739 (C=0 de éster), 1664 (C=0 de amida), 1608 (-NO,), 1341 (C-O-O de éster). RMN 'H
(300 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 8.43 (s, 1H, H-3), 8.04 (s, 1H, H-6), 3.91 (s, 3H, CH3 de éster),
3.88 (s, 3H, N-CH3), 2.14 (s, 3H, CH; de amida). RMN "*C (TMS, DMSO-ds) ppm: 171.2 (C=0
de amida), 164.1 (C=0 de éster), 148.0 (C-4), 135.9 (C-5), 135.4 (C-1), 132.6 (C-6), 130.27 (C-2),
126.9 (C-6), 122.0 (C-3), 53.7 (CH; de éster), 33.6 (CHs de N-CHs), 36.4 (CH; de amida). EM
ESV/ID (eV) m/z (% ar): 195 (76) [M-61]", 244 (100) [M-42]".
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8.1.7. 2-Cloro-5-(metilamino)-4-nitrobenzoato de metilo (7)

Desarrollo experimental

(|:H3 CHs
H3COOC@[ NCOCH; H,S0,/MeOH H3COOC:©:NH
Cl NO, A Cl NO,
6 7
PM. 286 PM. 244
\ J

En un matraz de fondo redondo de una boca de 100 mL, provisto de un condensador en
posicion de reflujo y agitacion magnética, se suspendieron 10 g (0.0174 mol) de 6 en 50 mL de
MeOH, posteriormente se adicionaron gota a gota 10 mL de acido sulfurico. La mezcla de reaccion
se calento a reflujo y se mantuvo en agitacion constante durante 8 h. Transcurrido este tiempo la
CCF mostro6 la conversion total de la materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se dejo enfriar
a temperatura ambiente, dando lugar a la formacion de un precipitado rojo que posteriormente se
separo por filtracion al vacio, se lavd con 5 mL de MeOH y se dejo secar al aire. El producto crudo
se recristalizo de MeOH, obteniendo 8.2 g (82.3%) de cristales rojos con Rf 0.73 (sistema III) y pf
148.7-150.8 °C. IR em™ (FT-ATR): 3389 (N-H), 3113 (C-H aromatico), 2950 (-CH3), 1733 (C=0
de éster), 1571 y 1396 (Ar-NO,), 1223 (C-O-O de éster). RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-de)
ppm: 8.24 (s, 1H, NH), 8.10 (s, 1H, H-3), 7.27 (s, 1H, H-6), 3.86 (s, 3H, CH3 de éster), 2.93 (d,
J=5.1 Hz, NH-CH3). RMN BC (75 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 163.7 (C=0 de éster), 147.6 (C-
5), 140.9 (C-1), 131.5 (C-4), 129.7 (C-2), 116.1 (C-3), 114.1 (C-6), 53.7 (CH3 de éster), 33.6 (CH3
de N-CH3). EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 246 (26) [M+2]", 213 (37) [M-31]".

8.1.8. 4-Amino-2-cloro-5-(metilamino)benzoato de metilo (8)

( )\
CH3 CI:HS
HSCOOCj@[NH H/Ni-Raney H3COOCJ©( NH
of NO, MeOH l of NH,
7 8
PM. 244 PM. 214
\. /

En una botella de hidrogenacion de 500 ml se suspendieron 5.14 g (0.021 mol) de 2-cloro-
5-(metilamino)-4-nitrobenzoato de metilo (7) en 50 ml de MeOH y en seguida se adicionaron 1.6 g

(30% en peso) de Ni/Raney, previamente lavado con agua y MeOH. Una vez terminada la adicion

32

——
| —



Desarrollo experimental

del catalizador, la botella de hidrogenacion se coloco en el hidrogenador, el sistema se purgo tres
veces con H,. Durante 3 horas 30 minutos se llevd a cabo la adicion de hidrégeno, a temperatura
ambiente; después de este tiempo el consumo de hidrogeno ces6. La CCF demostro la conversion
total de la materia prima (7), la mezcla de reaccion se filtré en una cama de celita para retirar el
catalizador y posteriormente se concentré el disolvente mediante el rotaevaporador. Se obtuvieron
4.20 g (81%) de un solido café con un Rf 0.3 (sistema VI). El producto se utiliz6 en la siguiente

reaccion sin tratamiento posterior.

8.1.9. 6-Cloro-3-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)

cI:H3 <|3H3
H3COOC NH CSz, KOH, EtOH; H3COOC 5 N 3
Ul
cl NH, CIm YN
8 9
P.M. 214 P.M. 256
\. /

En un matraz redondo de dos bocas de 250 mL, adaptado con agitador magnético, embudo
de adicion, condensador en posicion de reflujo, termoémetro y atmosfera de N, se disolvieron 4.31 g
(0.020 mol) de 4-amino-2-cloro-5-(metilamino)benzoato de metilo (8) en 120 mL de EtOH a
temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond por goteo continuo una solucion previamente
preparada de etilxantato de potasio. Una vez finalizada la adicion, la mezcla de reaccion se calentd a
una temperatura de 65 °C durante 6 horas, tiempo en el cual la CCF revel6 la conversion total de la
materia prima. La mezcla de reaccion se vertio en agua con hielo, se coloco en agitacion y luego se
adicion6 lentamente acido acético glacial al 20%. El s6lido formado se separd mediante filtracion al
vacio, se lavo con agua helada y se dejo secar al aire. El producto crudo peso 2.4 g (56%) como un
solido café claro que en CCF mostrd una sola mancha con Rf 0.64 (sistema VII). Una muestra de 1
g se recristalizo en EtOH-DMF obteniendo 0.61 g (61%) de cristales color beige con un pf. de
230.5-231.4 °C. IR em™ (FT-ATR): 3242 (S-H), 3105 y 3056 (C-H de aromético), 2944 (-CHs),
1694 (C=0), 1243 (CO-O-CH;). Espectro 1. RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 13.10
(s, 1H, S-H), 7.66 (s, 1H, H-4), 7.56 (s, 1H, H-7), 3.85 (s, 3H, CHj3 de éster), 3.64 (s, 3H, C de N-
CHj;). Espectro 2. RMN *C (75 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 171.5 (C-2), 165.7 (C=0 de éster),
136.3 (C-7a), 129.1 (C-3a), 126.2 (C-6), 123.2 (C-5), 111.7 (C-7), 52.2 (CH3 de éster), 30.1 (C de
N-CH3;). EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 225 (64) [M-31]", 256 (100) M", 258 (39) [M+2]".
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Preparacion de etilxantato de potasio: En un matraz bola de 50 ml, adaptado con termometro,
embudo de adicion y agitacidon magnética, se disolvieron 5.08 mL (0.043 mol, 2.3 eq.) de CS; en 10
ml de EtOH a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond 4.72 g de KOH (0.040 mol, 2.1
eq.) disueltos en 5 ml de agua y se dejo en agitacion constante durante 15 minutos; hasta que la
reaccion tom6 un color naranja, se enfrio con un bafio de hielo y se adicion6 al medio de reaccion

para la formacion de intermediario 9.

8.1.10. 6-Cloro-1-(2-cianoetil)-3-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (ACN 1)

( N
o o
H;COOC . N KOH. H,0. t H3;COOC 3 N 3
CN , HyU, t.a
15=S + = > ]@[ 1>=S
Cl Ta H Cl N 1" 2
9 ACN 1
P.M. 256 P.M. 53 P.M. 309 ?N
N J

En un matraz de fondo redondo de una boca, provisto de agitacion magnética, termoémetro y
adaptado con baio de hielo, se disolvieron 0.5 g (0.0195 mol) del intermediario 9 en 5 mL de agua.
La solucion se dejo en agitacion por unos minutos y luego se adiciond, gota a gota 0.125 g (0.022
mol, 1.14 eq.) de KOH disueltos en 2 mL de agua, manteniendo la temperatura a 5 °C. La mezcla se
agitdé durante 1 h y se verificd que el pH fuera basico. Después se agregd lentamente 0.21 mL
(0.021 mol, 1.5 eq) de acrilonitrilo y se retird el bafio de hielo. La reaccion se dejé en agitacion
constante a temperatura ambiente durante toda la noche; se monitoredé mediante CCF la cual revelo
conversion total de la materia prima, y se observo la formacion de un precipitado color blanco. La
mezcla de reaccidon se filtrd al vacio, se lavdo con MeOH frio y se recristalizd de AcOEt. Se
obtuvieron 0.169 g (33%) de cristales blancos con pf. de 179.4-179.6 °C y Rf 0.72 (sistema VII).
Espectro 3. IR ecm™ (FT-ATR): 3374 (S-H), 3067 (C-H de aromatico), 2928 (-CH3), 2248 (-CN),
1694 (C=0), 1261 (CO-O-CH;). Espectro 4. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 8.09 (s,
1H, H-7), 7.73 (s, 1H, H-4), 4.60 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H-1"), 3.90 (s, 3H, CHj3 éster), 3.71 (s, 3H, N-
CHs), 3.05 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H-2"). Espectro 5. RMN C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm:
171.1 (C-2), 165.7 (C=0 de éster), 135.2 (C-7a), 130.1 (C-3a), 127.4 (C-5), 123.8 (C-6), 118.4 (C-
37), 112.4 (C-4), 112.0 (C-7), 53.0 (CH3 de éster), 40.3 (C-1’), 31.6 (C de N-CH3), 16.04 (C-2’).
Espectro 6. EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 332 (100) [M+23]%, 309 (32) M™, 310 (14) [M+1]".
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8.1.11. Sintesis de 5-Cloro-2-[(2,2-dietoxietil)sulfanil]-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxilato

de metilo (10a)
( )
CHy e ot
H,C00C 5 N3 0w KCOyDMF,ta  H;COOC N /‘—2<
o+ o S
cl 7 N 0 Cl A
9 j 10a
P.M. 256 P.M. 196 P.M. 372
. J

En un matraz de fondo redondo de una boca de 10 mL, provisto de termdmetro, agitacion
magnética, y adaptado con bafio de hielo, se colocaron 2.5 g (0.0098 mol) de 9 en 15 mL de DMF.
La mezcla se dejo en agitacion por unos minutos y se adiciond gota a gota 1.9 g (0.0339 mol, 3.45
eq.) de K>CO; disueltos en 1 mL de agua, manteniendo la temperatura a 5 °C. La mezcla se dejo
agitando durante 1 h y se verificé que el pH fuera alcalino. Luego se agreg6 lentamente 2.4 mL
(0.0105 mol, 1.1 eq.) de dietil acetal del bromoacetaldehido, finalizada la adicién se retird el bafio
de hielo. La reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante toda la
noche; se monitoreo mediante CCF la cual revel6 conversion total de la materia prima, por lo que se
retir6 el disolvente de la mezcla de reaccion mediante destilacion empleando el rotacvaporador. Se
obtuvieron 1.55 g (62%) g de producto crudo, un aceite color café obscuro que se purificd por
cromatografia en columna empleando como eluyente una mezcla de CHCI;-MeOH (99:1). El
producto purificado peso 0.54 g (35%), que se observd como un aceite color café que presentd un
Rf 0.58 (sistema VII). Espectro 10. RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 7.93 (s, 1H, H-
7), 7.74 (s, 1H, H-4), 4.77 (t, J = 4.5 Hz, 1H, -SCH,-(CH)O,CH>CH3), 3.83 (s, 3H, CHj éster), 3.67
(s, 3H, N-CH3), 3.62-3.51 (m, 4H, -SCH»-(CH)O,CH,CH3), 1.10 (t, 6H, -SCH,-(CH)O,CH,CH3).
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8.1.12. 2-{|2-(carbamoilhidraziniliden)etil|sulfanil}-5-cloro-1-metil-1H-bencimidazol-6-
carboxilato de metilo (ACN 2)

( \
(|3H3 o/ C|3H3
H,CO0C N 12 HCI 2N (ac) dioxano H3;COOC N H
= —_—
)—s s
N (e} t.a N (o)
cl \\ Cl
10a 10b
o}
P.M. 372 P.M. 298 )\\
HN—N" N2
H
NaHCO;, etanol, t.a
0]
CHj N—N" 3 "NH,
| v Y H
H3;COOC N ]
L
cl N
ACN2 P.M. 355
\. J

Esquema 1. Secuencia de reacciones para la obtencion de ACN 2.

8.1.13. 5-Cloro-1-metil-2-[(2-oxoetil)sulfanil]-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (10b)

1.1 g (0.0029 mol) de intermediario 10a se colocaron en un matraz de fondo redondo de 10
mL, provisto con termoémetro, agitacion magnética y adaptado con bafio de hielo. Luego se agrego 4
mL de 1,4-dioxano y se afiadio lentamente 3.6 mL de HCI (ac) 2N; al terminar la adicion se retiro el
bafio de hielo y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente durante
2 h. Tiempo durante el cual se monitoreo la reaccion mediante CCF y se observo la conversion total
de la materia prima. La mezcla de reaccion se neutralizé con bicarbonato de sodio, y se extrajo con
AcOEt (3 x 5 mL) y lavados con solucion de salmuera. La fase organica se tratd con Na,SOq
anhidro y se concentr6 a presion reducida con el rotaevaporador, se obtuvieron 0.495 g (45 %) de
un aceite de color amarillo claro con Rf 0.68 (sistema VII), el cual fue utilizado sin tratamiento para
la siguiente reaccion.

8.1.14. Metodologia para obtener ACN 2

En un matraz redondo de fondo plano de una boca, provisto con agitacion magnética, se
disolvieron 0.495 g (0.0012 mol) de intermediario 10b en 3 mL de etanol, e inmediatamente se
agreg6 gota a gota una solucion de 0.156 g (0.0014 mol, 1.2 eq.) de clorhidrato de semicarbazida en

bicarbonato de sodio (0.0014 mol, 1.2 eq) disueltos en etanol. La mezcla de reaccion se dejo en
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agitacion constante a temperatura ambiente y se monitoreo mediante CCF hasta observar la
conversion total de la materia prima 10b. Después de 2 h de agitaciéon constante se observd la
formacion de un precipitado color café claro, el producto formado se separd por filtracion, se lavo
con agua y MeOH frio y se recristaliz6 en isopropanol agua, obteniendo 0.0148 g (30%) del
compuesto final ACN 2 con un Rf 0.34 (sistema VI) y pf. de 196.7-197.1 °C. Espectro 11. IR cm™!
(FT-ATR):3067 (C-H de aromatico), 2928 (-CH3), 1694 (C=0), 1261 (CO-O-CHs;). Espectro 12.
RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 10.07 (sa, 1H, -NH-), 7.98 (s, 1H, H-7), 7.81 (s, 1H,
H-4), 7.34 (t, J = 4.6 Hz, 1H, -SCH.CH=N-), 6.21 (sa, 1H, -NH-), 4.13 (d, J = 4.7 Hz, 2H, -
SCH,CH=N-), 3.86 (s, 3H, CHj éster), 3.72 (s, 3H, N-CHs). Espectro 13. RMN BC (75 MHz,
TMS, DMSO-d6) ppm: 166.15, (C=0 de éster), 156.80 (C-3"), 154.95 (C-2), 141.33 (C-3a),
139.86 (C-7a), 137.49 (C-5), 125.65 (C-2"), 123.27 (C-7), 120.32 (C-6), 112.30 (C-4), 52.78 (CH;3
de éster), 33.70 (C de N-CHs), 30.76 (C-1"). Espectro 14. EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 378 (100)
[M-+Na]".

8.1.15. 2-({2-[(Tert-butoxicarbonil)amino]etil } sulfanil)-5-cloro-1-metil-1 H-benzimidazol-6-
carboxilato de metilo (11a)
Para obtener 11a se sintetizo primero el intermediario 2-bromoetilcarbamato de tert-butilo,

su sintesis se muestra a continuacion:

) (0] 0
1) TEA, CH,Cl,, 5 °C H
> N (¢
Br— ~_—NH, HBr + >LO)J\O)J\O)< Br/\/ \[o]/ \ﬁ

2) A, 4h
P.M. 201 P.M. 218 P.M. 223

>

En un matraz de fondo redondo de 100 mL dos bocas acondicionado con agitacion
magnética, termdmetro y bafio de hielo, se disolvieron 20 mL de CH>Cl» a 5 °C, 5.0 g (0.024 mol)
de bromhidrato de 2-bromoetilamina y 3.3 mL (0.028 mol, 1.1 eq) de trietilamina, la mezcla se dejo
en agitacion por 20 min y se adiciond 15 mL de una solucion de 5.2 g (0.024 mol) de dicarbonato
de di-tert-butilo ( (Boc),0) en CH:Cls, y se retird el bano de hielo. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacién constante en atmoésfera de nitrogeno a una temperatura de 30 °C y se
monitoreo por CCF durante 4 h. Se retir6 el disolvente con el rotaevaporador, el producto obtenido
se extrajo con 30 mL de AcOEt y lavados con solucion de salmuera (3 x 20 ml). La fase organica se
tratd con Na,SO4 anhidro y se concentré al vacio obteniendo un aceite de color amarillo. Para
purificar el compuesto se destild en un aparato Kulgelrohr, se obtuvo 3.6 g de 2-

bromoetilcarbamato de tert-butilo (71%) como un aceite amarillo que presenté un Rf 0.26 en el
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sistema VII. RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 4.95 (sa, 1H, -NHBOC), 3.54-3.45 (m,
4H, -CH,CH>-), 1.45 (s, 9H, CH3).

8.1.16. Metodologia experimental para obtener (11a)

1 N\
Boc
(|7H3 (i':Hg, ILH
H;CO0C. S N3 H o H,COO0C N /
Ij: 1>=S Br/\/ N \ﬁ K,COs3, acetona, t.a ji): />—S
cl 7% N + 0 cl N
9 11a
P.M. 256 P.M. 223 P.M. 399
~ J

En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 50 mL, provisto de termdémetro, agitacion
magnética, y adaptado con bafo de hielo, se colocaron 5 g (0.0193 mol) de 9 en 15 mL de acetona.
La solucion se dejo en agitacion por unos minutos y se adiciono gota a gota 7.9 g (0.0576 mol, 1.5
eq.) de K,COs disueltos en 2 mL de agua, manteniendo la temperatura a 5 °C. La mezcla se dejo en
agitacion durante 1 h y se verifico el pH. Luego se agregd lentamente 4.3 g (0.0193 mol) de 2-
bromoetilcarbamato de ferz-butilo y se retir6 el bafio de hielo. La reaccion se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente durante toda la noche; se monitoreo mediante CCF la cual revelo
conversion total de la materia prima, por lo que se retird el disolvente de la mezcla de reaccion
mediante destilacion empleando el rotaevaporador. Se obtuvo 3.2 g de un sélido color beige que se
purificé por cromatografia en columna, empleando como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt
(85:15). Obteniendo 2.14 g (67%) de un solido blanco con pf. de 139.4-139.5 0 °C y Rf 0.6 (sistema
VI). Espectro 15. IR em™ (FT-ATR): 3370 (-N-H), 2948 (-CH3), 1696 (C=0), 1261 (CO-O-CHj).
Espectro 16. RMN 'H (400 MHz, TMS, CDCl;) ppm: 8.12 (s, 1H, H-7), 7.27 (s, 1H, H-4), 5.41
(sa, 1H, -NH-), 3.93 (s, 3H, CH3 éster), 3.63 (s, 3H, N-CHas), 3.59-3.48 (t, /= 5.4 Hz, 1H), 1.42 (s,
9H, -O-C(CHa)3). Espectro 17. RMN “C ( 100 MHz, TMS, CDCls) ppm: 167.2 (C=0 de éster),
156.3 (C-2), 155.5 (-NH-(C=0)-), 142.0 (C-3a), 139.5 (C-7a), 127.8 (C-5), 123.4 (C-7), 122.1 (C-
6), 111.5 (C-4), 79.6 (-O-C(CHs)s), 52.8 (CHs de éster), 41.3 (C-2), 32.9 (C de N-CH3), 30.1 (C-
1”), 28.3 (CHj3 de Boc). Espectro 18. EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 422 (100)[M+Na]*, 322 (18)
[M+Na-100]", 257 (8)[M-143]".
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I|300
©) C)
<|3H3 NH ‘|3H3 NH; Cl
H3;COOC H,COOC
3 N HCI 2N, 1,4-dioxano 3 N T
s > e
cl N ta Cl N
11a 11b
P.M. 399 P.M. 300
_ J

En un matraz de fondo redondo de una boca de 10 mL, provisto con agitacion magnética
atmosfera de nitrogeno, y bafio de hielo, se colocaron 1.5 g (0.004 mol) de 11a, y se adiciond
lentamente 4 ml de una solucion de HCI (ac) 2N en 1,4-dioxano (0.019 mol, 5 eq.) a 5 °C. La
mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente, siguiendo el avance de la reaccion
mediante CCF. Después de 6 horas de agitacion constante se observo la ausencia de materia prima
11a por lo que se procedio a retirar el disolvente empleando el rotaevaporador. Se obtuvieron 1.3 g
(86%) de un solido blanco, el cual se recristalizd6 con MeOH y present6 un Rf 0.1 (sistema VI), pf.
146.9.0-147.0 °C. Se procedié a tomar una muestra de 11b y formar la amina libre mediante
extraccion con AcOEt en medio basico para realizar la CCF, la cual al revelar en nihidrina presento6
una coloracion morada. Espectro 19. IR cm™ (FT-ATR): 2826 (-NH), 2992 (-CH3), 1728 (C=0),
1260 (CO-O-CHs). Espectro 20. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 8.51 (sa, 1H, -NH-),
7.88 (s, 1H, H-7), 8.03 (s, 1H, H-4), 5.08 (sa, 1H, -NH-), 3.88 (s, 3H, CHj3 éster), 3.75 (s, 3H, N-
CH3), 3.67 (t, J = 6.5 Hz, 2H, -SCH,CH>.), 3.26 (t, J = 6.5 Hz, 2H, -SCH,CH,-). Espectro 21.
RMN BC (100 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 165.9 (C=0O de éster), 154.2 (C-2), 140.0 (C-3a),
138.8 (C-7a), 126.1 (C-5), 123.0 (C-7), 119.5 (C-6), 112.3 (C-4), 53.0 (CH3 éster), 40.4 (C-1"), 31.0
(C-2%), 28.4 (CH; de N-CH3). Espectro 22. EM ESI/ID (eV) m/z (% ar): 300 (100) M".

8.1.1.8. Método general de sintesis para la obtencion de:

e 5-Cloro-2-((2-guanidinoetil)sulfanil)-1-metil-1 H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo
(ACN3)

o 2-[(2,3-Bis(tert-butoxicarbonil)guanidinoetil)sulfanil)]-5-cloro-1-metil-1 H-bencimidazol -
6-carboxilato de metilo (ACN 4)
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H,N H,COO0C ,L /—/
e |
N\ CI N

N
<\//I ACN3  P.M.341

CHs NH
2 MeCN
H,CO0C ,l, /_/ -
— NH
p-s 2 A
cl N |l3°° (‘3H3 HN” SNH
11b BN H,COOC N /—/ Boc
P.M. 300 =N e
N Boc cl N
Wi
S B ACN4  P.M.441
A J

Para obtener los compuestos (ACN 3 y ACN 4) se obtuvo primero la amina libre de 11b,
tratando 1.3 g (0.0032 mol) de este compuesto en medio basico y la posterior extraccion en AcOEt
(3 x 5 mL), las fracciones organicas se mezclaron, se trataron con Na,SO4 anhidro y se retiro el
disolvente mediante destilacion empleando el rotaevaporador, obteniendo un aceite color amarillo.
El aceite obtenido no se aislo, se procedid a usar inmediatamente para la siguiente reaccion. Se
obtuvo 1.1 g (0.0027) de amina libre de (11b), la cual se colocd en un matraz de fondo redondo de
dos boca adaptado con un condensador en posicion de reflujo, agitacion magnética y termometro.
Luego se adicion6 5 mL de acetonitrilo anhidro y una soluciéon de 2.81 g de clorhidrato de 1H-
pirazol-1-pirazolcarbozamidina (0.004 mol, 1.5 eq.) o de N,N’-di-boc-1H-pirazol-1-carboxamidina
(0.004 mol, 1.5 eq.) en acetonitrilo para obtener ACN 3 y ACN 4 respectivamente, y 2.7 mL de
trietilamina (0.0032mol, 1.2 eq.). La solucion se calentdé a 60 °C durante 24 h en atmosfera de
nitrogeno, y se monitoreo la reaccion mediante CCF. Al término de la reaccion, el s6lido formado
se filtré y lavé con acetonitrilo e isopropanol y al final con etanol caliente. Para purificar el s6lido
obtenido se realizo una recristalizacion en MeOH, se obtuvieron 0.715 g (65%) de un sélido blanco
con pf. de 172.9-173.4 °C y Rf 0.6 (sistema V) (ACN 3). Asi como 0.594 g (54%) de un solido
blanco Rf 0.7 (sistema V) y pf. de 146.6.4-146.8 °C (ACN 4). Datos espectroscopicos y

espectrométricos para el compuesto ACN 3:

Espectro 23. IR em™ (FT-ATR): 3321 (-N-H), 2948 (-CHs), 1717 (C=0), 1269 (CO-O-
CH;). Espectro 24. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 8.19 (sa, 1H, -NH-), 7.98 (s, 1H,
H-7), 7.54 (sa, 1H, NH-), 7.29 (sa, 2H, -NHx-), 7.79 (s, 1H, H-4), 3.85 (s, 3H, CHj éster), 3.69 (s,
3H, N-CH3), 3.50-3.44 (m, J = 19.0 Hz, 4H). Espectro 25. RMN 3C (100 MHz, TMS, DMSO-d;)
ppm: 166.4 (C=0 de éster), 157.5 (C-2), 155.7 (C-3), 141.2 (C-3a), 139.0 (C-7Ta), 125.8 (C-5),
123.2 (C-6), 120.4 (C-7), 112.2 (C-4), 52.3 (CHj de éster), 40.5 (C-27), 30.8 (C de N-CH3), 30.4 (C-

40

——
| —



Desarrollo experimental

1’). Espectro 26. EM ESIID (eV) m/z (% ar): 342 (100)[M+1]", 343 (30)[M+2]", 344
(14)[M+3]".

Datos espectroscOpicos y espectrométricos para el compuesto ACN 4: Espectro 30. IR cm™!
(FT-ATR): 3987 (-N-H), 2948 (-CH3), 1728 (C=0), 1259 (CO-O-CH3). Espectro 31. RMN 'H
(400 MHz, TMS, DMSO-ds) ppm: 11.39 (s, 1H, -NH-Boc), 8.55 (s, 1H, -NH-), 7.97 (s, 1H, H-7),
7.78 (s, 1H, H-4), 3.84 (s, 3H, CHj3 éster), 3.68 (s, 3H, N-CH3), 3.57-3.50 (m, J = 19.0 Hz, 4H), 1.36
(s, 18H, CH; de Boc). Espectro 32. RMN 3C (100 MHz, TMS, DMSO-d¢) ppm: 163.92 (C=0 de
éster), 163.7 (C-3"), 155.5 (C=0 de NH-BOC), 151.4 (C-2), 141.0 (C-3a), 139.3 (C-7a), 125.2 (C-
5), 123.0 (C-7), 120.2 (C-6), 112.0 (C-4), 83.0 (-NH-(C=0)-O-C(CHs)3), 78.4 (-N-(C=0)-0O-
C(CHs3)3), 52.5 (CHs de éster), 31.5 (C-27), 30.6 (C-1°), 28.2 (C de N-CH3), 27.6 (CHs de Boc).
Espectro 33. . EM ESV/ID (eV) m/z (% ar): 564 (100)[M+Na]".
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera seccion de este apartado se muestran los resultados obtenidos durante la
sintesis de los compuestos finales ACN 1-4 asi como la caracterizacion estructural de los mismos
mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas y la determinacion de algunas de sus
propiedades fisicas como son punto de fusion y Rf cromatografico. En él segundo apartado se
presentan los resultados de evaluacion bioldgica in vitro contra el protozoario G. infestinalis para

evaluar la actividad giardicida de los compuestos sintetizados.

9.1. Sintesis de intermediarios 2-9

Para obtener el compuestos 9 fue necesario sintetizar los intermediarios 2-8, los cuales se
obtuvieron con rendimientos aceptables (Tabla 8). Sin embargo, el rendimiento global para la ruta
sintética desde el acido 2-cloro-5-nitrobenzoico (1) hasta el compuesto 2-tioxobencimidazol (9) fue
muy bajo (8%), debido principalmente a la etapa de nitracion; donde se forman dos isémeros

dificiles de separar.

Tabla 8. Rendimiento y punto de fusion de los intermediarios 2-9

Compuesto Rendimiento pf (°C)
(%)

Acido 2-cloro-5-nitrobenzoico
2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo (2) 97 69.5-69.6
5-Amino-2-clorobenzoato de metilo (3) 95 -
5-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4) 92 96.3-96.5
5-(Acetilamino)-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5) 20 115.6-116.5
2-Cloro-5-[acetil(metil)Jamino]-4-nitrobenzoato de metilo (6) 75 116.5-118.7
2-Cloro-5-(metilamino)-4-nitrobenzoato de metilo (7) 82 148.7-150.5
4-Amino-2-cloro-5-(metilamino)benzoato de metilo (8) 81 -
6-Cloro-3-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de 56 230.5-231.4
metilo (9)

9.1.2. Obtencion de 2-Cloro-5-nitrobenzoato de metilo (2)

La sintesis planteada dio inicio con la esterificacion del 4cido 2-cloro-5-nitrobenzoico (1), mediante
una reaccion de sustitucion nucleofilica, empleando sulfato de dimetilo, como agente alquilante. El
medio basico permitié disociar el acido 1 y obtener su base conjugada nucleofilica, el anién
carboxilato, para que se llevara a cabo el ataque nucleofilico al grupo metilo presente en el sulfato
de dimetilo, en donde el grupo saliente fue el anion metil sulfato. La reaccion se llevo a cabo con
conversion total de la materia prima y alto rendimiento empleando como disolvente acetona, un

disolvente polar aprético que no atrapa al anion carboxilato y por otra parte permitio la solubilidad
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de 1.

9.1.3. Obtencion de 5 Amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

La reduccion catalitica del grupo nitro presente en el compuesto 2 generd la amina 3. Se
decidio utilizar Ni/Raney como catalizador, ya que por experiencia previa en nuestro laboratorio, el
uso de Pd/C como catalizador promueve la eliminacion de halogenos en la molécula. La reaccion
procedi6 sin complicaciones y con alto rendimiento. El producto crudo de la reaccion de reduccion

se empled como tal en la siguiente reaccion de acetilacion.
9.1.4. Obtencion de 5-(Acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (4)

El siguiente paso fue la acetilacion del compuesto 3 con anhidrido acético para proteger el grupo
amino en 5 antes de realizar la nitracion, asi la amina protegida seria menos susceptible a la
oxidacion y orientadora a la posicion 4 del clorobenzoato de metilo en la reacciéon de nitracion
posterior. Esta reaccion también procedié sin complicaciones y con alto rendimiento, a pasar que se

empleo el producto crudo de reduccion.

9.1.5. Obtencion de 5-(Acetilamino)-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5)

Posteriormente, el compuesto (4) se disolvido H,SO4 conc. en frio, y posteriormente, la solucion se
tratd con acido nitrico conc., para formar el ion nitronio in situ a 0-5 °C. Cabe destacar que en la
reaccion de nitracion se generaron dos productos; el compuesto principal buscado 5-(acetilamino)-

2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (5a) y el isomero de posicion 5b disminuyendo drasticamente el

rendimiento.
NO,
H3cooc:©/NHCOCH3 HNO,/H,S0, chooc@[NHCOCHQ, H,CO0C NHCOCH,
_—
cl Cl NO, T cl
4 S5a 5h

El control de la temperatura fue un factor importante a considerar, ya que se observo que el
aumento de la temperatura favorece la formacion del isémero en posicion 6, asi como la hidrolisis
del grupo éster. La mezcla con los dos productos de nitracion se hidrolizé en medio acido y se logro
separar selectivamente el compuesto 5-amino-2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo debido a que es
insoluble en MeOH, al realizar su posterior acetilacion se obtuvo el compuesto Sa puro pero con
muy bajo rendimiento (20%). Dado el impedimento estérico en la posicion 6 del compuesto 4 se

esperaria que la posicion 4 fuera la mas favorecida en la sustitucion electrofilica; sin embargo, los
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productos de nitracion en 4 y 6 se obtuvieron en proporciones casi similares. No se realizaron mas

estudios al respecto.

9.1.6. Obtencion de 2-Cloro-5-[acetil(metil)amino]-4-nitrobenzoato de metilo (6), 2-Cloro-5-
(metilamino)-4-nitrobenzoato de metilo (7) y 4-Amino-2-cloro-5-(metilamino)benzoato de

metilo (8)

La N-metilacion de S se logro facilmente mediante el empleo de sulfato de dimetilo en
medio basico utilizando diglima como disolvente. El control de la temperatura entre 10-15 °C y una
buena agitacion fueron criticos para obtener el producto de N-metilacion, ya que a mayores
temperaturas se observo la generacion de dos productos secundarios debido a la hidrolisis del éster
y del acetilamino. Aunque el rendimiento no fue alto, si fue bueno y el producto se pudo purificar
sin problema.

La hidrolisis del grupo acetilo del compuesto 6 procedid mejor en medio acido en presencia de
metanol, lo que llevo al 2-cloro-5-(metilamino)-4-nitrobenzoato de metilo (7). Al realizar la
reaccion en medio basico se observod la hidrdlisis del éster como producto secundario. Finalmente,
el grupo nitro se redujo cataliticamente con hidrégeno y Ni-Raney para obtener 8, el cual se empled

como tal en la siguiente reaccion de ciclacion.

9.2. Obtencion de 6-Cloro-3-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (9)

La N-metil-o-fenilendiamina 8 se someti6 a una reaccion de ciclocondensacion con
disulfuro de carbono, etanol y medio basico (para generar el Xantato de potasio in situ) lo que
permitio la obtencion del compuesto 9. La reaccion procedid y dio el compuesto 9, que
recristalizado en EtOH-DMF proporcion6 un 56 % de producto puro. Para confirmar la formacion
del compuesto 9 se analizé el espectro de RMN 'H donde se aprecié la sefial en 13.15 ppm
correspondiente al hidrogeno enlazado al nitrégeno del bencimidazol, ya que el equilibrio se
encuentra desplazado a la forma tioxo y no de tiol. De calculos tedricos reportados en la literatura
se sabe que el desplazamiento al tautomero tioxo es 3-8 kcal/mol mas estable en comparacion al
tautomero tiol [47]. La afirmacion anterior se sostiene también a través de datos cristalograficos
reportados, los datos corroboran que el tautomero tioxo predomina en el equilibrio, y que los

electrones 1t del sistema -N-C=S (tioamida) se encuentran deslocalizados [48].

En el espectro de RMN 3C también se corrobor la ciclacion y la presencia del enlace C=S. Ya que
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se observaron dos seflales a frecuencias altas, 165.5 y 171.7 ppm, correspondientes al carbono del

carbonilo de éster y al enlace C=S, respectivamente.

No se observé una sefial a 157 ppm correspondiente a un grupo C-SH de tiol, con lo cual se sugiri6
el predominio del tautdomero tiona, por otra parte algunos reportes en la literatura [51, 52] han
demostrado que la forma predominante en el equilibrio tiona/tiol depende también del disolvente
utilizado en la determinacion de las constantes espectroscopicas; en disolvente polares tales como
metanol o DMSO-4 se observa abundancia de la tiona, el cual fue empleado dada la poca

solubilidad del compuesto 9.

tiol tiocarbonilo
H  CH, H C|:H3
|
HsCOOC. N\ N, _ HaCOOC N\ N,
)—SH >=s
=~ N
c’y N Cl” 4 B
H H
155-156 ppm 170-171 ppm

Figura 9. Equilibrio tiol/tiona y diferencias en el desplazamiento quimico de C-2 del niicleo de bencimidazol.
9.3. Caracterizacion de ACN 1

La caracterizacion de estructural del compuesto 6-Cloro-1-(2-cianoetil)-3-metil-2-tioxo-2,3-
dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (ACN 1), se realizo mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas: tales como espectroscopia de infrarrojo (IR), RMN 'H, RMN
BC y espectrometria de masas. La asignacion de las sefiales de RMN 'H y RMN '3C se realiz6 con

el apoyo de los experimentos de resonancia magnética nuclear en dos dimensiones (2D-RMN).

Mediante el espectro de IR se logro obtener de forma preliminar, evidencia de la formacion del
compuesto ACN 1. En el espectro se pueden observar (Anexo, Espectro 3) las bandas de absorcion
enl694 cm™ y 1619 em™, correspondientes a las vibraciones de tension del enlace C=0 del grupo
éster y del enlace C=N presente en el anillo imidazolico. Y la banda de absorcion caracteristica del

grupo —CN en 2248 cm’".
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8.09 (s, 1H)

3.90 (s, 3H) f 3.71 (s, 3H)
% H f

H,CO
ACN1 H \x
7.73 (s, 1H) XI
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N>: s 4.60 (t, J = 6.6 Hz, 2H)
N 2

3.05 (t, J = 6.2 Hz, 2H)

Figura 10. 5, constante de acoplamiento (J), multiplicidad, en RMN 'H de ACN 1.

En el espectro de RMN 'H del compuesto ACN 1 (Anexo, Espectro 4) se registro la presencia de
seis diferentes sefiales; a campo bajo se logr6 identificar la presencia de dos tripletes (t), cada uno
de los cuales integro para dos hidrogenos, asignados a los protones H-2" a un rango de
desplazamiento de 3.05 ppm, y de H-1" (metileno unido a nitrégeno) a 4.60 ppm respectivamente.
La diferencia entre los desplazamientos quimicos de ambas sefales triples se debe a los valores de
electronegatividad de los atomos unidos a cada uno de los metilenos. La mayor electronegatividad
del nitrégeno, hace que la densidad electronica alrededor de los protones del metileno unido a él
disminuya, por lo tanto se encuentran mas desprotegidos electronicamente y la sefial

correspondiente se ubica desplazada a campo bajo.

1

JE—
—
I
Ul
o

—100

f1 (ppm)

—150

B
{8.09,165.7%I
'

10

R S —

f2 (ppm)

Figura 11. Espectro RMN HMBC (DMSO-ds) del compuesto ACN 1.
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A campo alto se observaron también dos sefiales simples, cada una integra para tres hidrégenos, una
de ellas en 3.90 ppm, se asigno al metilo del grupo éster (CH30-) y la otra en 3.71 ppm asignada a
metilo unido a nitrogeno (N-CH3). Asi también se observaron dos sefiales simples correspondientes
a la zona aromatica, que integraron cada una para un hidrégeno, la primera a 7.74 ppm generada por
el H-4 y la segunda en 8.09 ppm asignada a H-7. La asignacion anterior se puede corroborar a partir
del espectro de RMN-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), en donde se observo la
correlacion entre la sefial 8.09 ppm asignada al hidrogeno de la posicion 7 del bencimidazol con la
sefal en 165.7 ppm asignada al carbonilo del grupo éster (Fig. 10). Asi también se observo en el
espectro RMN-HSQC (Heteronuclear Single—Quantum Correlation) la correlacion entre la sefial
cuyo desplazamiento es de 7.73 ppm y la sefial en 112.08 ppm, a su vez la sefial en 8.09 ppm
correlaciond con la sefial en 112.38 (Fig. 11), evidencia que corrobora la asignacion del hidrogeno

en posicion 7 y 4 del ntcleo de bencimidazol respectivamente.
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Figura 12. Espectro RMN HSQC (DMSO-ds) del compuesto ACN 1.

En la caracterizacion del compuesto ACN 1 mediante RMN de *C se identifico la presencia de una
sefal a campo bajo (171.1 ppm) que corresponde al carbono 2 del anillo de bencimidazol, esta sefial

concuerda con una union C=S [49, 50].

Dada la naturaleza altamente polar del compuesto ACN 1, éste fue analizado mediante

espectrometria de masas de ionizacion por Electrospray (EM ES), por inyeccion directa de la
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muestra y operando en el modo positivo. Por esta técnica se pudo corroborar la masa del
bencimidazol ACN 1 ya que en el espectro de masas (Anexo, Espectro 6), se observa la formacion
de un artifacto del i6n molecular con sodio [M+23]"en 332.

El andlisis estructural del compuesto ACN 1 sugiri6 la sustitucion de la posicién 3 del ntcleo de
bencimidazol. Para su sintesis se utilizd agua como disolvente y acrilonitrilo en medio basico
(KOH); las ventajas de usar agua fueron en primer lugar la solubilidad del acrilonitrilo en ella, y la
sencilla separacion del producto esperado al precipitar en el medio, pudiendo obtener un Unico

producto a través de una reaccion de adicion conjugada tipo Michael.

Para que la reaccion se pudiera llevar a cabo, se realizd primero la formacion del anion del
intermediario 9. Con la posibilidad de formarse dos sitios nucleofilicos, tanto en el atomo de
nitrégeno o en el atomo de azufre. Sin embargo se observo la formacion de un solo producto. Se ha
reportado en la literatura la sintesis mediante adicion nucleofilica en medio basico, sobre sistemas
a, B-insaturados, como es el caso del acrilonitrilo, en donde los resultados observados arrojan que la
N-sustitucion supera a la S-sustitucion; mientras que las alquilaciones SN resultan invariablemente
productos S-alquilados. Pudiendo asi explicar la obtencion del producto de sustitucion en la
posicion 3 del bencimidazol y no en la posicion 2. Una justificacion en base a la literatura que trata
de explicar la afirmacion anterior, es por medio de la escala oxibase y su poder predictivo en
aniones ambidentados [53]. A partir de estudios ya reportados en la literatura, se puede decir que en
reacciones con reactivos electrofilicos polares el ataque se produce por el atomo mas
electronegativo (N) el cual posee la mayor densidad electronica y en cambio en reacciones que
proceden a través de un solo estado de transicion, el enlace es formado con el atomo mas

polarizable (S).
9.4. Obtencion de ACN 2

Para la obtencion de la semicarbazona (ACN 2) fue necesario realizar tres pasos de sintesis
(Esquema 1); la primera de ellas fue la reaccion de formacion del acetal 10a, a partir del
dietilacetal del bromoacetaldehido y el compuesto 9. Se probaron distintas condiciones y
disolventes, resumidos en la Tabla 9. De los resultados se observa que el mayor rendimento

obtenido fue empleando las condiciones a en DMF, através de un mecanismo de reaccion SNa.
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Esquema 3. Condiciones de reaccion: (a) K2CO3, DMF, dietil acetal del bromoacetaldehido t.a. 12 h. (b) HCI (ac) 2 N,

dioxano. (c) Semicarbazida, NaHCO3, etanol, t.a., 2 h.

Como se puede observar en los resultados de la Tabla 9, a pesar de utilizar distintos disolventes
polares aproticos, aumentar el tiempo de reaccion o aplicar calentamiento, el rendimento de la
reaccion no presentd cambios importantes. Por otro lado durante la realizacion de la reaccion se
encontro la formacidn de un tnico producto y la presencia de compuesto 9 sin reaccionar, razoén por
la cual el rendimento de reaccion no fue muy eficiente. Lo anterior se puede explicar debido a que
esta reaccion se considera transcure lentamente dado el impedimento estérico en el haluro de alquilo

(dietilacetal del bromoacetaldehido).

Tabla 9. Diferentes condiciones de reaccion realizados para la obtencion del intermediario 10a

Condiciones Disolvente Rendimiento
a)12h,t. a. DMF 68.8%

b) 24 h, t. a. DMF 62%
c)20h,t. a. Acetona 45%

d)24 h,50°C DMSO 60%

e) 24 h, t.a. Acetonitrilo 55%

Luego se realizo la hidrolisis del acetal en medio acido, para sintetizar el aldehido 10b como
producto principal. El cual se hizo reaccionar inmediatamente a temperatura ambiente en etanol
como disolvente y clorhidrato de semicarbazida [53, 54], para obtener finalmente el compuesto
ACN 2 (rendimiento global de 8.3%) correspondiente al producto de S-sustitucion, a través de un

mecanismo SN.

49

——
| —



Resultados y discusion

La caracterizacion de estructural del compuesto 2-{[2-(carbamoilhidraziniliden)etil|sulfanil}-5-
cloro-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (ACN 2), se realiz6 mediante técnicas

espectroscopicas y espectrométricas.

7.98 (s, 1H) 621 (sa, 1H,)
3.72 (s, 3H)
3.86 (s, 3H) f o f
x H CH3 N— 2
/
cho < <H 10.07 (sa, 1H)
H ACN2 ﬂ N
7.36 (¢, J = 4.6 Hz, 1H)
781 (s, 1H) 4.13 (d, J = 4.7 Hz, 2H)

Figura 13. Figura 9. §, constante de acoplamiento (J), multiplicidad, en RMN 'H de ACN 2.

A partir del analisis del espectro de IR (Anexo, Espectro 11) se observo la presencia de la banda
que corresponde a la vibracion de tension del enlace N-H a 3183 cm™!. Ademds, se presentan las
sefiales que corresponden a la vibracion de tension de los enlaces C=0O del grupo amida y éster a
1721, 1662 cm’!, respectivamente, y la banda de vibracion de flexion del enlace N-H del grupo

amidaa 1613 cm™!.

En el espectro de RMN 'H (Anexo, Espectro 12) se observd a campo bajo la sefial identificada
como triplete (t) centrado en 7.36 ppm y que integra para un hidrégeno, asignada al proton H-2’. Su
desplazamiento se debe a la desproteccion electronica generada por el doble enlace unido a un
heteroatomo electronegativo (N). La verificacion de la incorporacion del grupo semicarbazida en el
ntcleo de bencimidazol se logro en parte también debido a la presencia de una sefial doble (d)
centrada en 4.13 ppm que integra para dos hidrégenos, asignada a los hidrogenos del metileno
directamente unidos al atomo de azufre de la posicion 2. Asi también, la sefial del grupo —NHo,, la
cual se presenta como un singulete ancho (sa) en 6.21 ppm. Con respecto a la zona aromatica del
bencimidazol, se observo la presencia de dos sefales simples en 7.98 ppm y 7.81 ppm, asignadas a
los protones H-7 e H-4 respectivamente. En la region de campo alto se presentan dos singuletes (s)
situados a 3.86 y 3.72 ppm que corresponden a los protones de los metilos de éster y N-CH3

respectivamente.

El anilisis del espectro de RMN 3C con el que se logro asignar el desplazamiento quimico a cada

uno de los carbonos del compuesto ACN 2, fue realizado de manera conjunta con los espectros
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bidimensionales de correlacion heteronuclear HMBC y HSQC. De la seccion alifatica, se
observaron dos sefales (Anexo, Espectro 13) a 30.7 y 52.7, la primera es atribuida al metileno
unido al azufre y la segunda al metilo del grupo metoxilo de éster, debido a que el oxigeno es mds

electronegativo y desprotege al carbono desplazando la sefial a campo bajo.

A campo bajo se localizaron dos sefiales correspondientes a carbonilos (C=0) 166.1 y 156.8 ppm, la
segunda sefial es asignada al C-3 del carbonilo del grupo amida, ya que el carbono se encuentra
mas desprovisto de densidad electronica. Asi como las sefiales en 125.6 y 156.8 ppm asignadas a
los C-1" y C- 2’ respectivamente. No se observo una sefial a 171 ppm correspondiente a un grupo
C=S de tiona, con lo cual se sugirid la substitucion en la posicion 2 del nucleo de bencimidazol. En
la tesis de maestria de Martinez Cordoba [45], se observo la obtencidon de un solo isomero de los
dos posibles a formarse, E o Z, dado que realizé un andlisis del espectro de '*C desacoplado fuera
de resonancia, por medio del cual logré determinar la formacion del isdbmero E. Al comparar la
constante de acoplamiento carbono-hidrégeno del azometino en 168.6 Hz, correspondiente con el

intervalo de semicarbazona de configuracion £ obtenido de la literatura [54, 55].

Dada la naturaleza altamente polar del compuesto ACN 2, éste fue analizado mediante
espectrometria de masas de ionizacion por Electrospray (EM ESI), por inyeccion directa de la
muestra y operando en el modo positivo. Por esta técnica se pudo corroborar la masa del
bencimidazol ACN 2 ya que en el espectro de masas (Anexo, Espectro 14), se observa la

formacion de un artifacto del i6n molecular en 378 que corresponde a [M+23]".
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9.5. Obtencion de ACN 3y ACN 4
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Esquema 4. Condiciones de reaccion: (a) (Boc):0, EtsN, CH2Clz, N2, 4 h, 30 °C. (b) K2COs, acetona, (2-bromoetil)
carbamato de fert-butilo, t.a. 12 h. (¢) 1) HCI (ac) 2 N, dioxano, No, T. a., 6 h. 2) NaHCO3, AcOEt, 5 min. (d) CH3CN,
1 H-pirazol-1-carboxamidina o N,N’-di-boc-1H-pirazol-1-carboxamidina, EtsN, 60 °C , 24 h, Na.

Para obtener los compuestos ACN 3 y ACN 4 se decidio realizar la secuencia de reacciones del
Esquema 2. La primera reaccion fue la proteccion de la amina primaria (2-bromoetilamina) al
emplear el grupo t-butil carbamato (Boc), obteniendo entonces la amina protegida necesaria para
realizar la S-sustitucion del nucleo de bencimidazol con mejor rendimiento y pureza. Una vez
obtenido el producto S-alquil sustituido se desprotegio la amina del carbono terminal presente en el
intermediario 11a, para luego mediante una reaccion de adicion eliminacion, formar la guanidina

esperada.

El grupo #-butil carbamato (Boc) es un grupo protector muy empleado en aminas, sobre todo en
aminas primarias ya que se han obtenido rendimientos eficientes en su proteccion. Otras ventajas de

este grupo protector es su estabilidad a hidroélisis bajo condiciones basicas y su rapida desproteccion
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en condiciones acidas [55]. Debido las caracteristicas mencionadas y sobre todo a su estabilidad en
condiciones bdsicas, se eligié para la proteccion de la amina primaria de la 2-bromoetilamina, la
cual fue utilizada posteriormente para la reaccion de S-sustitucion, por ello la importancia de la

estabilidad del grupo protector bajo estas condiciones.

Tabla 10. Diferentes condiciones de reaccion para la obtencion de 2-bromoetilcarbamato de tert-butilo

Condiciones Disolvente Rendimiento
a) 12 h, t. a., EtsN CH:Cl2 43%
b) 4 h, 30 °C, EtsN CH:Cl2 71%
¢)3h,30°C EtN CH2CI2 65%

Para sintetizar el intermediario 11a se intentd probar con tres distintas metodologias de reaccion,
con la finalidad de obtenerlo en mayor rendimiento y pureza (Tabla 11). En la primera de ellas se
hizo reaccionar directamente al intermediario 9 con 2-bromoetilamina bajo la metodologia 1. Sin
embargo el resultado de la reaccion no fue satisfactorio, ya que se observo en CCF, la formacion de
por lo menos 3 productos y la presencia del compuesto 9, los primeros revelaron con nihidrina,
indicando que los productos formados probablemente se traten de productos de polialquilacion. La
ineficiencia de la metodologia también puede deberse a la baja estabilidad de la amina en las

condiciones empleadas.

Tabla 11. Diferentes metodologias para la obtencion de intermediario 11a

Metodologia Reactivo Disolventes probados
1) KOH, t. a. Compuesto 9 y 2-bromoetilamina Acetona, DMF
2) KOH, t. a. Compuesto 9 y (2-bromoetil) carbamato de fert-butilo Acetona, DMF
3) KoCOs, t. a. Compuesto 9 y (2-bromoetil) carbamato de fert-butilo Acetona, DMF

En base a los resultados obtenidos de la primera metodologia, se opté por lo tanto proteger la amina
y realizar la reaccion de sustitucion. Para ello se utilizaron las metodologias 2 y 3, la primera de
ellas no resulté en rendimientos favorables por lo que se optd en cambiar la base. Al cambiar la
base y el disolvente, se encontrd que la mejor metodologia fue utilizar K.COs; en acetona, debido a

que en DMF, el producto final resulté con mayores impurezas.
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Para desproteger la amina se optd por emplear condiciones acidas ya que el grupo Boc se elimina
facilmente mediante estas condiciones. Una vez obtenida la amina libre 11b se hizo reaccionar con
1H-pirazol-1-carboxamidina o N,N’-di-boc-1H-pirazol-1-carboxamidina y se probaron 6 diferentes
disolventes, de los cuales el acetonitrilo fue el mejor para obtener mayor rendimiento (Tabla 12).
Al reaccionar la amina con el grupo carboxamidina, se libera pirazol como grupo saliente, el cual es
una sustancia aromatica muy estable, y fue posible separarlo del crudo de reaccion ya que es soluble

en éter [56, 58].

Tabla 12. Diferentes condiciones de reaccion para la obtencion de ACN 3

Condiciones Disolvente Rendimiento %
a) 28 h, 60 °C., EtsN DMF 57
b) 24 h, 60 °C., EtsN CHsCN 65
¢) 30 h, 60 °C., EtsN THF 47
d) 32 h, 60 °C., EtsN CH:Cl2 55
€) 26 h, 60 °C, EtsN DMF 58
) 28 h,. 60 °C, Et;N DMSO 60

La caracterizacion estructural de los compuestos 5-Cloro-2-((2-guanidinoetil)sulfanil)-1-
metil-1H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo (ACN 3) y 2-(2,3-bis(tert-
butoxicarbonil)guanidinoetil)sulfanil)]-5-cloro-1-metil-1 H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo

(ACN 4), se realizo mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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Figura 14. 3, constante de acoplamiento (J), multiplicidad de los compuestos ACN 3 y ACN 4.

A partir del analisis de los espectros de IR (Anexo, Espectro 23 y 30) se observo la presencia de la
banda que corresponde a la vibracion de tension del enlace N-H a 3157 cm™'. Ademas, se presentan

las sefiales que corresponden a la vibracion de tension del enlace C=0 del grupo éster a 1673 cm™.

Dado que la estructura del compuesto ACN 4 difiere en la estructura del compuesto ACN 3,
unicamente en la proteccion de los nitrogenos de la guanidina con el grupo Boc; por lo tanto sus
espectros de RMN 'H y C presentan sefiales en comun. En los espectros de RMN 'H se observo la
senal del hidrogeno -N-H a campo bajo, en 8.14 y 8.50 ppm. A campo bajo también se
identificaron las sefales de la zona aromatica del ntcleo de bencimidazol, como sefiales simples
alrededor de 7.98-7.78 ppm, asignadas a los protones H-7 ¢ H-4 respectivamente. Los protones
alifaticos se presentaron como sefial triple (t), que integré para dos protones centrada en 3.60
asignada al metileno unidos al azufre y un multiplete en 3.44 assignado al metileno unido a

nitrégeno.
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Figura 15. Ampliacion del espectro COSY 'H-'H (DMSO-de) del compuesto ACN 3.

Las asignaciones de los protones alifaticos y aromaticos de los compuestos ACN 3 y ACN 4 se
verificaron con la ayuda de los espectros de correlacion homonuclear COSY 'H-'H (Fig. 15). En

este espectro se observan la interaccion del proton de -NH con los protones H-2* (metileno).

Con respecto al espectro de RMN 3C se observaron las sefiales a campo alto, en el caso del
espectro de ACN 4 a diferencia del espectro de ACN 3, en 83.0 y 78.4 ppm assignados a los
carbonos del grupo Boc .

En el caso del compuesto ACN 3 se logro observar a partir de espectro HMBC 2D la correlacion

entre los prétones de H-7 y C-7, H-4 y C-4, H-1’y C-1°, H-2’ y C-2’ (Fig. 15).

56

——
| —



Resultados y discusion

)
S = W
I 2 L+
N~ v < 9 x
n ﬁj
. 10
:
{3.45,30.48,
— F@m F30
+N3.69,30.79)
— ERRs “r40
1925275 X {3.42,40.42)
— bt \&j 50
. 60
70
r80 &
A=
S
100
] {7.78,112.2 110
{7.97,120.1
_ %» F120
130
E 140
150

T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25
2 (ppm)

Figura 16. Espectro RMN HSQC (DMSO-ds) del compuesto ACN 3.

Dada la naturaleza altamente polar de lo compuesto ACN 3 y ACN 4, fueron analizados mediante
espectrometria de masas de ionizacion por Electrospray (EM ESI), por inyeccion directa de la
muestra y operando en el modo positivo. Por esta técnica se pudo corroborar la masa de ambos
bencimidazoles mencionados ya que en sus espectros de masas (Anexo, Espectro 26, 33), se
observa la formacion del ion molecular en 342 que corresponde a [M+1]" para el compuesto ACN 3

y un artifacto con sodio del i6bn molecular en 564 que corresponde a [M+23]" para el caso del

compuesto ACN 4.
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9.6. Evaluacion de susceptibilidad de G.intestinalis frente a los compuestos sintetizados

Los compuestos ACN 1-ACN 4 se sometieron a ensayos in vitro contra los protozoarios
G.intestinalis y T. vaginalis cuyos resultados se muestran en la Tabla 13. De los cuatro compuestos
sintetizados, tres presentaron mejor a actividad (ACN 2-ACN 4) tanto giardicida y tricomonicida

que los farmacos de referencia, Metronidazol y Albendazol.

Tabla 13. Resultados de ensayos de susceptibilidad in vitro de G.intestinalis frente a los compuestos

sintetizados ACN 1-4

I
R’ 3
N —R
)—S
R? N
Compuesto Ri R: R3 Clso(nM) Clso(nM)
G. intestinalis T. vaginalis
ACN 1 COOCH; Cl CH2CN * 4843 168+6
ADI 6 H H CH2CN * 39.1+£3.3 82.8+1
ACN 2 COOCHj3; Cl CH=N-NH-C(=0)NH2) 3343 121+£5
ADI 4 H H CH=N-NH-C(=0)NH>) 58.942.7 91.148.1
ACN 3 COOCH;3; Cl CH2-NH-C(=NH)NH3) 29+3 131+£5
ADI 5 H H CH>-NH-C(=NH)NHz) 44.1 +8.5 64.2+5.7
ACN 4 COOCH; H CH>-NH-C(=NBoc)NHBoc) 13.8+1 55+6
Metronidazol - - - 1226.9+175.3 236=x16
Albendazol - - - 37+3.6 1590.5+11.3

*Producto obtenido en posicion 3 del bencimidazol

A partir de los ensayos realizados contra el trofozoito de G. intestinalis, se obtuvo la concentracion
inhibitoria cincuenta (Clsp) con lo cual se puede ver que todos los compuestos sintetizados
resultaron ser mas potentes que metronidazol y albendazol, a excepcion del compuesto ACN 1, el
cual no supero en potencia al albendazol, sin embargo presentd una potencia muy similar. El
compuesto con mayor potencia, incluso superando el doble de potencia al albendazol, fue el

compuesto ACN 4.

Se graficaron los valores del 1/Clso para observar de manera sencilla las diferencias de actividad
entre los compuestos finales y los farmacos de referencia (Grafica 1). A partir de ella se puede
observar claramente, un aumento de la actividad giardicida desde ACN 1-ACN4. El compuesto
ACN 3 posee en su estructura el grupo guanidino (de la arginina), y el compuesto ACN 4 se

encuentra protegido en uno de los dos nitrogenos a través del grupo Boc. A partir de los resultados
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obtenidos se puede decir que hay una tendencia en la actividad giardicida; conforme disminuye la

semejanza con el grupo guanidino disminuye la actividad.

Por otro lado, con la finalidad de comparar el efecto de la presencia del grupo éster en posicion 6 y
cloro en 5, se incluyé en la grafica 1, los compuestos sin sustituyentes en las posiciones
mencionadas (ADI 4, 5 y 6). Donde de manera general se observa un aumento de la actividad
giardicida. En este contexto se puede observar también una tendencia contraria con respecto a T.
vaginalis, ya que la presencia de los sustituyentes en 6 y 5 disminuyen la actividad, a excepcion del

compuesto ACN 4, el cual mostré actividad contra ambos parasitos.

mTv

80000000 - u Gi

70000000 -

60000000 -
850000000 y
© 40000000
=

30000000

20000000 -

10000000 -~

0 T T T T T T T T 1
ACN1 ADI6 ACN2 ADI4 ACN3 ADI5 ACN4 MTZ ABZ

Grafica 1. 1/Clso de los compuestos finales y farmacos de referencia.

Sin embargo de manera general se puede decir que todos los compuestos presentaron mayor
potencia que los farmacos de referencia tanto en actividad giardicida como tricomonicida,
excluyendo al compuesto ACN 1, el cual presentd una potencia similar al albendazol sobre T.
vaginalis. En nuestro grupo de investigacion ya se habia observado la importancia de los
sustituyentes alquiltio de la posicion dos del niicleo de bencimidazol (2-(alquiltio)bencimidazoles:
ej. S(CHz)2-(N-morfolinil), S(CH2),-(p-nitrofenil) y mas recientemente S(CH»),-(1H-imidazol), ver
Fig. 6) en la actividad antiprotozoaria, sobre todo en actividad giardicida y tricomonicida,
observando que los compuestos que presentan actividad sobre G. intestinalis también presentan

actividad sobre 7. vaginalis [43].
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Conclusiones

Conclusiones

e Se sintetizaron 4 compuestos bencimidazolicos sustituidos en 5 y 6 con cloro y éster
metilico respectivamente.

e Se establecieron condiciones de reaccion apropiadas para la obtencion de los compuestos
finales a partir de un precursor comun.

e Los rendimientos obtenidos durante sus sintesis fueron moderados.

e Los cuatro compuestos sintetizados presentaron actividad giardicida y tricomonicida mayor
o similar que los farmacos de referencia, MTZ y ABZ.

e El compuesto con mayor potencia incluso superando al ABZ en actividad giardicida, fue el
compuesto ACN 4.

e El compuesto con mayor potencia incluso superando al MTZ en actividad tricomonicida,
fue el compuesto ACN 4.

e La presencia de los sustituyentes cloro y éster metilico en 5 y 6 ocasion6 un aumento de la
actividad giardicida con excepcion del compuesto ACN 1.

e La presencia de los sustituyentes cloro y éster metilico en 5 y 6 ocasion6 una disminucion

de la actividad tricomonicida en los 4 compuestos sintetizados.
Perspectivas

Evaluar los compuestos ACN 1-4 en la enzima ADI de G. intestinalis, obtenida por técnicas de

biologia molecular.

La sintesis de compuestos con diferentes grupos en el extremo de la cadena alifatica 2-alquiltio esta
abierta a mayor investigacion, ya que los resultados obtenidos no son suficientes para hacer una

conclusion definitiva en relacion a estructura-actividad.
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ANEXOS

(ESPECTROS DE IR, EM, RMN !'H, RMN 3C, RMN 2D)
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Espectro 23. IR de 5-Cloro-2-((2-guanidinoetil)sulfanil)-1-metil-1 H-bencimidazol-6-carboxilato de metilo

(ACN 3).
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Espectro 24. RMN 'H (400 MHz, TMS, DMSO-ds) de ACN 3.
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Espectro 25. RMN 3C (100 MHz, TMS, DMSO-ds) de ACN 3.
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Espectro 27. Correlacion heteronuclear HMBC de ACN 3.
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Espectro 28. Correlacion heteronuclear HSQC de ACN 3.
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Espectro 30. IR de 2-[(2,3-bis(fert-butoxicarbonil)guanidinoetil)sulfanil)]-5-cloro-1-metil-1 H-bencimidazol-
6-carboxilato de metilo (ACN 4).
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Espectro 31. RMN 'H (300 MHz, TMS, DMSO-ds) de ACN 4.
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Espectro 32. RMN 3C (300 MHz, TMS, DMSO-d¢) de ACN 4.
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Espectro 33. EM ESI/ID de ACN 4.
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