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RESUMEN

Hasta hace poco se consideraba que los bencimidazol carbamatos,
Albendazol y Mebendazol, tenian (nicamente accion antihelmintica; sin
embargo, estudios recientes han demostrado que estos compuestos son muy
efectivos contra protozoarios como Giardia lamblia y Trichomona vaginalis. L.os
ensayos clinicos han mostrado que el Albendazol es tan efectivo como el
Metronidazo! en el tratamiento de la giardiosis.

La actividad antihelmintica de los bencimidazol carbamatos, parece estar
relacionada a una accién antimitética selectiva, debido a la union preferencial
de estos agentes a la tubulina de los heimintos sobre ja tubulina de los
mamiferos. Se ha sugerido: para que la molécula del bencimidazol carbamato
ejerza un efecto sobre la tubulina, éste debe tener un hidrégeno en la posicion
" .

Aparte del hecho de que ios bencimidazol carbamatos se unen a la
tubulina, existe poca informacién precisa sobre el mecanismo de accion de los
bencimidazoles por el cua! ejercen su actividad antiprotozoaria.

El comun denominador de estos compuestos es el nucleo del
bencimidazol, un sustituyente en la posicién 2 y en la posicién 5(6) un
sustituyente de diversa naturaleza que de alguna forma impide el rapido
metabolismo por hidroxilacién en esa posicion.

A pesar de su amplio espectro de actividad, estos compuestos tienen
poca solubilidad por lo que se absorben pobremente y alcanzan
concentraciones bajas en plasma.

Teniendo como base lo anterior, se disefiaron y sintetizaron cuatro series
de nuevas moléculas derivadas del 1-metilbencimidazol, con el fin de contar con
informacién basica sobre los requerimientos estructurales para la actividad
biolégica y el mecanismo de accion de los bencimidazoles sobre helmintos y

protozoarios.



Los compuestos sintetizados, con el nicleo base del 1-metilbencimidazol,
son: 2-metil(1); 2-amino(2); 2-mercapto(3); 2-metiltio(4); 5-cloro-2-metil(5); 2--
amino-S«QIoro(S); 5-cloro-2-mercapto(7); 5-cloro-2-metiltio(8); 6-cloro-2-metil(9);
2-amino-6-cloro(10); 6-cloro-2-mercapto(11); 6-cloro-2-metiltio(12); 5,6-dicloro-
2-metil(13); 2-amino-5,6-dicloro(14); 5,6-dicloro-2-mercapto(15); 5,6-dicloro-2-
metiltio(16).

La elucidacién estructural de todos los compuestos preparados, asi como
la de sus intermediarios, se determind por los datos espectroscopicos y
espectrométricos.

Los compuestos preparados se sometieron a estudios de toxicidad para
Artemia salina con la finalidad de poder correlacionar la toxicidad con la
actividad éntiprotozaria y antihelmintica. Conjuntamente también se emplearon
en este ensayo los bencimidazoles comerciales Triclabendazol, Albendazol y
Mebendazol.

Los resultados de estos ensayos mostraron que los compuestos 2, 8, 13
y 16 fueron mas téxicos que el Triclabendazol; el compuesto 3 resulté igual de
toxico que el Albendazol, por Ultimo, los compuestos 4, 5, 9, 12, 14 y 15 fueron
mas téxicos que el Mebendazol.

La evaluacion bioldgica de 13 de estos compuestos empleando pruebas
de susceptibilidad in vifro mostrd que la mayoria de los 1-metilbencimidazoles
fueron activos contra G. lamblia a concentraciones menores a 1 ug/mL. Dos de
ellos (8 y 10) tuvieron concentraciones inhibitorias menores que las del
Albendazol. En el caso de T. spirallis, solo 1, 8, 13 y 16 mostraron actividad
contra el organismo adulto (fase intestinal) y la larva muscular (fase
extraintestinal).

La viabilidad del adulto se vié reducida sélo por los compuestos 7, 8 y 9.

En estudios de microscopia electronica de transmision y de barrido, se
observé que los 1-metilbencimidazoles 9 y 10 causaron dafo importante a la

membrana del trofozoito de G. Jamblia, sin afectar el citoesqueleto, en
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comparacion al dafio ocasionado por el Albendazol, en donde se observd
alteracion importante del disco de adhesién. Asi mismo, los nuevos compuestos
dafiaron la cuticula del adulto de T.spirallis.

Se concluye que no existe correlacién entre la toxicidad contra A. salinay
la actividad antiprotozoaria o antihelmintica y que los 1-metilbencimidazoles son
efectivos tanto contra protozoarios como contra helmintos, gjerciendo su accién

por un mecanismo diferentre al de los bencimidazol carbamatos.
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ABSTRACT

Benzimidazole carbamates are well known as anthelmintic drugs;
however, recent studies have demonstrated that albendazole and mebendazole
are very effective in vifro against protozoa such as Giardia fambiia and
Trichomonas vaginalis. Clinical trials have shown that albendazole is as effective
as metronidazole in the treatment of giardiosis.

The anthelmintic activity of benzimidazole carbamates appears to be
related to their selective antimitotic action, due to the preferenctial binding of
these agents to helmintic tubulin,over mammalian tubulin. It has been suggested
that the benzimidazole carbamate molecule must bear a hydrogen at position 1,
in order to present this action.

Studies on the mechanism of action of benzimidazole carbamates on
protozoa are as yet unknown.

There are some commun estructural features in these compounds, such
as a benzimidazole ring, a substituent at position 2, and at position 5(6) a
substituent that somehow prévents early metabolism.

Inspite of the wide spectrum of activity shown by these compounds, their
solubility is very poor; consecuently, the bicavailability and plasma
consentrations are low.

In order to have basic information about the structural requirements for the
biological activity and the mechanism of action of these agents on helmints and
protozoa, we designed and synthesized four series of new compounds,
derivatives of 1-methylbenzimidazole.

The synthesized compounds, having the nucleous of 1-
methylbenzimidazole, are: 2-methyl(1}); 2-amino(2); 2-mercapto(3);, 2-
methylthio(4); 5-chloro-2-methyl(5); 2-amino-5-chloro(6); 2-chloro-2-mercapto(7);
5-chloro-2-methylthio(8); 8-chloro-2-methyl(9); 2-amino-6-chloro(10); 6-chloro-2-
mercapto(11); 6-chloro-2-methyithio(12); 5,6~dichloro-2~methyl(1 3); 2-amino-5,6-
dichloro(14); 5,6-dichloro-2-mercapto(15); 5,6-dichloro-2-methylthio(16).
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The structure of all the compounds synthesized was established by
spectroscopic and spectrometric data.

Compounds 1-16 were subjected to toxicity evaluations against Arfemia
salina, in order to establish any correlation between toxicity and anthelmintic, and
antiprotozoa activity. Together with these compounds were tested the comercial
benzimidazoles triclabendazole, albendazole, and mebendazole.

The results of these studies showed that compounds 2, 8, 13 and 16
were more toxic than triclabendazole; compound 3 was as toxic as albendazole;
and compounds 4, 5, 9, 12,14, and 15 were as toxic as mebendazole.

The biological evaluation of 13 of these compounds, in a susceptibility test
in vitro, showed that most of these compounds are active against G. lamblia at
concentrations lower than 1 pg/mL. Compounds 9 and 10 had lower inhibitory
concentration that albendazole.

Biological activity test were also carried out on Trichinelfa spiralis.
Compounds 1, 8, 13 and 16 showed activity against the adult organism (intestinal
phase), and the muscular larvae (extraintestinal phase). The viability of the adult
was decreased only by compounds 7, 8 and 9.

In fransmission and scanning electron microscopy studies it was ohserved
that 1-methylbenzimidazoles 9 and 10, damaged severely the membrane of G.
lamblia trophozoite, and did not alter the adhesive disc; in contrast, albendazole
did not alter the membrane but the adhesive disc. The new compounds also
demaged the cuticule of the adult 7. spiralis.

it is concluded that there is not a correlation between toxicity and
anthelmintic or antiprotozoa activity, and that the 1-methylbenzimidazoles are
effective against helmints and protozoa, as the benzimidazole carbamates, but

the mechanism of action is different.
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|. INTRODUCCION

s

Las infecciones causadas por helmintos (helmin’ciosis)1 son conocidas, tanto
en los animales domésticos, como en los humanos. La magnitud de estas
parasitosis es tan grande que en la actualidad representa el grupo mas
importante de infecciones sobre el planeta.”

Aunque las helmintiosis se encuentran dentro de los padecimientos mas
antiguos de la humanidad, el impacto sobre la salud en humanos y animales se
establecié en 1947,° y poco ha cambiado en los afios subsecuentes (Tabla 1),

sélo aumentando en proporcién con el crecimiento de la poblacion mundial.*®

Tabia 1. Incidencia de helmintos intestinales y poblacion mundial infectada

en millones.
Helminto 1947" 1984°
Ascaris 650 1100-1300
Gusanos con gancho 450 1,000
Trichuris 350 500-1000
Enterobius. 209 300-500
Strongyloides 35 50-100

2 Datos de la referfencia 3; poblacién mundial 2100 millones.

® Datos de la referencia 4 y 5; poblacion mundial 4300 millones.

Adicionalmente, casi 400 millones de personas en el mundo estan
infectadas con filarias® mientras que existen 130 millones de casos de
infecciones con tenias’ y mas de 200 millones de personas padecen

schistosomiosis en diferentes partes del mundo.® Estos datos claramente



indican que una proporcién alta de la poblacion mundial, en especial la que vive
en zonas tropicales, sufre los estragos de los helmintos, parasitos que no sélo
dan origen a un nGmero alto de casos de morbilidad, sino también a casos de
mortaiidad.

De acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
nimero de muertes anuales debido a ascariosis es de 20,000, mientras que
55,000 y 75,000 personas mueren cada afio de ancilostomiosis y de
schistosomiosis.®

El impacto econémico de las helmintiosis a nivel mundial se ha estudiado
por varios investigadores. La ascariosis, considerada anteriormente sin
importancia médica, esta asociada al pobre crecimiento y mainutricién protéica-
caldérica en nifos preescolares, disminuyendo también la absorcion de
macronutrientes y vitamina A.'° Las pérdidas econdémicas debidas a Ia
ascariosis en los Kenianos en 1976 fue de alrededor de 5 mdd, que podrian
haberse ahorrado por el uso de un antihelmintico efectivo con un costo de 1
mdd.

La pérdida econémica de la ascariosis se debe a la disminuciéon de
carbohidratos en el paciente, causada por el helminto. Se ha estimado que un
paciente con 20 lombrices adultas de Ascaris puede perder 2.8 g de
carbohidratos por dia,"* lo que seria para una poblacién mundial de 1100
millones de personas con ascaris, igual a la pérdida de 3,080 toneladas de
carbohidratos por dia."

Las infecciones en humanos causadas por los gusanos con gancho
(Ancylostoma duodenale y Necator americanus) también estan relacionadas con
un alto grado de pérdidas econdmicas. Las primeras estimaciones en 1982
mostraron que el Japdn sufric pérdidas de 60 mdd por ano debido a estas
infecciones, las cuales podrian haberse prevenido por el tratamiento de los
pacientes con un costo de 7 mdd.”” Se ha considerado que un Ancylostoma
duodenale toma de 0.15-0.23 mL de sangre por dia; esto es, para una poblacién

de un millén de personas que portan 100 gusanos cada una, daria una pérdida




de 15,000 a 23,000 littos de sangre por dia."” En el caso de Necafor
americanus, que succiona 0.03 mL de sangre por dia, el total de sangre perdida
por 1 millén de personas que portan cada una 400 gusanos, seria de 12,000
litros de sangre por dfa.”

'Las helmintiosis también causan estragos en la salud del ganado vacuno,
equinos, borregos, cabras, cerdos, gatos, perros y aves, disminuyendo asi la
- produccién de leche, carne, grasa, huevos, lana y cuero. Se ha estimado que la
pérdida potencial debido a helmintiosis en rumiantes podria llegar a 320 mdd y
que con un tratamiento antihelmintico de 0.040 mdd, la pérdida se reduciria a
sélo 60 mdd.™

Similarmente, la pérdida econdmica debida a higados de ganado
contaminados con Fasciola hepatica en Florida, EUA, podria exceder 0.5 mdd
por afio.’® Siendo la pérdida anual en la ganaderia de ese pais, mas de 3000
mdd por afio."

Estos son sélamente unos ejemplos que claramente demuestran que el
tratamiento de las helmintiosis en humanos y animales domésticos, es esencial
para alcanzar salud para todos en el afio 2000 y también para aumentar el
estatus socioecondémico de las masas afectadas.'”” Por consiguiente, las
investigaciones conducentes a la obtencion de nuevos agentes antihelminticos,
mas potentes, menos téxicos y mas econdmicos que los actuales, son de la

mayor importancia.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Los bencimidazoles como agentes antihelminticos.

En la actualidad, los farmacos mas ampliamente usados en el tratamiento
de las helmintiosis son los bencimidazoles.!” E! tiabendazol, mebendazol,
albendazol y triclabendazol, son ejemplos de algunos bencimidazoles activos,
representativos de una gran familia de agentes terapéuticos. \

0
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Fue en el afic de 1961 cuando investigadores de la casa Merck
reportaron al tiabendazol como el mas activo de una serie de cientos de
compuestos, con amplio espectro de actividad antihelmintica y alto indice
terapéutico.'® Estudios posteriores mostraron que el tiabendazol se metaboliza
rapidamente al 5-hidroxitiabendazol. el cual se conjuga como glucurénido o
sulfato y se elimina.'

A raiz de esto surgieron nuevos bencimidazoles con la posicion 5
sustituida y con un grupo carbamato de metilo en la posicién 2. Este patron de
sustitucién confiere a la molécula mayor vida media, ailta polaridad y baja

biodisponibilidad, por lo que el uso de estos compuestos se limita al tratamiento



de helmintiosis intraintestinales. Representativos de este grupc son el
mebendazol y el albendazol, los cuales son de amplio espectro y los mas
comunmente empleados en la actualidad.

Con respecto al albendazol, su espectro de accién incluye la mayor parte
de las infecciones por helmintos intestinales y ademas es efectivo contra
infecciones sistémicas como la trichinellosis y cisticercosis.®®*' El mebendazol
ha sido desplazado por al albendazol, ya que aunque su espectro antihelmintico
es similar, requiere de tres dias de tratamiento para las helmintiosis intestinales
en comparacion con una séla dosis del albendazol.Z

El dltimo tipo de bencimidazol antihelmintico es el triclabendazol.??® En
este compuesto se aprecian dos sustituyentes en las posiciones 5 y 6, ademas,
un grupo metiltio en la posicién 2. Con estos cambios se disminuy6 la polaridad
e incrementd la biodisponibilidad, de tal forma que el triclabendazol es en la
actualidad el fasciolicida de excelencia.

Aungque nho se conoce con precisién el mecanismo de accién de todos los
bencimidazoles, se ha encontrado que algunos pueden inhibir la fumarato
reductasa, la incorporaciéon de la glucosa, la sintesis de ATP y la descarga de
protones transmembrana.? Estudios recientes indican que el mecanismo de los
bencimidazo! carbamatos se debe principalmente a una accién antimitotica
selectiva, debido a la unidn preferencial de estos agentes a la tubulina de los
helmintos sobre la tubulina de las mamiferos.??° Se ha sugerido que para que
la molécula del bencimidazol carbamato ejerza su efecto sobre la tubulina, éste
debe tener un hidrégeno en la posicién 1. Los bencimidazoles que tienen un
hidrégeno en la posicion 1 pueden existir como mezcla de dos compuestos
debido al efecto tautomérico; esto es, la migracion del hidrégeno en 1 a la

posicién 3, segun la siguiente ecuaccion.
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A pesar de su uso generalizado, la eficacia de los bencimidazoles a nivel
sistémico se ve limitada por su pobre absorcion intestinal, debido principalmente
a gque son insolubles en agua y eén consecuencia alcanzan bajas
concentraciones en plasma y poca biodisponibilidad en tejidos. De los
bencimidazol carbamatos, el albendazol tiene una mejor absorcion a nivel
intestinal (aunque sdlo un 5% de la dosis ingerida se absorbe) y su tolerancia ha
permitido el empleo de este farmaco en tratamientos prolongados.?’ Se ha
sugerido que la accién antihelmintica del albendazol se debe principalmente a su
metabolito, el sulféxido del albendazol, el cual tiene mejor penetracién tisular que
el mismo albendazol.”

Por otro lado, se han sintetizado diferentes compuestos derivados del
bencimidazo! y han sido probados en el tratamiento de diferentes infecciones por
helmintos, entre ellas la trichinellosis.®™*® Sin embargo, {a aplicacién de algunos
de ellos, como el luxabendazol durante la fase muscular de T. spiralis, puede
ocasionar reacciones adversas graves debido a la muerte masiva de los

parasitos.>



22 Los bencimidazoles como agentes antiprotozoarios.

Hasta hace poco se consideraba que os bencimidazol carbamatos tenian
Gnicamente accion antihelmintica; sin embargo, recientemente se demostr6 que
el albendazo! y el mebendazol son muy efectivos in vitro contra protozoarios
como Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis, entre otros.***® Los ensayos
clinicos han mostrado que el albendazol es tan efectivo como el metronidazol en

el tratamiento de la giardiosis.®*!

2.3 Sintesis de bencimidazoles.

La maybria de los bencimidazol-2-carbamatos antiheiminticos (IV) se
prepara por condensacién de la 1,2-fenilendiamina adecuadamente sustituida en
fa posicion 4 (), con 1-metoxicarbonil o  1,3-di(metoxicarbonil)-S-
metilisotioureas en metanol, etanol o algun otro disolvente apropiado {Esquema
1).1728 Un método efectivo para preparar IV consiste en la ciclacién de Iil con
metoxicarbonilisotiocianato en presencia de diciclohexilcarbodiimida (DCC) en
acetonitrilo. Alternativamente, las 1,2-fenilendiaminas pueden ciclarse con
bromuro de cianégeno para formar los 2.aminobencimidazoles (V) con
sustituyentes en la posicion 5(6), que por acilacién con cloroformiato de metilo
dan IV. Los bencimidazoles con sustituyentes alquilo, arilo o heteroariio en C-2
(Vi) se obtienen por ciclacién de la 1,2-fenilendiamina con el aldehido o acido
correspondiente en acido polifosforico. Otra forma parte de la 2-nitroanilina (Il)
que se aroila con cloruros de acido para dar la N-(aroil)amino-2-nitroanilinas (V1)
las cuales por reduccion, seguido de ciclacién en medio acido de la amina
obtenida, dan los bencimidazoles (Vil) 2-aril sustituidos. También es posible
utilizar una anilina (I} como precursor; esto es, si se trata 1 con un arilnitrilo se
obtiene Ia amidina (VIIl a) la cual se halogena con hipoclorito de sodio o N-

clorosuccinimida para obtener el derivado N-clorado (VIIl b). La ciclacion de éste



en medio basico lleva a la formacion de Vil. El método mas simple para preparar
los derivados 2-metiltio (IX) consiste en tratar las 1,2-fenilendiaminas (lll) con
CS, en potasa etandlica, los 2-mercaptobencimidazoles obtenidos se someten
posteriormente a una metilacion con CHsl en medio basico y dan los 2-

metiltiobencimidazoles iX.

O~
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Esquema 1. Métodos sintéticos representativos para los bencimidazoles

sustituidos.” %



2.4 Sintesis de 1-metilbencimidazoles.

f

Existen diversos métodos para preparar los 1-metilbencimidazoles, el
método seleccionado para la sintesis de un compuesto en particular, depende

de los sustituyentes en el anillo bencimidazélico.

2.4.1 A partir de bencimidazoles.

La metilacion de los bencimidazoles que tienen un sustituyente en el anillo
bencenoide lleva a la obtencién de una mezcla de dos isémeros. Asi, cuando el
bencimidazol 5(6)-sustituido (X) se metlla se obtienen los isomeros Xl y Xll en
proporcion de 1:1 {(Esquema 2).%

CHj

R N CHsX I{I
0L @ @D o0
I'?l N

H
X X1 Xt

Esquema 2. Metilacién de bencimidazoles 5(6)-sustituidos.

Aun cuando el sustituyente en la posicién 5(6) del bencimidazol sea un
grupo electron atrayente fuerte, como el grupo nitro, éste no distingue entre uno
u otro de los nitrégenos aromaticos y como resultado se obtiene una mezcla de

isémeros, uno con el grupo nitro en 5y otro con el grupo nitro en 6.%



2.4.2 A partir de 2-nitroanilinas.

Dado que las mezclas Xl y Xll son dificiles de separar, se han desarrollado
métodos alternos complejos, que permiten la obtencion de cada isémero. Por
ejemplo, el 1,5-dimetilbencimidazol se preparé iniciando con la 2-nitro-4-toluidina
sometida a proteccion del grupo amino con cloruro de tosilo, N-metiiacién con
sulfato de dimetilo en medio basico, hidrdlisis de! grupo sulfamido con HSO4
concentrado, reduccién del grupo nitro v finalmente una ciclocondensacién con
acido formico.*

Estudios recientes realizados por Katritzki y cols. muestran la sintesis
selectiva de 1-metilbencimidazoles empleando el benzotriazol y formaldehido
como reactivos clave del proceso.45 Este ingenioso método se muestra en el
Esquema 3.

La benzotriazolilmetilacion® de la 4-metoxi-2-nitroanilina da un derivado
estable (XIll) que por reduccién de borohidruro de sodio en etanol, lleva a fa N-
metilanilina sustituida (XIV). La reduccién del grupo nitro en XIV con cloruro
estanoso conduce a la diamina (XVI), que inmediatamente se ciclocondensa con
acido férmico originando asi el isdmero 5-metoxi-1-metilbencimidazol (XV1D) con
un rendimiento global del 62 % en 4 pasos. Por ofro lado, cuando se proteje el
grupo amino de la 4-metoxi-2-nitroanilina con cloruro de bencensulfonilo, se
obtiene la suffonamida (XV). La reduccién del grupo nitro en XV con cloruro
estanoso da la amina (XVIH) que con-dos equivalentes de formaldehido y
benzotriazol conduce directamente al bencimidazol sustituido (XIX). La posterior
reduccién de XIX con borohidruro de sodio en dioxano a reflujo lleva al otro
isébmero (XX), el 6-metoxi-1-metilbencimidazol con un rendimientc global del 50

% en 4 pasos.
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Esquema 3. Ruta sintética para preparar selectivamente 1-Metilbencimidazoles.
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2.4.3 A partir de 2-cloronitrobencenos.

En este procedimiento se parte del 2-cloronitrobenceno (XXI) adecuadamente
sustituido (Esquema 4) y se somete a una reaccion de sustitucion nucleofilica
aromatica empleando metilamina en etanol.® El producto principal de reaccion, la N-
metil-2-nitroanilina (XXII), se somete a reduccion para dar N-metil-1,2-fenilendiamina
(XX, la cual no se aisla por su inestabilidad y se somete inmediatamente a la
reaccion de ciclocondensaciéon y conducir asi a la obtencién del 1-metilbencimidazol
sustituido (XXI1V).

12
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Ci NHCH,
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ﬁ >_R2 \C[NHCH;,

XXIV XXl

SiAes CSo/KOH, Rp =SH

Si A es BrCN, R2 = NH2

Si A es RpCOCH, Rz = Alguilo
SiAes ArCOOH, Rz = Arilo

Esquema 4. Obtencion de 1-Metilbencimidazoles a partir de 2-cloronitrobencenos.
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Iil. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Consideraciones generales.

Considerando la importancia de las enfermedades causadas por los helmintos
y protozoarios mencionados anteriormente, jos grupos de Farmacia de la Facuitad
de Quimica y la Unidad de Investigacion en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional, IMSS, se han
unido y han estructurado un proyecto amplio de investigacion denominado
“SINTESIS Y EVALUAGION BIOLOGICA DE NUEVOS BENCIMIDAZOLES”, con el
fin de contar con informacion basica sobre los requerimientos estructurales para la
actividad biolégica y el mecanismo de accién de los bencimidazoles sobre los
helmintos y protozoarios. Se pretende mejorar asi, tanto la biodisponibilidad como
la eficacia de los bencimidazoles y contribuir de este modo a la obtencién de
compuestos activos faciles de preparar en nuestro pais y econémicos, para su uso
en terapia humana y veterinaria.

En esta tesis se contribuye a la realizacion del proyecto anterior a través de la
sintesis y evaluacion biolbgica de los compueétos que se encuentran enlistados en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Estructura de los 1-Metilbencimidazoles disefiados.

Ry 3N
6 >2‘P\3
R H
CHs
Compuesto R4 R2 Rs

Serie A

1 H H CH.

2 H H NH:

3 H H SH

4 H H SCH;
Serie B

5 H Cl CHs

6 H Ci NH.

7 H Ci SH

8 H Cl SCH;
Serie C

9 Cl H CHa

10 Cl H NH;

11 Cl H SH

12 Cl H SCH;
Serie D

13 Cl Cl CHa

14 Cl Cl NH-

15 Cl Cl SH

16 Ci Cl SCH;
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Como se puede apreciar todos estos compuestos conservan el nucleo de
bencimidazol, sustituido en la posicién 1 por un grupo metilo (CHs). La posicidn 2
se sustituye con grupos isostéricos,” como son el -NH,, -CHs, -SH y —=SCH5; las
posiciones 5 y € pueden no estar sustituidas (compuestos 1-4, serie A),
monociorada en 5 (compuestos 5-8, serie B), monoclorada en 6 (compuéstos 9-12,
serie C) o diclorada en 5 y 6 (compuestos 13-16, serie D). La introduccion del grupo
metilo en la posicién 1 se consideré por los motivos siguientes:

a) para evitar el efecto tautomérico que sufre la molécula del bencimidazol, o

que permitiria tener los compuestos con estructuras bien definidas;

b) para conocer la importancia que tiene el hidrégeno en la posicién 1 en la

actividad antiprotozoaria; y

c) para disminuir la polaridad, incrementar la solubilidad y biodisponibilidad de

los compuestos.

El sustituyente en la posicién 2 se consideré por la posibilidad de formar
puentes de hidrégeno fuertes (-NHz), débiles (-SH, ~-SCH3) o hidrofébicos (-CHa). El
grupo —SCH; puede también sufrir oxidacion metabélica para dar el sulféxido (-SO-
), especie activa del albendazol y triciabendazol.

La sustitucion en las posiciones 5y 6, con el H o Cl, definiria los requerimientos

estereoelectronicos para la actividad biolégica.

16



3.2 Objetivos.

Considerando que los compuestos bencimidazoélicos se han usado
exitosamente como agentes antihelminticos y que recientemente se ha
demostrado que tienen actividad antiprotozoaria, los objetivos del presente

trabajo sorm:

1. Determinar el potencial antihelmintico y antiprotozoario de una
serie de derivados del 1-metilbencimidazol sustituidos en las
posiciones 2, 5, 6, y 5, 6 con grupos pequefos de diferente
polaridad, con la finalidad de establecer cuales son los
requerimientos estructurales necesarios para la accién bioldgica y
la potencia relativa a los bencimidazoles antihelminticos conocidos;
y asi, contribuir al desarrollo de nuevos agentes de utilidad

terapéutica.

2. Evaluar la toxicidad de los compuestos derivados del 1-
metilbencimidazol y de los bencimidazoles antihelminticos
conocidos, con el proposite de establecer si existe alguna
correlacién entre la toxicidad y la actividad antihelmintica y
antiprotozoaria, que pudiera ser de utilidad en la busqueda de

nuevos compuestos con actividad bioldgica.

3, Comparar, a través de estudios de microscopia electronica, el
efecto a nivel ultraestructural sobre Giardia lamblia y Trichinella
spiralis, causado por el derivado 1-metilbencimidazdlico mas activo
y el albendazol, para establecer los dafios causados y contribuir

asi al conocimiento sobre el mecanismo de accion de estos

agentes.
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3.3 Metas.

1. Sintetizar la serie de derivados del 1-metilbencimidazol por

métodos sencillos, a partir de materias primas accesibles.

2. Aislar, purificar y determinar las constantes fisicas mas importantes
(pf, Rf) y caracterizar los compuestos finales y sus intermediarios a
través de sus datos espectroscopicos (IR, RNM *H, RMN *°C) y

espectrométricos (EM).

3. Evaluar la toxicidad de los compuestos 1-metilbencimidazolicos

sintetizados sobre Arfemia salina.

4. Evaluar la actividad antiprotozoaria Y antihelmintica de los
compuestos 1-metilbencimidazolicos sintetizados sobre Giardia

lamblia y Trichinelfa spiralis respectivamente.
5. Realizar estudios de microscopia electronica de Giardia lamblia y

Trichinefla  spiralis  tratados con el compuesto  1-

metilbencimidazélico mas activo y albendazol.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

El trabajo realizado en esta tesis se flevé a cabo en dos partes. En la
primera, la parte quimica, se hizé la sintesis de los 1-Metilbencimidazoles
(1-16), asi como la de las 1,2-fenilendiaminas precursoras (21, 22, 31, 37 y 43).

En la segunda, la parte biologica, se hicieron las pruebas de toxicidad y de
actividad biolégica, asi como los estudios de microscopia electrénica.

A continuacion se describe el trabajo realizado en ambas partes.

4.1 Parte quimica.

La concentracién de las soluciones se realizé a presién reducida empleando
un evaporador rotatorio marca Biichi RE 111, con condensador enfriado con
hielo seco-acetona.

Los puntos de fusién (pf) se determinaron en un aparato marca Blchi Mod
539 y no se corrigieron.

Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotémetro
Perkin Elmer Mod. 337, en pastilla de bromuro de potasio (KBr), las sefales se
reportan en cm”.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN H), se
determinaron en un espectrémetro marca Varian modelo VXR-300 MHz, usando
tetrametilsitano (TMS) como referencia interna y CDCl; o C;DsSO como
disolvente. Los desplazamientos quimicos (5) se expresan en ppm, las sefnales
se representan como s=singulete, sa=singulete amplio, d=doblete, dd=doble de
dobles, t=triplete, c=cuarteto y m=multiplete; las constantes de acoplamiento (J)
se dan en Hertz (Hz). La resonancia magnética nuclear de carbono (RMN *C)

se determind en un espectrometro Varian VXR-300S.
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Los espectros de masas se determinaron por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) en un aparato JEOL-JMS-AXS0S-HA. La
simbologia empleada es M'=ién molecular, M+2, M+4=picos de isotopia,
PB=pico base (100%).

Los compuestos conocidos se identificaron por sus constantes fisicas y no
se caracterizaron espectroscépicamente.

Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron empleando un hidrogenador
marca Parr Modelo 3916EG con 60 Ib/pulg® y 250 cc como méxima capacidad,
utilizando hidrégeno de tanque de la casa INFRA y como catalizador Pd/Ca 5o
10% de ia casa Aldrich.

El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se
determind por cromatografia en capa fina (ccf) en placas de vidrio de 2.5 x 10
cm recubiertas con gel de silice GF-254 de la casa Merck. La visualizacion de
los compuestos organicos se realizd con una lampara de luz ultravioleta (UVP,
Inc. Mod. UVGL-25) y por exposicién a vapores de yodo. En la Tabla 3 se

muestran los sistemas de elucién empleados.

Tabla 3. Sistemas de elucion empleados en las cromatografias en

capa fina.
Sistema Disolvente Proporcién
i CeH14/CHCl/ACOEL 50:35:15
|| CHCls/MeOH 99:1 (10 mL + 2 gotas de
NH+OH conc.)
I CHCIl;/MeOH 80:20 (10mL + 2 gotas de

NH,OH conc.)
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Para mayor claridad sobre el trabajo realizado en la parte sintética,
primeramente se describe la preparacion de los 1-metilbencimidazoles 1-16 y
después la sintesis de las 1,2-fenilendiaminas precursoras. En ambos casos, la
informacién obtenida de estos estudios, se reporta en la parte de
RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1.1 Sintesis de los 1-Metilbencimidazoles (1-16).

La secuencia sintética que se siguid para preparar los 1-

metilbencimidazoles (1-16) se muestra en el Esquema 5.

4.1.1.4  1,2-Dimetilbencimidazol (1).
4.1.1.1.1 A partir de N-Metil-1,2-fenilendiamina (21).

En un matraz redondo de 100 mL con tres bocas 14/40, adaptado con
termoémetro, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo con
nitrégeno y un embudo de adicion, se colocaron 5 g (0.041 mol) de N-metil-1,2~
fenilendiamina (21) y con agitacién vigorosa se adicionaron 16 mL de anhidrido
acético y 16 mL de &cido acético. Terminada la adicion, la mezcla se calenté a
reflujo entre 70-75°C por 1.5 h. Al cabo de este tiempo, se dejé enfriar a 25°C y
la reaccion se vertio sobre agua-hielo. Se formé una pasta obscura la cual se
separ6 por filtracién al vacio y lavé con agua helada hasta pH neutro. El sélido
obscuro mostrd una mancha principal en la ccf. Se purificé por recristalizacién

de EtOH-H,0 con carbén activado obteniéndose 5 g de cristales blancos.
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ChHg
4,8,12,16
Ry=Rz=H en 1-4,21 Rq=H, Rz=Cl en 5-8, 31

Ry=Cl, Rz=H en 9-12, 37 R1=Rp=Cl en 13-16, 43.

a) Ac20, CHsCOOH; b) 1)BrCN, H20, A; 2) NaOH, H20; ¢) CSg, EtOH, KOH, H20. A
d) CHal, (CHg)2CO, KOH,H20; €) 2CHal, (CH2)2C0, 2KOH. H20.

Esquema 5. Secuencia sintética seguida para preparar los 1-metilbencimidazoles (1-16)
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4.11.1.2 A partir de 1,2-Fenilendiamina (22).
41.1.1.214 2-Metilbencimidazol (23).

En un matraz redondo de 500 mL con una sola boca 24/40, adaptado con
una trampa de Dean stark y sobre ésta un refrigerante en posicién de reflujo, se
mezclaron 54.07 g (0.5 mol) de 1,2-fenilendiamina (22), 20 mL de acido acético,
2 mL de HCI conc. y 50 mL de tolueno, y calentaron a reflujo en un bafio de
aceite. A las 4 h de reaccidn se drenaron 50 mL de H,O y 30 mL de tolueno, se
continué el calentamiento 2 h mas. La mezcla de reaccion fria se vertié sobre
200 g de agua-hielo y neutralizé con una solucién de NaOH al 40%. Se formd
un soélido rosa, el cual se separd por filtracién al vacio, lavé con agua helada
hasta pH neutro y dej6 secar al aire. El solido obtenido se recristalizé de H.O

con carbén activado obteniéndose 33.15 g de cristales blancos purcs.*

4.1.1.1.2.2 1,2-Dimetilbencimidazol (1).

En un matraz redondo de 500 mL con ires bocas 24/40, adaptado con
termémetro, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con Ny, ¥
un embudo de adicién, se disolvieron 32 g (0.2421 mol) de 2-metilbencimidazo!
(23) en 150 mL de acetona. A esta disolucion se le goted, lentamente a
temperatura ambiente, una solucién de 40.74 g (0.7261 mol, 3 egs) de KOH en
165 mL de H,O. La temperatura subié espontaneamente a 28 °C, y sin que
sobrepasara esta temperatura, se adicionaron gota a gota, 37.82 g (16.59 mi,
0.26 mol, 1.1 egs.) de CHsl. La reaccion se dejo en agitacion vigorosa por 20
min y luego se concentré en el rotavapor. Se obtuvo un sélido que se
recristalizé de H,O-EtOH con carbén activado. Se obtuvieron 28.9 g de cristales
blancos puros. Este producto resultd ser idéntico en Rf y pf al obtenido con

anterioridad.
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4.1.1.2 2-Amino-1-metilbencimidazol (2).
4.1.1.2.1 A partir de N-Metil-1,2-fenilendiamina (21).

En un matraz redondo de 100 mL con 3 bocas 14/20, adaptado con
termometro, septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo
con hitrégeno, se colocaron 5 g (0.0409 mol) de N-metil-1 2-fenilendiamina (21)
recién obtenida y 20 mL de agua caliente. La mezcla anterior se calentd a 50 °C
y se agregaron lentamente 4.34 g (0.041 mol, 1 eq) de BrCN, luego se calenté a
70 °C por 2.0 h. La mezcla de reaccion se dejé enfriar y vertié sobre 50 g de
hielo finamente picado. La solucion formada se neutralizdé con una solucién de
1.64 g (0.041 mol) de NaOH en 4.1 mL de H,O. Se formé un precipitado oscuro,
el cual se separé por filtracién al vacio, lavo con agua helada hasta pH neutro y
dejo secar al aire. El producto crudo se recristalizé de H,O-EtOH con carbon

activado, obteniéndose 4.19 g de producto puro.

4.1.1.2.2 A partir de 1,2-Fenilendiamina (22).
4.1.1.2.2.4 2-Aminobencimidazol (24).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termometro, septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un giobo
con N,, se colocaron 20 g (0.185 mol) de 1,2-fenilendiamina (22) en 123.0 mL
de agua caliente. La mezcla se calentd en bafio de agua entre 60-70 °C y a esta
temperatura se fue adicionando cuidadosamente 19.6 g (0.185 mol) de BrCN en
un lapso de 30 min. Terminada la adicion se continud el calentamiento entre 70-
80 °C por 1 hora. Al cabo de este tiempo se dej6 enfriar a 50 °C y adiciond una
solucién de 7.4 g (0.185 mol) de NaOH en 14.8 mL de agua. Se formé una masa
amarilla muy espesa, se enfrio hasta 18-20°C, el producto formado se separd

por filtracion al vacio y lavé con agua helada hasta pH neutro. El solido se
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recristalizé de H.O con carbén activado, obteniéndose 13.15 g de escamas
blancas.*”

4.1.4.2.2.2 2-Amino-1-metilbencimidazol (2).

En un matraz redondo de 500 mL con tres hocas 24/40 adaptado con
termémetro, embudo de adicidn y un refrigerante en posicioén de reflujo, y sobre
éste un globo con N; se mezclaron 105 g (0.0789 mol) del 2-
aminobencimidazol (24) en 150 mL de acetona. A esta mezcla se le adicions,
gota a gota y a temperatura ambiente, una solucién de 13.28 g (0.2367 mol, 3
eqs) de KOH en 54 mL de H,0. Al ir adicionando la potasa, se logré una buena
disolucién de la materia prima; finalmente, a 26-30 °C se adicionaron
lentamente 11.35 g (4.98 mL, 0.08 mol) de CHsl y se agité por 15 min mas. La
mezcla de reaccion se concentré en el rotavapor y se extrajo con acetato de
etilo {3 x 100 ml). La fase organica reunida se lavo con agua y secé con Na,SO,
anh., luego se concentrd a presion reducida obteniéndose un sélido amarillo. La
recristalizacién del producto crude de H,O-EtOH dio 10 g de cristales color

crema. Este producto resulté ser idéntico en Rf y pf al obtenido con anterioridad.

4.1.1.3 2-Mercapto-1-metilbencimidazol (3).

En un matraz de 100 mL con tres bocas 14/20, adaptado con septum,
termdmetro, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con
nitrdgeno, se disolvieron 7.6 g (0.0622 mol) de N-metil-1 ,2-fenilendiamina (21),
en 60 mL de etanol. Luego se adicionaron 7.12 g (5.62 mL, 0.0935 mol, 1.5 eqs)
de CS, y 3.74 g (0.0935 mol, 1.5 egs,) de NaOH en 4 mL de H.O. Terminada la

adicién, la mezcla se calenté a refiujo por 2 h en bafio de agua. Después se
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enfri6 a temperatura ambiente y agregaron 25 mL de AcOH al 20 % para
alcanzar un pH de 5-6. El enfriamiento se prolongd hasta la formacién de un
precipitado, el cual se separ6 por filtracién al vacio, lavé con agua helada y dej6
secar. De esta manera se obtuvo un sélido oscuro de olor desagradable, el cual
se recristalizé de EtOH-H.O (1:1) con carbdn activado. Se obtuvieron 5 g de

agujas blancas muy finas.

4.1.1.4 1-Metil-2-metiitiobencimidazol (4).
4.1.1.4.1 A partir de 2-Mercapto-1-metilbencimidazol (3).

En un matraz de 100 mL con fres bocas 14/20, adaptado con un septum,
termometro, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con
nitrégeno, se disolvieron 4.5 g (0.0274 mol) de 2-mercapto-1-metilbencimidazol
(3) en 30 mL de acetona. Con agitacién magnética, a temperatura ambiente, se
adicionaron lentamente 1.85 g (0.0329 mol, 1.2 egs) de KOH en 2 mL de H.0; la
temperatura subié espontdneamente a 30 °C y manteniéndola entre 25-30 °C se
agregaron 4.67 g (2.0 mL, 0.0329 mol, 1.2 eqs) de CHsl. Terminada la adicion la
mezcla se agitd por 20 min mas y al cabo de este tiempo, la reaccion se vertié
sobre hielo finamente picado, obteniéndose dos fases. El producto se extrajo
con AcOEt (3 x 25 mL), las fases orgénicas reunidas se lavaron con agua fria
hasta pH neutro, el extracto se secé con sulfato de magnesio anhidro y
concentrd en el rotavapor. Se obtuvieron 4 g de un liquido amarillo claro, que al
recristalizarlo de ciclohexano-éter de petréleo dio 2.94 g de un sdlido

blanquesino.
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4.1.1.4.2 A partir de 1,2-Fenilendiamina (22).
41.1.4.2.1 2-Mercaptobencimidazol (25).

En un matraz redondo de 1000 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termbémetro, septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo
con nitrogeno, se colocaron 32.4 g (0.2996 mol) de 1,2-fenilendiamina {22), 19 g
(0.3386 mol, 1.13 eqgs) de KOH en 10 mL de agua, 25 g (19.82 mL, 0.3296 mol,
1.1 eqs) de CS> y 300 mL de EtOH al 95 %. La mezcla se calentd a reflujo entre
70-80°C por 3 h. Después se llevé a 25°C y adicionaron 12 g de carbdn
activado con agitacién vigorosa, se calentd por 10 min mas. Finalmente se filtré
sobre celita y ésta se lavé con agua caliente tres veces. El filtrado se calentd
entre 60-70 °C, se adicionaron 250 mlL de agua tibia y continué con el
calentamiento 30 min. Luego, la reaccion se enfrid a temperatura ambiente y
con agitacion vigorosa se adicionaron 25 mL de AcOH en 50 ml de H,0. Al
adicionar el AcOH precipité un sdlido cristalino plateado, que se separd por
filtracién al vacio y lavé con agua helada hasta pH neutro. La alta pureza del

producto crudo permitié6 emplearlo como tal en la siguiente reaccién.

4.1.1.4.2.2 1-Metil-2-metiltiobencimidazol (4).

En un matraz redondo de 1000 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termémetro, septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo
con nitrégeno, se colocaron 28 g (0.1864 mol) del 2-mercaptobencimidazol (25)
crudo, 150 mk de acetona y 26.15 g (0.4660 mol, 1.2 egs) de KOH en 50 mL de
agua; la temperatura se elevé espontaneamente hasta 28-30 °C y entre ese
rango se adicionaron 66.15 g (29.01 mlL, 0.4660 mol, 2.5 egs) de CHal
Terminada la adicién se dejé en agitacién vigorosa 20 min a temperatura

ambiente. Pasado este tiempo la solucién se concentré6 en el rotavapor
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obteniéndose un liquido café claro, que se extrajo con acetato de etilo (3 x 75
mL). La fase organica se lavo con agua helada, secd con sulfato de magnesio
anhidro y concentré en el rotavapor. Se obtuvieron 32.9 g de un liquido con
ligero color ambar. Este aceite se destilé de bulbo a bulbo a 115-120 °C/0.3
mmHg dando 30.1 g de un sdlido blanquesino. Este producto se recristalizé de
ciclohexano-éter de petréleo y se obtuvieron 26 g de cristales blancos puros con

Rf idéntico al obtenido con anterioridad.

4.11.5 5-Cloro-1,2-dimetilbencimidazol (5).

En un matraz de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con termémetro,
septum y refrigerante en posicion de reflujo con un globo con nitrégeno, se
colocaron 10 g (0.0638 mol) de N-metil-4-cloro-1,2-fenilendiamina (31), 30 mL
de acido acético y 20 mL de anhidrido acético. La mezcla anterior se agitd
magnéticamente y calenté a reflujo por 90 min. Después se dej6 enfriar y vertié
sobre 300 g de hielo finamente picado, se llevé a pH 9 con una solucién de
NaOH al 50 % en frio. Se formé un precipitado beige, el cual se separé por
filtracion al vacio, lavd con agua helada hasta pH neutro y se dejé secar al aire.
El producto crudo se purificé por recristalizacion de benceno obteniéndose 8.2 g

de cristales biancos.”

41.1.6 2-Amino-5-cloro-1-metilbencimidazol (6).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termometro, septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo
con nitrégeno, se disolvieron 10 g (0.0838 mol) de 31 en 50 mi. de agua

caliente. La solucién se agitd y calenté en bafio de agua hasta 50-70 °C; luego,
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se adicioné lentamente 6.77 g (0.064 mol ) de BrCN. Al terminar la adicién, se
calentd entre 70-80 °C durante 1.5 h; posteriormente, se dejo enfriar a 50 °C y
filtré al vacio. El filtrado se neutralizé con una solucion diluida de NaOH vy el
producto café-rojizo gue se formd, se separd por filtracion al vacio, lavé con
agua helada y dejé secar al aire. El producto crudo se recristalizé de MeOH-H.0
con carbon activado, y dio 6.78 g de escamas blancas.

41.1.7 5-Cloro-2-mercapto-1-metilbencimidazol (7).

En un matraz de 125 mL con tres bocas 14/20, provisto de un termémetro,
septum, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo con nitrégeno,
se mezclaron 10 g (0.0638 mol) de 31, 50 mL de etanol absoluto y 9.72 g (7.67
mL, 0.128 mol, 2 eqs) de disuifuro de carbono. Con agitacién vigorosa se fue
adicionando lentamente una solucién de 5.10 g (0.1276 mol, 2 eqs) de NaCOH en
5 mL de H.O y después se calenté a reflujo por 2 h. Terminado este tiempo, se
llevd a temperatura ambiente y traté con acido acético hasta pH 5-6, se dejé
enfriar y filtrd al vacio. El filtrado se concentrd al rotavapor obteniéndose un
sélido grisaceo de olor muy desagradable. E! producto crudo se recristalizo de
EtOH dando 7.83 g de cristales blancos.

4.1.1.8 5-Cloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol (8).

En un matraz redondo de 125 mL con tres bocas 14/20, adaptado con
termometro, septum, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo
con nitrégeno, se disolvieron 8.0 g (0.0403 mol) de 5-cloro-2-mercapto-1-
metilbencimidazo! (7) en 50 mL de acetona y con agitacion magnética se

adicionaron lentamente 2.26 g (0.0403 mol, 1 eq) de KOH en 2.5 mL de agua, a
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una temperatura por debajo de 25-30 °C. Después, con ayuda de una jeringa,
se adicionaron gota a gota y a 25 °C, 5.72 g (2.51 mL, 0.0403 mol, 1 eq,) de
CHsl. Terminada la adicion se agité por 20 min mas, luego se vertié sobre 50 g
de hielo-agua. Se neutralizé con una solucién de HCI al 5 %, obteniéndose un
liquido aceitoso obscuro, el cual se extrajo tres veces con 15 mL de acetato de
etilo cada una. Las fases organicas se reunieron, javaron con agua helada y
secaron con sulfato de sodio anhidro. Luego se concentraron en el rotavapor. El
residuo, un solido de color beige, se purificd por recristalizacion de EtOH para
dar 7.53 g de producto puro.

4.1.1.9 6-Cloro-1,2-dimetilbencimidazol (9).

En un matraz de 100 mL con tres bocas 14/20, adaptado con termometro,
septum, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo con nitrégeno,
se colocaron 10 g (0.0638 mol) de N-metil-5-cloro-1,2-fenilendiamina (37), 15
mL de acido acetico glacia! y 13 mL de anhidrido acetico. La mezcla se agité
vigorosamente y calenté a reflujo por 90 min, luego se enfri6 a temperatura
ambiente y vertid sobre 300 g de hielo finamente picado. Después se neutraliz6
con una solucion de NaOH al 40 % y el producto formado se separd por
filtracién al vacio, lavd con agua helada y sec6 al vacio. El producto crudo se

purificé por recristalizacion de EtOH dando 8.97 g de cristales blancos.

4.1.1.10 2-Amino-6-cloro-1-metilbencimidazol (10).

En un matraz de 250 mL con tres bocas 24 140,adaptado con termémetro,
septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con nitrégeno,

se colocaron 10 g (0.0638 mol) de 37, los cuales se disolvieron en 25 mL de
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agua tibia. Luego se llev6 a 50-55 °C y agito durante la adicion lenta de 7.8 g
(0.0736 mol, 1.15 eqgs) de BrCN, después se llevé a 70-75 °C y mantuvo asi por
2 h. La reaccién.se dejo enfriar y neutralizé con solucién de NaOH al 50 %. Se
formé un precipitado oscuro que se separé por filtracién al vacio, lavd con agua
helada y secé al vacio. Se obtuvieron 8.5 g de un sélido obscuro, el cual se
purificd por recristalizacion de MeOH-HO con carbon activado obteniéndose
7.34 g de cristales color rosa pélido.

4.1.1.11 6-Cloro-2-mercapto-1-metilbencimidazol (11).

En un matraz de 125 mL con tres bocas 14/20, adaptado con termoémetro,
septum, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con nitrogeno,
se colocaron 6 g (0.0383 mol) de 37, 30 mL de etanol y 5.83 g (4.6 mL, 0.0766
mol, 2egs) de disulfuro de carbono. Con agitacién vigorosa se fue adicionando
lentamente, una solucién de 3 g (0.0766 mol, 2 egqs) de NaOH en 3 mL de HO y
la mezcla se calentd al reflujo por 2 h. Se formé una solucion café oscura, la
cual se dejo llegar a temperatura ambiente y trat6é con dcido acético hasta pH 5-
B, se dejo enfriar y filtrd al vacio. El filtrado se concentré en el rotavapor y el
residuo, un sélido café, de olor desagradable, se recristalizé de EtOH dando

4.23 g de un sdlido beige.

4.1.1.12 6-Cloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol (12).

En un matraz de 125 mL con tres bocas 14/20, adaptado con termémetro,
refrigerante en posicién de refiujo y sobre éste una trampa anhidra, se
disolvieron 4 g (0.0201 mol) de 6-cloro-2-mercapto-1 -metilbencimidazo! (11) en

25 mlL de acetona. La solucion agitada a 25-30 °C, se tratd gota a gota con 1.13
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g (0.0201 mol, 1 eq) de KOH en 1.5 mL de agua; luego lentamente y con ayuda
de una jeringa, se agregaron 2.85 g (1.25 mL, 0.0201 mol, 1 eq) de CHjsl.
Terminada la adicion se agité 20 min y finalmente se vertié sobre 50 g de hielo,
neutraiizé con HCI al 5 % y extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL). La fase
orgénica se lavé con agua fria, seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y el
filtrado se concentrd al rotavapor. El producto crudo se recristalizé de EtOH,

obteniéndose 2.97 g de un sélido crema.

4.1.1.13 5,6-Dicloro-1,2-dimetilbencimidazol (13).

En un matraz de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con termometro,
refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste un globo con nitrégeno, se
mezclaron 10 g (0.0523 mol) del N-metil-4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (43), 36
mL de AcOH y 20 mL de Ac,0. Después se calentd a refiujo en bafio de aceite
por 2 h, se dejé enfriar y se vertié sobre 200g de hielo finamente picado. Se
formé un escaso precipitado color bianco, el cual se separé por filtracion al
vacio, lavé con agua helada hasta pH neutro y dejé secar al aire. El filtrado se
neutralizé con una solucion de NaOH al 50 % formandose un precipitado rojizo,
el cual se separd por filtracién al vacio, lavé con agua helada y seco al vacio. El
sélido claro mostro ser una mancha en ccf con Rf de 0.65 y el solido rojizo
mostré dos manchas con Rf de 0.5 y 0.65 (sistema ). El solido rojizo se
recristalizé de EtOH obteniéndose 1.5 g de un producto con pf 215-217 °C y Rf
0.50 (sistema I). Por concentracion de las aguas madres se obtuvo un sélido
con Rf 0.65 (sistema I), el cual se recristalizé de EtOH-H,O dando 3.78 g de

cristales biancos.

32



4.1.1.14 2-Amino-5,6-dicloro-1-metilbencimidazol (14).

En un matraz redondo de 100 mlL con tres bocas 14/20, adaptado con
termometro, septum, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo
con nitrégeno, se suspendieron 12.5 g (0. 0654 mol) 43 en 40 mL de agua tibia.
La mezcla se calenté en Barfio Maria entre 80-70 °C y adicionaron lentamente,
con agitacion magnética, 7 g (0.0661 mol) de BrCN. Terminada la adicién se
continué el calentamiento entre 70-80 °C por 1.5 h. Al finalizar este tiempo la
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y después, en bafio de hielo, se
neutralizé con una solucidén de NaOH al 40 %. El enfriamiento se prolongé hasta
la formacién de un sélido que se separé por filtracién al vacio, tavd con agua
helada y secé al vacio. El producto crudo se purificd por recristalizacion de
MeOH con carbén activado, seguido de recristalizaciéon de EtOH-H:0, y dio 10.8

g de cristales beige.

4.1.1.15 5,6-Dicloro-2-mercapto-1-metilbencimidazol (15).

En un matraz redondo de 500 mL con tres bocas 24/40 acondicionado con
termémetro, septum, refrigerante en posicién de reflujo y sobre éste un globo
con nitrégeno, agitacién magnética y bafio de agua, se mezclaron 17.29 g
(0.0905 mol) de 43, 140 mL de EtOH, 29.86 mL de H,0, 7.62 g (0.1358 mol) de °
KOH y 10.33 g (8 mL, 0.1358 mol, 1.5 eqs) de CS:. La mezcla anterior se

calentd a 65 OC durante 2 h y luego se incorporaron 2 mL mas de CS; Se volvié
a calentar por una hora mas y dejo en reposo toda la noche (12 h). La masa
sélida formada se diluyé con 200 mL de H.0, agité mecanicamente durante 10
min y llevé a pH 5-6 con 4cido acético al 20 %. E! sélido café claro que se formé

se separd por filtracion al vacio, lavé con H,0 hasta pH neutro y dejé secar al
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aire. El producto crudo se recristalizd dos veces de EtOH-H,O con carbén

activado y luego de tolueno para dar 15.3 g de agujas blancas.

4.1.1.16 5,6-Dicloro-1-metil-2-metiltiobencimidazol (16).

En un matraz redondo de 100 mL con tres bocas 14/20, adaptado con
termémetro, septum, agitacion magnética, refrigerante en posicion de reflujo y
sobre éste un globo con nitrégeno, se disolvieron 6.0 g (0.0257 mol) de 5,6~
dicloro-2-mercapto-1-metilbencimidazol (15) en 30 mL de acetona. Con ayuda
de una jeringa se adicionaron 1.5 g (0.0267 mol, 1.04 egs) de KOH en 5 mL de
agua a 25 °C y con agitacién, gota a gota, 3.8 g (1.67 mL, 0.0267 mol, 1.04egs)
de CHsl disueltos en 10 mL de acetona. La mezcla de reaccion se agité 30 min
mas. Al cabo de este tiempo la reaccion se verti6 sobre 300 g de H.0,
formandose un precipitado blanquesino que se separé por filtracion al vacio y
lavo con agua helada repetidas veces. El producto crudo se recristalizé de EtOH

con carbén activado, dando 4 g de cristales blancos.
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4.1.2 Sintesis de las 1,2-Fenilendiaminas precursoras (21, 22, 31,
37, 43).

La secuencia sintética que se siguié para preparar las N-metil-1,2~
fenilendiaminas (21, 31, 37, 43), asi como la 1,2-fenilendiamina (22), se muestra

en el Esquema 6.

4.1.2.1 Sintesis de N-Metil-1,2-fenilendiamina (21).
4.1.2.1.1 2-Nitroacetanilida (18).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
embudo de adicién, termémetro, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste
una trampa anhidra, se colocaron 20 g (0.145 mol) de 2-nitroanilina (17) y con
agitacién magnética vigorosa, se adicionaron lentamente 17.759. (18 mL, 0.174
mol, 1.2 egs) de anhidrido acético y 0.5 mL de H.SO, conc. La mezcla se
calentd espontaneamente y dejé en agitacion 30 min, luego se vertié sobre 200
g de H,O-hielo. Se formé un sélido café obscuro, el cual se separd por filtracion
al vacio y lavé repetidas veces con agua helada hasta pH neutro. Se seco al
aire obteniéndose 26 g de un sélido café con tonalidades verde-amarillo.”**
Esta reaccidén se repitid varias veces y se obtuvieron los mismos resultados.

Una muestra se recristalizé de EtOH.
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NH, NO; NO;
— QU
NH; NH; NHCOCHz
22 17

18

o —— -
Ry NHCH; R NHCH, Ry NCOCHs
CHa
19, 29, 35, 41

Tc
Ra Rs RZQNOZ
O X
Ri NH, R4 NHCOCH; R NHCOCHs;

28, 34, 40

21, 31, 37, 43 20, 30, 36, 42

26, 32, 38 27, 33, 39

R{=Rz=H en 19-21; R1=H, R2=Cl en 26-31
R4=Cl, Ro=H en 32-37; R1=Rz=Cl en 38-43

a) Ac20; b) HNO3 fumfAc20 0 HNOa/H2804; ©) 1) (CH3)2804, 2) NaOH/H20; d) H2804, A;
e) Ha, PdiC o SnCi2.2H20, 4.

Esquema 6. Secuencia sintética seguida para preparar las N-Metil-1,2-fenilendiaminas
precursoras (21, 31, 37, 43) y la 1,2-fenilendiamina (22).
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4.1.2.1.2 N-Metil-2-nitroacetanilida (19).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termémetro, embudo de adicién, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste
un globo con nitrégeno, se colocaron 90g (0.5 mol) de 2-nitroacetanilida (18)
cruda y con agitacién magnética vigorosa se adicionaron 189.98 g (142.25 mL,
1.5 mol, 3.0 eqs) de suifato de dimetilo. La mezcla se calent hasta la disolucion
de la materia prima y a 33-35°C se goted lentamente una solucién de NaCH al
40 % (64 g, 1.6 mol, 3.2 eqs). La agitacion se continué por 20 min mas a la
misma temperatura y finalmente se vertié sobre 200 g de hielo-H,0. Se obtuvo
un liquido café obscuro, el cual se transfirié a un embudo de separacién y se
extrajo con acetato de etilo (3 x 75 mL). La fase organica reunida se lavd con
agua fria, secoé con sulfato de sodio anhidro, filtrd y concentrd al rotavapor. El
aceite obtenido (90 g) mostro alta pureza por ccf, no se purificé mas vy

enseguida se someti6 al proceso de hidrdlisis.

4.1.2.1.3 N-Metil-2-nitroanilina (20).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
termoémetro, un refrigerante en posicion de reflujo, atmésfera de nitrégeno y
septum, se colocaron 82 g (0.422 mol) de la N-metil-2-nitroacetanilida (19)
cruda, 40 mL de acido suiftrico concentrado y 30 mL de agua. La mezcla de
reaccién se calenté a reflujo 12 h, se dejé enfriar y se vertié sobre 200 g de
hielo finamente picado, se neutralizé con una soluciéon de ‘NaOH al 50%. El
solido formado se separé por filtracion al vacio y lavé con agua fria. El producto

crudo se purifico por recristalizacion de EtOH dando 33.4 g de agujas rojizas.>*
85
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4.1.2.1.4 N-Metil-1,2-fenilendiamina (21).

En una botella para hidrogenacion de 500 mL se colocaron 15 g (0.0986
mol) de 20, 1.5 g de Paladio/Carbono al 5% y 250 mL de etanol. La mezcla
anterior se adapté a un hidrogenador y favé tres veces con hidrégeno, luego se
hidrogené a temperatura ambiente durante 37 min, consumiéndose 115 Ib/pulg?
de H,. Al finalizar la reaccién, se separd el catalizador por filtracién al vacio
empleando un embudo de vidrio poroso, y el filtrado se concentrd en el
rotavapor. Se obtuvieron 10.85 g de un liquido viscoso café obscuro. En ccf
mostré dos manchas, una principal con Rf de 0.28 (sistema [). El producto como
tal se utilizé inmediatamente para las reacciones siguientes de sintesis de los 1-

metilbencimidazoles sin sustituyentes en el anillo bencénico.

4.1.2.2 Sintesis de N-Metil-4-cloro-1,2-fenilendiamina (31).
4.1.2.2.1 4-Cloroacetanilida (27).

En un matraz redondo de 500 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
agitacién magnética, termémetro, condensador en posicion de reflujo y sobre
éste una trampa anhidra, y un embudo de adicion, se colocaron 207 g (1.6226
mol) de 4-cioroanilina (26) pulverizada y gotearon 231.91 g (214.34 mi, 2.2717
mol, 1.4 eqs) de anhidrido acético. La adicion se hizé de tal forma que la
temperatura de la reaccion no sobrepasara los 80 °C. Posteriormente, la mezcla
de. reaccién se dejé liegar a 40°C y vertid sobre 500 g de H.O-hielo. Se formé
un precipitado blanco, el cual se separé por filtracién al vacio, lavé con agua
hasta pH neutro y dejo secar al aire. Se obtuvieron 273.34 g de un sélido
cristalino blanco, esencialmente puro por ccf, el cual se utilizé crudo para la
siguiente reaccién de nitracién. Una muestra se purificé por recristalizacion de

4cido acético acuoso.”*
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4.1.2.2.2 A4-Cloro-2-nitroacetanilida (28).

En un vaso de precipitados de 4 L, adaptado con agitacién mecanica y bano
de hielo-sal, se colocaron 700 mL de HNO; conc. y enfriaron a0 °C. Enseguida
se gotearon 700 mL de HzS0, conc. previamente enfriados a 5 °C. La adicién se
hizd de tal forma que la temperatura no subiera de 20 °C. Después se enfrio a 0
°C y adicionaron, poco a poco, 262.87 g (1.5498 mol) de 4-cloroacetanilida (27)
recien preparada y pulverizada, manteniendo la temperatura entre Oy5°C. Se
agitd 10 min mas y se cambi6 el bafio de hielo por uno de agua a 20 °C, se
agité hasta que la temperatura de reaccion llegdé a 15-20 °C (1 h). Se vertid
sobre 10 Kg de hielo-H20, y se form6 un precipitado amarilio abundante. Se
agité por 30 min y filtré por succién, el filtrado se neutralizé con NaOH vy
deseché. Ei residuo se lavé con agua repetidas veces hasta pH neutro y dejo
secar al aire. Se obtuvieron 329.67 g de un sélido amarilio, una sola mancha por
cef. Este producto crudo se empled como tal para la siguiente reaccion de N-

metilacion. Una muestra se purificd por recristalizacion de EtOH.*

4.1.2.2.3 N-Metil-4-cloro-2-nitroacetanilida (29).

En un matraz de 1000 mL, con tres bocas 24/40, equipado con termémetro,
agitacion mecanica, embudo de adicidny bafio de agua, se suspendieron 99.6 g
(0.4641 mol) de 4-cloro-2-nitroacetanilida (28) en 175.64 mL (234.14 g, 1.8563
mol, 4 eqs) de sulfato de dimetilo, se agitd vigorosamente y calento a 30 °C.
Entonces se goteo, lentamente, una solucion de 74.25 g (1.8563 mol, 4 eqs) de
NaOH en 75 mL de agua. La adicion se hizé de tal forma que la temperatura
oscilara entre 32 y 35 °C. Al término de la adicion, se agitd 30 min mas vy
comprobé la desaparicion de la materia prima por ccf; después, la mezcla de

reaccion se vertio sobre 500 g de hielo-H,0O con agitacion. Se agito 10 min y el

39



sélido anaranjado que precipité se separé por filtracion con vacio, lavo con agua
varias veces y dejo secar al aire. Se obtuvieron 104 g de un sélido anaranjado,
una mancha en ccf. Este séfido se sometid a la reaccién de hidrdlisis. Una

muestra se recristalizé de EtOH-H.0

4.1.2.2.4 N-Metil-4-cloro-2-nitroanilina (30).

En un vaso de precipitados de 1000 mL, adaptado con agitacion magnética
y termémetro, se suspendieron 84 g (0.3674 mol) de 29 en 200 mL de H.SO,
conc., con agitacién moderada. Una vez que se incorpor6 todo el sblido se
calenté a 80-95 °C durante 30 min y después se dejo enfriar a 50 °C. El
contenido del vaso se vertié cuidadosamente sobre 1 Kg de hielo-Hz0 y agité
hasta la precipitacién total de un sélido anaranjado-rojizo, el cual se separd por
filtracién con succion. El residuo se lavé con agua hasta pH neutro, después se
dej6 secar sobre una plancha tibia hasta peso constante. Se obtuvieron 65.48 g
de un solido anaranjado,” el cual se recristalizé de EtOH-H,0 para dar 47.47 g

y 3.93 g de las aguas madres concentradas.

4.1.2.2.5 N-Metil-4-cloro-1,2-fenilendiamina (31).

En un reactor de 500 mL se colocaron 50 g (0.027 mol) de N-metil-4-cloro-2-
nitroanilina (30), 2.5 g de Pd/C al 10% y 300 mL de etano! absoluto. El reactor
se adapté al hidrogenador y se llené con H, hasta 60 Ib/pulg®. La reaccién se
llevé a cabo en 3 h, consumiéndose 1950 ib/pulg?® de H,. Al terminar la reaccion
se separd el catalizador por filtracién al vacio, y el filtrado se concentrd en el
rotavapor. Se obtuvieron 37.7 g de un liquido viscoso obscuro; en ccf mostro
dos manchas con Rf de 0.425 y 0.55 (Sistema | 10 miL, mas dos gotas de
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NH,OH). Este producto se utilizé como tal en las siguientes reacciones de

sintesis para obtener los 1-metilbencimidazoles monoclorados en la posicién 5.

41.2.3 Sintesis de N-Metil-5-cloro-1,2-fenilendiamina (37).
4.1.2.3.1 3-Cloroacetanilida (33).

En un matraz de 100 mL con tres bocas 14/20, adaptado con termdmetro,
embudo de presiones iguaiadas, refrigerante en posicion de reflujo y sobre éste
una trampa anhidrida, se colocaron 100g (82.92 ml, 0.7838 mol} de 3-
cloroanilina (32) y se fueron adicionando, lentamente, con agitacion magética,
79.58 mL (0.8402 mol, 1.1 eq) de anhidrido acético, cuidando de no llegar a la
ebullicion. La temperatura subié espontaneamente a 80 °C y se continué [a
agitacién hasta llegar a la temperatura ambiente. Se comprobo la total
acetilacion de la materia prima por ccf observandose un solo producto y
después se incorporé esta mezcla a la reaccién de nitracion siguiente. Esta
reaccion se realizd varias veces; en una de ellas se aisldé el producto y

recristalizé de CHsCOOH-H,0, obteniéndose agujas blancas.®

4.1.2.3.2 5-Cloro-2-nitroacetanilida (34).

En un matraz de 3 L con fres bocas 24/40, adaptado con termémetro,
embudo de adicién y agitacion mecdnica, se colocaron 481 mL (6.8 mol, 6 eqs)
de anhidrido acético y enfriaron a 0°C por medio de un bafio de isopropanol-
hielo seco. A esta temperatura se adicionaron, lentamente y con agitacion, 238
mL (2.35 mol, 3 egs) de Acido nitrico fumante previamente enfriados a 0°C. La
mezcla nitrante anterior se mantuvo entre -10 a 0 °C y se le goted, en un lapso

de 1 h, la solucién de la 3-cloroacetanilida (33) de la reaccidn anterior.
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Terminada la adicién se continud la reaccion en las mismas condiciones por 3 h
mas. Finalmente, se filtré en frio obteniéndose un sdlido de color amarilio. El
filtrado se vertid sobre hielo formandose un precipitado de color amarillo oscuro,
el cual se separd por filtracion al vacio y lavé con agua helada. Los sélidos
obtenidos mostraron ser un mismo producto por ccf, se reunieron en un vaso de
precipitados y extrajeron con benceno (3 x 100 mL), con agitacion durante 15
min y filtracién. Los extractos se reunieron y concentraron al rotavapor dejando
129.5 g de un soiido amarillo claro.®®® El producto crudo se purificd por

recristalizacion de EtOH.

4.1.2.3.3 N-Metil-5-cloro-2-nitroacetanilida (35).

En un matraz de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con termémetro,
embudo de adicién con tampa anhidra y un septum, se mezclaron 50 g (0.232
mol) de 5-cloro-2-nitroacetanilida (34) con 87.77 mL (117 g, 0928. mol, 4 eqs)
de sulfato de dimetilo. La mezcla se calentd a 35 °C y con agitacion vigorosa se
agregd, gota a gota, una solucién de 37.12 g (0.928 mol, 4 eqgs) de hidroxido de
sodio en 62 mL de H,O. Terminada la adicién se continué ta reaccién 30 min
més: después la mezcla se extrajo en tres ocaciones con 50 mL de benceno
cada una. Se drend la fase acuosa y la fase bencénica se lavd con agua fria (3
x 50 mL), luego se seco con sulfato de sodio anhidro y llevé a sequedad en el
rotavapor. Se obtuvieron 48.8 g de un sélido amarillo, los cuales se purificaron

por recristalizacién de EtOH.
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4.1.2.3.4 N-Metil-5-cloro-2-nitroanilina (36).

En un vaso de precipitados de 500 mL se colocaron 100 mL de H.SO, conc.
y enfriaron con un bafo de hielo agua hasta 5°C. El acido frio se agitd
magnéticamente y se le incorporaron 45 g (0.186 moles) de 35, Terminada la
adicion se calentd a 100 °C por 20 min, dej6 enfriar y vertié sobre 300 g de hielo
picado. Se formé un sélido anaranjado, el cual se separd por filtracion al vacio,
lavé con agua helada hasta pH neutro, y dejé secar al aire. Se obtuvieron 34 g
de un producto crudo que en ccf mostré ser una sota mancha. El producto se

recristalizo de EtOH dando agujas amarillas.>*

4.1.2.3.5 N-Metil-5-cloro-1,2-fenilendiamina (37)

En un reactor de hidrogenacién de 500 mL se colocaron 50 g (0.268 mol) de
36, 2.5 g de Pd/C al 10% y 250 mL de etanol absoluto. Eil reactor se adapto al
hidrogenador y se inyecté el H.. La reacciéon se llevé a cabo en 3.25 h
consumiéndose 2,522 Ib/pulg® de H.. Al terminar la reaccion se separd el
catalizador por filtracién al vacio, empleando un embudo de vidrio poroso y el
filtrado se concentré en el rotavapor. Se obtuvieron 35.6 g de un liquido cafée
oscuro que en ccf mostré dos manchas. Este producto de inmediato se empled
en las reacciones siguientes para obtener los 1-metilbencimidazoles

monociorados en la posicién &.
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4.1.2.4 Sintesis de N-Metil-4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (43).
4.1.2.4.1 3,A-Dicloroacetanilida (39).

En un matraz redondo de 500 mbL con tres bocas 24/40, adaptado con
termémetro, embudo de adicion de presiones igualadas, refrigerante en posicion
de reflujo y sobre éste una trampa anhidra, se colocaron 100 g ( 0.617 mol) de
3,4-dicloroanilina (38), previamente pulverizados y secos, a los cuales se les

goted, lentamente y con agitacién vigorosa, 102 ml. (110.36 g, 1.08 mol, 1.75

eq.) de anhidrido acético cuidando de que la temperatura no pasara de 90 ©C.
Terminada la adicién se dejé en agitacién a la misma temperatura por 20 min
mas y finalmente se vertio sobre agua helada con agitacién constante. Se formé
un precipitado de color blanco, el cual se separd por filtracion al vacio, lavd
repetidas veces con agua fria hasta pH neutro y secé al aire. Se obtuvo un
solido blanco con rendimientos cuantitativos. Por ccf mostré ser un Unico

producto. Este solido se recristalizé de EtOH dando un cristales blancos.™

4.1.2.4.2 45-Dicloro-2-nitroacetanilida (40).

En un matraz redondo de 1 L con tres bocas 24/40, provisto con agitacion
mecanica, termdémetro y embudo de adicién, se colocaron 80 mL de acido nitrico
fumante y enfriaron a 0°C en un bafio de isopropanol-hielo seco; enseguida se
fueron adicionando, lentamente y con agitacion vigorosa, 40 g (0.196 mol) de 39
entre -5 a 0 °C. La adicion terminé en 30 min y se dej6 en agitacién por 3h a0
°C. Después se vertio sobre 300 g de agua-hielo formandose un producto
amarillo, el cual se separ6 por filtracion al vacio, lavo con agua helada hasta pH
neutro, y dejé secar al aire. Se obtuvieron 39.06 g de un sélido amarillo que en
cef mostré tres manchas, una principal de Rf 0.65 (Sistema |, mas dos gotas de

NH,4OM). Se recristalizé de MeOH-H.0 obteniéndose cristales amarillos.”
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4.1.2.4.3 N-Metil-4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (41).

En un matraz redondo de 250 mL con tres bocas 24/40, adaptado con
refrigerante en posicion de reflujo, termémetro y un embudo de adicion, se
colocaron 30 g (0.1204 mol) de 40 y 37.98 g (28.49 mL, 0.3011 mol, 2.5 eqs) de
sulfato de dimetilo. La mezcta anterior se calenté a 30 °C por medio de un bafio
de agua, se formo una solucién que se agitd vigorosamente mientras se goted
una solucion de 14.45 g (0.3612 mol, 3 egs) de NaOH en 15 mL de H,0. La
adicién fue lenta, de tal forma que la temperatura de reaccion oscilara entre 30 y
35 °C. Terminada la adicion se agité 15 min mas y vertié sobre hielo-H,0 con
agitacion vigorosa. Se formo un precipitado amarillo, el cual se separd por
filtracion al vacio y lavo con agua helada hasta pH neutro. Se obtuvieron 31.39
g de un sélido amarillo, el cual se recristalizo de EtOH obteniéndose cristales

amarillos.

4.1.2.4.4 N-Metil-4,5-dicloro-2-nitroanilina (42).-

En un matraz redondo de 250 mL con dos bocas 24/40, adaptado con
termémetro y refrigerante en posicién de reflujo, se enfriaron 80 mL de H,S0O,
por medio de un bafio de hielo-agua. Cuando la temperatura llegd a 0-5 °C se
fueron adicionando, con agitacién vigorosa, 20 g (0.076 mol) de 41;
posteriormente, se calentd, hasta 90-100 oC y se mantuvo asi por 20 min. La
reaccion se dejé enfriar a 50 °C y verti6 sobre 200 g de hielo. Se formé un
precipitado anaranjado, el cual se separd por filtracién al vacio, lavé con agua
helada hasta pH neutro, y dejé secar al aire. Se obtuvieron 16.69 g de un sélido
amarillo-naranja, que en ccf mostré una mancha con Rf de 0.58 (Sistema ). El

producto se recristalizé de EtOH originando agujas anaranjadas.®
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4.1.2.4.5 N-Metil-4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (43).

En una botella de hidrogenacié'n de 500 mL se suspendieron 10.7 g
(0.0484 mol) de N-metil-4,5-dicloro-2-nitroanilina (42) y 0.8 g de Pd/C al 5% en
200 mL de etanol absoluto. La suspension se sometié a hidrogenacion hasta
que se consumieron 240 ib/pulg® de hidrégeno en un lapso de 27 min. Se tomd
una muestra de la solucion tibia, amarillo-verdosa, y analizd por ccf
encontrandose la formacién de un solo producto y la total desaparicidén de la
materia prima. Enseguida, se separdé el catalizador por filtracion al vacio
empleando un embudo de vidrio poroso, y el filtrado se concentré a presion
reducida. Se obtuvieron 9.24 g de un sélido rojo oscuro el cual mostré ser un
solo compuesto por ccf (Rf 0.43, Sistema ). Esta reaccién con idénticas
cantidades se repitié varias veces obteniéndose los mismos resultados. Para la
obtencion de los 1-metilbencimidazoles diclorados en 5 y 6, se empled el

producto crudo o la solucién etantlica recién obtenida.

4.1.2.5 1,2-Fenilendiamina (22).

En un reactor de hidrogenacién de 500 mL se colocaron 30 g (0.217 mol)
de 2-nitroanitina (17), 3 g de Pd/C al 5% y 250 mL de etanol absoluto. La
mezcla se hidrogen6 a temperatura ambiente durante 2 h, consumiéndose 1,500
Ibs/pulg? de Hy. Al terminar se separd el catalizador por filtracién al vacio,
empleando un embudo de vidrio poroso, el filtrado se concentrd en el rotavapor,
obteniéndose 20.4 g de un sblido café claro gue al paso del tiempo se fue
obscureciendo. Esta reaccion se repitié varias veces y en todas la ccf mostro
una mancha intensa con un Rf 0.52 (Sistema Il 10 mL, mas dos gotas de

NH4OH), idéntico al de una muestra comercial. Este producto se empleé como

tal para las reacciones siguientes.
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4.2 Parte biologica.

4.2.1 Evaluacién del potencial citotéxico de ios bencimidazoles
sintetizados (1-16), mediante pruebas de toxicidad.

4.2.4.1 Para el crustaceo Artemia salina.

Se prepard una solucién original de cada uno de los derivados del 1-
metilbencimidazol obtenidos, disclviendo 20 mg de la muestra de prueba en 2
mL del disolvente (1.6 mL de EtOH méas 0.4 mL de HCOOH). De esta solucién
se transfirieron 5, 50 y 500 plL a viales de manera independiente y por triplicado.
Se dej6 evaporar el disolvente a sequedad y posteriormente se afor6 cada vial
con 5 mbL de solucion salina artificial, obteniéndose asi concentraciones de 10,
100 y 1000 pg/mL, respectivamente.” Después de incubar los huevecillos de
Artemia salina en solucién salina a 25 °C, durante 48 horas, se transfirieron 10
larvas a cada uno de los viales conteniendo las muestras de prueba.
Transcurridas 24 horas, se registré el nimero de organismos sobrevivientes.
Los resultados se procesaron mediante un analisis Probit® para calcular la

concentracion letal media (Clso).”

4.2.1.2 Para el custaceo de agua dulce Macrobrachium tenellum
(Smith, 1871). %%

Los crustaceos se recolectaron en el Estado de Guerrero, Méx. y se
transportaron en agua de su medio natural al Instituto del Mar y Limnologia
donde se realiz6 el ensayo.

Los camarones se depositaron en una pecera con medio natural y medio

salino artificial, se mantuvieron a 25 °C con aereacién moderada. De esta
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manera los camarones se adaptan y sobreviven. Al momento de ser utilizados
los derivados 1-metilbencimidazélicos se pesaron por friplicado en viales
pequefios en las siguientes cantidades, 5, 50y 500 mg.

Se colocaron 10 crustaceos previamente adaptados a cada frasco de 500
mL, uno por cada concentracion y por triplicado.

Se aforaron los frascos con medio salino artificial y se mantuvieron con
aereacion a una temperatura de 25 °C por 24 horas, para su adaptacion al
medio de prueba.

Después se adiciond la muestra previamente disuelta en 1 mL de EtOH.

Se continué con la aereacién y temperatura a 25°C.

Transcurridas 24 horas, se registro el nimero de organismos
sobrevivientes.

Al mismo tiempo se trabajé un control de toxicidad negativa (testigo) para

observar el 100% de sobrevivencia.

~

4.2.1.3 Para la larva J2 de Meloidogyne incognita in vitro.

Las raices de los tomates (Lycopresicum esculentum L.) fueron infectados
por el nematodo Meloidogyne incognita. Las larvas del segundo estadio (J2)
fueron colectadas de una masa de huevecillos, los cuales estuvieron
incrustados en la raiz del tomate. Los huevos se colocaron en cajas de Petri con
agua y se incubaron a 25 °C durante 48 hrs.®

Se colocaron 3 mL de agua, disolvente (MeOH) o una cantidad conocida del
compuesto a probar (50, 100 y 200 ppm) disueltos en MeOH usando cajas de
Petri de 35 x 15 mm. Estas cajas se incubaron con 10 larvas J2 Meloidogyne
incognita y mantuvieron a 25 °C durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo se

determinan las velocidades de inmobilizacion.
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4.2.2 Evaluacién del potencial antiprotozoario de los derivados

del 1-metilbencimidazol.

4,2.21 Parasitos.

Se empled la cepa de Giardia lamblia IMSS:098¢:1, la que se mantuvo en
condiciones axénicas en medio TYI-S-33 modificado, suplementado con suero
de ternera descomplementado al 10%.% Los parasitos se cultivaron dos veces

por semana,

4.2.2.2 Pruebas de susceptibilidad in vitro para Giardia lamblia.

Se empied el método de subcultivos previamente estandarizados.® Asi, se
incubaron 5 x 10* trofozoitos/ml por 48 h a 37 °C, en tubos con concentraciones
crecientes de los diferentes 1-metilbencimidazoles, ademas del albendazol y del
metronidazol que sirvieron como compuestos de referencia. Como control
negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de farmacos. Después de la
incubacién se inocularon 50 uL de los trofozoitos tratados, en medio fresco, ya
sin la adicién de los compuestos y se incubaron por otras 48 h. El numero final
de trofozoitos se determiné en una camara cuentaglébulos. Se calculd el
porcentaje de inhibicion de crecimiento en comparacion con el control y
posteriormente mediante analisis Probit ® se calculd la Cls que correspondié a
ta concentracién que inhibié al 50 % el crecimiento de los trofozoitos. Los

experimentos se efectuaron por triplicado y se repitieron en tres ocaciones.
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4.2.3 Evaluacién del potencial antihelmintico de los derivados

del 1-metilbencimidazol.

4.2.3.1 Parasitos.

Se empled una cepa de Trichinella spiralis que fue aislada de cerdo por el
Dr. Martinez-Maraiién del Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencias
Epidemioiégicas (INDRE). Con el objeto de mantener el ciclo de vida de este
parasito, ratas de la cepa Sprague-Dawley de 2 a 3 meses de edad fueron
infectadas con 3000 larvas musculares resuspendidas en Bacto agar al 0.02%.

La infeccion se realizé por via intragastrica con canula y jeringa.

4.2.3.2 Obtencién de los organismos adultos de Trichinella

spiralis.

Los parasitos adultos se obtuvieron siguiendo lo recomendado por Dennis y
cols.”’ Ratas de la cepa Sprague-Dawley se infectaron con 3000 larvas
musculares de T. spiralis y fueron sacrificadas a los 3 dias. Se obtuvieron ios
intestinos, se abrieron longitudinalmente y se colocaron en un aparato de
Bearman con amortiguador de fosfatos salino pH 7.3 (PBS). Los adultos
recuperados se lavaron 2 veces con PBS y posteriormente se incubaron a 37 °C
por 12 h en RPMI 1640 adicionado con 500 U/mL de penicilina, 500 pg/mb de
estreptomicina y 1.25 pg/mlL de amfotericina B. Los organismos se
resuspendieron en Bacto agar al 0.02% para contar el nimero de parasitos

adultos disponibles para los ensayos in vitro.
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4.2.3.3 Ensayos in vitro (MTT/PMS) para evualar el efecto de
los derivados de! 1-metilbencimidazol sobre el adulto
de T. spiralis.

Los organismos adultos (fase intestinal) se obtuvieron como se indicd
previamente y se colocaron 100 parasitos en cajas de cultivo de 24 pozos
(Nunclon) en medio RPMI 1640 al cual se adicionaron 1 pg/mL y 10 ug/mL de
los diferentes farmacos. Los parasitos se incubaron durante 3 dias a 37 °C en

atmésfera de CO, al 5%, con cambio diario de medio mas compuesto. Como

control positivo se incluyeron parésitos en presencia de albendazol a las
mismas concentraciones y como control negativo, parasitos incubados sélo con
los disolventes utilizados. Después de la incubacion se determind la viabilidad
de los parasitos mediante un método colorimétrico basado en la reduccion de la
sal de tetrazolio (MTT) a formazan de acuerdo a lo descrito por Towson y cols.®
con algunas modificaciones. % Asi, los parasitos cultivados con los diferentes
compuestos se transfirierén a tubos de microcentrifuga de 2 ml y se
centrifugaron a 2,500 rpm por 2 min. Posteriormente se realizé un lavado con
PBS y se anadi6 1 mL de una solucién de MTT al 0.75%, 50 ulL de una solucién
de metosulfato de fenazina al 5% (PMS) como catalizador y 100 nui de
dimetilsulféxido (DMSO). Los tubos se incubaron a 37 °C durante 50 min, con

agitacion constante. Después de la incubacion se realizd otro lavado con PBS y

se agregaron 500 pl de DMSO, los parasitos se resuspendieron y se dejarona -

temperatura ambiente por 1 h. Al finalizar este tiempo los tubos se centrifugaron
y se transfirié el sobrenadante a placas de ELISA, las cuales se leyeron a 482
nm. Se calculd el porcentaje de reduccion de la densidad 6ptica en comparacion
con el control negativo y de acuerdo a esto se calculé el porcentaje de
reduccién de la viabilidad. Se realizaron tres experimentos por duplicado cada

uno de ellos.
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4.2.3.4 Obtencién de las larvas musculares de T. spiralis.

Las larvas musculares se obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Dennis y
cols. & Ratas de la cepa Sprague-Dawley se infectaron con 3000 larvas
musculares de T. spiralis. A los 28 dias postinfeccion, los animales fueron
sacrificados y el muasculo esquelético fue macerado y digerido artificialmente
con una solucién de pepsina-HC! al 1% durante 3 h a 37 °C con agitacién
constante. Posteriormente la solucién se pasé por un tamiz, dejando que las
larvas se sedimentaran por 15 min. Las larvas asi obtenidas se lavaron con PBS
hasta que no quedaran restos de carne y se incubaron por 12 h a 37 °C con
medio RPMI 1640 al cual se le adicionaron 500 U/mL de penicilina, 500 pg/mL
de estreptomicina y 1.25 ng/mL de amfotericina B, Una vez realizado lo anterior,
las larvas se lavaron con PBS y se resuspendieron con Bacto agar al 0.02%

para contar el nimero de larvas.

4.2.3.5 Ensayos in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto de los
derivados del 1-metilbencimidazo! sobre la larva

muscular de T. spiralis.

Las larvas musculares de T. spirafis se obtuvieron de acuerdo a lo descrito
anteriormente. Se colocaron 1000 larvas por pozo, en cajas de cultivo de 24
pozos (Nunclon), en medio RPMI 1640 conteniendo el compuesto a evaluar a
una concentracién de 1 mg/mbL y 10 mg/mL. Los parasitos se incubaron por tres

dias a 37 °C en atmésfera de CO, al 5%, con cambio diario de medio mas

compuesto. Como control positivo se incluyeron parasitos en presencia de
albendazol, y como control negativo se incluyeron larvas musculares sin
tratamiento. Después de la incubacion, se determiné la viabilidad de las larvas

musculares mediante el método de MTT/PMS descrito previamente. 68,69
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4.2.4 Estudios de microscopia electrénica.

Para evaluar las alteraciones ultraestructurales, los trofozoitos de G.
lamblia y las llarvas de T. spiralis, tanto los expuestos a los diferentes
compuestos como los controles, se procesaron de acuerdo a lo descrito por

Chévez y cols.”®
4.2.4.1 Microscopia electrénica de barrido.

Los trofozoitos de G. famblia y las larvas de T. spiralis se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2
durante 1 h. Después de deshidratar las muestras con soluciones de

concentraciones crecientes de etanol, se secaron a punto critico con CO5 y se

matalizaron con oro en un aparato Jeol de bombardeo iénico. La observacién se

realizé en un microscopio electronico de barrido Jeoi 35 C.
4.2.4.2 Microscopia electronica de transmision.

Los frofozoitos de G. lamblia se fijaron en glutaraldehido al 2.5% y se
postfijaron en tetrdxido de osmio al 1% en amortiguador de cacodilato de sodio. -
Las muestras se deshidrataron en soluciones con concentraciones crecientes
de etanol, en éxido de propileno y se infiltraron en una mezcla 1:1 de 6xido de
propileno y Epon 812 durante 18 h. Posteriormente, las mezclas se incluyeron
en Epon 812. La polimerizacion de la resina epdxica se realizo a 60 °C durante
24 h y se hicieron cortes a 60 nm de espesor. Los cortes se colectaron en una
rejilla de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Para
la observacién de las diferentes muestras se utilizé un microscopio electrénico

de transmisién Jeol 100 SX.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Parte quimica.

Las constantes fisicas y rendimientos obtenidos para los compuestos
1-16 se muestran en la Tabla 4; para los precursores bencimidazolicos 23-25, en
la Tabla 5; y para los intermediarios, en la Tabla 6. Los datos espectroscopicos
para los compuestos nuevos, y algunos conocidos que son relevantes para la
discusion, se muestran en la Tabla 7 y en la Tabla 8.

A continuacion se presenta una discusion sobre la parte sintética, seguida
de la elucidacion estructural.

5.1.1 Sintesis de los 1-metilbencimidazoles (1-16).

La preparacién de los compuestos 1-4 se realizé por dos rutas sintéticas
diferentes (Esquema 5), ambas conocidas.

En una de ellas se partié de la N-metil-1,2-fenilendiamina (21) cruda,
recien obtenida, la cual llevd al compuesto 1, 2 o0 3, con acido acético por
reaccion de Phillips,” con bromuro de cianégeno,” o con disulfuro de carbono
%0 respectivamente. La S-metilacién de 3 dio el compuesto 4%

Aunque en esta parte se obtuvieron los compuestos 1-3 en un sélo paso,
el producto crudo, en cada caso, estuvo impurificado con sustancias coloreadas
que al eliminarlas bajaron el rendiminento sustancialmente. Estos resultados
podrian deberse a que |a materia prima (21) no se purifico antes de la reaccion,
o bien, a la naturaleza misma de cada reaccion de ciclacién, misma que se ve
reflejada en la obtencién de los andlogos desmetilados 23-25, reportada con

bajos rendimientos 7' %%

La ofra manera de sintetizar 1-4 consistié en preparar el bencimidazol 2
sustituido (23-25), por reaccion de la 1,2-fenitendiamina (22) y acido acético, n
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bromuro de cianégeno,’? o disulfuro de carbono™ respectivamente. La ventaja
en esta parte fue contar con una meteria prima (22) que se puede adquirir
comercialmente y por ende, de aita pureza. Considerando ahora la simetria de
los compuestos 23-25, la monometilacion en 23, 24 y la metilacion doble para
25, llevé a un sélo producto, el esperado 1-4, segtin se aprecia en el Esquema 7
de reaccién.

fors
| e Sha

CHa

N (1,2.4)
@ R

N

I

H

(23-25)
R=CH; en 23,1; NHz en 24, 2; SH en 25 SCH; en 4,

Esquema 7. Metilécién de los precursores bencimidazélicos 23-25.

Los productos obtenidos (1-4) por este camino fueron practicamente
puros, cristales blancos, faciles de recristalizar y con mejores rendimientos que
por el otro camino. Cuando se partio de la 1,2-fenilendiamina (22) cruda, recien
obtenida por reduccion catalitica de la 2-nitroanilina (17), los rendimientos y

pureza de 1-4 también fueron mejores que por el primer método.
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Para preparar los compuestos 5-8, serie B; 8-12, serie C y 1316, serie D,
se siguid un sdlo procedimiento, el ya descrito en primer término para 1-4, serie
A

En el caso de la serie B o C fue necesario contar con la N-metil-1,2-
fenilendiamina adecuadamente sustituida (31 o 37) para tener el sustituyente
cloro en la posicién 5 o 6 respectivamente. Esto se aprecia en el esquema 8 de

C NH, C! N
0
" )

Ha (5-8) CH;

reaccion.

(37) (9-12)
R=CH; en 5,9; NH. en 6, 10; SHen 7, 11; SCHaen 8, 12,

(a) AcO, CHsCOOH para 5y 9; BrCN para 6y 40;CS;para7y 11
seguido de CH;l para 8 y 12.

Esquema 8. Método seguido para la obtencién de los 1-

metilbencimidazoles 5-12.

Al igual que en la serie A, los compuestos 8-12 se obtuvieron en un sélo

paso, y se logré la purificacion de estos por recristalizacién con carbdn activado,
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lo que lievd a bajos rendimientos en la mayoria de los casos. Por lo extenso del
trabajo sintético, no se hizé un estudio profundo para la optimizacion de los
procesos. Por otro lado, no se estudié el otro procedimiento que emplearia 4-
cloro-1,2-fenilendiamina como materia prima, ya que los intermediarios
hencimidazolicos sufren el fendmeno de tautomeria y al metilarios dan una
mezcla de isdmeros,® como puede apreciarse en el Esquema 9.

)
Cl N Cl N
Tautémeros U \O:
>—R >—R
I?l N
H

l CHaVKOH
CHs,
lsb
meros CI N C| '!“
>—R —

. R

N N

CHs

Esquema 9. Tautomeria e isomeria de bencimidazoles.™

La uitima serie de compuestos, la serie D, también se preparé por
ciclacion de la N-metil-4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (43) con acido acético,
bromurc de cianégeno o disulfuro de carbono. Se obtuvieron los compuestos 13-

16 con las mismas dificultades ya explicadas anteriormente.
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Aunque para esta serie también es factible la sintesis de 13-16 por
metilacion de los correspondientes bencimidazoles intermediarios, el estudio no
se realizé por lo extenso del mismo; sin embargo, éste se sigue estudiando por
el grupo de trabajo.

Los compuestos preparados 1-16 son sélidos cristalinos, que se pudieron
obtener de color blanco por recristalizacién de EtOH-H20 con carbén activado
en la mayoria de los casos. La polaridad relativa mostrada en ccf (sistema i)
segun el tipo de sustituyente en la posicion 2 (Tabla 4) fue la siguiente:

2-NH, {2, 6, 10, 14) > 2-CHs (1, 5, 9, 13) > 2-8H (3, 7, 11, 15) > 2-SCHs3
(4, 8, 12, 16), estos resultados son logicos, debido a la facilidad del grupo NH>
de interactuar con la gel de silice mediante la formacion de puentes de
hidrégeno, por ser un grupo altamente polar. EI grupo metilo disminuye la
polaridad de los 2-metiltios, debido a que imposibilita la formacion de puentes de
hidrégeno.

Con relacion a los puntos de fusion relativos, los compuestos sin
sustituyente (1-4) y los diclorados {13-16) muestran una relacion equiparable, en
cuanto al incremento del punto de fusién y éste es el siguiente: 2-NHz > 2-SH >
2-CHs > 2-SCHa. Este resultado es razonable, ya que una molécula, entre mayor
sea la posibilidad para formar puentes de hidrégeno, mayor sera su punto de
fusién. Los compuestos monosustituidos, clorado en 5 (5-8) y clorado en 6 (9-12)
muestran el siguiente comportamiento: 2-SH > 2-NH: > 2-SCH3; > 2-CHs
Nuevamente obsrvamos que el grupo metilo disminuye el punto de fusion de los

compuestos, debido a la incapacidad de formar puentes de hidrégeno.

60



51.2 Sintesis de las 1.2-Fenilendiaminas precursoras (21, 22,
31, 37 43).

Para preparar las N-metil-1,2-fenilendiaminas precursoras se realizaron
dos estudios. En uno de ellos se partié de! 2-cloronitrobenceno adecuadamente
sustituido y se sometié a una reaccion de sustitucidén nucleofilica aromética con
metilamina al 30% en solucién acuosa y etanol como disolvente (Esquema 10).
Este proceso es el que se describe en la literatura para la preparacion de este

tipo de compuestos.® 49,51,54,56

RZ NOZ R2 NOZ
° CHaNH
m Hzcal. Et20H,A j@: + Varios prodyctos
Ry Cl R NHCH; secundarios

R1=R2=H; R1=RZ=C|; R1=H, R2=C|.

Esquema 10. Reaccién de sustitucion nucleofilica aromatica estudiada.

Si bien se obtiene el producto esperado, también se obtienen productos
secundarios de reaccién que dificultan la purificacién y bajan los rendimientos
considerablemente.” Este proceso se considerd impractico para nuestros fines
y no se continud estudiando.

En otro estudio se introdujo el metilo en la posicion adecuada, mediente la
metilacion con sulfato de dimetilo, de las 2-nitroacetanilidas convenientemente
sustituidas (18, 28, 34, 40). Para este estudio se partid de las anilinas
comerciales 17, 26, 32 y 38, las que se acetilaron faciimente con anhidrido
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acético y una cantidad catalitica de H2S0a. Los rendimientos y pureza de los
productos obtenidos fueron altos, por lo que los productos crudos (27, 33 y 39)
se utilizaron para la reaccién de nitracién. Sin embargo, en cada caso se
recristalizé una pequefa cantidad y se le determind el punto de fusién el cual fue
coincidente con el reportado en la literarura (Tabla 6). La nitracién de la 4-
cloroacetanilida (27) con H>SO4/HNOs; segun técnica reportada por Fitton y
Smally 560 ||levd a la 4-cloro-2-nitroacetanilida (28) en un 99 % de rendimiento,
con alta pureza y punto de fusién semejante al reportado.®® De igual forma se
nitré la 3,4-dicloroacetanilida (39), pero en este caso junto al producto esperado
4, 5-dicloro-2-nitroacetanilida (40) se obtuvo un producto secundario en un 17 %
que correspondit ala 3,4-dicloro-2-nitroacetanilida (40b) la cual se pudo eliminar
por recristalizacion de la mezcla cruda de reaccién de metanol. El producto
principal de esta reaccién (40), tuvo un punto de fusién concordante con el
reportado.® Para a nitracién de la 3-cloroacetanilida se empleé una mezcla de
anhidrido acético y HNOs fumante. De esta manera se favorece la nitracién en la
posicién 2 sobre la 4, obteniéndose resultados semejantes a los reportados.>
La separacion de la 5-cloro-2-nitroacetanilida {34), producto principal, de la 3-
cloro-4-nitroacetanilida, producto secundario, se logré por extraccion con
benceno del primero y posterior recristalizacién de etanol. Su punto de fusion
también fue semejante al reportado.%a'En el caso de la 2-nitroacetanilida (18),
no se realizé la reaccion de nitracién, ya que se partio de la 2-nitroanilina, la cual
se acetilé con anhidrido acético y cantidades cataliticas de H>S0.. Sin dicha
catalisis, esta reaccion no procedio, aun empleando cloruro de acetilo y calor.
Partiendo de las 2-nitroacetanilidas adecuadamente sustituidas (18, 28,
34, 40), (Esquema 6) se logrd la N-metilacién de cada una de ellas con altos
rendimientos, obteniénedose productos de reaccién practicamente puros. En
esta parte se empledé un exceso de sulfato de dimetilo, el cual sirvid de
disolvente a la vez. Controlando la temperatura entre 30-35 °C se logré la N-
metilacion y evitd la hidrélisis de la acetanilida, ambas reacciones facilitadas por

el grupo nitro en posicion orto, segln se aprecia en el Esquema 11.
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’ 2) NaCHH20, 30-35°C
Ri §000H3 Ry NCOCHs

H CHs
18, 28, 34, 40 19, 29, 35, 41

R1=R2=H en 18, 19; R1=H, R2=C| en 28, 29;
Ry=Cl, R=H en 34, 35, R;=Rx=Cl en 40, 41;

Esquema 11. Reaccién de N-metilacion de las 2-nitroacetanilidas.®

Por un lado el grupo nitro incrementa la acidez, facilitando la formacion
del N-anién, estabilizado doblemente por resonancia hacia el grupo nitro y hacia
el carbonilo; por otro lado, incrementa el caracter electrofilico del carbonilo al
deslocalizar el par de electrones del nitrégeno hacia el grupo nitro, lo cual lleva a
un ataque de la base al carbonilo con la subsecuente hidrélisis de la acetanilida.
El contro! de la reaccién de N-metilacion se logré manteniendo la temperatura
entre 30-35°C. En aigunos casos en que la temperatura paso de 40-45 °C, la
reaccion se disparo hasta la ebullicién y se obtuvieron mezclas de reaccién con
varios productos. Los productos de N-metilacién (19, 29, 35, 41) no han sido
descritos con anterioridad en la literatura, en esta tesis se reportan sus
propiedades fisicas Y espectroscopicas por primera vez. Tanto las 2-
nitroacetanilidas precursoras {18, 28, 34, 40) como los productos de hidrolisis
(20, 30, 36, 42) son compuestos conocidos, algunos de elios se pueden adquirir
comercialmente a precios elevados. Por uitimo se describe Ia hidrdlisis de las N-
metil-2-nitroacetanilidas, la cual se llevd a cabo con H>SO4 conc. y calor,
obteniéndose los compuestos 20, 30, 36 y 46 con excelentes rendimientos. La

purificacién de la mayoria de estos compuestos, se realiz6 por recristalizacion de
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EtOH (Tabla 8). Estos productos se redujeron por hidrogenacion catalitica con
Pd/C y empleando etanol como disolvente y de esta manera se obtuvieron las N-
metil-1,2-fenilendiaminas cocorrespondientes (21, 31, 37) como liquidos
viscosos color café oscuro que en la en ccf mostraron dos manchas y los
compuestos 22 y 43 se obtuvieron como sélidos que con el tiempo se fueron
oscureciendo y en ccf mostraron una séla mancha. Es importante mencionar que
las N-metit-1,2-fenilendiaminas (21, 31, 37, 43) son compuestos novedosos.
Debido a su alta inestabilidadlas 1,2-fenilendiaminas se emplearon como tal en
las reacciones siguientes para obtener los 1-metilbencimidazoles

correspondientes.

5.1.3 FElucidacion estructural de los compuestos 1-16.

De los derivados del 1-metilbencimidazol sintetizados en la presente
investigacion (1-16), Unicamente en 5-cloro-1,2-dimetilbencimidazol (5) es
conocido, aunque sintetizado por una ruta diferente® y los compuestos restantes
son novedosos.

La evaluacién estructural de 1-16 se ralizo mediante la aplicaciéon de
métodos espectroscopicos y espectrométricos. El andlisis detallado de la
informacién proporcionada por los espectros de RMN, IR, EM (Tabla 7), permitio
comprobar que las estructuras de los compuestos 1-16 corrsponden a los
disefiados y sintetizados en este trabajo (Tabia 2).

Los espectros de IR (Espectros 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45,
49, 53, 57 y 61), mostraron las pandas caracteristicas para el nlcleo del
bencimidazol (~ 1550, 1490, 1321 cm™).” Para el caso de los compuestos 2, 6,
10 y 14 se observaron también dos bandas del alargamiento del enlace N-H,

caracteristicas de las aminas primarias (-NHz) entre 3460-3374 y 3280-3306 cm™.

65



Con relacion a los 2-mercapto-1-metilbencimidazoles (3, 7, 11 y 15) se observa
un hombro pequefo correspondiente al enface S-H a 2930-2700 cm™.

las sefiales se observan en los espectos de RMN 'H y RMN 3c
(Espectros 22-3, 8-7, 10-11, 14-15, 18-19, 22-23, 26-27, 30-31, 34-35, 38-39, 42-
43, 46-47, 50-51, 54-55, 58-59 y 62-63), de la siguiente manera:

a) Las absorciones del grupo metilo unido al nitrégeno de la posicion 1,
aparecen en 5H 3.475-3.810y 5C 25.318-30.864.

b) Las sefales para los metilos unidos al carbono de la posicién 2 de los
compuestos 1, 5, 9 y 13 aparecen en 5H 2.6-3.406 y 6C 9.23-13.757.

c) Las sefales amplias intercambiables con D0, indican la presencia de
dos protones del grupo —NH> que aparecen en $H 6.0-6.676 (compuestos 2, 6,
10y 14).

d) El intercambio de un protén con D20 correspondiente al S-H (3, 7, 1y
15), se indica por las sefiales que aparecen en SH 11.718-12.86.

e) Las absorciones del grupo metiltio (-SCHa) de los compuestos 4, 8,12
y 16 aparecen en 5H 2.784-2.828 y 5C 14.476-14.679.

La féormula molecular (FM) de los compuestos se establecid por
espectrometria de masas (EM) de aita resolucién en su modalidad FAB® (Tabla
4) concordantes con m/z para [M+H]". La férmula permite calcular 8 grados de
insaturacion, 4 de los cuales corresponden al anillo bencénico y los 2 restantes
se deben al anillo imidazdlico.

En el analisis de espectros de masas (Espectros 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60 y 64), el ibn molecular [M*] correspondid al peso
molecular del compuesto y que en la mayoria de los casos, también es el pico
base (PB). La pérdida de los fragmentos [CHal’, [CHaNCI"y [HCN]™
correspondientes a [M-15]", [M-41]" y [M-27]" son de abundancia considerable y

fragmentaciones tipicas de los 1—met’illaencimidazoles.74
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5.1.4 Elucidacién estructural de las N-metil-2-nitroacetanilidas
(29, 35, #1).

El analisis de los espectros de IR (Espectros 65, 69 y 73),
correspondientes a los compuestos 29, 35 y 41 respectivamente; nos indican
sefales en 3036, 3098 y 3093.45, caracteristicas de enlaces = (C=C); en estos
espectros se observa la inexistencia de la sefial tipica de alargamiento N-H
confirmando la metilacion de ta acetanilida correspondiente: Se aprecia también,
la sefial de 1660-1676.03 caracteristica del carbonilo de amida terciaria. Para los
compuestos 29 y 35 se corrobora la trisustitucion respectiva (1, 2, 4) y (1, 2, 5)
por las sefales a 878-900 cm™ comprobables por los sobretonos en la regidn
entre 1600 a 2000 cm™. Con relacién al compuesto 41, se aprecia la
tetrasustitucion 1, 2, 4, 5 det anillo aromatico por las sefiales en 840-900 cm’y
los sobretonos en fa regién 1600 a 2000 cm™ del espectro correspondiente.

Las sefales de RMN (Espectros 668-67, 70-71 y 74-75) muestran sefales
duplicadas para cada uno de los 8H y &C (Tabla, 8). Este hecho puede
explicarse, a que ta molécula pierda libertad de giro a través de los enlaces del N
de la acetanilida y se ancle, generando asi, sefiales duplicadas correspondientes
a cada uno de los isémeros.

La formula molecular (FM) se determind por espectrometria de masas
(EM) de alta resclucién en su modalidad FAB* con sefiales de m/&z

correspondientes a [M+1] " y en donde el ion molecular es el pico base (PB).
(Tabla 8).
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51.5 Elucidacién estructural del producto secundario 40h.

Durante la sintesis de 40 se obtuvo un subproducio de nitracion
corespondiente al 3,4-dicloro-2-nitroacetanilida (40b), el cual se aislé de las
aguas madres de recristalizacion de 40, obteniéndose un sélido blanguesino con
pf coincidente con el repor’u—s\do60 para dicho isémero, ademas el analisis de su
espectro de IR (Espectro 77), mostré sefiales a 3223.4 cm™ correspondiente al
alargamiento del enlace N-H de amina secundaria; la sefial 1662.44 cm™ del
grupo carbonilo de amida secundaria y a 760-860 cm’, los sobretonos
caracteristicos de una tetrasustitucion 1, 2, 3, 4 del anillo bencénico, confirmada
por las sefiales a 1800-2000 cm™. La espectroscopia de RMN H (Espectro 78)
permitié corroborar su estructura, mostrando sefales en 8H 2.208 (s, 3H, CHs-
C); 7.585 (d, J=9Hz, 1H, He); 7.931 (sa, intercambia con D-0, 1H, NH) y 8.115
(d, J=9Hz, 1H, Hs).

5.2 Parte bioldgica.

Toxicidad para Artemia salina de los 1-metilbencimidazoles. Todos
los 1-metilbencimidazoles sintetizados en este trabajo se sometieron a
evaluacién contra el crustaceo Artemia salina. L.os resultados de estas pruebas
se muestran en la Tabla 9. En este ensayo se utilizaron bencimidazoles
comerciales, como compuestos antinelminticos de referencia, estos fueron el
triclabendazo!, albendazol y mebendazol; siendo el triclabendazol el mas téxico
de los tres. También se aprecia claramente que los compuestos 2, 13 y 16

presentaron la mayor actividad toxica en relacion al resto de los 1-
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metilbencimidazoles, e inclusive fueron mas toxicos que los de referencia.
Debido a que el triclabendazol es el inico compuesto de referencia que guarda
cierta semejanza estructural con cuatro de los compuestos 1-
metilbencimidazélicos (4, 8, 12 y 16), pues posee un grupo metiltio (~SCH3) en la
posicion 2. Se compar6é su efectividad entre ellos observandose la relacion
sigiente: 16 >triclabendazol>8>12>4. Estos resultados nos permiten visualizar
que probablemente para este tipo de ensayo la presencia del metilo en la
posicién 1 no disminuye la toxicidad de los 1-metilbencimidazoles.

Tabla 9. Toxicidad para Artemia salina de los 1-metilbencimidazol
sintetizados (1-16).

Compuesto  CL50 (ppm)- Compuesto  CL50 (ppm).

1 62.4600 11 >1000

2 0.2590 12 9.2700
3 2.4000 13 0.1909
4 10.3700 14 10.3700
5 7.6540 15 11.4900
6 75.2400 16 0.1308
7 83.2200 Triclabendazol  0.5332
8 0.7470 Albendazol 2.4000
9 32.5100 Mebendazol 34.1900
10 148.9300
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Toxicidad para Microbrachium tenellum (Smith, 1871) de

los 1-Metilbencimidazoles Los resultados de la toxicidaad de los
compuestos 8, 12 y 16 sobre &l camarén de agua dulce, se registran en la Tabla
10. Donde el compuesto 16 también result6 ser el mas activo de |os compuestos
probados en este ensayo e inclusive resulté ser mas téxico que el triclabendazol
y albendazol, bencimidazoles comerciales empleados como referencia para este
ensayo. La actividad entre los 1-metilbencimidazoles fue la siguiente: 1 6>8>12.

Tabla 10. Toxicidad para los camarones de agua dulce Macrobrachium
temellum (Smith, 1871) de los 1-metilbencimidazoles.

Compuesto CLso (ppm)
8 0.2567
12 2.1000
16 0.0169
Albendazol 0.1385
Triclabendazol 0.1000
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Toxicidad para la larva J2 Meloidogyne incognita (in vitro).

Se evalud el efecto nematicida de los compuestos 8, 12 y 16 sobre la larva J2 M.
incognita (nematodo que infecta al tomate), los resultados se muestran en la
Tabla 11. Como se puede apreciar por los datos de % de sobrevivencia, que el
gradio de toxicidaad es 16>8>12 y los % de recuperacion a las 24 h demuestran
que el grado de toxicidad es en el siguiente orden 8>12~16. Con estos
resultados podemos inferir una actividad nematostética a 12 y 16 y una actividad
nematicida al compuesto 8.

Tabla 11. Efecto de algunos 1-metilbencimidazoles sobre la sobrevivencia

de la larva J-2 de Meloidogyne incognita in vitro.

Compuesto  Concentracién % de % de recobro
(ppm) sobrevivencia (24 horas)
Control 95.0+5.77 -
50 1545.77 15
8 100 7.5+9.57
200 00400
Control 95.045.77 -
50 17.5+8.0 80
12 100 12.3+9.57 60
200 7.5+9.57 40
Control 8048.16 -
50 0.0 80
16 100 0.0 50
200 0.0 50
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Efecto antiprotozorio para Giardia lamblia de los 1-
metilbencimidazoles. Se realizaron pruebas de susceptibilidad in vifro del
protozoario G. famblia a 13 de los 1-metilbencimidazoles sintetizados en este
trabajo. Los resultados se muestran en la Tabla 12, donde se puede apreciar
que ia mayoria de los compuestos son realmente efectivos contra el trofozoito
de! parasito, especialmente los compuestos 9y 10, clorados en la posicidén 6. Es
importante mencionar que la efectividaad de dichos compuestos fue superior a la
del albendazol y a la mostrada por el metronidazol, farmaco de eleccion para el
tratamiento de la giardiosis. Los compuestos clorados en la posicidn 5 (5-8),
también son efectivos contra el parasito e incluso mejor que el metronidazol,
exceptuando al compuesto 7 que no presento efecto marcado sobre el parasito.
Los compuestos 13-16 (diclorados en posicién 5 y 6) presentaron actividad
superior gue el metronidazol. Estos resultados parecen indicar que los
sustituyentes en posicién 2 no influyen de manera relevante sobre el efecto
antiprotozoario; preferentemente la presencia del cloro en posicién 5 0 6 es de

mayor importancia sobre la actividad biolégica.
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Tabla 12. Toxicidad para el protozoario Giardia lamblia de los 1-

metilbencimidazoles.

Compuesto Clso
Metronidazol. 0.21
Mebendazol 0.06
Albendazol 0.01
1 0.56

2 0.15

5 0.18

6 0.09

7 413

8 0.14

9 0.001

10 0.002
12 0.1

13 0.15

14 0.19

15 0.09

16 0.15

Clgg=Concentracién Inhibitoria media en pg/ml.

Evaluacion de la actividad antihelmintica de los 1-

metilbencimidazoles sobre Trichinella spiralis. En esta evaluacion se
utilizé dnicamente el albendazol como control, mostrando una reduccion de la
viabilidad del parasito adulto a concentraciones de 1pg/mL en un 28 % pero al

aumentar la concentracion a 10 pg/imL la actividad aumentd a un 31 %; en
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cuanto a la actividaad sobre la larva muscular (LM), fue semejante a 1 y
10 ug/mL (22 y 23 % respectivamente).

En relacion a los 1-metilbencimidazoles evaluados, observamos que sélo
el compuesto 1 (sin sustituyente eb 5y 6 y un grupo —CHjs en la posicicon 2)
presentd actividad contra la fase extraintestinai del parasito a las
concentraciones probadas, sin embargo, este compuesto también fue efectivo
contra el organismo adulto, y al igual que el abendazol, el compuesto 1 al
aumentar la concentracibn a 10ug/ml, la efectividad aumentd
considerablemente de 6 a 51 %.

De la serie de los compuestos clorados en la posicién 5 (Serie B), los
compuestos 7 (-SH en posicién 2) y 8 (-SCHa en posicion 2), fueron efectivos
contra el adulto aconcentraciones de 1 ug/mL; sin embargo, a concentraciones
de 10pg/mL, Unicamente 7 mejord ligeramente su efectividad en un 28%.
Aunque la viabilidad de la larva muscular , sélo se vio afectada por 8, esta
efectividad disminuy6 al aumentar la concentracién a 10 ug/mL.

Con relacién a los compuestos clorados en la posicién 6 (Serie C), el
compuesto 9 (-CHs en posicion 2), resultd efectivo contra el adulto (25%), sin
embargo, al aumentar la concentracion, éste perdié su actividad a un 14%; una
situacion contraria, se observé con el compuesto 12 (-SCHz en la posicidn 2) a
10 pg/mL el efecto sobre la viabilidad del parasito aumentd (de 14 a 26%).
Ninguno de estos compuestos fue efectivo contra la larva muscular de T. spiralis.

Finalmente los compuestos diclorados en 5y 6 (Serie D), los compuestos
13 (-CHs en posicion 2) y 16 (-SCHs en posicién 2), a las dos concentraciones
probadas, redujeron la viabilidaad del organismo adulto. Sin embargo la
actividad contra la larva muscular del parasito, fue mayor con todos los
compuestos de esta série, sin importar el tipo de sustituyente en la posicion 2 del
nacleo 1-metilbencimidazélico y al aumentar la concentraciéon a 10 pg/mi, la
actividad aumenté de manera importante. Incluso estos compuestos en esta fase
del parasito, en ambas concentraciones probadas, la actividad fue mayor que la

del propio albendazol.
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Del analisis anterior es evidente que los compuestos 8 y 16 (monoclorado
en 5 y diclorado respectivamente), ambos con un grupo —SCH3 en posicion 2 y
los compuestos 1 y 13 (sin sustituyente y diclorado respectivamente) con un
grupo —CHa en posicién 2, son efectivos contra ambas fases del parasito. Los
compuestos 7, 9 y 12 (monoclorado en 5, monoclorado en 6 y diclorado) con
sustituyentes —=SH, -CHz y ~SCHa respectivamente en posicion 2, sélo fueron
efectivos contra la fase adulta. En todos los compuestos con sustituyente ~NH
en posicion 2 (2, 6, 10 y 14), fa actividad contra la fase adulta fue nula,
mejorando minimamente contra larvas musculares, destacando en este caso el
compuesto 14. La explicacion a este hecho podria ser a que los componentes de
superficie del adulto y de la larva muscular son estadio-especificos,”™ lo que
posiblemente tenga influencia sobre la permeabilidad a los compuestos. Es
importante asentar que los sustituyentes —~CHz y —SCHs, confirieron mayor
actividad antihelmintica a los derivados del 1-metilbencimidazol evaluados, y el
hecho que los compuestos 1y 13 (sin sustituyente y diclorado) sustituidos con
un grupo —CHs en la posicién 2, hayan sido efectivos contra la fase intra y
extraintestinal del parasito, confirma que el grupo —CHs confiere una gran

actividad a la molécula de los 1-metilbencimidazoles.
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Tabla 13. Porcentaje de reduccién de 1a viabilidad del adulto y larva

muscular (LM) de Trichinella spiralis de los derivados del 1-

metilbencimidazol.

Serie{ Comp. Adulto Adulto .M LM
1ug/mL | 10pg/mL | 1pg/ml 10pg/mL
Albendazol 28+7 31+10 22412 23+14
A :
6 5142 25+6 25+17
2 NR NR 9+8 NR
B
5 8 NR 1442 1345
6 NR NR 12+1 16
7 23+12 28+21 7+4 1846
8 34+12 24+4 24+10 16+10
Cc
. 9 25 16 14+4 19+1
10 NR NR 14+4 15
12 1447 26 9+5 12
D
13 23 23+13 24+6 2748
14 NR NR 2642 34+4
15 15 15 3046 37+3
16 29+5 27+4 22+11 4645

El porcentaje de reduccion de la viabilidad de! parasito se calculé con respecto al

control. NR=No Redujo.
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5.3 Estudios de microscopia electrénica.

Mediante la técnica de microscopia electrénica de barrido (Figura 1), se
aprecia el dafio producido por los compuestos 9 y 13 a los trofozoitos de G.
lamblia, en comparacién con los dafios producidos por el albendazol. Se observa
que el albendazol produce alteracién importante de la forma celular con dafo
especial del disco de adhesién (Figura 1 B), en cambio el dafo producido por los
1-metilbencimidazoles afecta principalmente a la membrana celular,
observandose un gran nimero de orificios que le dan un aspecto “poroso” a la
célula sin afectar el disco de adhesién (Figura 1 C y D). Por microscopia
electrénica de transmisién (Figura 2 C y D) se muestran las alteraciones
producidas por 9 y 13 a los trofozoitos del parasito. Se observa un aumento de
las vesiculas submembranales, pero sin alteracion del citoesqueleto (el disco de
adhesién se encuentra integro).

En estudios de microscopia electrénica de barrido, se muestra que los
compuestos 8 y 12 dafan al organismo aduito de T. spiralis, ocasionéndole

mayores alteraciones a nivel cuticular que el mismo albendazol (Figura 3).
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Figura 1. Microscopia electrénica de barrido de los trofozoitos de G. famblia
cultivados en presencia de albendazol (B), compuesto 13 (C) y el compuesto 9
(D). Los parasitos se cultivaron en presencia de los diferentes bencimidazoles a
1 ug/mL por 24 h a 37°C. El control fueron parasitos cultivados sin farmaco (A).

ds=disco de adhesion.
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Figura 2. Microscopia electronica de transmisién de trofozoitos de G. lamblia
cultivados en presencia de albendazol (B}, 13 (C) y 9 (D). Los parasitos se

cultivaron en presencia de los diferentes bencimidazoles a 1 pg/mL por 24 h a

37°C. El control fueron parasitos cultivados sin farmacos (A). La flecha indica el

disco de adhesion.
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Figura 3. Migroscopia electrénica de barrido de los organismos adultos de T.
spiralis cultivados in vitro con albendazol (B), 8 (C) y 12 (D). Los parasitos se
cultivaron en presencia de los diferentes bencimidazoles (1ug/mL) por 3 dias a

37°C bajo atmosfera de CO; al 5%. El control fueron parasitos cultivados sin
farmacos (A).
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V. CONCLUSIONES

Después de finalizada la parte experimental y una vez cubiertos los
objetivos planteados al inicio de este trabajo, se concluye lo siguiente:

Se logré la preparacion de 16 derivados del 1-metilbencimidazol; y
excepto los compuestos 2 y 5, 14 de ellos fueron quimicamente novedosos. Con
relacion a los 22 compuestos intermediarios, 5 de ellos no ée encontraron
reportados en la literatura. La estructura de Jos derivados del 1-
metilbencimidazol y la de sus intermediarios de sintesis se logré establecer por

analisis de datos espectroscopicos.

En general los 1-metilbencimidazoles se obtuvieron con rendimientos
aceptables, puntos de fusién menores y de mayor solubilidad frente a
disolventes organicos, en comparacion a los bencimidazoles antihelminticos
existentes en el mercado (albendazol, triclabendazol y mebendazol).

Se epcontré que la toxicidad para A. salina de los bencimidazoles arriba
mencionados, fue la siguiente: triclabendazol > albendazol > mebendazol. Y de
los 1-metilbencimidazoles, el compuesto 16 fue el mas toxico (16 > 13>2>8>
albendazol). El efecto toxico observado sobre el % de sobrevivencia de las
tarvas J2 de M incognita fue: 16 > 8 > 12. Esta misma relacién se conserva en el
efecto t6xico sobre el camarén de agua dulce M. tenelfum. Extrapolando estos
resultados con los obtenidos para A. salina se puede apreciar que guardan

relacion semejante.

Sin importar el tipo de sustituyenie en la posicion 2, los 1-
metilbencimidazoles, mostraron buena actividad antiprotozoaria contra G.
Jamblia, incluso fueron mas efectivos que el metronidazol. Sin embargo, es

importante mencionar que la presencia del cloro en las posiciones 5 y/o 6, le dio
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mayor actividad a la molécula, pudiera ser a que de alguna manera aminora el
metabolismo tempranero gue sufren los bencimidazoles sin sustituyente en esta

posicién.

El compuesto 9, monoclorado en 6, fue 10, 60 y 200 veces mas efectivo
que el albendazol, mebendazol y metronidazol respectivamente.

Los compuestos 8, 13 y 16 fueron efectivos contra .T. spiralis en ambas
fases del parasito. Destaca notablemente que los compuestos 13-16, diclorados,
fueron especialmente activos contra la larva muscular de T. spiralis, aumentando
su efectividad al incrementar su concentracion.

Debido al hecho que el compuesto 1 sin sustituyente en 5 y 6 pero con
sustituyente metilo en posicién 2 haya sido efectivo contra la fase intra y
extraintestinal del parasito, nos hace pensar que el grupo metilo confiere una

gran actividad a la molécula de los 1-metilbencimidazoles.

Con relacién a los estudios de microscopia electronica de barrido y de
transmision, en el caso de G. lamblia se evidencia que los compuestos 9y 13
(monoclorado en 5 y diclorado, repectivamente), ambos con sustituyente metilo
en la posicion 2, producen dafio a nivel de membrana Gnicamente, sin alterar el
citoesqueleto, pues el disco de adhesion se observa intacto. Con relacién a T.
spiralis se observé que los compuestos sblo dafian la cuticula del organismo
adulto, y en el caso de los compuestos 8 y 12 producen un dafio mayor que el
propio albendazol. Estos hallazgos son importantes e interesantes, pues debido
a que los 1-metilbencimidazoles no alteran el disco de adhesion de G. famblia,
estructura con alto contenido de tubulina, indica que su mecanismo de accidn es
totalmente diferente al del albendazol. Este hecho apoya a la teoria que el H de
la posicién 1 de los bencimidazoles es impresindible para la union a la tubulina.
De manera similar, los 1-metilbencimidazoles, dafiaron mayormente a la cuticula

del parasito que el propio albendazol.
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Con todas estas aseveraciones podemos confirmar que el mecanismo de
accion de los 1-metilbencimidazoles es diferente al def albendazol.

A pesar de que los compuestos mas toxicos para A. salina (16 > 13 > 8)
fueron efectivos contra las dos fases de T. spiralis, solo se observa relacion
semejante en contra de la larva muscular del parasito a 10 ngl. Confrontando la
toxicidad para A. salina frente a la actividad antiprotozoaria de los 1-
metilbencimidazoles, no se encontrd correlacion alguna.

Cabe sefalar que aungue estos andlisis son preeliminares, son

alentadores para continuar con nuevos estudios de la actividad de los 1-

metilbencimidazoles.
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