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Resumen

En el presente trabajo se elaboré la sintesis y evaluacién biologica de los
siguientes ‘derivados del 1H-bencimidazol: 5(6)-Cloro-1H-bencimidazol (12); -
5,6-Dicloro-2-metil-1H-bencimidazol (13); 2-Amino-5,6-dicloro-1H-
bencimidazol (14);  5,6-Dicloro-2-metoxicarbonilamino-1H-bencimidazol
(15); 5,6-Dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol (16); 5,6-Dicloro-2-metiltio-
1 H-bencimidazol (17); 5,6-Dicloro-1H-bencimidazol (18). Los compuestos
12-18 se purificaron por recristalizacion e identificaron por sus constantes

fisicas, analisis espectroscOpicos y espectrométricos.

El compuesto 12 se sintetizé a partir de la 4-Cloro-1,2-fenilendiamina (20)
preparada en el laboratorio por reduccion catalitica de la 4-Cloro-2-
nitroanilina (25) comercial, mientras que los compuestos 13-18 se sintetizaron

a partir de la 4,5-Dicloro-1,2-fenilendiamina (25), preparada en el laboratorio.

La ciclacion de 20 y 25 con 4cido férmico a 100°C y posterior neutralizacion
con hidréxido de sodio formé el 5(6)-Cloro-1H-bencimidazol (12) y 5,6-
Dicloro-1H-bencimidazol (18) respectivamente. Cuando se traté 25 de igual
manera, pero con 4cido acético dio el compuesto 5,6-Dicloro-2-metil-1H-

bencimidazol (13).

El tratamiento de la diamina 25 con bromuro de ciandgeno y posterior
neutralizaciéon con hidroxido de sodio llevé al 2-Amino-5,6-dicloro-1H-

bencimidazol (14).
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Para obtener el 5,6-Dicloro-2-metoxicarbonilamino-1H-bencimidazol (15), se

traté el sulfato de S-metiltiopseudourea con cloroformiato de metilo y solucién

de hidréxido de sodio, al intermediario formado se le agregé la diamina 25.

Por tltimo, el tratamiento de 25 con una mezcla de disulfuro de carbono,
etanol y sosa dio el respectivo 2-mercaptobencimidazol 16. La posterior
S-metilacién con yoduro de metilo dio el compuesto 5,6-Dicloro-2-metiltio-
1 H-bencimidazol (17).

Se realizaron ensayos in vifro contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica
y Giardia lamblia, asi como de la larva muscular de Trichinella spiralis. Los
compuestos mostraron una alta actividad contra los protozoarios y escasa

actividad contra 7. spiralis.
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Abstract

Compounds 12-18 were prepared by treatment of the proper o-phenylene
diamine with formic acid (12, 18); acetic acid (13); cyanogen bromide (14);
methyl S-methylthioisourea carboxylate (15); carbon disulfide (16) and

methyl iodide (17).

Compounds 12-18 were identified by spectroscopic and spectrometric data.

Compounds 12-18 were in vitro tasted against the protozoa Entamoeba
histolytica and Giardia lamblia trophozoites; and the helminth Trichinella
spiralis muscle larvae. All compounds tasted showed potent activity against

the protozoa, but low activity over the helminth.
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INTRODUCCGION

Las infecciones causadas por helmintos han sido, y siguen siendo, una
preocupacion tanto para el sector veterinario como para el humano. Este grupo
de infecciones es uno de los méas representativos por su distribucion universal

y por causar dafio a muchas especies.

La importancia econémica de las infecciones por helmintos se manifiesta en
toda la industria ganadera, es por eso que los avances mas importantes en la
quimioterapia provienen del 4rea veterinaria. Se sabe que el tratamiento de
helmintiosis mejora el peso de los animales y estudios sobre el crecimiento y
capacidad fisica en los nifios han mostrado que éstos se incrementan al ser

desparasitados.

Entre las enfermedades mas irhportantes causadas por parasitos helmintos se
encuentra la taeniosis causada por la fase adulta de Tenia solium. Esta
parasitosis puede causar dolor abdominal, debilidad, pérdida de peso, diarrea y
anemia. La infeccion por huevos de dicho parsito causa cisticercosis, la cual
origina una reaccién inflamatoria principalmente en misculo, ojos y sistema
nervioso central. Por otro lado, se calcula que el 30 % de la poblacion mundial
estd parasitada por Ascaris lumbricoides, agente etiologico de la ascariosis,
cuya infeccién masiva causa dolor abdominal, pérdida de apetito, nauseas,
diarrea o estrefiimiento. Otra parasitosis de importancia es la trichuriasis, la

cual causa dolor abdominal, trastornos digestivos, pérdida de apetito y peso; la
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infestacion intestinal causa diarrea, en ocasiones anemia atribuida a la sangre
que chupa el parasito y puede causar reacciones alérgicas. La enterobiosis
causada por Enterobius vermicularis, causa diarrea y en ocasiones, los
parésitos entran a la vagina produciendo vulvitis y vaginitis. La fase intestinal
de otro helminto, Trichinella spiralis causa en el hombre inflamacion
intestinal con diarrea y fiebre, en la fase extraintestinal del parasito causa danio

a los misculos esqueléticos, causando dolores musculares y en articulaciones.

Los firmacos que mas se han empleado para el tratamiento de las helmintiosis
son los derivados del bencimidazol, como el tiabendazol, mebendazol,

albendazol y recientemente el triclabendazo] (Figura 1).
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Figura 1. Algunos agentes bencimidazdlicos antihelminticos frecuentemente usados en la

terapéutica.
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Los bencimidazoles poseen un amplio espectro de actividad biologica como
antihelminticos, antimicrobianos, pesticidas, anticancerigenos,
antiprotozoarios y otras actividades farmacologicas. La polifuncionalidad
relacionada con el nucleo del bencimidazol, la facilidad para llevar a cabo
varias reacciones orgnicas y su asociaciéon con biomoléculas han estimulado,
a varios laboratorios de todo el mundo, para explorar su sintesis y efectos

bioldgicos.

Los bencimidazoles antihelminticos como €l albendazol y mebendazol, entre
otros, muestran una potente actividad contra las infecciones gastrointestinales,
pero su baja solubilidad en agua reduce en gran medida la capacidad de
absorberse, por lo que su eficacia en infecciones de tipo sistémicas se Ve
reducida. Estos compuestos son rapidamente metabolizados, ademas de haber

diversos reportes en todo el mundo de resistencia a dichos farmacos.

En la tltima década, la resistencia de parasitos helmintos a farmacos de tipo
bencimidazélico se ha incrementado dramaticamente €n ganado bovino y
caprino, causando severos problemas econdmicos en la industria ganadera.
Esto ha amenazado el control de las parasitosis en humanos, tomando en
cuenta que los helmintos que infectan a los humanos pueden provenir de los

animales de granja.

También hay reportes de resistencia a otros farmacos como €l prazicuantel,
jvermectinas, levamisol e incluso en combinaciones de bencimidazoles con
levamisol. En estudios posteriores se descubrié que la magnitud de esta
reduccion en la actividad antihelmintica depende de la estructura del

bencimidazol, sugiriendo que el cambio en los sustituyentes del bencimidazol

Lt




INTRODUCCION
*— +

podria producir un farmaco que mejore la eficacia contra los parasitos aislados

resistentes a los bencimidazoles.

Por otro lado, las infecciones con protozoarios causan severas enfermedades
en los humanos. Se estima que el 10 % de la poblacion mundial se encuentra
infectada por Entamoeba histolytica. Cincuenta millones de casos de
disenteria y accesos hepaticos son reportados cada afio, produciendo de 50 mil
2 100 mil muertes anuales. La amibiasis ocupa el tercer lugar mundial en
infecciones letales, después de la malaria y esquistosomiasis. La Giardia
lamblia, otro protozoario, causa diarreas que pueden llegar a ser cronicas y
estin relacionadas con la mala absorcion en nifios. Infecciones con
Trichombnas vaginalis resultan en vaginitis y pueden conducir a un parto
prematuro. Toxoplasma gondii causa encefalitis y ceguera a pacientes
inmunocomprometidos, en infecciones congénitas pude causar hidrocefalia,
retraso mental y ceguera en infantes. Finalmente, infecciones con Naegleria
fowleri, aunque poco comun, causan rapidamente una fatal e intratable

meningoencefalitis.

Frecuentemente, la terapia con farmacos para el tratamiento de estas
infecciones es inadecuada. Por ejemplo, muchos de los agentes disponibies
son contraindicados en el embarazo o en nifios; siendo dos de los grupos
severamente afectados por estas infecciones. En resumen, la mayoria de los
farmacos disponibles tienen graves efectos colaterales, incluyendo arritmias
cardiacas, neuritis optica, discracia sanguinea, nauseas y vOmitos. Los serios
efectos colaterales pueden limitar el uso de los medicamentos, particularmente
en el caso de individuos inmunocomprometidos, los cuales podrian requerir

tomar el medicamento por un largo periodo.
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Se ha demostrado que bencimidazoles como el albendazol, mebendazol,
flubendazol, fenbendazol, tienen un efecto similar al metronidazol, inhibiendo
in vitro el crecimiento de 7. vaginalis y G. lamblia. Otros derivados del
bencimidazol también han mostrado actividad contra G. lamblia y E. .
histolytica, 1o cual da una ventana en la posibilidad para el tratamiento de

protozoosis.

Considerando 1la actividad antihelmintica y antiprotozoaria de los
bencimidazoles, asi como los problemas de resistencia y los efectos
secundarios de algunos agentes antiprotozoarios, la blisqueda de nuevos
agentes alternativos, mas selectivos y de amplio espectro, para el tratamiento

de estas parasitosis, es de suma importancia.
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1.1 Informacioén epidemiolégica en México

El problema de las parasitosis es muy basto. Como se observa en los datos de

la Grafica 1, la prevalencia de parasitosis en México es muy elevada (1L

especialmente los debidos por la amibiosis y helmintiosis. Estas cifras lejos de

disminuir con el transcurso de los afios muestran un comportamiento de

incremento, o en el mejor de los casos, persistencia con respecto al afio

anterior. La magnitud de estas infecciones es igual de preocupante en muchas

otras partes del mundo; especialmente, en paises subdesarrollados.
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Grafica 1. Datos epidemiolégicos reportados por la Secretaria de Salud
correspondiente al nimero de casos acumulados en 1999 y lo que ha transcurrido

del presente aiio.
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1.2 Bencimidazoles con actividad antiparasitaria

El 2-fenilbencimidazol es quiza el primer bencimidazol que en combinacion
con fenotiazina fue usado como un antihelmintico en ovejas a principios de los
afios 60’s; sin embargo, el tiabendazol (2-(4-tiazolil)-1H-bencimidazol) es -
considerado como el primer antihelmintico de amplio espectro. Descubierto
por el grupo Merck en 1961 [2], en humanos y animales tiene la desventaja de
ser rapidamente metabolizado para dar el compuesto inactivo
5-hidroxitiabendazol. Este inconveniente llevé a la creacion del cambendazol,
el cual tiene un sustituyente isopropiloxicarbonilamino en posicion 5. Este
compuesto posee una mejor actividad antihelmintica, pero desgraciadamente

presenta efectos teratogénicos en varios animales {3].

Después de estos acontecimientos aparecidé una nueva generacién de
bencimidazoles sustituidos en la posicion 5; ademas, con un grupo carbamato
de metilo en la posicion 2 [2,4}. Estos cambios elevaron considerablemente la
polaridad y la vida media de los compuestos. Asi, surgieron compuestos muy
activos como el albendazol, mebendazol y flubendazol, entre otros para uso
veterinario (Figura 1, pagina 2). La baja o nula toxicidad de estos
compuestos permitid su uso en medicina humana para el tratamiento de
helmintiosis del tracto gastrointestinal. En la actualidad, el albendazol es
utilizado como €l antihelmintico de excelencia, ya que con solo una dosis es
efectivo en la mayoria de estas parasitosis. La desventaja de los
bencimidazoles carbamatos radica en su baja absorcion que no permite su uso

en la mayoria de las parasitosis extraintestinales.
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En 1978 surgi6 el triclabendazol, que a diferencia de los anteriores se
encuentra sustituido en las posiciones 2, 5 y 6, el cual presenta buena
absorcion y excelente actividad fasciolicida [5]. En un principio se utilizo
exclusivamente en el area veterinaria, pero en la actualidad, también se

emplea en humanos [6].




ANTECEDENTES
>~ .

1.3 Relacion estructura actividad de los bencimidazoles

como antihelminticos.

Los estudios de las relaciones estructura-actividad bioldgica de un gran
nimero de compuestos bencimidazélicos han permitido establecer los

siguientes datos [7]: A

S —
—

C 6 N\>2_R3 B

R, . If‘
H

/‘_M““‘\

D

A El remplazo del bencimidazol por otro sistema aromatico congénero como
el azaindol o imidazol, genera compuestos que son menos activos.
B La sustitucién en la posicién 2 puede ser por un grupo metilcarbamato,
metiltio, un anillo aromético o heteroarématico, sin perder la potencia; sin
embargo, los aromaticos suelen ser mas toxicos.
C La introduccién de varios sutituyentes en la posicién 5 no necesariamente
aumenta la potencia. R, previene la inactivacion metabdlica, como la
hidroxilacion. Clorados en R, presentan buena actividad.
El hidrégeno en posicion 1 se creia necesario para la actimdad
antiparasitaria [7]; sin embargo, se ha encontrado que la presencia de un

metilo no inactiva a la molécula [8].
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1.4 Mecanismos de accion de farmacos antihelminticos

Algunos farmacos antihelminticos actian rapida y selectivamente en la
transmision neuromuscular de nematodos. Levamisol, pirantel y morantel son
agonistas en receptores nicotinicos de la acetilcolona de nematodos causando -
paralisis espastica. Diclorvos y haloxon son organofosforados que bloquean la
accion de la colinesterasa. La piperazina es un agonista del acido y-
aminobutirico (GABA) por lo que produce paralisis flacida. Las avermectinas
incrementan la apertura de canales de glutamato dependientes de cloro y
producen paralisis de la bomba. Prazicuantel, tiene un efecto selectivo en el
tegumento de los trematodos e incrementa la permeabilidad del calcio. Otros
antihelminticos tienen distinto modo de accién bioquimico. Las salicilanilinas:
rafoxamida, oxiclozanida, brotianida y closante! son desacopladores de la
fosforilacion oxidativa. Clorsulon es un selectivo antagonista de la
fosfoglicerato cinasa y mutasa de trematodos. Dietilcarbamazina bloquea a las
enzimas involucradas en el metabolismo del acido araquidonico, aumentado la

respuesta inmune no especifica [9].

1.4.1 Mecanismo de accion de los bencimidazoles

Los bencimidazoles represcnfan una clase de antihelminticos de amplio
espectro y su modo de accion ha sido investigado extensivamente. Se ha
concluido que a pesar de los diversos efectos que producen los bencimidazoles
a nivel celular y bioquimico, el principal modo de accién de estos farmacos
involucra su interaccién con las proteinas del citoesqueleto de los eucariontes,

la tubulina [10].

10
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La tubulina forma parte de los microtiibulos, organelos intracelulares que
tienen una variedad de funciones, incluyendo el movimiento de los
cromosomas durante ia division celular, forman la estructura del citoesqueleto
en la célula, movilizan particulas intracelulares e intervienen en la exocitosis.

Se encuentran tanto en animales, plantas, hongos y algunas bacterias [11].

Los microtibulos estin compuestos de subunidades o y B de tubulina,
aproximadamente de 50 kDa cada una. Estructuralmente ambas subunidades
son proteinas heterogéneas. La B-tubulina estd compuesta de 3 dominios: €l
dominio 1 es de 34 kDa, ¢l dominio 2 es de 19 kDa y la cola de 2 kDa en
tamaiio. Hay sitios de union I, I1, III, IV presentes en la 3-tubulina [12].

Los microtibulos existen en equilibrio dinamico con la tubulina, la porcion de
tubulina dimérica y los microtubulos poliméricos estan controlados por
proteinas (MAPs), cofactores endégenos como GTP, Mg y el incremento de
la temperatura. Dicho equilibrio puede ser alterado tanto in vitro como in vivo
por sustancias exodgenas conocidas como inhibidores de microtibulos.
Algunos de estos inhibidores ejercen su accién por uniéon a la tubulina
evitando la asociacién de las subunidades para el crecimiento de los
microtubulos. Esto es resultado de un “taponeo” en el extremo donde se lleva
a cabo la asociacion de microtubulos, perdiéndose la capacidad de
alargamiento de los mismos [9]. Una implicacion de este fenomeno es el de no
ser necesario unirse a todos los dimeros de tubulina para inhibir la
polimerizacion, es suficiente, con sOlo unirse al extremo de elongacion

(Figura 2).
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9 Tubulina % Microtibulo

Figura 2. Equilibrio dinamico en la formacién de microtibulos.

Los inhibidores de microtubulos son un grupo de compuestos con estructuras -
diversas provenientes de hongos, plantas, organismos marinos y mas

recientemente de origen sintético, algunos actiian de manera selectiva.

Los bencimidazoles tienen una accion selectiva sobre las células de mamiferos
y de nematodos. Estudios in vivo demostraron que el fenbendazol y el
mebendazol fueron respectivamente 250 y 400 veces mas potentes como
inhibidores de tubulina de A. suum en comparaci6n a la tubulina de mamiferos

[13].
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Al unirse los bencimidazoles a la tubulina inducen la pérdida de microtibulos
citoplasmaticos del tegumento y células intestinales de cestodos y nematodos,
seguido por la pérdida del transporte de vesiculas secretoras, disminucion de
la recaptura de glucosa y el incremento en la utilizacién de glucogeno

almacenado.

La potencia de los benzimidazoles antihelminticos correlaciona con la

constante de disociacién de la B-tubulina en los nematodos [10].

1.5 Farmacos antiprotozoarios

Metronidazol.
El Metronidazol (Figura 3) tiene accién bactericida, amebicida, giardicida y
tricomonicida. El mecanismo de accién exacto del farmaco no se ha elucidado
completamente. El metronidazol se encuentra no ionizado al pH fisiologico y
es répidamentc incorporado por células u organismos anaerobios. En
organismos o células susceptibles, el metronidazol es reducido a causa de un
bajo potencial redox en transporte de electrones por proteinas, para dar
compuestos polares no identificados que carecen del grupo nitro. Los
productos de reduccién parecen ser responsables de citotoxicidad y efectos
- antimicrobianos del farmaco, incluyendo la ruptura del ADN. El metronidazol

es tan efectivo en células que se encuentran en division o sin dividirse.

El metronidazol es amebicida por via oral tanto en infecciones intestinales
como en sistémicas (el higado o pulmones). Sin embargo, dado que es muy
bien absorbido por el tracto gastrointestinal, el farmaco tiene una mayor

actividad sistémica que local [14].
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Las reacciones adversas mds frecuentes por administracion oral del
metronidazol son: nauseas, dolor de cabeza, anorexia, resequedad de boca,
sabor metalico. Ocasionalmente causa vomito, diarrea, dolor epigastrico,
malestar abdominal y constipacién. Pacientes que reciben una prolongada
terapia pueden presentar disnea, vértigo, incoordinacién, ataxia, confusion,
irritabilidad, depresion, debilidad, insomnio, dolor de cabeza y pérdida
auditiva [14].

Nitazoxanida

La nitazoxanida (Figura 3) es un agente de amplio espectro [15] que se utiliza
en la amibiosis intestinal aguda o disenteria amibiana, también esta indicado
en el tratamiento de la giardiosis y de la tricomoniosis sintomatica. Ademas
tiene actividad en el tratamiento de helmintiosis causadas por: Enterobios
vernicularis, Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercolaris, Ancylostoma

duodenales, Taenia solium y Fasciola hepatica entre otros.

En T. vaginalis, G. lamblia y E. histolytica, los estudio bioquimicos han
demostrado que la piruvato ferridoxin oxidoreductasa (PFOR), y en menos
intensidad la hidrogenasa, reducen la ferridoxina, la que es oxidada por el
grupo nitro de la posicién 5 sobre los compuestos nitroheterociclicos tales
como la nitazoxanida [16]. En estos organismos la nitazoxanida es reducida a
un radical toxico en el proceso del metabolismo de los carbohidratos, el
hidrogenosoma, el cual contiene hidrogenasa PFOR y ferridoxina. El modo de
accion contra los helmintos es inhibiendo la polimerizacion de la tubulina en

el parasito. Otros mecanismos no han sido bien dilucidados.
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Las reacciones adversas mas comunes son nauseas, cefalea, anorexia, vomito,
malestar epigastrico inespecifico y dolor abdominal tipo colico. No existe

evidencia de causar teratogenicidad ni mutagenicidad [15].

Q S NO,
' ¥
Jj >—CH3 1 N
N H
NOz ] O

CH,CH,OH )\

0
METRONIDAZOL NITAZOXANIDA

Figura 3. Agentes antiprotozoarios de primera eleccién.

1.6 Bencimidazoles con actividad antiprotozoaria

Los bencimidazoles son efectivos como giardicidas. Se sabe que Giardia
contiene un prominente citoesqueleto constituido principalmente por
microtibulos. Se ha demostrado con estudios in vifro que el mebendazol y
albendazol son 30 y 50 veces mas activos que el metronidazol, de 10 a 40
veces mas activos que la ‘quinacrina [17] y de 2 a 10 veces mas efectivos que
el ornidazol respectivamente [18]. Estudios clinicos preliminares en humanos
no han mostrado evidencias claras de la actividad de los bencimidazoles como

giardicidas.

Se ha observado por microscopia electrénica de transmision (Figura 4) que al

incubar trofozoitos de G. lamblia a bajas concentraciones de albendazol
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producen notables alteraciones en el citoesqueleto, resultando en la distorsion
de la célula, desaparicion del disco adhesivo y la eventual pérdida de la
viabilidad [18]. La desaparicién del disco adhesivo (formado principalmente
por tubulina) ha sugerido que el albendazol esta actuando principalmente en la

formacion de los microtibulos del parasito.

Figura 4. Microscopia elecénica de transmision de trifozoitos de Giardia lamblia
cultivados en presencia de albendazbl (B), 5,6-dicloro-1,2-dimetilbencimidazol (C), 6-
cloro-2-mercapto-1-metilbencimidazol (D). Los parasitos se cultivaron en presencia de los
diferentes bencimidazoles a lpg/mL durante 24 horas a 37°C. Como Controles se

incluyeron parésitos cultivados sin farmaco (A).La flecha indica el disco adhesivo.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio en colaboracion con el
Centro Médico Siglo XXI del Seguro Social, llevaron a la sintesis de los
1-metilbencimidazoles enlistados en la Tabla 1. Como se puede apreciar
todos estos compuestos conservan el niicleo de bencimidazol, sustituido en la
posicion 1 con un grupo metilo. La posiciéon 2 se sustituyd con grupos
isostéricos (-NH,, -CHj, -SH y -SCH;). Pueden no estar sustituidos en las
posiciones 5 y 6, monoclorados en 5 ¢ 6, e incluso diclorados en 5 y 6. La
introduccién del grupo metilo en posicién 1 se considerd por los motivos
siguientes: evitar el efecto tautomérico que - efectia la moleécula de
bencimidazol, lo que permite tener compuestos con estructuras bien definidas;
y el disminuir la polaridad, con el fin de incrementar la solubilidad y

biodisponibilidad.

La evaluacién bioldgica de dichos compuestos empleando pruebas de
susceptibilidad  in vitro, mostrd que los 1-metilbencimidazoles fueron
efectiVos contra G. lamblia [8], destacando el compuesto XV que resultd ser
142, 13.4'y 1.5 veces mas activo que el metronidazol, albendazol y
nitazoxanoda respectivamente. La actividad de estos compuestos contra E.
histolytica, también fue muy buena, en particular 2 compuestos (IIl y V)
resultaron ser 9 y 10 veces respectivamente mas potentes que la nitazoxanida.
En el caso de T. spiralis, s6lo uno de los compuestos, sin cloro en el anillo
bencenoide y con un metilo en posicién 2 (I); dos compuestos diclorados en
posicion 5 y- 6, con metilo o metiltio en posicion 2 (XV y XVI), mostraron
actividad contra el organismo adulto (fase intestinal) y la larva muscular (fase
intraintestinal). Con respecto al organismo adulto, sélo los compuestos VII,

VIII y IX de la Tabla 1 redujeron la viabilidad del parasito.
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Tabla 1. Estructura de los 1-Metilbencimidazoles sintetizados previamente

que han mostrado actividad in vitro contra trofozoitos de Giardia lamblia.

Ris - lil
;@: % R3
R, 7 ITI '
CH;
SERIE A
I 0.062 0.089 H H - CH;3
II 0.346 1.365 H H NH,
I1I 0.006 0.018 H H SH
3\\% 0.196 0.034 H H SCHa,
SERIE B ;
\% 0.005 0.144 Cl H CH,
VI 0.061 0.242 Cl H NH,
- VII 0.010 0.045 Cl H SH
VIII 0.038 0.028 Cl H SCH;
SERIE C
IX. 0.205 0.44 H Cl CH,
X 0.248 0.132 H Cl NH,
XI 3.771 0.020 H Cl SH
XII 0.569 0.122 H Cl SCH;
SERIED
XIII _ 0.014 ~0.056 Cl Cl CH,
X1V 0.037 0.074 Cl Cl NH,
XV 0.129 0.008 Cl Cl SH
XVI 1.049 0024 | Cl Cl SCH;
Nitazoxanida 0.055 0.013
Albendazol 56.60 0.0377
Metronidazol 0.350 1.228

En estudios de microscopia electrénica y de barmdo se observd que los

1-metilbencimidazoles sintetizados causaron dafio importante a la membrana
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del trofozoito de G. lamblia sin afectar el citoesqueleto, en comparacion al
dafio ocasionado por el albendazol, donde se observé alteracién importante del
disco adhesivo (Figula 5). Esto podria sugerir un mecanismo de accion
diferente. Asimismo los nuevos compuestos dafiaron la cuticula del parasito

adulto de T. spiralis.

Figura 5. Microscopia electrénica de barrido de trofozoitos de Giardia lamblia cultivados
en presencia de albendazol (B); 5,6-dicloro-1,2-dimetilbencimidazol (C); 5(6)-cloro-1,2-
dimetilbencimidazol (D). Los compuestos se emplearon a concentraciones de 1 pg/mL.

Como control se incubaron parasitos sin farmaco ni compuestos (A).
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Para obtener informacién acerca de la relevancia del grupo metilo en posicion
1, se disefié la serie de 1H-bencimidazoles, formada por compuestos con
distintos sustituyentes en posicién 2 y monoclorados, diclorados o sin cloro en
las posiciones 5 y 6. Parte de este estudio ya ha sido realizado y los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 2. Los 1H-bencimidazoles presentan una
muy buena actividad in vitro contra los trofozoitos de G. lamblia y E.
histolitica, mientras que su actividad como antihelminticos contra la larva
muscular de Trichinela spiralis es limitada {19]. En el estudio mencionado no
se evalud la actividad antiparasitaria de bencimidazoles sustituidos con cloro

en las posiciones 5 y 6, dicha parte del estudio se reporta en el presente trabajo
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Tabla 2. Actividad antiprotozoaria in vitro de algunos
1 H-Bencimidazoles sintetizados

Ris ! 13\]
6 \>2_R3
R, - 1}11
H
1 0.007 0.317 H H CH,
2 0.114 1.902 H H NH,
3 0.204 0.057 H H | NHCO,CH,
4 0.133 0.040 H H SH
5 — 0.393 0.045 T SCH,
6 0.042 0008 | § | .
SERIE 11
7 0.084 0156 | a | u i,
8 . 0.125 0.030 Cl H NH,
9 0350 | 0066 | ol | H | NHCO,CH,
10 0.005 0081 | o | & <
1 0.192 0005 | ol | H | SCH
Nitazoxanida 0.055 0.013
Metronidazol 0.350 1.228
Albendazol 56.6 0.038

21




ANTECEDENTES
. -+

1.7 Ensayo colorimétrico con sal de tetrazolium (MTT)

y metosulfato de fenazina (PMS).

Existe un método para determinar la viabilidad celular, el cual esta basado en
la reducci6n de la sal de tetrazolium (MTT) a formazan por enzimas (Figura
6); especialmente, deshidrogenasas de células viables [20]. El formazan es un
compuesto de color purpura y la intensidad del color puede medirse por
espectrofotometria. Este método ha sido empleado exitosamente para medir la
viabilidad de diversas células, presentando una buena correlacion entre el
nimero de células viables y la densidad optica [21]. Con el objetivo de
disminuir tiempo de incubacidn, se usa el acarreador de electrones metosulfato

de fenazina (PMS) como catalizador de la reaccion.

CH,
CH,
CH
N CH; NAD@ﬁ NADH h{ }
S
© \ES PMSred  PMS };
Br K re 0X N’)N
e P
/ > N™ |
N H
MTT FORMAZAN
ROJO CLARO PURPURA

Figura 6. Reacci6n de reduccion celular del MTT catalizada por PMS.
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1.8 Sintesis de Bencimidazoles

La estructura de la molécula del bencimidazol consiste de un sistema anular

biciclico, en donde un anillo de benceno se encuentra unido a las posiciones 4

y 5 de un anillo de imidazol. La molécula de bencimidazol se encuentra en .

equilibrio tautomérico proténico, donde el protén de la posicion 1 puede
migrar a la posicién 3, este hecho causa una equivalencia entre los

sustifuyentes de las posiciones 4 y 7, asi como de 5 y 6.

H
4 3 7 11“
5 6
74
6 N 5 N
7 P 4 3
H

La sintesis de derivados del bencimidazol a partir de la 1,2-fenilendiamina y
un 4cido carboxilico fue reportada por Phillip {22]. El sustituyente en la
posicion 2 del bencimidazol dependera del tipo de 4cido carboxilico que se

emplee. En general este método tiene buenos rendimientos.

, 4 3
NH, 5 N
“H,0 N\ 2
+ RCOOH —22 6@:[ )R
FAN N1
NH, 7 }I{
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Para la obtencion del 2-aminobencimidazol reportado por Leonard et al [23],

se emplea 1,2-fenilendiamina tratada con bromuro de cianégeno y posterior

neutralizacion.

4 3

NH, s N
@: + BICN —————> _ }LNHz
NH, 7 1]“

H

Para la sintesis del 2-mercaptobencimidazol se ha utilizado Ia
1,2-fenilendiamina, la cual se trata con disulfuro "de carbono y potasa en

solucién alcoholica, como lo describe Bywater et al [24].

4 3

NH, N
cs KOH 5 >2_
+ 2 __—_—_’EtOH ] SH
NHZ 3 ITII
H

Una manera sencilla de obtener derivados del 2-metiltiobencimidazol es por

reaccion del yoduro de metilo y el 2-mercaptobencimidazol correspondiente

en medio basico {25].

4 3
N 5 N
N EtOH/NaOH !

| H
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Uno de los procesos descritos para la  obtencion  del
2-bencimidazolilcarbamato de alquilo [26] involucra el tratamiento de sulfato
de S-metilisotiourea con un cloroformiato de alquilo apropiado y una base,
preferentemente en una solucién acuosa del alcali hasta pH 8. De esta manera
se obtiene el carboxilato de alquil S-metilisotiourea, mismo que no necesita
ser aislado previamente para la siguiente reaccién con la 1,2-fenilendiamina,

lo que da el bencimidazol deseado.

CH;S , CHsS
N = NaOH N
@/C—NH SO; + CI—COOR ———» /C—NCOOR
H;N , pHS  pN
4 3
NH; CH;S 5 N
\ AcOH >2
+ C=NCOOR —— NHCOOR
/ AcONa 4
NH, HzN 5 1\61

H
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DBJETIVOS |

Objetivos generales:

o Disefio, sintesis y evaluacién de la actividad bioldgica de derivados del |
1 H-bencimidazol, sustituidos en las posiciones 2, 5 y/6 6 con grupos que
confieren diferente polaridad, con la finalidad de establecer cuales son los
requerimientos estructurales necesarios para la accion bioldgica, la
potencia relativa de los bencimidazoles sintetizados con relaciéon a los
antiprotozoarios y antihelminticos conocidos y contribuir en el desarrollo

de nuevos farmacos.

Objetivos particulares:

o Sintetizar, purificar e identificar los derivados del 1 H-bencimidazol que se
encuentran en la Tabla 3, los cuales forman parte de una serie en estudio.

o Evaluar in vitro la actividad de los derivados del 1H-bencimidazol contra
la larva muscular de 7. spiralis empleando el método de MTT.

o Evaluar in vitro la actividad de los derivados del 1H-bencimidazol contra
trofozoitos de G. lamblia y E. histolytica empleando el método de
subcultivo.

a Analizar los resultados obtenidos para determinar si hay alguna

correlacion cualitativa de la estructura quimica y actividad biologica.
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CONSIDERACIONES PARA EL DISENC

Los cloros que pueden estar como sustituyentes en las posiciones 5 y 6 se
colocan con el propdsito de impedir la desactivacion metabdlica causada por
la hidroxilacién en dichas posiciones, ademas de conferir mayor
liposolubilidad y modificar factores estéricos y electronicos de los

compuestos.

En la posicién 2 del anillo se colocan isésteros clasicos —CHj, -NH,, -SH,
ademas de otros grupos que han mostrado actividad antihelmintica como
—SCHj (presente en el triclabendazol) y -NHCO,CHj; (presente en albendazol,
mebendazol, etc.). Estos grupos pueden formar puentes de hidrégeno fuertes
(-NH; ~-NHCO,CH3;), débiles (-SH) o tener interacciones hidrofobicas (—~CHj;).

Se conserva el hidrogeno de la posicion 1 con el fin de evaluar su importancia
como responsable en la formacién de puentes hidrégeno, asi como su efecto
tautomérico para poder ser comparado con sus analogos metilados, los cuales

ya han sido reportados (Tabla 1).

De esta forma, considerando que la mayoria de los farmacos que derivan del
bencimidazol poseen poca toxicidad en humanos ademas de tener un amplio
espectro de accidn en infestaciones por gusanos y tomando en cuenta la
actividad antiprotozoaria, los compuestos a sintetizar en ¢l presente trabajo se

muestran en la Tabla 3.
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Aqui se pretende sumar los resultados obtenidos en esta tesis a otros

generados ya por nuestro grupo de investigacion. El proposito es construir una

base de datos que nos permita realizar estudios cuantitativos de las relaciones

de estructura-actividad (QSAR), modelado molecular y disefio de nuevos ’

compuestos con potencial antihelmintico y/o antiprotozoario.

Tabla 3. Compuestos disefiados y sintetizados en el presente

trabajo.

13 Cl Cl CH,
14 Cl Cl NH,
15 Cl Cl NHCO,CH,
16 Cl Cl SH

17 Cl Cl SCH,

18 Cl Cl H
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo se divide en dos partes. Primero, la parte quimica
comprende los métodos sintéticos seguidos en la preparacion de los
compuestos del presente estudio de acuerdo al Esquema 1 de
reaccién. La segunda, la parte bioldgica, describe las pruebas de
actividad antihelmintica y antiprotozoaria a que fueron sometidos

los compuestos preparados.

2.1 Parte Quimica

2.1.1 Instrumentacion

La concentracién de las soluciones se realizd a presion reducida utilizando un
rotaevaporador marca Biichi RE 111 con condensador de dedo frio. La presion

reducida se logré con una bomba FELISA Modelo 1600, a 55 cm de Hg.

Los espectros de infrarojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro
Perkin-Elmer Modelo 337, en pastilla de bromuro de potasio. Las sefiales (v)
se reportan en cm™. Los simbolos de las sefiales son: w = banda débil, m =

banda mediana, s = banda fuerte,
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Los espectros de resonancia magnética nuclear de 300 MHz (RMN 'H) fueron
determinados en un espectrémetro Varian modelo VRX-300 MHz, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna, deuterocloroformo y
dimetilsulféxido deuterado como disolventes. Los desplazamientos quimicos -
(8) se reportan en partes por millon (ppm). Los simbolos de las sefiales son:
s = singulete, d = doblete, dd = doble de dobles, m = multiplete complejo, sa =

singulete amplio, ma = multiplete amplio.

Los espectros de masas se determinaron por cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM) o por introduccion directa de la
muestra utilizando impacto electronico a 70 ev como método de ionizacion en
un aparato JEOL-JIMS-AX505-HA. La simbologia utilizada es: m/z = relacion

masa carga, M* = ion molecular y 100 % indica el pico base.

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

B-540, y no estan corregidos.

Para realizar la hidrogenacion catalitica se empleo un hidrogenador marca Parr
Modelo 3916EG con 70 Ib/plg’ y 80°C como capacidad méaxima, utilizando
hidrégeno (Infra) y como catalizador Ni-Raney al 50 % (Aldrich).

2.1.2 Cromatografia

El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizd por
cromatografia en capa fina (ccf) utilizando placas de vidrio cubiertas con gel
de silice 60, GF254 (Merck). Los compuestos organicos fueron visualizados

con luz ultravioleta y por exposicion a vapores de yodo.
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Los sistemas de elucién empleados fueron los siguientes:

1 Cloroformo:Metanol 80:20

II Cloroformo:Metanol 90:10
II1 Cloroformo:;Metanol 95:5
v Hex:Cloroformo: AcOEt 50:35:15

2.1.3 5(6)-Cloro-1H-bencimidazol (12)

En un matraz de bola de 250 mL con una boca, provisto con refrigerante de
agua en posicidn de reflujo, agitacion magnética y canastilla de calentamiento
con reostato, se colocaron 12.38 g (87 mmol) de 4-cloro-1,2-fenilendiamina
junto con 9.7 g (9 mL, 211 mmol, 2.4 eq.) de acido férmico y 15 mL de agua.
La mezcla se calenté a reflujo durante 2 horas y media. La solucién café
obscura se torné color café claro. Comprobado el término de la reaccién por
ccf, se neutralizé la mezcla de reaccién con solucion acuosa de NaOH al 10
%. El solido café claro se separ6 por filtracion al vacio y se lavé repetidas
veces con agua fria hasta pH neutro. El producto crudo se recristalizo de agua
con carbon activado. Se obtuvo 10.6 g (82 %) de un polvo blanco, el cual
mostro una sola mancha en ccf (Rf de 0.67, Sistema III) y pf 128-129°C.

2.1.4 5,6-Dicloro-2-metil-1H-bencimidazol (13)

En un matraz de bola de 50 mL con una boca, provisto con refrigerante de aire
en posicion de reflujo, agitacidbn magnética y canastilla de calentamiento con
reodstato, se colocaron 4 g (22 mmol) de 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina, 8.4 g

(8 mL, 140 mmol, 6.2 eq.) de acido acético glacial, 10 mL de una solucion
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acuosa de HCl al 18 %. La mezcla de color café obscuro se calento a reflujo
por 1 hora. Se monitored el fin de la reaccién por ccf. La mezcla de reaccion
se vertid en un vaso de precipitados de 250 mL con un bafio de hielo, se
neutralizd con una solucién acuosa de sosa al 30 %, se formoé un solido café el
cual se separo por filtracion al vacio y se lavé repetidas veces con agua. El
producto crudo se decoloré con carbén activado en etanol y recristalizd de
etanol/agua. Se obtuvieron 13.3 g (76 %) de cristales blancos los cuales en ccf

mostraron una sola mancha (Rf de 0.43, Sistema IV) y un pf de 249-253°C.

2.1.5 2-Amino-5,6-dicloro-1H-bencimidazol (14)

En un matraz de bola de 250 mL con 3 bocas, provisto con termometro,
refrigerante de aire en posicion de reflujo, tapén de teflon, agitacion
magnética y atmésfera de nitrégeno, se colocaron 6.8 g (384 mmol) de
4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina, 80 mL de metanol y 50 mL de agua, se formo
una solucidn café, y se agregd, poco a poco, 4.1g (38 mmol, 1 eq.) de bromuro
de ciandgeno. La temperatura se incremento a 35°C, se calent6 con un bafio de
agua hasta 70°C por 2 horas. La solucién se tornd de color rojizo. La mezcla
de reaccion fria se vertio en un vaso de precipitados de 300 mL y neutralizd
con una solucién acuosa de hidréxido de sodio al 10 %. Se formé un solido
café rojizo el cual se separd por filtracion al vacio y se lavo repetidas veces
con agua helada. El sélido se disolvi6 en acetona, se le burbujeo acido
clorhidrico, formandose un solido blanquecino, se recristalizd de etanol
absoluto. El sélido blanco se disolvid en agua caliente y libero la base con
hidroxido de amonio al 50 %. Se formd un soélido blanco el cual se separd por

filtracidn al vacio, lavé con agua y recristalizo de etanol. Se obtuvo 6.3 g (75
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%) de un soélido blanco, el cual mostré una sola mancha en ccf (Rf de 0.37,
Sistema II) y un pf de 260-263°C.

2.1.6 (5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il) carbamato de -
metilo (15)

En un reactor de 250 mL con cuatro bocas, acondicionado con termémetro,
embudo de adicion, tapon séptum, agitacién magnética y un electrodo de
vidrio conectado a un potenciometro, previamente calibrado con solucién
reguladora de acetatos pH 4.1 y fosfatos de pH 7.6, se suspendieron 15.1 g (53
mmol) de sulfato de S-metilisotiourea en 50 mL de agua, se agitd y enfrio a
5°C. Enseguida, se adicionaron 10.g (8.2 mL, 103 mmol, 2 eq.) de
cloroformiato de metilo con ayuda de una jeringa, se agitd vigorosamente y
poco a poco se agregd, mediante el embudo de adicion, una solucidén acuosa
de hidrdéxido de sodio al 25 % a una velocidad tal que el pH oscilara entre 7 y
7.5 y la temperatura entre 10 y 15°C. Después de haber adicionado 69 mL de
la solucién de sosa en un lapso de dos horas, el pH permanecié constante en 7
y se formo un precipitado bianco esponjoso. Este intermediario se empled sin

aislar inmediatamente después de haberse formado.

En un matraz de bola de 1000 mL de una boca, acondicionado con agitacion
magnética y un refrigerante en posicién de reflujo, cuyo extremo superior se
conecto a una trampa de hipoclorito de sodio. En el matraz se disolvié en frio
8.5 g (46 mmol) de 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina (obtenida por reduccién
catalitica con H,/Ni-Raney de la 4,5-dicloro-2-nitroanilina) en 44 mL de
solucién amortiguadora de acetatos (12.4 mL de acido acético, 4.4 g de

acetato de sodio y 44 mL de agua) y se adicioné el contenido de la reaccion
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arriba mencionada. La mezcla se calentd poco a poco con una canastilla con
redstato, observandose el desprendimiento de gas, y se llevé a reflujo, donde
se mantuvo por dos horas. Después, se retird la fuente de calor y se dejo en
agitacion hasta temperatura ambiente. Se formé un solido café, el cual separd
por filtracién al vacio y se lavo una vez con hexano frio, etanol frio y
finalmente con agua. El producto crudo se recristalizo de acido acético glacial.
Se obtuvo 10 g (80 %) de cristales color beige, los cuales en ccf mostraron una

sola mancha (Rf de 0.61, Sistema III} y un pf de 311-314°C.

2.1.7 5,6-Dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol (16) -

En un matraz de bola de 1000 mL con tres bocas, provisto con termometro,
tapén de teflén y agitacion magnética, se mezclaron 6.7 g (38 mmol) de
4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina, 2.5 g (45 mmol, 1.2 eq.) de hidréxido de
potasio disueltos en 5 mL de agua, 70 mL de etanol y 4.6 g (3.6 mL, 60 mmol,
1.6 eq.) de disulfuro de carbono. En el extremo superior del refrigerante se
colocd una llave de paso con un globo lleno de nitrégeno, se purgd el sistema
y posteriormente se calentd a reflujo por tres horas. La solucién café claro se
oscurecid, se detectd el fin de la reaccion por ccf. Luego, se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se vertié la mezcla en una vaso de precipitados de 500
mL con 200 g de hielo, se aciduld a pH 6 con una solucion acuosa de acido
acético al 15 %. Se formd un sélido café, el cual se decolord con carbdn
activado en etanol y se concentré en el rotacvaporador. El residuo se
recristalizé de etanol/agua. Se obtuvo 6.2 g (75 %) de cristales blancos, los
cuales en ccf mostraron una sola mancha (Rf de 0.57, Sistema II) y un pf de

325-326°C
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2.1.8 5,6-Dicloro-2-metiltio-1 H-bencimidazol (17)

En un matraz de bola de 50 mL con tres bocas, provisto con termometro,

tapon septum, agitacion magnética, condensador de aire en posicién de reflujo
y un globo con nitrégeno en el extremo superior, se colocaron 2.4 g (11 mmol) -
de 5,6-dicloro-2-mercapto-1H-bencimidazol, 21 mL de etanol, 1.2 g (11
mmol, 1 eq.) de hidréxido de potasio y 6 mL de agua, se formo una solucion
de color amarillo, se enfrio en un bafio de hielo-acetona-sal hasta —17°C. A
esta temperatura se agregd con una jeringa, gota a gota, 1.5 g (1 mL, 11 mmol,
1 eq.) de yoduro de metilo, la temperatura se elevé a —10°C, se retird el bafio
de hielo y se dejo en agitacion por una hora. La solucién se torno de un color
amarillo claro y se aciduld pH 5 con una solucién acuosa de acido acético al
10 %. Se formé un sélido blanco, el cual se separd por filtracién al vacio y se
lavd repetidas veces con agua y se recristalizo de acetato de etilo. Se obtuvo
2.8 g (89 %) de cristales blancos. Los cuales en ccf mostraron una sola
mancha (Rf de 0.61, Sistema II) y un pf de 193-194°C.

2.1.9 5,6-Dicloro-1H-bencimidazol (18)

En un matraz de bola de 1000 mL con dos bocas, provisto con refrigerante de
agua en posicion de reflyjo, termometro, agitacion magnética y canastilla de
calentamiento con redstato, se colocaron 16.5 g (93 mmol) de 4,5-dicloro-1,2-
fenilendiamina y 20.5 g (19 mL, 447 mmol, 4.8 eq.) de acido formico. La
mezcla de reaccion se calentd a 50°C por 3 horas. La solucidn oscura se aclard
y el final de la reaccion se monitoreo por ccf. La mezcla de reaccion se vertio
sobre 200 g de hielo y se formé un sélido de color café claro, el cual se separd
por filtracién al vacio y lavo repetidas veces con agua hasta pH neutro. El

sélido se recristalizo de metanol. Se obtuvo 13.2 g (76 %) de cristales blancos,
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los cuales en ccf mostraron una sola mancha (Rf de 0.33, Sistema III) y un pf
de 208-209°C.

2.1.10 Sintesis de las 1,2-Fenilendiaminas

En el caso de la 4-cloro-1,2-fenilendiamina (20) se partié de la 4-cloro-2-
nitroanilina comercial (19) y en el caso de la 4,5-dicloro-1,2-fenilendiamina
(25) su materia prima fue la 3,4-dicloroanilina (21) como se muestra en el

Esquema 2.

Cl NHCOCH; NHCOCH,
%j@f HSO/HNO, ]@:
1}
Cl Ci NO,
22 23

l H,50,

NH; R NH, Cl NH,
Ci NO, Cl NH,

Ci NO,

19 20,25 24

R=H(20) R=CI(25)

Esquema 2. Sintesis de las 1,2-Fenilendiaminas precursoras
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2.1.10.1 4-Cloro-1,2-fenilendiamina (20)
En una botella de hidrogenacién de vidrio de 500 mL se colocaron 5g (29

mmol) de 4-cloro-2-nitroanilina (Fluka), 1.2 g de Ni-Raney al 50% (el cual se
lavo 3 veces con THF antes de agregar a la botella de hidrogenacion) y 20 mL -
de THF. La botella se conectd al hidrogenador Parr, se elimind el aire
mediante Ia inyeccion y expulsién de Hj (tres veces) y enseguida, se inicid ia
reaccion cargando la botella con 70 Ib/plg®. La reaccion finalizé después de
consumir 61 Io/plg” de hidrégeno en un tiempo de 4 horas, se filtr6 al vacio
con papel Whatman No. 2 y lavé con THF, el filtrado se concentré en un
rotaevaporador. Se obtuvo 4 g (98 %) de un solido color café, el cual en cct
mostré una sola mancha (Rf de 0.25, Sistema III) y un pf de 68-69°C. Este
producto se empled inmediatamente, sin purificacion alguna para la sintesis de
12.

2.1.10.2 3,4-Dicloroacetanilida (22)

En un vaso de precipitados de 2 L, acondicionado con termémetro, agitador
mecdnico y bafio de hielo, se colocaron 408.3 g (2.52 moles) de
3,4-dicloroanilina (21) y 100 mL de acido acético. La mezcla anterior se
enfrié con un bafio de hielo y se agité mientras se fueron incorporando 321.6 g
(297.2 mL, 3.15 mol, 1.25 eq.) de anhidrido acético. La adicion se hizo en un
tiempo de 8 minutos, de tal manera que la temperatura de reaccion no paso de
70°C. Al término de la adicién se formé una masa color violacea. Se retir6 el
bafio de hielo, se agitd hasta homogeneizacion de la mezcla y se dejo en
reposo 15 min. Después de comprobar la total conversién de la materia prima
por ccf, se adicioné 1 kg de hielo-agua y el sélido caf¢ formado se separé por

filtracion al vacio. El producto crudo se trituré en un mortero, se suspendio en
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aguay se volvio a filtrar, lavando repetidas veces con agua hasta pH neutro. Ei

residuo libre de agua se secd en la estufa a 85°C durante 24 h. Se obtuvo 493g
(96 %) de un sdlido café claro. Este sdlido fue un solo compuesto al hacer su

determinacién de pureza por ccf (Rf de 0.15, Sistema IV) y un pf de
122-123°C.

2.1.10.3 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (23)

En un vaso de precipitados de 4 L, acondicionado con termometro, agitacion
mecénica y un bafio de hielo/sal, se disolvieron poco a poco 462.3 g (2.26
mol) de 4,5-dicloroacetanilida (22) en 1L de écidc-) sulfurico concentrado,
manteniendo la temperatura entre 10-15°C. Después, se agregd gota a gota,
400 mL de mezcla sulfonitrica (1:1) fria, manteniendo la temperatura de
adicion entre 17-20°C. Después de 1 hora termind la adicion, se retiré el bafio
de hielo y agité por 30 minutos mas. Se comprobé el fin de la reaccion por
ccf. La mezcla se vertid cuidadosamente sobre 12 kg. de hielo. El solido
formado se separd por filtracion al vacio, se lavo con agua repetidas veces
hasta pH neutro y dejé secar. Se obtuvo 553 g del producto crudo. Este, se
suspendio en 1500 mL de metanol y agit6 en frio durante 30 min. Se filtr¢ al
vacio y lavo con metanol frio. Esta operacidn se repitio una vez mas. El sdlido
amarillo claro residual mostré por ccf un compuesto principal y trazas de un
producto secundario de mayor polaridad. Se recristaliz6 de metanol-agua, se
obtuvo 366.8 g (65 %) para obtener un solo producto (Rf de 0.65, Sistema IV)
con un pf de 123-124°C.
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2.1.10.4 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (24)

En un vaso de precipitados de 4 L, provisto con termometro y agitacion
mecanica, se colocaron 700 mL de 4cido sulfirico concentrado
y con agitacién suave se incorporaron 348.7 g (1.4 moles) de -
4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (23) obtenida con anterioridad. La mezcla se
calent6 a 80-90°C durante 30 minutos, comprobandose el fin de la hidrolisis
por ccf. Se dejé enfriar a 50°C y se vertié sobre 5 Kg de hielo. El sélido
anaranjado que se form6 se separ por filtracion al vacio y lavd repetidas
veces con agua hasta pH neutro. Se recristaliz6 de &cido acético-agua. Se
obtuvo 275.3 g (95 %) de un polvo anaranjado, el cual mostrd una sola
mancha por ccf (Rf de 0.71, Sistema II) y un pf de 176-177°C.

2.1.10.5 4,5-Dicloro-1,2-fenilendiamina (25)

En una botella de hidrogenacion de vidrio de 500 mL se mezclaron 19.3 g (93
mmol) de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (12), 4 g de Ni-Raney al 50 % (el cual se
lavd 3 veces con etanol antes de agregar a la botella de hidrogenacion), 200
mL de etanol absoluto y 50 mL de acetato de etilo absoluto. La botella se
conectd al hidrogenador, se eliminé el aire mediante la inyeccion y expulsion
de hidrégeno (tres veces), y enseguida, se inicio la reaccion cargando la
botella con 60 1b/plg® de hidrégeno. Se agité hasta que se consumieron 480
fb/plg®, en un lapso de 4 horas. El catalizador se separ6 de la mezcla por
filtracion al vacio empleando doble papel filtro Whatman No.2. El filtrado
oscuro se concentrd en rotacvaporador a sequedad. Se obtuvo 16.5 g (100 %)
de un sélido café oscuro el cual mostré una sola mancha por ccf (Rf de 0.32,

Sistena II). Este solido se utilizo inmediatamente para las reacciones
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siguientes. Una muestra se recristalizd de etanol-agua y se obtuvo agujas

blancas con un pf de 158-161°C.

2.1.11 Bromuro de cianégeno (26)

En un matraz de bola de 3 L con tres bocas, equipado con termoémetro,
agitador mecanico, embudo de adicion y bafio de hielo, se colocaron 5000 g
(160 mL, 3.1 mol) de bromo estratificados con 50 mL de agua, y adicionaron
170 g (3.47 mol) de NaCN en 1.2 L de agua a 28°C. La mezcla de bromo en
agua, de color rojo, se comenzd a tornar de color naranja y posteriormente se
observé un precipitado blanco. El sistema se calenté con un bafio de aceite y
el producto destil6 a 60-62°C [28]. Se obtuvo 197 g (60 %) de un solido blanco

de olor pungente, el cual se guardé en viales 4mbar en el refrigerador.

2.2  Parte Biologica

2.2.1 Material biolégico
Se emplearon la cepa de Giardia lamblia IMSS:0989:1 y la cepa HMI:IMSS

de Entamoeba histolytica para el ensayo de actividad biolégica de los
compuestos 12-18. Los parésitos se mantuvieron en condiciones axénicas en
medio TYI-S-33 modificado, suplementado con suero de ternera
complementado al 10 % [29]. Los parasitos se subcultivaron dos veces por
semana. Aparte, se empled una cepa de Trichinella spiralis [30] que fue
aislada del cerdo por el Dr. Martinez Marafién del Instituto Nacional de
Diagnésticos y Referencias Epidemiologica (INDRE). Con el objeto de
mantener el ciclo de vida de este parasito, ratas de la cepa Sprague-Dawley, de
dos a tres meses de edad, fueron infectadas con 3000 larvas musculares
resuspendidas en Bacto agar al 0.02 %. La infeccion se realizd via

intragastrica con canula y jeringa.
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2.2.2 Evaluacién in vitro de la actividad bioldgica de los

compuestos 12-18 contra la larva muscular de Trichinella

spiralis empleando el método de MTT/PMS

Las larvas musculares de T. spiralis se obtuvieron de acuerdo a lo
descrito anteriormente [30] y 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 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 y
0.00001 pg/mL. Los parasitos se incubaron tres dias a 37°C en atmésfera de
CO, al 5 %, con cambio diario de medio mas compuesto. Como contro}
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 colorimétrico basado en la reduccion de la sal de tetrazolio (MTT) a
formazin de acuerdo a lo descrito por Towson y cols [31], con algunas
modificaciones [32]. Asi, los parasitos cultivados con los diferentes
compuestos se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 mL y se
centrifugaron a 2,500 rpm por 2 minutos. Posteriormente, se realiz6 un lavado
con PBS y se afiadié 1 mL de una solucién de MTT al 0.75 % (Sigma), 50 uL
de una solucién de metasulfato de fenazina al 5% (PMS, Sigma) como
catalizador y 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). Los tubos se
incubaron a 37°C durante 50 minutos con agitacion constante. Después de la
incubacion se realizé otro lavado con PBS y se agregaron 500 pL. de DMSO,
los parasitos se resuspendieron y dejaron a temperatura ambiente por 1 hora.
Al finalizar este tiempo los tubos se centrifugaron y se transfirié el
sobrenadante a placas de ELISA, las cuales se leyeron a 492 nm. Se calculé el

porcentaje de reduccion de la densidad Optica en comparacion con el control
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negativo y de acuerdo a eso se calculd el porcentaje de reduccién de la

viabilidad. Se realizaron 3 experimentos por duplicado de cada uno de ellos.

2.2.3 Evaluacion in vitro de la actividad de los .

compuestos 12-18 contra E. histolytica y G. lamblia

Se empleé el método de subcultivo previamente estandarizado [33]. Se
incubaron 5x10* trofozoitos/mL y 6x10° trofozoitos/mL de G. lamblia y E.
histolytica respectivamente por 48 horas a 37°C, en tubos con concentraciones
de 5, 10, 50, 100 y 500 ng/mL de los diferentes 1H-bencimidazoles, ademas
del albendazol, nitazoxanida y del metronidazol que sirvieron como
compuestos de referencia. Como control negativo se emplearon trofozoitos en
medio libre de farmacos. En el caso de G. lamblia, se tomaron 50 uL de los
trofozoitos tratados y se cultivaron en medio fresco, ya sin los compuestos, y
se incubaron por otras 48 horas El nimero final de trofozoitos se determiné en
una camara cuentaglobulos. Se calculé ¢l porcentaje de inhibicién de
crecimiento en comparacion con el control y posteriormente mediante analisis
Probit, se calculd la Clsy, que correspondio a la conccntraci(')ﬁ que inhibio al
50 % el crecimiento de los trofozoitos. Los experimentos se efectuaron por

triplicado y se repitieron dos ocasiones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Parte quimica

Los datos de constantes

fisicas, los andlisis

—

espectroscopicos ¥

espectrométricos de los compuestos preparados se muestran en la Tabla4 y 5

respectivamente.

Tabla 4. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados.

12 | ~H2‘(ﬂ) (‘82) B
13 EtOH/ H,O (76)
14 EtOH (86)

15 AcOH (80)
16 EtOH/ H;O (75)
17 AcEt (89)

18 - MeOH (76)
20 NR (98)

22 NR (96)

23 MeOH/H,0 (65)
24 AcOH/ H,0 (95)
25 NR (100)

26 NR (60)

152.5

201.05
202.04
260.07
219.08
233.11
187.01
142.58
204.05
249.06
207.01
177.03

105.93

Polvo bianco
Cristales blancos
Cristales blancos
Cristales beige
Cristales blancos
Cristales blancos
Cristales blancos
Sdlido café claro
Sélido café
Polvo amarillo
Polvo naranja
Agujas blancas

Sélido blanco

- PECC)  Ref.
0.67 (m) 228229 34
043 (IV)  249-252 35
037(I)  260-262 36
0.61 (1)  310-314 37
0.57(An  325-326 38
061(0)  230-232 39
033 ()  208-209 34
0.25 (1) 68-69 40
0.15(IV)  122-123 41
0.65(IV)  123-124 42
071D  176-177 43
032(0)  158-161 40
----- 28

NR: no recristalizado.
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Tabla 5. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los
compuestos preparados.

Espectro 1, IR (KBr): 3418 m; 3029 w;
1624 m; 906 m; 844 my 704 w.
Espectro 2, RMN 'H (TMS, DMSO-dj):
12.7 (sa, 1H); 8.2 (s, 1H); 7.6 (d, J = 1.8,
1H); 7.5 (d, J = 8.7, 1H); 7.1 (dd, J = 8.7,
J=1.8, 1H).

Espectro 3, EM (IE) M" 152 (100%).

5,6-Dicloro-2-metil-1H-bencimidazol (13)

Ch_ 5~ 1\3;
Cl - Ta 17]'

7 1
H

Espectro 4, IR (KBr): 3389 w; 3081 w;
2953 w; 1644 m; 8364 m.

Espectro 5, RMN 'H (TMS, DMSO-dy):
12 (sa, 1H); 7.5 (d, 2H); 2.5 (s, 3H).
Espectro 6, EM (IE) M* 200 (100%).

2-Amino-5,6-dicloro-1H-bencimidazol (14)

Cl_s AN
2
yous

7
H

Espectro 7, IR (KBr): 3350 m; 3065.10
m; 1686 s; 850 m.

Espectro 8, RMN 'H (TMS, DMSO-dﬁ):
10.9 (sa, 1H);7.2 (s, 2H); 6.5 (sa, 2H).
Espectro 9, EM (IE) M" 201 (100%)

(5,6-Dicloro-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de
metilo (15)

Cl 4 a 1% (l?
I@i N2 NHCOCH;
C1 Ta

N
7 i1
H

Espectro 10, IR (KBr): 3425 m; 3028 s;
2908 s; 2843 s;. 1688 m; 1445 s; 1388 s;
1630 w; 863 s.

Espectro 11, RMN 'H (TMS, DMSO-dj):
11.8 (sa, 2H); 7.5 (s, 2H); 3.7 (s, 3H).
Espectro 12, EM (CG, IE) M 259 (70%).
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5, 6-Dicloro-2-rﬁercaptb; lH-bencumdazol ('1 6)

3
Cl 3N
\>LSH
Cl 7a~N

7 11
H

Espectro 13, IR (KBr): 3427 w; 3084 s;
2649 w; 1606 m; 1314 s; 745 m; 851 m. j
Espectro 14, RMN 'H (TMS, DMSO-
dg): 12.7 (sa, 2H); 7.3 (d, /= 0.6, 2H).
Espectro 15, EM (IE) M" 218 (100 %).

5,6-Dicloro-2-metiltio-1 H-bencimidazol (17)

Cl s A 3a IE]
Cl Ta

N
7 i1
H

Espectro 16, IR (KBr): 3380 w; 3089
m; 2837 m; 846 m.

Espectro 17, RMN 'H (TMS,
DMSO-d;): 12.8 (sa, N-H); 7.6 (s, 2H);
2.6 (s, 3H).

Espectro 18, EM (IE) M" 232 (90 %).

5,6-Dicloro-1H-bencimidazol (18)

Chs AN
6 \>2

Cl 72N

7 i

H

Espectro 19, IR (KBr): 3412 w; 3126
m; 1622 w; 861 m.

Espectro 20, RMN 'H (TMS, CDCl; y
DMSO-ds): 11.9 (sa, 1H); 8.0 (s, 1H); 7.7
(s, 2H).

Espectro 21, EM (CG, IE) M" 186
(100%).

La sintesis del compuesto 12 se obtuvo con buen rendimiento (82 %).

Mediante los siguientes datos se comprobd la estructura del compuesto: el

espectro (No 1) de IR (KBr) muestra la banda caracteristica para enlace N-H a

3418 cm™'; para el enlace C-H aromético se observa una banda de intensidad

fuerte a 3029 cm’'; para e doble enlace entre carbono y nitrégeno se observa

una banda de intensidad media a 1624 cm’ y las bandas a 906 cm™', 844 cm’

y 704 cm™ indican una trisustituciéon asimétrica en el anillo de benceno. En el

espectro (No 2) de RMN 'H, se observa a 12.7 ppm un singulente amplio que

integra para un hidrégeno el cual desaparece al intercambiar con D)0,
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correspondiente al hidrogeno unido al nitrégeno en posicion 1; se observa un
singulete a 8.2 ppm que integra para un hidrogeno de la posicion 2; en 7.6
ppm hay un doblete con una J = 1.8 Hz el cual integra para un hidrégeno de la
posicién 4; a 7.5 ppm hay un doblete con una J = 8.7 Hz el cual integra para
un hidrégeno correspondiente a la posicion 7; un doble de dobles a 7.1 ppm
con J=8.7HzyJ= 1.8 Hz integra para un hidrogeno que corresponde a la
posicién 6;. El espectro (No 3) de EM muestra un ion molecular con m/z 152
que concuerda con la masa molecular esperada y corresponde al pico base del
espectro (100 %); se observa la sefial de [M?+2] con una abundancia relativa
del 35 %, indicativo de la presencia de un cloro lo cual se puede comprobar

por el pico [M*-35] con una abundancia del 10 %.

La sintesis del compuesto 13 se obtuvo con aceptable rendimiento (76 %).
Mediante los siguientes datos se comprobo la estructura del compuesto: el
espectro (No 4) de IR (KBr) muestra la banda de intensidad media
caracteristica para enlace N-H a 3389 cm’'; para el enlace C-H aromatico se
observa una banda de intensidad débil a 3081 cm’'; la sefial para el C-H
alifatico del grupo metilo se observa a 2953 cm’'; para el doble enlace entre
carbono y nitrégeno se observa una banda de intensidad fuerte a 1644 cm’'y
Ia banda a 864 cm’' indicadora de una tetrasustitucién 1,2,4,5 en el anillo de
benceno. El espectro (No 5) de RMN 'H, se observa a 12 ppm un singulete
amplio que integra para un hidrogeno el cual desaparece al intercambiar con
D,0, correspondiente al hidrégeno unido a nitrogeno en posicién 1; en 7.5
ppm hay un doblete que integra para 2 hidrogenos correspondientes a los
hidrégenos de la posiciones 4 y 7 los cuales estan acoplados en el espacio con
el hidrégeno de la posicién 1, esto se comprueba al hacer intercambio con

D,0 el doblete se convierte en un singulete; a 2.5 ppm hay un singulete que
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integra para 3 hidrégenos pertenecientes al grupo metilo. El espectro (No 6)

de EM muestra un ion molecular con m/z 200 que concuerda con la masa
molecular esperada y corresponde al pico base del espectro (100 %); se
observan las sefiales de [M*+2] y [M*+4] con abundancias relativas del 64 %
y 10 % respectivamente, indicativo de la presencia de dos cloros; la sefial m/z

165 con un [M+2] del 32 % indica la pérdida de un cloro [M?-35].

La sintesis del compuesto 14 se obtuvo con aceptable rendimiento, la
formacién del clorhidrato del producto crudo resulté ser un método adecuado
para la purificacién. El espectro (No 7) de IR (KBr) muestra la banda de
intensidad media caracteristica para enlace N-H a 3350 cm’'; para el enlace
C-H aromatico se observa una banda de intensidad media a 3065 cm™; la
banda de intensidad fuerte a 1686 cm™' para el doble enlace carbono nitrégeno
y la banda de intensidad media a 850 cm’' indicadora de una tetrasustitucion
1,2.4,5 en el anillo de benceno. El espectro (No 8) de RMN 'H, se observa un
singulete amplio a 10.9 ppm el cual desaparece al intercambiar con D;0,
corresponde al hidrégeno de la posicion 1; a 7.2 ppm hay un singulete que
integra para 2 hidrégenos correspondientes a las posiciones 4 y 7; el singulete
amplio a 6.5 ppm desaparece al intercambiar con D,0O, corresponde a los
hidrégenos del grupo —NH,. El espectro (No 9) de EM muestra un ion
molecular con m/z 201 que concuerda con Ia masa molecular esperada y
corresponde al pico base del espectro (100 %); se observan las sefiales de
[M#+2] y [M*+4] con abundancias relativas del 63 % y 11 % respectivamente,
indicativo de la presencia de dos cloros; a m/z 166 con un [M+2] del 31 %

indica la pérdida de un cloro [M:-35].
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La sintesis del compuesto 15 se obtuvo con buen rendimiento (80 %), €l

cuidado que se debe tener en la preparacion de este compuesto es €l control
del pH y la temperatura, ademas se deben utilizar trampas consecutivas con
hipoclorito de sodio para evitar el desprendimiento de metanotiol a la
atmdsfera. El espectro (No 10) de IR (KBr) muestra a 3425 cm’ la banda de
intensidad media caracteristica del enlace N-H; para C-H de tipo aromaético se
observa la sefial a 3028 cm™; las sefiales para el enlace C-H correspondiente al
metilo se observan a 2908 cm™ y 2843 cm’'; en 1688 cm” hay una banda
mediana correspondiente al grupo carbonilo; en 1445 cm’ hay una banda de
intensidad fuerte para la union N-CO; a 1388 cm’ se observa una banda fuerte
de enlace C-O y la banda fuerte a 863 cm’’ indica una tetrasustitucion 1,2,4,5
en el anillo de benceno. El espectro (No. 11) de RMN 'H, se observa un
singulete amplio a 11.8 ppm el cual desaparece con D,O correspondiente a los
hidrégenos unidos a nitrégeno; en 7.5 ppm hay un singulete correspondiente a
la sefial de los hidrogenos en posicion 4 y 7; en 3.7 ppm hay un singulete que
integra para tres hidrégenos correspondientes al grupo metilo. El espectro (No
12) de EM muestra un ion molecular a una m/z 259 con una abundancia del 70
%; se observa las sefiales de [M*+2] y [M*+4] con abundancias relativas del
63 % y 11 % respectivamente, el pico base del espectro se observa a una m/z

de 225 [M*-32] correspondiente a la pérdida de metanol.

El compuesto 16 se obtiene con un aceptable rendimiento (75 %), en este
compuesto se debe tener cuidado de recristalizado en atmosfera inerte para
evitar su descomposicion. El espectro (No. 13) de IR (KBr) a 3427 cm’ se
observa una banda débil caracteristica del enlace N-H; la sefial para C-H de
tipo aromatico se observa a 3084 cm’'; una banda débil de 2522 cm’ es

correspondiente al enlace S-H y también se observa la banda fuerte de 1314
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cm’' que corresponde al tautdmero C=S; la banda de intensidadad media a 745

cm! para ¢l enlace C-S y una sefial a 851 cm’! indicativo de la tetrasustitucion
en el anillo de benceno 1,2,4,5. El espectro (No. 14) de RMN 'H se observa un
singulete amplio a 12.7 que integra para dos hidrégenos, dicha sefial
desaparece al intercambiar con D,0, correspondiendo a los hidrégenos unido a
nitrégenos en posicion 1 y 3, lo que indica que el compuesto se encuentra en
forma de tiona; a 7.3 ppm se observa un doblete con una J = 0.8 Hz que
integra para 2 hidrégenos que se encueniran en posiciones 4 y 7. El especiro
(No 15) de EM muestra un ion molecular con m/z 218 que concuerda con la
masa molecular esperada y corresponde al pico base del espectro (100 %), se
observa la sefial de [M*+2] y [M#*+4] con abundancias relativas del 65 % y 11
% respectivamente, indicativo de la presencia de dos cloros; a una relacion

m/z 183 con un [M+2] del 36 % indica la pérdida de un cloro [M*-35].

El compuesto 17 se obtuvo de forma cuantitativa, en este caso se debe tener
especial cuidado con la temperatura y al agregar la cantidad justa de un
equivalente de yoduro de metilo a la mezcla de reaccion, para evitar la
polialquilacién. El espectro (No. 16) de IR (KBr) se observa la banda de
intensidad débil caracteristica para el enlace N-H a 3380 cm’’; en 3089-3026
cm’ se observa la banda de intensidad media para el enlace C-H de tipo
aromatico; la banda correspondiente al enlace C-H del grupo metilo se
observa a 2837 cm’'; vy la sefial de 846 cm’ indica la tetrasustitucion del anillo
de benceno de tipo 1,2,4,5. El espectro (No. 17) de RMN 'H, muestra a 12.8
ppm un singulete amplio correspondiente al hidrégeno de la posicion 1 el cual
desaparece al intercambiar con D,0; en 7.6 ppm se observa singulete que
integra para dos hidrégenos correspondientes a las posiciones 4 y 7; en 2.6

ppm hay un singulete que integra para tres hidrogenos del grupo metilo. Ei
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espectro (No. 18) de EM (IE) muestra un ion molecular a una m/z 232 con una

abundancia relativa del 90 % que concuerda con la masa molecular esperada;
se observa la sefial de [M*+2] y [M*+4] con abundancias relativas del 67 %y
12 % respectivamente, indicativo de la presencia de dos cloros; a una relacion

m/z 199 [M?-33] se observa el pico base del espectro,

El compuesto 18 se obtuvo con rendimiento adecuado (76 %). El espectro
(No. 19) de IR (KBr) muestra una banda débil caracteristica para la sefial N-H
a 3412 cm’, la sefial para C-H de tipo aromatico se observa a 3126 cm™ y la
banda mediana 2861 cm™ indicativo de la tetrasustitucién 1,2,4,5 en el anillo
de benceno. El espectro (No. 20) de RMN 'H corrido a 300 MHz, se observa
un singulete 2 11.9 ppm integra para un hidrégeno de la posicién 2 el cual
desaparece al intercambiar con D,O; en 8 ppm hay un singulete que integra
para un hidrégeno correspondiente a la posicién 2: a 7.7 ppm se observa un
singulete que integra para 2 hidrégenos de las posiciones 4 y 7;. El espectro
(No 21) de EM (IE) muestra un ion molecular con una relacion m/z 186 que
concuerda con la masa molecular esperada y corresponde al pico base del
espectro (100 %); se observa la sefial de [M*+2] y [M*+4] con abundancias
relativas del 64 % y 10 % respectivamente, indicativo de la presencia de dos
cloros; a una relacién m/z 151 con un [M+2] del 36 % indica la pérdida de un
cloro [M*-35].

Las reacciones para la obtencion de las 1,2-fenilendiaminas procedieron con
buenos rendimientos, solamente en el caso de la reaccién de nitracion de la
3 4-dicloroacetanilida (22) el rendimiento disminuye a causa del isomero que

se forma aunque en menor proporcion.
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3.2  Parte biolégica

3.2.1 Efecto de los 1H-Bencimidazoles sobre la larva

muscular de Trichinella spiralis.

Los resultados de la prueba in vitro de actividad antihelmintica de los
compuestos sintetizados, y del albendazol como control positivo s¢ muestran
en la Grafica 2 y en la Tabla 6. Todos los compuestos se probaron a
concentraciones equivalentes en moles a 1X10", 1X107, 1X107, 1X10%,
1X10° mg/mL de albendazol. Debido a que &l porcentaje de reduccion de la
viabilidad de Trichinella spiralis causada por los compuestos sintetizados y
del albendazol resultaron ser menores al 50%, no fue posible obtener de forma
confiable la Clsp. En su lugra se empled la prueba de 4 puntos (Tabla 7), en
donde se comparan la actividad a concentraciones de 3.77x10° M y 3.77x10°
M del compuesto sintetizado con el albendazol. Todos los compuestos
sintetizados muestran menor actividad que el albendazol. Se encontrd que el
compuesto 12 tiene una actividad relativa 100 veces menor respecto al
albendazol y el resto son menos activos. El compuesto monoclorado 12 tiene
mejor actividad que su analogo diclorado 18. Entre la serie de compuestos

diclorados el derivado con grupo mercapto (16) fue el mas activo.
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Grifica 2. Actividad de los compuestos 12-18 a diferentes concentraciones
contra la larva muscular de Trichinella spiralis.
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Tabla 6. Porcentaje de reduccién de la viabilidad in vitro, causada por los 1H-
Bencimidazoles contra la larva muscular de Trichinella spiralis.

3.77E-06

377B07 9 NR | NR 2 16 6 NR 32 |
3.77E-08 4 NR NR NR 10 NR NR 27
3.77E-09 NR NR NR NR 6 NR NR 18
3.77E-10 NR NR NR NR NR NR NR 5

NR: no redujo. ABZ: albendazol.
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Tbla 7. Ensayo de 4 puntos comparando la actividad antihelmintica de los

compuestos sintetizados con 1a del albendazol a concentraciones de 3.77 x 10°
y 3.77 x 10° [M].

&—

albdazol 1

12 1x107

13 8.57x10°®
14 7.74x107"
15 3.34x107
16 1.58x10°
17 2.15x10™
18 1.58x10°°
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3.2.2 Efecto de los 1H-Bencimidazoles sobre Entamoeba

histolytica.

La Grafica 3 y la Tabla 8 muestran Los resultados de la prueba
antiprotozoaria in vitro contra Entamoeba histolytica de los compuestos '
sintetizados ademas del albendazol, nitazoxanida y metronidazol como
controles positivos. El analisis de varianza que se muestra en la Tabla 9,
indica que existe diferencia significativa entre la actividad biologica
presentada por cada uno de los compuestos evaluados, por lo tanto, los
sustituyentes de las diferentes posiciones del bencimidazol modifican la
actividad biolégica de los compuestos 12-18 contra E. histolytica. Mediante
un andlisis PROBIT se determino la Clso, como se muestra en la Tabla 10. Al
comparar la Clso para cada caso se observa que todos los compuestos 12-18
son mucho mas activos que el albendanzol, con la excepcion el compuesto 6
que tiene una actividad semejante al metronidazol, los demas compuestos
resultaron ser més activos que el metronidazol; los compuestos 12 ,13 y 15
fueron mas activos que la nitazoxanida, siendo el compuesto 13 el de mayor
actividad (Grafica 4).

Grafica 3. Actividad de los compuestos 12-18 a diferentes
concentraciones contra trofozoitos de Entamoeba histolytica.
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Tabla 8. Porcentaje de mortalidad de los trofozoitos de E.

histolytica ocasionada por los compuestos evaluados a diferentes
concentraciones.

0.005 | 344 | 48.1 36 | 236 | 426 | 8.1 28
001 | 792 | 612 | 51 | 599 | 516 | 253 | 46
005 | 926 | 669 | 653 | 73 | 579 | 357 | 54
0.1 9 | 688 | 82 | 795 | 665 | 548 | 80
05 | 988 | 889 | 922 | 864 | 789 | 781 | 94

Tabla 9. ANDEVA para el disefio de bloques completos
aleatorizados de los datos de actividad contra E. histolytica que se
muestran en la Tabla 8.

Fuente Suma de G’{ados de Cuadr'ftdo Ra:‘a(’)n Fle
cuadrados libertad Medio variancias
Tratamientos 4225.806 6 704.301 9.947
Bloques 1313067.611 4 3266.903
Residuo 1699.345 24 70.806
Total 18992.762 34

Frsis con o = 0.05 es: 2.51 lo que es menor de 9.947; por lo tanto se rechaza la
hip6tesis de que los datos tengan las mismas medias.
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Tabla 10. Concentraciones inhibitorias de los 1H-Bencimidazoles
contra Entamoeba histolytica.

12
13 0.005 0.025
14 0.012 0.059
15 0.012 0.046
16 0.012 0.055
17 0.083 0.356
18 0.018 0.096
Nitazoxanida 0.017 0.055
Metronidazol 0.060 -0.351
Albendazol 14.999 56.60

Grafica 4. Actividad de los compuestos preparados contra
Entamoeba histolytica
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3.2.3 Efecto de los 1H-Bencimidazoles sobre

Giardia lamblia.

En la Grafica 5 y en la Tabla 11 se muestran los resultados de la prueba
antiprotozoaria in vitro contra Giardia lamblia tanto de los compuestos '
sintetizados como de los controles positivos: albendazol, nitazoxanida y
metronidazol. El analisis de varianza que se muestra en la Tabla 12 indica que
existe diferencia significativa entre la actividad biologica presentada por cada
uno de los compuestos evaluados indicando que, los sustituyentes de las
diferentes posiciones del bencimidazol modifican la actividad biologica de los
compuestos 12-18 contra G. lamblia. Mediante un andlisis PROBIT se
determino la Cls, como se muestra en la Tabla 13. Al comparar la Cls, para
cada caso se observa que todos los compuestos 12-18 son mucho mas activos
que el metronidazol; sin embargo sélo los compuestos 13 y 16 presentaron
actividad semejante en magnitud a la nitazoxanida y al albendazol (Grafica

6).

Grafica 5. Actividad de los compuestos 12-18 contra trofozoitos de
Giardia lamblia probados a diferentes concentraciones.
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Tabla 11. Porcentaje de mortalidad de trofozoitos de Giardia
lamblia ocasionada por los compuestos 12-18 evaluados a diferentes

concentraciones.

-

3 17 18

0.005 173 | 323 16.4 15.3 29.8 18 24.1
0.01 38.6 554 30.8 40.4 43.9 25.3 31.9 B

0.05 43.5 59.8 543 56.4 67.4 44.2 41.4

0.1 57.3 78.8 62.5 70.1 74.9 60 57.8
0.5 89.7 98.4 81.7 | 715 R4.4 84.4 71 ”

Tabla 12. ANDEVA para el disefio de bloques completos
aleatorizados de los datos de actividad contra G. lamblia que se

muestran en 1a Tabla 11.

Fuente Suma de Grgdos de Cuadrgdo Ra;én fie
cuadrados libertad Medio variancias
Tratamientos 1621 6 270.257 8.855
Bloques - 16172.329 4 4043.082
Residuo 732.463 24 30.519
Total 18526.332 34

Flapias cont o = 0.05 es: 2.51 lo que es menor de 8.855; por lo tanto se rechaza la
hipdtesis de que los datos tengan las mismas medias.
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Tabla 13. Diferentes concentraciones inhibitorias de los
1 H-bencimidazoles contra Giardia lamblia.

12 0.043 0282 |
13 0.013 0.065
14 0.044 0.218
15 0.033 0.127
16 0.017 0.078
17 0.053 0.227
18 0.067 0.358
Nitazoxanida 0.004 0.013
Albendazol 0.010 0.038
Metronidazol 0.210 1.228

Grafica 6. Actividad de los compuestos sintetizados contra Giardia

lamblia.
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3.2.4 Actividad biologica de la serie completa de los

1H-bencimidazoles contra protozoarios.

En la Grifica 7 se muestra la actividad contra E. histolytica de la serie
completa de 1H-bencimidazoles, cuyas estructuras se muestran en la Tabla 2
y 3. Se observa que la actividad para los compuestos con grupos carbamato,
amino y metilo disminuye al pasar de derivados sin cloro a monoclorados en
posicién 5 del micleo bencimidaz6lico, mientras que al pasar de derivados
monoclorados a diclorados la actividad aumenta para estos mismos
compuestos. Los derivados con sustituyentes mercapto y metiltio aumentan su
actividad al pasar de compuestos sin cloro a monoclorados; y dicha actividad
se decrementa al pasar de monoclorados a diclorados. La actividad de los
compuestos con hidrogeno en la posicion 2 aumenta de forma discreta en el
siguiente orden: desclorado<monoclorado<diclorado, lo que indica que los
conpuéstos al estar sustituidos en posicion 2 causan una mayor variacién en la
actividad. Los cambios més drasticos en la actividad se observan en los

compuestos monoclorados con grupo carbamato y metiltio.

En general se puede observar que los compuestos con €l mismo sustituyente
en la posicién 2 tienen una actividad semejante. De esta manera, podemos
decir que el orden de los sustituyentes incrementan la actividad biolégica en el

siguiente orden: -SCH;, -NHCOOCH;, -NHo, -SH, -H y CH;.

Entre los compuestos con azufre (4, 5, 10, 11, 16 y 17) se observa una mejor
actividad cuando hay cloro en la posicion 5, y en todos los casos resultan més
activos cuando hay un sustituyente mercapto que un metiltio. Esta misma

relacion se observa en la serie de compuestos l-metilados (Tabla 1).
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Comparando la serie de 1H-bencimidazoles (1-18) con sus analogos

I-metilbencimidazoles (I-XVI), se observa de forma general que los

| H-bencimidazoles monoclorados (7-12) son mas activos contra E. histolytica

que sus andlogos 1-metilados con cloro en 6 (IX-XII) pero son menos activos

que los analogos 1-metilados con cloro en 5 (V-VIII). Especial mente en esta

comparacion se puede evaluar el efecto tautomérico de los compuestos y se

observa

que la posibilidad de tener a un compuesto con 2 estructuras

disminuye su actividad con respecto a los compuestos con estructuras bien

definidas.

Griafica 7. Comparacion de la Cls, para cada compuesto de la serie
completa de 1H-Bencimidazoles contra trofozoitos de Entamoeba
histolytica.
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En la Grafica 8 se muestra la actividad contra G. lamblia de la serie completa

de 1H-bencimidazoles, cuyas estructuras estin en la Tabla 2 y 3. En primera
instancia la grafica muestra un comportamiento complejo en la actividad
bioldgica. El cambio mas pronunciado en la actividad se observa cuando se
conserva el grupo amino en la posiciéon 2 del bencimidazol, y pasa de un
compuesto sin cloro a un compuesto monoclorado la actividad aumenta 253
veces, lo que indica la importancia del cloro en dicha posicién. En el caso de
haber un grupo metilo en posicién 2, el orden de la actividad de los derivados
incrementa de la siguiente manera: sin cloro<monoclorado<diclorado. El
efecto inverso a los derivados metilados en posicion 2 se observa cuando hay
grupos carbamato de metilo o hidrégeno en dicha posicién. Al parecer, ¢l
ntimero de cloros presentes en la molécula no afecta de manera dréstica la
actividad cuando se tiene un grupo mercapto o carbamato de metilo en
posiciéon 2 (3,4, 9, 10, 15 y 16).

Comparando la actividad giardicida de la serie 1 H-bencimidazol (Tabla 2 y 3)
con la serie de 1-metilbencimidazoles (Tabla 1), en la mayoria de los casos se
aprecia una mayor actividad de los 1-metil-bencimidazoles, lo que indica que
un grupo metilo en posicion 1 del micleo bencimodazolico incrementa la
actividad, pero a diferencia de la actividad amebicida, no se aprecia en forma
clara el efecto tautomérico de los 1H-bencimidazoles. En ambas series se
observa que compuestos con grupo amino en posicion 2 mejoran

considerablemente 1a actividad bioldgica al estar mono clorados (VI, X y 8).
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Grafica 8. Comparacion de la Clsy para cada compuesto de la serie
completa de 1H-Bencimidazoles contra trofozoitos de Giardia
lamblia.
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CONCLUSIONES

Se logro la sintesis, purificacion e identificacion de todos los compuestos
disefiados en este trabajo.

Los 1H-bencimidazoles sintetizados mostraron tener actividad como
agentes antiprotozoarios y antithelminticos.

La actividad artihelmintica de todos los compuestos sintetizados €s menor
a la del albendazol.

Los 1H-bencimidazoles presentaron una buena actividad como
antiprotozoarios. Se observaron claras diferencias en actividad biolégica de
los compuestos evatuados, dependiendo del tipo de protozoario empleado,
Giardia lamblia o Entamoeba histolytica.

Los compuestos 12-18 mostraron una muy buena actividad in vifro contra
Entamoeba histolytica, superior en la mayoria de los casos a la actividad de
los farmacos de uso rutinario. De los compuestos sintetizados en este
trabajo el 5,6-dicloro-1H-bencimidazol (12) fue ¢l mas activo contra la
amiba. De toda la serie de 1H-bencimidazoles, el 2-metil-1H-bencimidazol
(1) resulto ser el amebicida mas activo.

El efecto tautomérico presente en los 1H-bencimidazoles disminuye la
actividad contra E. histolytica en comparacion con sus analogos

1-metilados.
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o Los compuestos sintetizados mostraron en general una buena actividad in

vitro contra Giardia lamblia. En el caso de los compuestos sintetizados en
este trabajo, el 5,6-dicloro-2.metilo-1H-bencimidazol (13) y del
5,6—diclbro-2-mercapto-lH—bcncimidazol (16) presentaron una actividad
semejante a la del albendazol y nitazoxanida. El 5(6)-cloro-2-metiltio-1/-
bencimidazol (10) resultd ser el compuesto mas activo de toda la serie de
1 H-bencimidazoles contra el trofozoito de Giardia lamblia.

Los compuestos derivados del 1H-bencimidazol resultaron ser menos
activos in vitro contra G. lamblia que sus andlogos 1-metilbencimidazoles.
No hay evidencias que el efecto tautomérico modifique la actividad
giardicida.

Es compleja la relacion del tipo de sustituyente en la posicién 2, asi como
el efecto de los cloros en posicion 5 y/6 6 en el anillo de bencimidazol con

respecto a la actividad contra G. lamblia.

.Con la informacién obtenida en este trabajo serd posible contribuir en

estudios cuantitativos de estructura-actividad biolégica de derivados

bencimidazolicos.
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